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Streszczenie

W niniejszej rozprawie rozwazamy zastosowanie deskryptoréw lokalnej struktury do
identyfikowania podobienistw, uliniawiania i klasyfikacji struktury biatek. Uliniowienie
struktur rozumiane jest jako dowolne odwzorowanie pomiedzy aminokwasami badanych
struktur. Dopuszczalne sa przestawienia sekwencyjne oraz odksztalcenia strukturalne.

Przedstawiamy formalna definicje deskryptoréw, ich podobienistwa, uliniowien i
multi-uliniowien biatek ztozonych z uliniowient mniejszych wycinkéw struktury. Rozwa-
zamy problem znajdowania optymalnych uliniowieri i dowodzimy NP-zupelodci jego
wariantow. Mimo teoretycznej wyktadniczej ztozonosci obliczeniowej przedstawionych
problemoéw podajemy wydajne algorytmy heurystyczne. Problem obliczania optymal-
nych uliniowien sprowadzamy do wyszukiwania maksymalnej kliki, rozwigzujac go przy
pomocy metody podzialéw i ograniczen, Monte-Carlo z wymiana replik oraz heurystyki
opartej na twierdzeniu Motzkina-Strausa. Do znajdowania multi-uliniowienn stosujemy
algorytm ewolucyjny.

Zaimplementowane algorytmy zostaly przetestowane na popularnych zbiorach uli-
niowienn referencyjnych: SISY, RIPC oraz SISY-multiple i poréwnane z innymi pu-
blicznie dostepnymi wiodacymi metodami. Algorytm uliniawiajacy pary struktur na
najtrudniejszym zbiorze testowym RIPC uzyskal érednia doktadnos¢ 77% (druga pod
wzgledem jakosci metoda osiaga doktadnosé 60%). Algorytm znajdowania multi-ulinio-
wien uzyskuje wyniki na poziomie najlepszych konkurencyjnych metod. Stworzony zo-
stal rowniez serwis internetowy (http://bioexploratorium.pl/EP) udostepniajacy opi-

sane metody.

Stowa kluczowe

lokalne deskryptory struktury, uliniowienia strukturalne, poréwnywanie struktur, NP-
zupetnosé, fragmenty strukturalne, przestawienia sekwencyjne, permutacje cyrkularne,
multi-uliniowienia, wyszukiwanie klik, twierdzenie Motzkina-Strausa, algorytmy ewo-

lucyjne

Klasyfikacja ACM

F.1.3 Complexity Measures and Classes, F.2.2 Nonnumerical Algorithms and Problems,
J.3 Life and Medical Sciences


http://bioexploratorium.pl/EP

Abstract

In this thesis we discuss application of local descriptors of protein structure to iden-
tifying similarities, computing alignments, and carrying out classification of protein
structures. Definition of structural alignment is expanded to cover any arbitrary map-
ping of residues. Segment swaps and structural flexibility are allowed.

We present formal definitions of descriptors, their similarity, structural alignments
and multi-alignments assembled with alignments of small structural fragments. We
consider a problem of finding optimal alignments and prove NP-completeness of its se-
veral variants. Despite their intractability we give efficient heuristic algorithms, which
can be used to solve the aforementioned problems. We apply clique searching tech-
niques to compute optimal alignments such as branch-and-bound algorithm, replica
exchange Monte-Carlo, and a heuristic based on the Motzkin-Straus theorem. We use
an evolutionary algorithm to compute multi-alignments.

Implementations have been tested on popular reference alignment sets: SISY, RIPC
and SISY-multiple and compared with other leading, publicly available methods. The
pairwise alignment algorithm achieves an accuracy of 77% on the most difficult RIPC
set (the second best method tested achieves 60%). The multiple alignment algorithm
achieves results on par with other leading methods. Presented methods are available
online (http://bioexploratorium.pl/EP).
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Rozdzial 1

Wstep

Biatka sa niezwykle zr6znicowana klasa biopolimeréw. Pelnia one fundamentalng role
we wszystkich znanych organizmach zywych, biorac udzialt w praktycznie kazdym pro-
cesie zyciowym komorki. Szczegolnie istotna gatezia badan szeroko rozumianej bioche-
mii i biofizyki jest poznanie funkcji petnionych przez konkretne biatka i mechanizméow
ich realizacji. To z kolei ma praktyczne znaczenie dla rozumienia miedzy innymi pro-

cesOW chorobotwoérczych i przeciwdzialania im.

Powszechnie wiadomo, ze biologiczna funkcja danego biatka zalezy w duzej mierze
od jego struktury przestrzennej. Co wiecej, mozna spodziewac sie, ze biatka o podobnej
strukturze moga by¢ spokrewnione ewolucyjnie i petnié¢ zblizone funkcje. Poniewaz eks-
perymentalne okreslenie struktury biatka jest niejednokrotnie tatwiejsze od rozpoznania
funkcji, jaka pelni ono w zywym organizmie, odnajdowanie podobnej struktury o zna-
nej funkcji moze byé¢ uzytecznag metoda przewidywania funkcji nowoodkrytego biatka.
Ponadto szczegdlowe okreslenie podobienistwa struktur ze wskazaniem odpowiadaja-
cych sobie regiondéw moze pomédc w zidentyfikowaniu tych miejsc, ktére odpowiadaja
za realizowanie rozwazanej funkcji.

Struktura biatka zalezy natomiast od jego sekwencji (w ustalonym srodowisku
fizyko-chemicznym). Jednakze biatka o znaczaco réznych sekwencjach moga posiadaé
bardzo zblizone struktury przestrzenne. Zjawisko to jest przejawem proceséw moleku-
larnej ewolucji, ktére w procesie selekcji prowadza do struktur o okreslonych funkcjonal-
nych wlasciwosciach, ktére musza byé¢ dostatecznie stabilne z punktu widzenia fizyki.
W szczegdlnosci mozliwe jest, ze wskutek ewolucji konwergentnej dwa biatka niezalez-
nie osiagna te sama strukture[I3]. Mozliwy jest rowniez przypadek bardziej ztozony,
gdy struktury réznia sie kolejnoécia wystepowania elementéw w odpowiadajacych im

sekwencjach i jednoczesnie zachowuja te sama “architekture” i funkcje[68].
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Poréwnywanie oraz mozliwosé klasyfikacji struktur przestrzennych biatek z wyko-
rzystaniem dobrze zdefiniowanych, zalgorytmizowanych procedur, ma zatem istotne
znaczenie z punku widzenia pelniejszego rozumienia mechanizmoéw funkcjonowania
biatek, mechanizméw ewolucji molekularnej oraz zwiazkoéw miedzy procesami ewolu-
c¢ji molekularnej a prawami fizyki, ktore wyznaczajg warunki konieczne dla istnienia
obserwowanych w przyrodzie struktur. Z tego punktu widzenia analiza podobienstwa
struktur wydaje sie byé¢ nawet istotniejsza od poréwnywania sekwencji.

W niniejszej rozprawie prezentujemy klase metod stuzacych do identyfikowania po-
dobienstw pomiedzy parami struktur biatek, jak rowniez w wickszych zbiorach struk-
tur. Do ich opracowania zastosowaliémy formalizm lokalnych deskryptoréw struktury
biatek[34]. Lokalne deskryptory sa pewnymi wycinkami struktury, obejmujacymi mole-
kularne otoczenie wskazanego aminokwasu. Postuza one do identyfikowania lokalnych
podobienstw pomiedzy strukturami, ktére nastepnie postuza do budowania globalnych
odpowiednio$ci pomiedzy nimi.

W drugim rozdziale rozprawy podajemy formalng definicje deskryptoréw i ich podo-
bienstwa oraz dowdéd NP-zupelnosci problemu poréwnywania dwoch deskryptoréow. Na-
stepnie w trzecim rozdziale definiujemy problem znajdowania optymalnego uliniowienia
pary struktur i dowodzimy jego NP-zupetnosci. Przedstawiamy réwniez wydajne algo-
rytmy heurystyczne uliniawiajace pary struktur i wyniki ich testow. Wreszcie czwarty
rozdzial zawiera opis problemu znajdowania optymalnych multi-uliniowieni, analize jego
ztozonodci, opis zaprojektowanej procedury oraz analize jej skutecznosci. Rozdziat drugi
bazuje na metodologii opisanej w pracach[34, 33]. Podany w nim formalizm matema-
tyczny oraz dowody twierdzen zostaly opracowane przez autora rozprawy. Algorytm
poréwnywania deskryptorow jest rozszerzeniem metody zaprezentowanej w pracy|[34],
za$ jego implementacja zostata od podstaw wykonana przez autora rozprawy i byta
wykorzystana w pracach|41], [42], [66, 12]. Rozdzialy trzeci i czwarty stanowig oryginalny

wktad autora rozprawy.

1.1. Sekwencja i struktura bialek

Niezwykle bogaty i zréznicowany $wiat biatek znajduje swoj poczatek w sekwencjach
RNA i DNA odpowiadajacych im genéw. Z pewnym uproszczeniem mozna przyjac, ze
kazdy gen w zywym organizmie koduje pewne biatko. Na podstawie sekwencji nukleoty-
déw w procesie transkrypcji i translacji nastepuje w rybosomie synteza tancucha reszt

aminokwasowych tworzacych biatko, ktory nastepnie przyjmuje charakterystyczna dla
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Rysunek 1.1: Aminokwasy moga taczy¢ sie ze soba za posrednictwem wigzan pepty-
dowych tworzac biopolimery o dowolnej dtugosci (R; i Ry oznaczaja taiicuchy boczne

aminokwasow)

danego biatka strukture przestrzenna.

Bialka sg tanicuchami aminokwaséw potaczonych ze soba wigzaniami peptydowymi.
Aminokwas jest organicznym zwiazkiem chemicznym posiadajacym grupe karboksy-
lowa (—COOH) oraz grupe aminowa (—NH,), ktére w przypadku aminokwasoéw bio-
gennych przylaczone sa do atomu wegla C*. Ponadto do wegla C* moze by¢ przyla-
czony tancuch boczny (R) zwany rowniez reszta aminokwasowa. Jest 20 biogennych
aminokwaséw, ktoére roznia sie miedzy soba wlasciwosciami tancuchéow bocznych. Ami-
nokwasy moga tworzy¢ wiazania peptydowe i w ten sposob taczyé sie w tancuch. Wia-
zanie powstaje wtedy pomiedzy grupa karboksylowa poprzednika a grupa aminowa
nastepnika (rys. . Biatka sa zroznicowane pod wzgledem wielkosci. Pojedynczy tan-
cuch moze liczy¢ od kilkudziesieciu do kilkudziesieciu tysiecy aminokwas()wﬂ

Czasteczka biatka po zsyntetyzowaniu ulega procesowi zwijania (ang. folding), ktory
w ustalonym srodowisku prowadzi do osiagniecia konformacji natywnej. Proces ten
jest powtarzalny, za$ struktura natywna zalezy od sekwencji aminokwaséw. Reszty
aminokwasowe roznia sie miedzy soba szeregiem cech fizyko-chemicznych takich jak

wielkos¢, tadunek elektrostatyczny, kwasowosé lub zasadowosé, czy wystepowanie pier-

Najwieksze znane bialko — tytyna liczy w wariancie wystepujacym u czlowieka 34350 aminokwaséw

(ponad p6! miliona atomow).



Rysunek 1.2: Elementy struktury drugorzedowej stabilizowane sa przez wiazania wo-
dorowe pomiedzy atomami tlenu(kolor czerwony) i azotu(niebieski). W helisach « [(a)]
wigzania wystepuja pomiedzy co trzecimi aminokwasami. W arkuszach [ |(b)| wyste-
puja pomiedzy aminokwasami lezacymi na sasiadujacych ze sobg wstegach. Lancuchy

boczne sa dla uproszczenia reprezentowane przez rézowe kule.

Scienia aromatycznego. Jednym z najistotniejszych kryteriow podziatu jest hydrofo-
bowos¢. Niektore reszty aminokwasowe charakteryzuje “awersja”’ do czasteczek wody.
Przeciwienistwem hydrofobowosci jest polarno$é. Reszty polarne maja nieréwnomier-
nie rozmieszczone tadunki elektrostatyczne, co powoduje powstanie elektrycznego mo-
mentu dipolowego. Takie aminokwasy cechuje “powinowactwo” do wody. Oddzialywania
aminokwasow ze $rodowiskiem wodnym oraz miedzy soba sa kluczowe w zwijaniu sie
biatka. Reszty hydrofobowe sa zazwyczaj skierowane do srodka czasteczki, a polarne
na zewnatrz.

Struktura biatka jest stabilizowana przez réznego rodzaju wiazania pomiedzy tan-
cuchami bocznymi aminokwaséow. W szczegdlnosci znaczaca role odgrywaja wiazania
wodorowe wystepujace pomiedzy atomami tlenu w grupach karbonylowych (>C=0) a
atomami azotu. Wiazania te stabilizuja helisy «, arkusze g (rys. i inne podobne mo-
tywy strukturalne, ktére wystepuja w niemal wszystkich strukturach biatkowych. Cze-
sto rozwaza sie hierarchiczny opis struktury biatka, w ktérym najnizszy poziom stanowi
sekwencja aminokwaséw (struktura pierwszorzedowa). Poziom organizacji obejmujacy

wspomniane wyzej elementy (helisy «, arkusze ) nazywa sie struktura drugorzedowa.
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Interakcje pomiedzy aminokwasami bardziej odlegltymi w sekwencji odpowiadaja za
wzajemne utozenie elementéw struktury drugorzedowej i konformacje calego tancucha
polipeptydowego tworzac strukture trzeciorzedowa. Zazwyczaj funkcjonalna czasteczka
biatka sktada si¢ z kilku tanicuchow, a ich wzajemne potozenie nazywa si¢ struktura

czwartorzedows.

Niezaleznie od liczby taricuchéw w strukturze czwartorzedowej biatka, zazwyczaj
dokonuje sie podziatu struktury na domeny biatkowe. Domena jest czescia struktury,
ktora wyodrebniona z biatka posiada samoistng zdolno$é zachowania swojej konforma-
cji. Zazwyczaj domena wycieta z tancucha biatka moze réwniez samoistnie zwingé sie do
konformacji natywnej. Domeny mozna traktowaé jako cegietki bedace budulcem biatek.
Czesto sie zdarza, ze takie same domeny obserwowane sa w réznych biatkach. Ponie-
waz niejednokrotnie domeny samodzielnie moga realizowa¢ pewne funkcje biologiczne,
jest to mechanizm pozwalajacy na powstawanie bialek o nowych funkcjonalnosciach,
bedacych kombinacja funkcji domen, z ktorych sie sktadaja.

Hierarchizacja cech struktury biatkowej znaczaco utatwia jej wizualizacje. Cztowiek
nie jest zdolny obserwowaé ani analizowaé¢ ukladu ztozonego z kilkudziesieciu tysiecy
atomow. Konieczne byto zatem stworzenie uproszczonych sposobéw wizualizacji struk-
tur. Dosy¢ typowe jest postugiwanie si¢ tzw. obrazem wstazkowym, ktéry pokazuje
ksztalt i potozenie elementow struktury drugorzedowej. Model pelnoatomowy stosuje
sie zazwycza] w sytuacji, gdy konieczne jest obserwowanie wycinkow struktury odpo-

wiedzialnych za interakcje z innymi biatkami lub mniejszymi czasteczkami (rys. [L.3).

Eksperymentalne okreslenie struktury biatka jest dos¢ ztozonym eksperymentem.
Najczesciej stosowanag metoda jest krystalografia rentgenowska, ktora polega na bada-
niu obrazu dyfrakcyjnego powstajacego wskutek “przeswietlania” krysztatu biatka przy
pomocy promieni rentgenowskich. Niestety nie zawsze jest mozliwe uzyskanie krysztatu
badanego biatka o zadowalajacej jakosci. Ponadto niejednokrotnie konformacja biatka
w krysztale r6zni sie od wystepujacej w formie rozpuszczonej. Alternatywna metoda
jest spektroskopia magnetycznego rezonansu jadrowego oparta na wzbudzaniu spinéw
jader atomoéw wodoru, wegla C* lub azotu N** w silnych polach magnetycznych, przy
pomocy szybkich zmian drugiego pola magnetycznego, a nastepnie np. obserwowaniu
powrotu do stanu rownowagi termodynamicznej. Wynikiem eksperymentu jest zbior
odlegtosci pomiedzy “obserwowanymi” atomami, na podstawie ktérych mozna odtwo-
rzy¢ strukture trzeciorzedows. Zazwyczaj w rezultacie uzyskuje sie zespdt mozliwych

konformacji. Zaleta tej metody jest mozliwo$¢ badania biatek rozpuszczonych w wodzie.

Obecnie w najwiekszej publicznie dostepnej bazie struktur biatek Protein Data
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Rysunek 1.3: Roézne sposoby wizualizacji struktury przestrzennej biatka: powierzchnia
dostepna dla srodowiska Wodnego@, model pelnoatomowy@ schematyczny rysunek

elementow struktury drugorzedowej reprezentacja zdegenerowana (same atomy C,)

(@)}
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Bank[10] zdeponowane sa ponad 73 tysiace eksperymentalnie pozyskanych struktur bia-
tek. Ponadto istnieja bazy danych, ktorych podstawowym przeznaczeniem jest zdefinio-
wanie taksonomii struktur na podobienistwo systematyki gatunkéw w biologii. Szczegol-
nie istotnym serwisem tego typu jest SCOP (Structural Classification of Proteins)[52].
W bazie SCOP domeny biatkowe dzielone sa na klasy na podstawie zawartosci elemen-
tow struktury drugorzedowej, a nastepnie na foldy, ktore grupuja struktury o zblizonym
uktadzie przestrzennym elementéow struktury drugorzedowej. Fold moze z kolei obejmo-
wac jedng lub wiecej super-rodzin zawierajacych struktury spokrewnione ewolucyjnie
i rodzin struktur o homologicznych sekwencjach. SCOP jest tworzony przy istotnym
wktadzie wiedzy eksperckiej. Po ostatniej aktualizacji zawiera 3902 rodziny struktur
pogrupowanych w 1195 foldéw. Serwisem konkurencyjnym wobec SCOP jest tworzony
potautomatycznie serwis CATH[55]. Nazwa CATH pochodzi od zastosowanych pozio-

mow klasyfikacji:

e Klasa (ang. Class) — biatka o zblizonej zawartosci elementow struktury drugorze-

dowej

e Architektura (ang. Architecture) — biatka o podobnym uktadzie elementow struk-
tury drugorzedowej, ale niekoniecznie utozonych w tej samej kolejnosci w sekwen-

cji

e Topologia (ang. Topology) — biatka o znaczacym podobieristwie strukturalnym,

lecz niekoniecznie powiazane ewolucyjnie — odpowiednik foldu w hierarchii SCOP

e Rodzina homologiczna (ang. Homologous superfamily) — biatka o sekwencjach

spokrewnionych ewolucyjnie (odpowiednik superrodziny w bazie SCOP).

Na szczegélna uwage zastuguje nieobecne w hierarchii SCOP pojecie architektury.
Istnieja bowiem biatka o bardzo podobnej strukturze przestrzennej, ktore réznig sie

topologia|44].

1.2. Podobienstwo bialek

Podstawowa metoda okre$lania stopnia podobienistwa sekwencji biatek jest algorytm
Needlemana-Wunscha[53]. Jest on oparty na programowaniu dynamicznym i ma zlo-
zono$¢ obliczeniowa O(mn), gdzie m i n sa dlugosciami poréwnywanych sekwencji.
Aby go zastosowaé konieczne jest okreslenie miary podobieristwa pomiedzy aminokwa-

sami (np. w postaci macierzy substytucji[I8] [30]) oraz kary za pominiecie aminokwasu
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w dopasowaniu. Wynikiem obliczenia jest odwzorowanie pomiedzy aminokwasami o
maksymalnej mierze zwane uliniowieniem (ang. alignment). Jezeli s; i sy sa porow-
nywanymi sekwencjami, to ich uliniowienie ma posta¢ pary sekwencji <sf&, sf>, ktora

spetnia nastepujace warunki:

o s7 57 e (X U{-})" Pl gdzie 2 jest zbiorem aminokwaséw, a — znakiem specjal-

nym, ktéry nazywaé¢ bedziemy spacja,
#| | H
o |sT|=Is3],

e Sekwencje s; i so mozna otrzymac z sf& i 52# przez pominiecie spacji,

o Nis?(i) = s¥ (i) = -, gdzie s(i) oznacza symbol wystepujacy na i-tym miejscu w

sekwencji s.

Pewna wada opisanego podejscia jest brak gwarancji, ze tak zdefiniowana miara po-
dobienstwa sekwencji bedzie proporcjonalna do prawdopodobieristwa otrzymania jed-
nej sekwencji z drugiej w drodze procesow ewolucji. Na przyklad znacznie bardziej
prawdopodobne jest pominiecie w kopiowaniu cigglego fragmentu liczacego kilkanascie
aminokwaséw niz kilkunastu pojedynczych aminokwaséw rozrzuconych w sekwencji
biatka. Opracowano wiele udoskonaleri pozwalajacych otrzymywac uliniowienia posia-
dajace sens biologiczny, m.in. poprzez zapewnienie minimalnej dtugosci fragmentow
uliniowionych bez wstawiania spacji[4D, [I], czy tez rozwazanie kontekstu sekwencyj-
nego aminokwasow|[23].

Jak wspomnielismy powyzej, biatka o podobnych (homomologicznych) sekwencjach
maja zazwyczaj podobne struktury przestrzenne. Podobienstwo sekwencji wskazuje
na ewolucyjne pokrewienstwo rozwazanych bialek. Zaklada sie bowiem, ze procesy
ewolucji wystepujace na poziomie molekularnym polegaja na stopniowym pojawianiu
sie zaburzen w sekwencji genu kodujacego biatko, co z kolei prowadzi do zmian w jego
strukturze i pojawianiu si¢ zdolnosci do petnienia nowych funkcji. Mutacje w sekwencji
genu sg niemozliwe do unikniecia. Szczesliwie wiekszo$¢ z nich nie ma istotnego wplywu
na nature biatka. W przeciwnym wypadku w przyttaczajacej wickszosci przypadkow
okazywalyby sie one Smiertelne, a proces rozmnazania si¢ organizmoéw bytby w zasadzie
niemozliwy. Poréwnywanie struktur bialek ma zatem najwicksze znaczenie w sytuacji,
gdy ich sekwencje nie sa podobne.

Nie istnieje uniwersalna miara podobienstwa dwoch struktur. Jednak nader cze-

sto uzywa sie w tym kontekscie odlegtosci sredniokwadratowej (ang. Root Mean Squre

2Symbol ¥* oznacza zbiér wszystkich stéw nad alfabetem ¥
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Deviation — RMSD). Dla ustalonych, réwnolicznych zbior6w punktow odlegltosé sred-

niokwadratowa definiuje sie w nastepujacy sposob:

RMSD(X,Y)= min \/ S |z — (Ryz+T)|

- obrot N R3
TER3

gdzie X = (z;)]_,, Y = (y;);_, sa clagami punktéow z R*. Obliczenie RMSD wigze
sie z koniecznoscig rozwigzania pozornie skomplikowanego problemu optymalizacyj-
nego. Istnieje jednak wydajny algorytm o ztozonosci kwadratowej ze wzgledu na liczbe
punktow[36], 37]. Podstawowa wada odleglosci sredniokwadratowej w zastosowaniu do
oceniania podobienistwa struktur jest niemoznosé¢ zastosowania jej bez znajomosci od-
wzorowania pomiedzy aminokwasami. W rzeczywistosci sprowadza sie to do réwnocze-
snej optymalizacji dwoch zmiennych — liczba przyporzadkowanych aminokwaséw n jest
maksymalizowana, przy réwnoczesnej minimalizacji odlegtosci pomiedzy nimi. Przyto-
czyliSmy powyzszy przyktad, aby zademonstrowac, ze ocena podobienstwa struktural-
nego powinna odbywaé sie w kontekscie pewnego odwzorowania pomiedzy aminokwa-
sami. Takie podejscie jest rowniez zgodne z zalozeniem, ze poza ilosSciowym okresleniem
stopnia podobienstwa biatek istotne jest jakosciowe opisanie tego podobienstwa.

Wprawdzie struktura przestrzenna biatka jest zdeterminowana przez jego sekwen-
cje, jednakze nie znamy natury tej zaleznosci. Dlatego przy obecnym stanie wiedzy
struktura niesie ze soba wiecej informacji niz sama sekwencja. Niejednokrotnie zdarza
sie, ze dwa biatka maja podobny ksztalt, mimo ze r6znia sie kolejnoscia wystepowania
podobnych regionéw w sekwencji[d4]. Klasyczne rozumienie uliniowienia nie obejmuje
takiego przypadku, a standardowe metody poréwnywania sekwencji nie pozwalaja na
wykrycie podobienstwa. Nierzadko jest ono jednak widoczne juz przy wizualnej inspek-
cji rozwazanych struktur (rys. . Najczesciej wystepuja tzw. permutacje cyrkularne,
ktore moga powstawacé m. in. wskutek duplikacji genéw lub zmian zachodzacych w tan-
cuchu biatka podczas zwijania|68]. Powiemy, ze jedno biatko jest cyrkularna permutacja
drugiego, jezeli istnieje podzial obydwu struktur na dwie podjednostki (odpowiednio
A;—B; 1 A,—B,) takie, ze struktury A;—B; i B,—A, sa podobne w sensie klasycznego
uliniowienia (bez przestawieri). Wystepuja rowniez bardziej skomplikowane przesta-
wienia fragmentow w sekwencji, ktére powodowane sg miedzy innymi przez zmiane
dhugosci petli taczacych elementy struktury drugorzedowej, co z kolei wymusza ich
przestawienia na skutek ograniczen stereochemicznych|26].

Struktury biatek nie powinny by¢ traktowane jak obiekty sztywne. Wiele funkcji,

ktore pelnia, realizowanych jest poprzez celowe zmiany konformacji przestrzennej[25,
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19]. Rowniez eksperymentalne procedury pomiaru struktury moga dawaé¢ rozbiezne
wyniki spowodowane natura eksperymentu (por. rozdziat|3.7.5)). Dos¢ istotne jest zatem

uwzglednienie potencjalnych odksztalcen podczas oceniania podobienstwa.

1.3. Metody poréwnywania struktur

Mozna wyrézni¢ dwie podstawowe metodologie poréwnywania struktur biatek — glo-
balng i lokalng. Pierwsza polega na iteracyjnym ulepszaniu uliniowienia i superpozycji
struktur. Wychodzac od pewnego uliniowienia, oblicza sie optymalne natozenie odpo-
wiadajacych sobie aminokwaséw, a nastepnie w tak uzyskanej superpozycji identyfikuje
sie pary bliskich przestrzennie aminokwasow, traktujac je jako uliniowienie w nastep-
nym kroku iteracji. Metody tego typu sprawdzaja sie, jezeli w strukturach poréwnywa-
nych biatek nie wystepuja odksztatcenia i podobienstwo jest wystarczajaco duze, aby
proces byt zbiezny do globalnego optimum.

Alternatywa dla podejscia globalnego sa metody oparte na identyfikowaniu podo-
bienistw lokalnych, z ktorych w kolejnych fazach obliczenia budowane jest globalne
uliniowienie. Jest wiele mozliwosci dekompozycji struktury i co za tym idzie, sposo-
bow obliczania lokalnych podobieristw. Do najwazniejszych nalezy badanie odlegltosci
pomiedzy aminokwasami (SSAP[56], DALI[32]), podobienstwa pojedynczych wycin-
kow tancucha glownego (CE[65]) lub elementéow struktury drugorzedowej (VAST[46],
MATRASI38|, GANGSTA[27]). Stosuje sie rowniez miedzy innymi triangulacje Delone
(TOPOFIT|35]), sferyczne Fourierowskie rozwiniecia funkcji gestosci (3D-BLAST[4§]),
czy tez pochodzace z badan nad widzeniem komputerowym metody haszowania ob-
razow (C,-match[5]). Globalne uliniowienie jest nastepnie obliczane poprzez wybor
mozliwie licznego podzbioru lokalnych podobienstw, ktore sa ze soba zgodne. Defi-
nicja pojecia zgodnosci oraz sposob przeszukiwania przestrzeni rozwiazan zaleza od
metody. Zazwyczaj konieczne jest, aby odpowiedniosci pomiedzy aminokwasami wyni-
kajace z lokalnych podobienstw byty tozsame na czesci wspolnej. Stosuje sie réwniez
dodatkowe ograniczenia takie jak podobienistwo przeksztatcen koniecznych do natoze-
nia przestrzennego fragmentow|[5] albo kolejnosé wystepowania w sekwencji biatka. Do
poszukiwania rozwigzania stosuje sie algorytmy znajdowania izomorficznych podgra-
fow lub klik, klasteryzacji, programowanie dynamiczne i inne. Ze wzgledu na ztozonosé
obliczeniowa zwigzana z kombinatorycznym rozmiarem przeszukiwanej przestrzeni za-
ZWyczaj rezygnuje sie z rozwazania permutacji cyrkularnych i przestawien segmentow,

nawet jezeli metodologia pozwalataby na ich znajdowanie. Taka sytuacja ma miejsce
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w przypadku metody DALI i jej publicznie dostepnej implementacji DaliLite[32] 31].
Niekiedy rozwaza sie wprowadzanie “zawiaséw”, aby umozliwi¢ poréwnywanie struk-
tur, pomiedzy ktérymi wystepuje odksztatcenie (FATCAT|71], FlexProt[62]). Pelniej-

sze przedstawienie aktualnego stanu wiedzy w tej dziedzinie mozna znalez¢ w pracy|[29].

Naturalnym rozszerzeniem problemu znajdowania podobienstw pomiedzy dwiema
strukturami jest problem poszukiwania tzw. multi-uliniowien. Multi-uliniowienie mozna
definiowa¢ na dwa sposoby: jako znajdowanie podstruktury wystepujacej we wszystkich
poréwnywanych biatkach badz znajdowanie wszystkich podobienistw z zastrzezeniem,
ze zidentyfikowane odpowiednio$ci pomiedzy aminokwasami musza by¢ jednoznaczne.
Istniejace metody znajdowania multi-uliniowieni strukturalnych czesto sa rozszerzeniem
algorytmow obliczajacych uliniowienia par. Na podstawie podobienstwa wszystkich par
porownywanych struktur budowane jest wtedy drzewo binarne, ktorego lisciom przy-
pisane sa rozwazane struktury. Nastepnie weztom drzewa przypisuje sie uliniowienia
struktur badz multi-uliniowien wystepujacych w potomkach, ktore sa obliczane w spo-
s6b analogiczny do uliniawiania par struktur. Ostatecznie w korzeniu drzewa znaj-
duje si¢ multi-uliniowienie wszystkich struktur (MUSTANG[40], POSA[72]). Stosuje
sie rowniez strategie analogiczna do klasteryzacji hierarchicznej polegajaca na scala-
niu w kazdym kroku iteracji pary najbardziej podobnych multi-uliniowien (Matt[50]).
Istnieja rowniez metody rozwazajace wszystkie struktury jednocze$nie. Nalezy do nich
algorytm MASS|20], ktory polega na znajdowaniu maksymalnych odpowiedniosci po-
miedzy elementami struktury drugorzedowej przy zatozeniu sztywnych, globalnych na-
tozen. Natomiast algorytm MultiProt[63] polega na wyréznieniu jednej struktury (pel-
nigcej role sworznia) i uliniawianiu jej z pozostalymi. Rozwazane sa wszystkie wybory

sworznia, a ostatecznym wynikiem jest maksymalne multi-uliniowienie.

Poniewaz nie istnieje uniwersalna funkcja miary podobienstwa struktur, obiektywna
ocena jako$ci uliniowienia jest do$é trudna. W przypadku projektowania testow metod
porownywania struktur wazny jest réwniez dobor testowego zestawu biatek. W tej roz-
prawie bedziemy wykorzystywac zbiory testowe i wzorcowe uliniowienia wykorzystane
w pracach [49, @]. Jako$¢ obliczonego uliniowienia bedziemy ocenia¢ poréwnujac je z

wzorcowym i zliczajac jednakowo uliniowione pary aminokwasow.
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1.4. Kilka uwag o terminologii

W tej pracy czesto bedzie pojawiaé¢ sie pojecie uliniowienia (ang. alignment) i super-
pozycjiﬂ (ang. superposition). Tradycyjnie uliniowienie odnosi sie do odpowiedniosci
aminokwaséw badz nukleotydow w porownywanych sekwencjach, natomiast superpo-
zycja jest przestrzennym nalozeniem trojwymiarowych struktur. Niemniej jednak nie
jest nam znana metoda znajdowania superpozycji bez wskazania na ktéoryms etapie ob-
liczen odpowiedniosci pomiedzy aminokwasami. Dlatego w niniejszej rozprawie termin
uliniowienie bedzie sie odnosil do odpowiedniosci pomiedzy aminokwasami w biatku
niezaleznie od sposobu jej obliczenia i zastosowania. Natomiast pojecie superpozycji
wystepowaé bedzie wyltacznie w kontekscie znajdowania przeksztalcenn minimalizuja-
cych odlegltosci pomiedzy punktami w przestrzeni.

Czesto zaklada sie, ze uliniowienie nie moze zawiera¢ przestawien aminokwasow.
W tej rozprawie bedziemy rozwazaé uliniowienia nie obarczone tym ograniczeniem.
Zatem o ile z kontekstu nie bedzie wynikato cos przeciwnego, pod pojeciem uliniowie-
nia bedziemy rozumie¢ dowolng réznowartosciowa funkcje czesciows z jednego zbioru
aminokwasow w drugi.

Wielokrotnie bedziemy odwolywacé sie do bliskosci i ciggtosci sekwencyjnej. Amino-
kwasy sa bliskie sekwencyjnie, jezeli ich odlegtos¢ w sekwencji biatka jest niewielka, co
implikuje réwniez ich blisko$é przestrzennafﬂ. Wycinek struktury biatka jest ciagly se-
kwencyjnie, jezeli wszystkie aminokwasy, za wyjatkiem dwoch koricowych, tworza dwa
wiazania peptydowe. Bliskosci sekwencyjnej mozna przeciwstawic¢ bliskosé strukturalna.
Poniewaz w wiekszosci przypadkow tancuch peptydowy zawiera zakrety, aminokwasy

odlegte sekwencyjnie moga znajdowaé si¢ blisko w przestrzeni.

3Wlasciwie w jezyku polskim powinno sie uzywaé pojecia nalozenie, lecz kalka jezykowa z angiel-
skiego wydaje sie w tym przypadku wygodniejsza.
40dleglosé pomiedzy weglami C,, amikokwaséw polaczonych wigzaniem peptydowym wynosi ok.

3.8A.
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Rozdzial 2
Lokalne deskryptory struktury bialek

Jak powiedziano we wstepie, istnieje wiele metod analizy struktury biatek, ktore za-
ktadaja podzial struktury na mniejsze rozpatrywane osobno elementy. Wickszos¢ tego
typu metod wykorzystuje jednosegmentowe (ciagte) wycinki struktury. Mozna zatem
przyjacé, ze jest to analiza postugujaca sie kryterium lokalnosci opartym o bliskosé ami-
nokwasow w sekwencji biatka. Takie podejécie jest atrakcyjne ze wzgledu na niewielki
stopienn skomplikowania, ale stosowane nieostroznie moze prowadzi¢ do wielu trudno-
Sci. Zauwazmy, ze w przypadku typowych biatek wiekszos¢é aminokwaséw nalezy do
regionow o uporzadkowanej strukturze drugorzedowej. Mozna przyjac¢, ze niemal kazde
dwa wycinki o strukturze drugorzedowej tego samego typu sa do siebie bardzo po-
dobne. Zatem niewlasciwie stosowana metoda segmentéow sekwencyjnych bedzie miata
trudnosé¢ z odréznieniem struktur posiadajacych elementy struktury drugorzedowej o
podobnej dhugosci i rodzaju. Naturalnym remedium tego problemu jest zaproponowanie
opisu struktury przy uzyciu elementéw, ktére nie beda ograniczone do pojedynczych
sekwencyjnie ciaglych wycinkéow. Jednym z takich formalizméw sa rozwazane w ni-
niejszej rozprawie Lokalne Deskryptory Struktury Bialtek (Local Descriptors of Protein

Structure).

2.1. Zarys metody

Lokalny Deskryptor Strukturifl] jest niewielkim fragmentem struktury biatka, ktory
moze by¢ rozumiany jako opis lokalnego otoczenia przestrzennego danego aminokwasu.

W zasadzie mozna go zbudowaé dla kazdego aminokwasu rozwazanego biatka. Aby to

W dalszych rozwazaniach, o ile nie bedzie to budzilo watpliwoéci, bedziemy pisali w skrocie —

deskryptor.
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Rysunek 2.1: Przyktadowy deskryptor zbudowany wokot aminokwasu 70 domeny bial-
kowej d11g7a_. Deskryptor d11g7a_#70 obejmuje 9 kontaktow (linie przerywane) po-
miedzy aminokwasem centralnym (kolor czerwony), a aminokwasami bedacymi $rod-
kami elementow. Niektore piecioaminokwasowe elementy naktadaja sie tworzac dtuzsze

segmenty (dwa odcinki wstegi [ i helisa «).

uczynié¢ nalezy zidentyfikowa¢ aminokwasy, z ktorymi aminokwas zatozycielski jest w
kontakcie (oddziatuje fizycznie). Nastepnie wokot wybranych w ten sposob aminokwa-
sow budowane sg elementy poprzez dotaczenie dwoch aminokwaséw poprzedzajacych
i nastepujacych na tancuchu biatka. Naktadajace si¢ elementy taczone sa w segmenty
(rys. . Promien deskryptora jest tym samym przyblizona miara zasiegu oddziatywan
miedzy aminokwasami. Natomiast sam deskryptor moze by¢ traktowany jako wycinek
struktury znajdujacy si¢ wewnatrz nieregularnej powierzchni opowiadajacej praktycz-
nemu zasiegowi wplywu pojedynczego aminokwasu na reszte struktury. Deskryptor
zatem w odréznieniu od tradycyjnych fragmentow struktury opisuje sasiedztwo w sen-
sie przestrzennym, a nie sekwencyjnym. Ksztalt (zawartosé) deskryptora zalezy od
interpretacji pojecia kontaktu, czyli rodzaju i zasiegu oddziatywan, ktore uznawane sa

w danym przypadku za istotneﬂ.

2 Nalezy zwrocié uwage, ze deskryptory stosowane np. w analizie inhibitorowych wlagciwosci mo-
lekut sg skalarnymi lub wektorowymi, mierzalnymi lub obliczalnymi funkcjami okreslanymi na "prze-
strzeni struktur i/lub pol molekularnych". Tradycyjna nazwa deskryptorow struktury zastosowana w

tej pracy odbiega wiec od tej ogoélnie stosowanego rozumienia tego pojecia.
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Rysunek 2.2: Histydyna z zaznaczonym punktem C” (kolor pomararnczowy); pozostate
atomy: C® — zielony, C” — z6lty, tlen — czerwony, azot — niebieski, niewymienione atomy

wegla — biaty.
2.2. Podstawowe definicje

2.2.1. Sekwencja i struktura bialtka

Niech Xp bedzie zbiorem biogennych reszt peptydowych. Wtedy zbior A = Xp x R? x
R3nazwiemy zbiorem aminokwaséw, zas dowolny skoiiczony réoznowartoéciowy cigg
nad zbiorem aminokwaséw struktura.

Niech a = <s, Ce, 8 > bedzie aminokwasem. Kolejne elementy trojki a bedziemy
interpretowac jako: rodzaj aminokwasu, wspotrzedne atomu C®, wspotrzedne atomu
CP. Bedziemy réwniez rozwazaé¢ punkt C% = C* + (C# — C?) lle—ce]|+1A

[c—c«]]
—
przedhuzeniu wektora C% — C* o 1A (rys. ..

Niech a® bedzie i-tym aminokwasem struktury . Pozycje aminokwasu a w struk-

lezacy na

turze S oznaczymy ng(a). Wspotrzedne atomow C* i C# oraz punktéw CP i R bedziemy
oznacza¢ odpowiednio C%, Cf (i) Cf ¢y lub, o ile nie bedzie to budzi¢ watpliwosci, Cf',
C’iB , C;B ?. Funkcje RMSD zdefiniowana w rozdziale rozszerzymy na ciggi amino-

kwasow:
RMSD(ay ...an,by...b,) = RMSD(CS ...Co Co .. Cl Cp L. CR O ... Cr)

Zdefiniujemy réwniez oznaczona symbolem ~g relacje sasiedztwa sekwencyj-

3Wspohrzedne punktu C%» mozna réwniez obliczy¢ bez znajomosci C? na podstawie wspotrzednych

atomow C, C i N. Tak postepujemy w przypadku glicyny, ktéra nie ma atomu C?
4W dalszych rozwazaniach jedynie wartoéci umieszczone w nawiasie w indeksie gornym oznaczaja

pozycje aminokwasu w strukturze.
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nego w strukturze S:

br~gceng(b)+1=ng(c)

Zbior aminokwaséw struktury S bedziemy oznaczaé¢ symbolem S*.

Reprezentacja struktury biatka wynikajaca z powyzszej definicji jest uproszczona.
Pomijane sa w niej wspotrzedne atomoéw reszt bocznych aminokwaséw. Zabieg ten jest
konieczny, aby mozliwe bylo poréwnywanie konformacji przestrzennej struktur roz-
nigcych sie sekwencja. Nalezy jednak zauwazyé, ze model ten jest jedynie pozornie
zdegenerowany, gdyz przy zalozeniu znajomosci wspotrzednych atoméw C* i C8 jest
mozliwa do$¢ precyzyjna rekonstrukcja pozostalych wspotrzednych przy uzyciu tzw.
bibliotek rotamerdéw.

Nalezy rowniez pamietac, ze jedynie niektore struktury z powyzszej definicji spet-
niaja warunki wynikajace z fizycznych i chemicznych wlasciwosci czasteczek biatek i

tym samym maja szanse odpowiadaé¢ rzeczywistym strukturom bialek.

2.2.2. Kontakty pomiedzy aminokwasami

Symetryczng relacje C' C A x A bedziemy nazywa¢ kryterium kontaktu. Zbiorem
kontaktéw w strukturze S nazwiemy obciecie relacji C' do zbioru S* x S%: Cg =
cn (SA X SA). Powiemy, ze aminokwasy a; i a; sa w kontakcie (przy kryterium
kontaktu C), jezeli (a1, as) € C.

W praktyce relacja C' powinna byé dobrana w sposéb mozliwie dobrze odzwier-
ciedlajacy rzeczywiste oddzialywania fizykochemiczne aminokwaséw. Aby zdefiniowaé
kryterium kontaktu wykorzystywane w rzeczywistych obliczeniach, wprowadzimy po-

jecie kryterium a-kontaktu. Kryterium a-kontaktu dla progu T, nazwiemy relacje:
COé (TOC) = {<CL1,CL2> € A X A|do¢(a1a 0,2) S Ta}

gdzie dy (a1, as) = ||Cg1 - Cg, H Kryterium S-kontaktu dla progéw 1, Ta nazwiemy

relacje:
Cs (T3, Ta) = {{a1,a2) € A x Aldg,(ar,a2) < Tz Ado(ar,as) —dg,(a1,as) > Ta}

gdzie dg,(a1,a2) = ||Rs, — Ra, ||, za$ sposoéb wyznaczenia R zalezy od rodzaju amino-
kwasu:
C%  a jest glicyna

R.=<¢CP  a jest alanina

C%  wp. p.
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Fakt 1. Kryteria a-kontaktu i kryterium (-kontaktu dla dowolnych rzeczywistych do-

datnich progow Ty, T i@ Ta sq relacjami symetrycznymi.

W dalszych rozwazaniach bedziemy postugiwaé sie kryterium kontaktu bedacym

teoriomnogosciowa suma kryteriow a-kontaktu i S-kontaktu:

C (T, T3, Ta) = Co (Ta) U Cs (T, Ta)

2.2.3. Deskryptory

Niech S bedzie struktura, za§ C' pewnym kryterium kontaktu. W ponizszych roz-
wazaniach bedziemy przyjmowaé, ze o ile nie wskazano inaczej, wszystkie przyta-
czane aminokwasy nalezg do S. Zanim podamy formalna definicje deskryptora, zdefi-
niujemy kilka pomocniczych poje¢. Elementem deskryptorowym aminokwasu a®
(2 <i < |S| — 2) w strukturze S nazywaé¢ bedziemy podcigg a=?al=Yaq(i+1)q(+2)
i bedziemy oznacza¢ go symbolem FEl (a(")). Zauwazmy, ze istnieja w strukturze ami-
nokwasy, dla ktorych element deskryptorowy jest niezdefiniowany (np. a(o)). Zbior
aminokwasow elementu El(a) bedziemy oznaczaé¢ El*(a). Operacja scalania elemen-
tow deskryptorowych polega na ich konkatenacji, jezeli ich zbiory aminokwaséw maja
puste przeciecie, lub w przeciwnym przypadku wybraniu z S podciagu zawierajacego
aminokwasy nalezace do sumy zbioréw aminokwaséw scalanych elementow. Bedziemy
ja oznacza¢ symbolem LE] Niech a i A ={by,...,b,} beda odpowiednio aminokwasem
i zbiorem aminokwaséw. Powiemy, ze A jest wzorcem kontaktéw aminokwasu a,
jezeli Vpea (a,b) € C. Wreszcie powiemy, ze wzorzec kontaktow jest deskryptorowo
dopuszczalny, jezeli dla wszystkich zawartych w nim aminokwaséw oraz aminokwasu

a element deskryptorowy jest okreslony.

Definicja 1. Deskryptorem niewlasciwym aminokwasu a w strukturze S przy kry-
terium kontaktu C' nazwiemy trojke uporzadkowana (a, C,, R), gdzie C, jest deskryp-
torowo dopuszczalnym wzorcem kontaktéow a, za§ R zbiorem aminokwaséw nalezacych
do elementow deskryptorowych aminokwaséw nalezacych do C, i a:

R= |J E"®

beCqU{a}

5Dla uproszczenia w przedstawianym modelu pomijamy sytuacje wystepowania niecigglogci w roz-
wazanej strukturze. Mimo ze taka sytuacja w obrebie pojedynczego tanicucha polipeptydowego jest nie-
mozliwa w naturze, do$¢ czesto wystepuje ona w danych pochodzacych z eksperymentalnego pomiaru
struktury biatka i jest spowodowana niedoskonaloscia stosowanych metod. Przedstawiony formalizm

tatwo rozszerzy¢, aby uwzglednial takie przypadki.
6Operacja scalania nie jest przemienna.
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Aminokwas a nazywa¢ bedziemy aminokwasem centralnym deskryptora, zas jego

element deskryptorowy elementem centralnym.

Zbiorem segmentdéw deskryptora D nazwiemy zbiér podciagéw S indukowanych
klasami abstrakcji relacji ~g, ktora jest domknigciem relacji ~g do relacji réwnowazno-
$ci nad zbiorem R. Zbior segmentow deskryptora D bedziemy oznaczaé przez seg(D).
Mniej formalnie, segmentem nazwiemy maksymalny podciag S aminokwaséw naleza-
cych do R taki, ze kazde jego dwa kolejne aminokwasy sasiaduja ze sobg w .S.

Latwo zauwazy¢, ze mozliwe jest zdefiniowanie relacji zawierania sie dla deskrypto-
row niewlasciwych. Niech Dy = (a1, C,,, R1) i Dy = (ag, C,,, R2) beda deskryptorami
niewtasciwymi. Powiemy, ze deskryptor D; jest zawarty w D, jezeli a; = ay oraz
wzorzec kontaktow C,, C C,,. Relacje zawierania sie deskryptoréw jest czeSciowym

porzadkiem. Bedziemy ja oznacza¢ symbolem LC.
Fakt 2. Jezeli D1 E DQ, to Rl Q RQ.

Twierdzenie 1. Jezeli dla ustalonej struktury S, kryterium kontaktu C' ¢ aminokwasu
a 1stnieje co nagmniej jeden deskryptor niewtasSciwy D, to istnieje najwiekszy w sensie

relacyi T deskryptor niewtasciwy zawierajgcy deskryptor D.

Dowdd. Niech Cl.x bedzie zbiorem wszystkich aminokwasow bedacych w kontakcie z

A, dla ktoérych element deskryptorowy jest okreslony.
Cmax = {b € S|{a,b) € C N El(b) jest okreslony}

Jezeli istnieje jakikolwiek deskryptor niewlasciwy, Cp.y jest zbiorem niepustym. Za-
tem istnieje deskryptor niewtasciwy Dpax = (@, Cinax, Rmax), Ktory zawiera wszystkie

deskryptory niewlasciwe aminokwasu a. O]

Definicja 2. Deskryptorem aminokwasu a w strukturze S przy kryterium kontaktu

C nazwiemy najwiekszy w sensie relacji C deskryptor niewlasciwy aminokwasu a.

Fakt 3. Deskryptor aminokwasu a jest okreslony, jezeli istnieje co najmniej jeden

deskryptor niewtasciwy a.

Deskryptor aminokwasu a bedziemy oznacza¢ symbolem D(a,S,C) lub w skrocie

D, za$ zbiér wszystkich deskryptorow struktury S symbolem Dg ¢ lub w skrocie Dg.
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2.3. Podobienistwo deskryptorow

Niech Dy = (a1, Ch, R1) i Dy = (ag,Cs, Re) beda dowolnymi, ustalonymi na potrzeby
tego podrozdziatu deskryptorami niewtasciwymi. Parowaniem wzorcéw kontaktow
bedziemy nazywali roznowarto$ciowa funkcje czedciowa ¢: C7 — Cs. Powiemy, ze pa-
rowanie wzorcow kontaktéw ¢ jest deskryptorowo dopuszczalne, jezeli ¢ mozna
rozszerzy¢ na zbiory Ry i R z zachowaniem cigglosci elementéw deskryptorowych.
Uscislajac, ¢ jest deskryptorowo dopuszczalne, jezeli istnieje roznowartosciowa funkcja

czesciowa ¢ Ry — Ry, taka ze jezeli b = 3(a™), to:

w(El(a("))) = w(a(iq))w(a(ifl))w(a(i))w(a(”l))w(a(i”)) _
— pU=2 U1 I+ p(I+2) — El(@(a(i)))
gdzie:
ag a = a;

p(a)  Wp.p.
Funkcje ¢ bedziemy nazywali rozszerzeniem deskryptorowym ¢, bedziemy sie row-

?: CiU{a} — CyU{as}, t. ze Pla) = {

niez postugiwaé symbolem ¢ = 1.

Uliniowieniem deskryptoréow D; i Dy bedziemy nazywali deskryptorowo do-
puszczalne parowanie ich wzorcow kontaktéw. Niech C] i Cf beda odpowiednio dzie-
dzing i obrazem parowania ¢, a Di T Dy i D) C Dy deskryptorami niewtasciwymi
dla wzorcow Cf i C). Zauwazmy, ze ¢ jest izomorfizmem zachowujacym relacje C' oraz
relacje sasiedztwa sekwencyjnego. Powiemy, ze deskryptory D] i D) sa obciete przez
uliniowienie ¢, co bedziemy oznaczaé¢ symbolem D] = D;|,.

Uliniowienie deskryptoréw jest dopuszczalne strukturalnie dla progu 7T, jezeli
odlegtosé¢ éredniokwadratowa pomiedzy parowanymi aminokwasami jest niewieksza od
Trymsp oraz, ze jest dopuszczalne sekwencyjnie dla progow (15,44, Ther; Tnseg) s jezeli

spelnione sa nastepujace nieréwnosci:

R R
(1) ||R1\’ > Thaa, % > Thaa,
|cr|+1 |cs|+1

(2> [C1]+1 Z Tnela [Cal+1 Z Tneh

(3) |seg(D’1)| > T |seg(D’2)| ST

lseg(D1)| = " "15€97 [seg(Dg)| — ~T5€d

Definicja 3. Dla ustalonych progéw (Trasp, Tnaas Tneis Tnseg) dwa deskryptory Dy i
D, sa podobne, jezeli istnieje ich uliniowienie, ktore jest dopuszczalne sekwencyjnie i

strukturalnie.
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W nastepnym podrozdziale wykazemy, ze problem rozstrzygania, czy dwa deskryp-
tory sa podobne, jest NP-zupelny. Potem podamy praktyczny algorytm rozwiazujacy
problem nieco uproszczony. W tym celu zdefiniujemy pojecie zrownowazonej dopusz-
czalnodci strukturalne;.

Uliniowienie deskryptorow jest zrownowazenie dopuszczalne strukturalnie dla
progow (Loer, Tet, Lpairs Trvsp), jezeli jest dopuszezalne strukturalnie dla progu Trasp

oraz spelione sa nastepujace warunki:

(1) RMSD (El(a1), ¥ (El(a1))) < Toe,

(2) Aoy BMSD (El(a), ¢ (El(a))) < Ta,

(3) Naecy RMSD (El(ar) U El(a), v (El(a1) U El(a))) < Tpair-

Zauwazmy, ze zrownowazona dopuszczalnosé strukturalna naktada dodatkowe ogra-
niczenie na wartos¢ RMSD pewnych fragmentéw poréwnywanych deskryptorow. Zatem
zaburzenia ksztattu polegajace na wzajemnym przesunieciu elementéw sg preferowane
w stosunku do odksztalcenn samych elementow. Jezeli przyja¢, ze kazda para ze zbiorow
{a1} x C] i {az} x C} odpowiada oddzialtywaniu fizykochemicznemu aminokwasow,
za nature tego oddziatywania najbardziej odpowiadajg te aminokwasy i ich elementy
deskryptorowe. Zatem uliniowienie deskryptoréw zachowujace konformacje tychze naj-
prawdopodobniej najlepiej odzwierciedla podobienstwo pod wzgledem fizykochemicz-

nym i biologicznym.

2.4. NP-zupelnosé problemu znajdowania najlepszego

uliniowienia deskryptoréw

Zdefiniujemy problem najlepszego uliniowienia w nastepujacy sposob:

Definicja 4. Niech parametry (Trasp, Tnaa, Thets Thseg) € R* beda ustalone. Dla da-
nych deskryptorow D; i Dy problem najlepszych dopuszczalnych uliniowien
polega na znalezieniu parowania wzorcow kontaktéow ¢ bedacego uliniowieniem do-
puszczalnym strukturalnie i sekwencyjnie, ktérego rozszerzenie deskryptorowe 1) bedzie
maksymalne w sensie licznosci dziedziny.

Dla ustalonej liczby m € N decyzyjny problem optymalnego dopuszczalnego
uliniowienia (PODU) brzmi: Czy dla danych deskryptorow D; i Dy istnieje ulinio-
wienie dopuszczalne strukturalnie i sekwencyjnie ¢ majace rozszerzenie deskryptorowe
Y takie, ze |[Dom(¢)| > m?
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Analogicznie zdefiniujemy problem najlepszych zré6wnowazonych uliniowien
i decyzyjny problem optymalnego zréwnowazonego uliniowienia (POZU), ogra-
niczajac problemy dopuszczalnych uliniowiert do uliniowien zréwnowazenie dopuszczal-

nych strukturalnie z ustalonymi parametrami (Toe;, Ter, Tpairs TrRMSD)-

Zanim dowiedziemy NP-zupetnosci problemu optymalnego dopuszczalnego ulinio-

wienia, pokazemy NP-zupetnosé prostszego problemu optymalnego uliniowienia.

Definicja 5. Dla ustalonej liczby m € N decyzyjny problem optymalnego ulinio-
wienia (POU) brzmi: czy dla danych deskryptoréw D; i D, istnieje uliniowienie ¢

majace rozszerzenie deskryptorowe 1 takie, ze |Dom(¢)| > m.

Zauwazmy, ze POU jest intuicyjnie réwnie trudny jak PODU dla odpowiednio wy-
sokiej wartosci progu Trarsp oraz zerowych progdw T'aa, Ty, Tseq. Formalny dowdd

tego faktu przeprowadzimy pod koniec tego podrozdziatu.
Lemat 1. Problem POU jest NP-zupetny.

Dowadd. Yatwo zauwazyé, ze POU € NP. Niedeterministyczny algorytm potrzebuje
odgadnaé¢ uliniowienie . Sprawdzenie, czy ¢ jest uliniowieniem, obliczenie 1 i spraw-
dzenie, czy |[Dom(v)| > m, jest mozliwe w czasie wielomianowym.

Pokazemy, ze POU jest NP-trudny. W tym celu dokonamy redukcji znanego pro-
blemu 3-PARTITION|24], problem SP15] do POU.

Definicja 6. Dla danego zbioru A liczacego 3m elementow, liczby B € Z7T i funkcji
s: A — 77 takiej, ze:
1 1
/\ Z_LB < S(a) < §B,

problem 3-PARTITION polega na rozstrzygnieciu, czy istnieje podzial A na m roz-
tacznych podzbioréw Ay, Ao, ..., A, taki, ze:

/\ Zs(a):B

1<i<m a€A;

Fakt 4. Kazdy zbior A; w rozwigzaniu 3-PARTITION liczy doktadnie 3 elementy.

Grzebieniem dtugosci k£ bedziemy nazywaé k-elementowy wzorzec kontaktow C' =

{ai,as, ..., a;} taki, ze kolejne jego aminokwasy sa w strukturze oddzielone doktadnie
jednym aminokwasem (rys. [2.3al):

/\ \/Clz‘ ~sbAb~g

1<i<k beS
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M; M;
(c)
Rysunek 2.3: @ Grzebien dtugosci 6 wraz z rozszerzeniem deskryptorowym. @ Przy-
ktadowe przyporzadkowanie trzech grzebieni z P do M;. Przy przyporzadkowaniu

grzebienia P, do dwoch grzebieni z M jeden aminokwas z P pozostanie nieuliniowiony.

zas (p,q)-wycinkiem grzebienia G' nazwiemy podciag w,,(G) = {ap, apt1, ..., a4}

Liczno$¢ rozszerzenia deskryptorowego grzebienia wynosi:

U EI*(w)

1<i<k

=2k+3

Niech (A, s, B) bedzie instancja problemu 3-PARTITION o licznosci zbioru A row-
nej 3m. Elementy zbioru A bedziemy oznaczaé¢ przez a; (1 < ¢ < 3m). Niech P =
{P1, Ps, ..., Ps,} bedzie zbiorem roztacznych grzebieni nalezacych do struktury S; ta-
kim, ze dtugos¢ grzebienia P; jest rowna s(a;). Wreszcie niech M = {My, My, ..., M}
bedzie zbiorem rozlacznych grzebieni o dtugo$ci B + 4 nalezacych do struktury Ss.
Dobranie kryterium kontaktu i centralnych aminokwasow(’| tak, aby istniaty deskryp-
tory Dy = (c1, UP, R1) 1 Dy = (co,|UM, Rs) jest trywialne. Pokazemy, ze podzial A

"Centralne aminokwasy sg dobrane tak, aby El(ay) NJ El(P) = El(as) NJ El(M) = 0.
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na podzbiory zgodnie z definicja problemu 3-PARTITION istnieje wtedy i tylko wtedy,
gdy istnieje uliniowienie deskryptoréow Dy i D5 o liczno$ci rozszerzenia deskryptorowego

wynoszacej m(2B + 9) + 5.

(1) Niech Ay, As, ..., A, bedzie rozwigzaniem problemu 3-PARTITION. Przypusémy,
ze dla pewnego i A; = {ak,, ak,, ar, }. Wezmy funkcje ¢, : Py, — M;, ktora jest de-
skryptorowo dopuszczalnym parowaniem wzorcow kontaktoéw i przeprowadza grze-
bieri Py, na (1, s(ag,))-wycinek grzebienia M;. Analogicznie wezmy deskryptorowo
dopuszczalne parowania wzorcéow kontaktow ¢y, 1 Py, — M; 1 pr,: Py, — M, takie,
ze(rys. [2.3b)):

Orey (Pry) = ws(akl)+3,s(ak1)+s(ak2)+2(Mi)

Pks (Phs) = Ws(ay,)+s(any)+5,5(ar, ) +s(ary)+5(ary)+4(M3)

Ostatni z wycinkéw jest dobrze okreslony, a zbiory wartosci i tym samym obrazy
funkcji wypetniaja calty grzebien M;, poniewaz s(ag, )+ s(ax,) + s(ag,) +4 = B+4.
Zauwazmy réwniez, ze dziedziny i obrazy funkcji ¢y, ani ich rozszerzenia deskryp-

torowe si¢ nie przecinaja. Zatem funkcja ¢;: (J,< j<3 Pr; — M; okreslona wzorem:

Py (C) cE Pkl
pi(c) =4 ¢r(c)  c€ Py,
Pks (C) cE Pk?,

jest deskryptorowo dopuszczalnym parowaniem. W podobny sposéb korzystajac z

wzajemnej roztacznosci grzebieni P; i M; definiujemy funkcje ¢:

{ wi(c) ce P

a9 C=aq

p(c) =

Funkcja ¢ jest uliniowieniem deskryptoréw D i D,. Pozostaje obliczyé¢ licznosé

dziedziny jej rozszerzenia deskryptorowego 1. Zauwazmy, ze:
Dom(i) = El*(a) U | ) El*(c) = EI*a)u | | El*(0)
ceP 1<i<3m ceP;
za$ z roztacznosci grzebieni P; i elementu deskryptorowego ay:

|Dom(v)| = |El*(a)] + Y || JE*(0)] =

1<i<3m ceP;

=5+ Y 2s(a;)+3=5+2mB+9m=m(2B+9)+5

1<i<3m
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(2) Niech ¢ bedzie uliniowieniem deskryptoréw D; i Dy takim, ze licznosé jego roz-
szerzenia deskryptorowego 1 wynosi m(2B + 9) + 5. Poniewaz zbior Ry liczy
m(2B+9) 45 aminokwasow, 1 jest funkcja petna (nie czesciows), zatem wszystkie
kontakty grzebieni P zostaly przyporzadkowane kontaktom grzebieni M. Wystar-
czy pokazac, ze VpepIngemp(P;) © M;. Zalozmy, ze jest przeciwnie. Niech P
bedzie grzebieniem, ktérego obraz ma niepuste przecigcie z grzebieniami M), i M,
oraz kil (k <) beda odpowiednio najwickszym indeksem aminokwasu o obrazie
w M, i najmniejszym indeksem aminokwasu o obrazie w M,. Skoro ¢ jest deskryp-
torowo dopuszczalna, zachodzi [ — k > 4, zatem co najmniej jeden aminokwas w
P; nie moze naleze¢ do dziedziny 1), co prowadzi do sprzecznosci (rys. . Niech
A; ={a;|g(P;) C M;}, wtedy:

S s =Y |pl<B

ajGAi

Zatem poniewaz rodzina zbioréw A; liczy m elementow, a wszystkie grzebienie P,

zostaly uliniowione, na mocy wtasnosci funkcji s:

S s =Y Ipl=n

CL]'EAi

Ostatnig czescig dowodu NP-zupelnosci jest pokazanie, ze proponowana konwer-
sja jest wielomianowa. Problem 3-PARTITION jest silnie NP-zupelny, zatem zacho-
wuje te wlasciwosé rowniez przy kodowaniu w systemie jedynkowym. Rozmiar instan-
cji problemu POU po konwersji jest liniowy wzgledem rozmiaru instancji problemu
3-PARTITION w kodowaniu jedynkowym. Zatem przedstawiona konwersja ma ztozo-

no$¢ wielomianows. O
Twierdzenie 2. Problemy PODU i POZU sq NP-zupetne.

Dowdd. Obydwa problemy sg w klasie NP. Aby udowodnié¢ ich NP-zupelnos$é wystarczy
zauwazy¢, ze kazda instancja POU jest instancja PODU dla parametréw Trarsp = odf
oraz zerowych progow T'hy = 0, Ty = 0, Ty, = 0, poniewaz kazde uliniowienie jest
dla tych parametréw dopuszczalne sekwencyjnie i strukturalnie. Analogicznie, kazde
uliniowienie jest zrownowazenie dopuszczalne strukturalnie dla parametrow Ty, = oo,

Tep = 00, Tpgir = 00. O

8Formalnie nalezaloby powiedzieé¢, ze istnieje warto$é Trasrsp, ktora jest gérnym ograniczeniem
funkcji RMSD(S,¢) dla S C S; 1 ¢: S — So. Taka wartosé¢ jest proporcjonalna do maksymalnej

odlegtosci miedzy aminokwasami w Sp 1 Ss.
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Powyzsze dowody NP-zupelosci wymagaja komentarza. Otéz w ich konstrukeji
nie uwzgledniliSmy biologicznej wiedzy o strukturze biatek i rzeczywistych rozmiarach
deskryptoréw. Jest dosy¢ naturalne, ze przestrzenny uktad obiektéw o niezerowym roz-
miarze, ktore podlegaja ograniczeniom fizycznym, przy rzeczywistym kryterium kon-
taktu nie moze zazwyczaj przyjaé¢ konformacji, jaka bytaby konieczna w zaproponowa-
nej konwersji problemu 3-PARTITION do POU. W szczego6lnosci pojedynczy amino-
kwas nie moze by¢ w kontakcie z wieksza liczba aminokwaséw niz mozliwa do zmiesz-
czenia liczba atomow wegla w sferze o promieniu 8.5A. Niemniej jednak przedstawiony
dowod ma wartosé poznawcza, gdyz demonstruje trudnosci, jakie mozna napotkaé¢ pod-

czas konstruowania algorytmu znajdowania uliniowienia dopuszczalnego sekwencyjnie.

2.5. Algorytm znajdowania najlepszego uliniowienia de-

skryptoréow

Mimo, ze problem znajdowania najlepszego zréwnowazonego uliniowienia deskryptor-
6w jest NP-zupelny, w praktyce mozliwe jest zaproponowanie wydajnego algorytmu
poréwnywania deskryptorow. Wynika to gtownie z faktu, ze wzorce kontaktéow wstepu-
jacych w strukturach biatkowych deskryptoréw nie licza wiecej niz 20 aminokwasow.
Ponizej przedstawimy algorytm, ktory zostat zaimplementowany na potrzeby przedsta-
wionych w rozprawie badan. Zawiera on pewne uproszczenia, ktore zostang uzupelnione
w podrozdziale Ze wzgledu na stopienn skomplikowania pominiemy réwniez szcze-
goty techniczne, ktére nie wplywaja na wynik i moga sie zmienia¢ w zaleznosci od
implementacji.

Niech Dy = (a1,C1, Ry) i Dy = (as, Cs, Rs) beda poréwnywanymi deskryptorami.
Obliczenie mozna podzieli¢ na nastepujace etapy (na kazdym etapie niespelnienie wa-

runku lub pusty wynik oznacza, ze nie istnieje zrownowazone uliniowienie):
(1) RMSD centralnych elementéw nie moze by¢ wieksze niz Tye:

RMSD(El(a1), El(as)) < Toe

(2) Parowane moga by¢ wylacznie kontakty, ktore w potaczeniu z para (a;, as) dadza

parowanie deskryptorowo dopuszczalne:

POI {<Cl,62> ECl XCQ

El*(a1) N El*(c1) = El*(a2) N El*(c) =0V }

Vng(ar) —ns(cr) =ng(ag) —ng(cs)
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(3) Parowane moga by¢ wytacznie kontakty, dla ktorych RMSD ich elementow de-

skryptorowych jest nie wieksze niz T,;:

P1 = {<Cl,CQ> - P0|RMSD<EZ(61), El(CQ)) < Tel}

(4) Sposrod par kontaktow w P nalezy odrzucié takie, ktorych RMSD w potaczeniu

z centralnymi elementami deskryptorow jest wicksze niz T,
PQ = {(Cl, C2> € PﬂRMSD(El(CLl) U El(Cl), El(ag) U EZ(CQ)) S Tpair}

Powiemy, ze dwie pary kontaktow (f1, f2) 1 (g1, g2) sa niesprzeczne, jezeli paro-

wanie ¢: {f1, 1} — {f2, 92} dane wzorem:

) f=h
(p<f)_{92 f=1r

jest deskryptorowo dopuszczalne. Niesprzecznosé par kontaktow bedziemy oznaczaé

symbolem .

(5) Niech G = (V, E) bedzie grafem nieskierowanym o zbiorze wierzchotkow V = P,
i zbiorze krawedzi E = {(p1,ps) € Py X Pi|p1 «~ p2}. Nalezy obliczy¢ zbior C mak-
symalnych w sensie zawierania klik grafu G. Kazda klika w C zawiera wzajemnie
niesprzeczne pary kontaktéow i moze by¢ utozsamiana z deskryptorowo dopuszczal-
nym parowaniem kontakt(’)wﬂ oraz po uzupelnieniu o pare (aj, as) traktowana jak

uliniowienie. Ostatecznie otrzymujemy zbior @, uliniowien.

(6) Uliniowienia w zbiorze ®; moga nie by¢ dopuszczalne strukturalniem. Jezeli tak
sie zdarzy, nalezy usunaé¢ pewna mozliwie maltg liczbe par z kliki odpowiadajace;j
takiemu uliniowieniu, tak aby stalo sie ono strukturalnie dopuszczalne, a jego roz-
szerzenie deskryptorowe mozliwie mato sie zmniejszyto. Problem ten sam w sobie
jest NP-zupelny (dowdd tego faktu pominiemy), ale mozliwe jest zaproponowa-
nie wydajnego algorytmu heurystycznego, ktory daje zadowalajace rozwiazanie.

Ostatecznie otrzymujemy zbiér &, uliniowien dopuszczalnych strukturalnie.
(7) Ostatnim krokiem jest odrzucenie uliniowieri niedopuszczalnych sekwencyjnie:

®y = {p € Dy|p jest dopuszczalne sekwencyjnie}

9W sensie teoriomnogosciowym kliki z C sa podzbiorami C; x Cs, czyli maja sens relacji. Relacja

za$ po okresleniu dziedziny i zbioru wartosci moze by¢ interpretowana jako funkcja czesciowa.
107 auwazmy, ze uliniowienia ktore sa dopuszczalne strukturalnie, sa réwniez zrownowazenie dopusz-

czalne strukturalnie (wynika to bezposrednio z poprzednich krokéw algorytmu).

30



Koszt obliczeniowy [5] kroku powyzszego algorytmu jest wyktadniczy ze wzgledu
na licznosé zbioru P;. W zastosowaniu praktycznym okazuje sie jednak, ze jest on

nieznaczny wobec wczesniejszych krokéw o ztozonosci wielomianowe;j.

2.6. Udoskonalenia metody poréwnywania deskrypto-
row

2.6.1. Reprezentacja deskryptoréw przy uzyciu zbioréw przybli-
zonych

Dobér kryterium kontaktu, aby odzwierciedlalo wystepowanie rzeczywistych oddzia-
tywani pomiedzy aminokwasami, jest kluczowy by deskryptory miaty sens biologiczny.
Nalezy sobie jednak zdawac¢ sprawe, ze dla kazdego zestawu statych mozna skonstru-
owaé odpowiednio “zlosliwy” przypadek. Niech a; € S i ay € S2 beda aminokwasami,
C i C kryteriami kontaktow takimi, ze C C C, a D, = (a1,C,, R,), Dy = {(az,Cy, Ry) i
D, = <a1,61,ﬁl>, Dy = <CL2,62,E2> deskryptorami aminokwasow a; i as dla kryteriow

kontaktow C i C. Latwo zauwazy¢, ze:
Ql g Ul)El g Rla

C, CCy Ry, C Ry

Przypusémy, ze Dy i D, sa podobne, a uliniowienie ¢ jest §wiadkiem tego podo-

|C|ETI| > T,. Przy takich
2

zatozeniach D, nie jest podobny do D,. Dobranie struktur i kryteriéw kontaktu dla

bienstwa oraz ze C i C s tak dobrane, ze D, = Dy, a

tego przyktadu nie jest szczegdlnie skomplikowane. S7 1S3 moga by¢ niemal identyczne,
z minimalnie zaburzonymi odlegtosciami pomiedzy a; i aminokwasami z C', za$ progi
T, iTp w kryteriach kontaktu odpowiednio mieszczace si¢ pomie¢dzy tymi odlegtodciami.
Postugujac si¢ tym przyktadem mozna powiedzieé, ze porownywanie deskryptoréow jest
zle uwarunkowane, gdyz drobne zaburzenia odlegto$ci pomiedzy aminokwasami i pro-
gow w kryterium kontaktu moga wplywaé na to, czy deskryptory sa uznawane za
podobne. Aby rozwiaza¢ ten problem, postuzymy sie formalizmem zbioréw przyblizo-
nych.

Niech tak jak w przykladzie C i C beda kryteriami kontaktu. Przyblizonym de-
skryptorem aminokwasu a nazwiemy pare <Q, E> taka, ze D jest deskryptorem a

przy kryterium kontaktu C, za§ D deskryptorem przy kryterium C. Rozwazmy pare
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deskyptoréow przyblizonych D; = <21,E1> 1Dy = <Q2,Eg>. Jezeli P jest uliniowie-
niem D, i Ds, jego obciecie @ = Plc, jest uliniowieniem D, i D,. Ponadto, jezeli
jest zrownowazenie dopuszczalne strukturalnie, zas ¢ dopuszczalne strukturalnie, to

rowniez jest zrownowazenie dopuszczalne strukturalnieE].

Definicja 7. Deskryptory przyblizone D; = <Q1,51> 1Dy = <QQ,E2> sa podobne,
jezeli istnieje zrownowazenie dopuszczalne strukturalnie uliniowienie @ deskryptorow

D, i D, oraz 3 jest sekwencyjnie dopuszczalnym uliniowieniem deskryptoréw uzyska-
nych w wyniku scalenia D1|, z D; i Dy, z Q.

Przedstawiony formalizm bedziemy interpretowaé¢ nastepujaco. Powiemy, ze D jest
czescig deskryptora, do istotnosci ktorej nie mamy watpliwosci. Natomiast zewnetrzna
czesé (R\ R) jest watpliwa. Przy poréwnywaniu dwoch deskryptoréw zadamy, aby
pewne czesci byly uliniowione mozliwie w caltosci, natomiast elementy watpliwe uzna-

jemy za nalezace do deskryptora wtedy i tylko wtedy, gdy naleza do uliniowienia.

2.6.2. Liczno$¢ zbioru segmentéw

W podrozdziale zdefiniowalismy zbior segmentéw deskryptora, jako zbior ciagltych
w sensie sasiedztwa sekwencyjnego podciagéw struktury zawartych w rozszerzeniu de-
skryptorowym wzorca kontaktow. Taka definicja moze rodzi¢ problemy przy rozstrzy-
ganiu o dopuszczalnosci sekwencyjnej uliniowienia. Przypusémy, ze prog Ts., ma war-
tosé % i porownywane sg deskryptory liczace po 3 segmenty, sposrod ktorych mozliwe
jest uliniowienie dwoch. W takim przypadku warunek minimalnej liczby uliniowionych
segmentow bedzie spetniony i deskryptory beda uznane za podobne. Rozwazmy teraz
podobny przypadek, w ktérym uliniowione segmenty z poprzedniego przyktadu sa ze
soba potaczone petla. W takiej sytuacji uliniowienie bedzie liczylto jeden segment i nie
bedzie dopuszczalne sekwencyjnie. Nie jest to korzystne, aby niewielka réznica (doda-
nie jednego kontaktu) w taki sposob zaburzala wynik. Ponadto intuicyjnie postrzegamy
segmenty deskryptora jako niezalezne strukturalnie elementy struktury drugorzedowe;j
i fakt, ze petla je taczaca jest na tyle krotka, ze nalezy w calosci do deskryptora, nie
powinien mie¢ tutaj istotnego znaczenia. Konieczne jest zatem zaproponowanie metody

rozrozniania, czy ciagly wycinek struktury zawarty w deskryptorze jest pojedynczym

1 7Zalozenie o dopuszczalnosci strukturalnej ¢ jest konieczne, ze wzgledu na niemonotonicznogé

funkcji RMSD.
12Gcalenie rozumiemy jako wziecie deskryptora, ktérego wzorzec kontaktéw jest suma wzorcow kon-

taktow scalanych deskryptorow.
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“prostym” segmentem, czy tez tamana ztozong z kilku takich segmentéw. Opracowanie
dobrego algorytmu znajdowania punktow rozciecia wymagatoby niestety gltebokiej ana-
lizy uwzgledniajacej wystepowanie w strukturach biatek réznego rodzaju odstepstw od
kanonicznej struktury drugorzedowej (np. B-bulge). Szczesliwie, aby ulepszy¢ sposob
rozstrzygania o dopuszczalnosci sekwencyjnej, wystarczy zmodyfikowaé sposob zlicza-
nia segmentow, bez wskazywania konkretnych punktéw rozciecia.

Strukturalng dhugo$é segmentu s = a®a®+D . (@ obliczamy nastepujaco:

L(s) = Z | Mg — M|

p<i<q

gdzie M; jest srodkiem geometrycznym trzech kolejnych atomow C:

1
M; = 3 ( i1 +C?+C?+1)

Skorygowang licznos$cia segmentu bedziemy nazywali liczbe okreslong wzorem:

N(s) = [1?3&1

Miara ta opiera sie na obserwacji, ze strukturalna diugos¢ wzglednie prostego (z

doktadnoscia do struktury drugorzedowej) segmentu jest ograniczona maksymalna od-
legtoscia pomiedzy aminokwasami wynikajaca z kryterium kontaktu. Jezeli dlugosé
segmentu przekracza pewng warto$é, na mocy warunku trojkata nie jest mozliwe, aby
mogt by¢ prosty, a aminokwasy przy jego koncach byly w kontakcie z aminokwasem
centralnym. Pojecie strukturalnej dlugosci stuzy ujednoliceniu podejscia dla réznych
rodzajow struktury drugorzedowej™|

Ostatecznie warunek (3) w definicji dopuszczalnosci sekwencyjnej uliniowienia przyj-

muje postac:
min (N (Dil), N (D))

N(D;)

> Thseg, dlai = 1,2
gdzie:
s€seg(D)

Wrzigcie minimum z N (D;|,) i N(D;) zabezpiecza przed sytuacja, gdy na skutek

niedoskonatosci proponowanego oszacowania N (D;|,) byloby wieksze od N(D;).

13Qdlegtos¢ pomiedzy punktami bedacymi rzutami kolejnych aminokwaséw na o helisy a wynosi

ok. 1.5A, zas w przypadku wstegi 5 ok. 3A.
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Rozdzial 3
Poroéwnywanie struktur biatek

Kazdy deskryptor osadzony jest w pewnej strukturze, zatem opisana w poprzednim roz-
dziale metoda poréwnywania deskryptoréw moze zostaé¢ wykorzystana do wykrywania
niewielkich lokalnych podobienistw pomiedzy dwiema strukturami biatek. W tym roz-
dziale zajmiemy si¢ problemem, jak z informacji zawartych w zbiorze takich lokalnych
podobienstw zbudowaé¢ mozliwie pelny obraz globalnego podobienstwa rozwazanych
struktur. Aby tego dokona¢ zdefiniujemy formalnie podobienstwo struktur biatkowych
oraz przedstawimy algorytmy wybierania lokalnych podobieristw, ktore sa zawarte w
pewnym maksymalnym (lub bliskim maksymalnemu) globalnym podobienstwie. Wie-
lokrotnie bedziemy postugiwac sie pojeciami podobieristwa i uliniowienia struktur. Za-
nim przedstawimy formalne definicje, zaproponujemy czytelnikowi wyrobienie sobie
pewnych intuicji zwigzanych z tymi pojeciami. Przez uliniowienie struktur bedziemy
rozumie¢ pewne czesciowe odwzorowanie pomiedzy zbiorami ich aminokwasow, ktore
w zalozeniu ma by¢ “izomorfizmem” w sensie pewnych biologicznych relacji wystepuja-
cych pomiedzy aminokwasami w obrebie rozwazanych struktur. Stopieri podobieristwa

struktur okresla miara maksymalnego uliniowienia.

Relacje, o ktorych mowa, moga obejmowac rézne cechy zwiazane z funkcja pelniong
przez rozwazane biatka (np. miejsca wiazania podobnych czasteczek), ich struktura
(np. kluczowe oddzialywania odpowiadajace za proces zwijania biatka lub stabilizu-
jace struktura) oraz inne cechy szczegolnie istotne dla danej pary biatek. Ich poprawna
identyfikacja wymaga szerokiej wiedzy biochemicznej, niejednokrotnie popartej danymi
do$wiadczalnymi i stanowi przypuszczalnie niedoscigniony wzoér dla metod maszyno-
wych.

Samo pojecie uliniowienia jest ttumaczeniem angielskiego stowa alignment i po raz

pierwszy w bioinformatyce zostalo zastosowane w kontekscie poréwnywania sekwencji
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(biatkowych, DNA, badz RNA). Tradycyjnie maksymalne uliniowienia sekwencji obli-
czane byly przy uzyciu algorytméw opartych na programowaniu dynamicznym|[53], co
przy pewnych zatozeniach jest rownowazne znajdowaniu minimalnej odlegtosci edycyj-
nej pomiedzy rozwazanymi sekwencjami[]. Podejscie tego typu nie pozwala rozwazaé
zamiany kolejnosci fragmentow, co moze mie¢ miejsce wskutek proceséw ewolucyjnych
takich jak np. duplikacja genu lub zmian zachodzacych w strukturze biatka podczas
jego zwijanial26], 68| . Proba uogolnienia metod poréwnywania sekwencji, aby dopusz-
czaly przestawienia kolejnosci, wydaje si¢ by¢ trudna lub wrecz niemozliwa ze wzgledu
na ztozonosé obliczeniowg oraz na fakt, iz usuniecie ograniczenia wymuszajacego zacho-
wanie kolejnosci uliniowionych aminokwasow poszerzytoby przestrzen dopuszczalnych
rozwigzan do tego stopnia, ze znajdowane bylby uliniowienia niemajace sensu biolo-
gicznego. W odréznieniu od sekwencji struktura biatka niesie znacznie wieksza ilos¢
informacji i w zwiazku z tym mozna zrezygnowaé ze wspomnianego ograniczenia. Dla-
tego zwracamy uwage na fakt, ze w ponizszych rozwazaniach nasze rozumienie pojecia
uliniowienia odbiega od tradycyjnego.

Zaproponujemy metode okreslania podobienistwa struktur znajdujaca maksymalne
uliniowienia pomiedzy strukturami, ktore cechuja si¢ lokalnym podobienstwem i zbli-
zonymi wzorcami kontaktow pomiedzy aminokwasami, niezaleznie od kolejnosci wyste-

powania uliniowionych fragmentéw w sekwencji biatka oraz globalnych odksztalcen.

3.1. Podstawowe definicje

Na potrzeby tego i nastepnych podrozdziatéw przyjmijmy, ze S; i So sa strukturami
biatkowymi.

Parowaniem struktur S; i Sy nazwiemy réznowarto$ciowa funkcje czeSciows
£: 84 — S5 Niech ® bedzie pewnym zbiorem uliniowient deskryptoréw z Dg, i Dsg,.
Wsparciem deskryptorowym Supp(§, ®) parowania struktur ¢ w zbiorze ¢ na-

zwiemy taki podzbior @, ze:
Supp(§, @) =q €@ N\ la)=¢a)
a€Dom(p)

Zawieranie sie uliniowienia deskryptorow ¢ (Scisle rozszerzenia @) w parowaniu struktur

¢ bedziemy oznaczaé¢ symbolem ¢ C &. Bedziemy réwniez postugiwaé sie pojeciem

LOdlegtosé edycyjna to minimalna liczba operacji typu wstawienie, usuniecie badz zmiana symbolu

konieczna, aby jedna sekwencje przeksztalci¢ w druga[60].
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zawierania si¢ parowan struktur:

G Che /\ 1(a) = &2(a)

a€Dom(&1)

Latwo zauwazy¢, ze jezeli & C & to Dom(&) € Dom(&z).

Definicja 8. Uliniowieniem struktur S; i S, przy wsparciu w ® nazwiemy paro-
wanie, dla ktoérego istnieje wsparcie deskryptorowe w @, ktore pokrywa cata dziedzine

&. Powiemy rowniez, ze ® pokrywa &, co bedziemy oznaczaé £ € .

W szczegdlnodci rozszerzenie deskryptorowe dowolnego uliniowienia deskryptorow
jest uliniowieniem struktur. Mozemy réowniez zdefiniowaé pojecie analogiczne do sumy
teoriomnogosciowej. Suma zbioru uliniowienn deskryptorowych ® = {py,..., ¢x}

nazwiemy uliniowienie strukturalne £ o wsparciu ®:

fzuq’:%'—'%'—"--'—'%@k

Licznosé dziedziny £ nazywaé bedziemy wielko$cig uliniowienia i oznaczaé przez
€l

Koncepcja uliniowienia struktur i wsparcia deskryptorowego jest analogiczna do de-
skryptorowej dopuszczalnosci parowania kontaktow z poprzedniego rozdziatu. W przy-
padku uliniowient deskryptoréw musialo istnie¢ odwzorowanie pomiedzy aminokwasami
zachowujace ciaglos¢ elementow. W przypadku uliniowienn struktur kazda para odpo-
wiadajacych sobie aminokwaséw musi naleze¢ do pewnego uliniowienia deskryptorow,
ktore cate zawiera sie w rozwazanym uliniowieniu struktur.

Powiemy, ze parowanie badz uliniowienie ¢ jest proste, jezeli odwzorowuje struk-

tury zachowujac kolejno$é¢ aminokwasoéw, czyli spetnia warunek:

A b® = (@) AW =@ NI <j=k<I
a®,al9) e Dom(¢)
Uliniowienie proste odpowiada standardowemu rozumieniu tego pojecia w kontekscie
minimalizowania odlegtosci edycyjnej, czy tez algorytmoéw opartych na programowaniu
dynamicznym (patrz rozdziat .

Wreszcie, powiemy, ze uliniowienie ¢ jest spéjne, jezeli dla kazdych dwoch uli-
niowienn deskryptorowych i, s nalezacych do jego wsparcia istnieje zawarty w nim
ciag p1X1 - - - Xx2, ktorego kolejne elementy maja niepuste przeciecie dziedziny. Relacje
przecinania sie dziedziny nazwiemy nakladaniem i bedziemy ja oznaczali symbolem
. Nieformalnie, uliniowienie jest spdjne, jezeli uliniowienia deskryptorowe, z ktorych

sie ono sktada, tworzg ciagly przestrzennie szkielet.
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Zbior wszystkich uliniowien struktur S;, Sp przy wsparciu ® bedziemy oznaczali
przez Al(Sy, S, ®). Czasami nie bedziemy podawaé¢ zbioru ®, a Al bedzie zbiorem
wszystkich uliniowien, dla ktérych przy ustalonych parametrach sekwencyjnej i struk-

turalnej dopuszczalnosci uliniowient deskryptorowych istnieje wsparcie.

3.2. NP-zupelno$é problemu znajdowania maksymal-

nego uliniowienia struktur

Definicja 9. Dla danego zbioru uliniowien deskryptoréw ® struktur S; i S; problem
najlepszych uliniowien polega na znalezieniu uliniowienia struktur S; i S, przy
wsparciu ¢ o maksymalnej wielkosci. Dla danego zbioru uliniowien deskryptoréw &
struktur S; i Sy i liczby n € N decyzyjny problem optymalnego uliniowienia
struktur (POUS) polega na rozstrzygnieciu, czy istnieje uliniowienie S; i Ss przy

wsparciu ¢ o wielkosci nie mniejszej niz n.
Twierdzenie 3. Problem optymalnego uliniowienia struktur jest NP-zupetny.

Dowdd. Latwo sprawdzi¢, ze POUS € NP. Algorytm sprawdzajacy, czy dane uli-
niowienie ma wsparcie deskryptorowe ma oczywiscie wielomianowa ztozonos¢ oblicze-
niows, zas obliczenie wielkosci uliniowienia jest trywialne.

Przypomnijmy znany z literatury NP-zupelny problem 3-DIMENSIONAL MAT-
CHING (3DM)[24, problem SP16].

Definicja 10. Dla danego zbioru M C W x X xY', gdzie W, X 1Y sa roztacznymi zbio-
rami licznosci ¢, problem 3-DIMENSIONAL MATCHING polega na okresleniu,
czy istnieje podzdbior M’ C M taki, ze |M'| = q oraz elementy M’ sg roztaczne.

Istnieje rowniez wielomianowy wariant problemu 3DM — 2-DIMENSIONAL MAT-
CHING (2DM), gdzie M C X x Y zwany problemem kojarzenia malzenstw. Zaczniemy
od pokazania, ze jezeli w 2DM wprowadzimy mozliwo$¢ wzajemnego wymuszania sie

pewnych par, stanie sic on NP-zupelny.

Definicja 11. Dla danych zbiorow M C X x Y oraz G C P(M)E], gdzie X i Y
sg roztacznymi zbiorami licznosci ¢, problem RESTRICTED 2-DIMENSIONAL
MATCHING (R2DM) polega na rozstrzygnieciu, czy istnieje podzbior M’ C M taki,
ze |M'| = q, elementy M’ sa roztaczne oraz istnieje zbior G' C G taki, ze | JG' = M'.

2Symbol P(M) oznacza zbiér potegowy zbioru M, czyli rodzine wszystkich podzbioréw M.
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Lemat 2. Problem RESTRICTED 2-DIMENSIONAL MATCHING jest NP-zupetny.

Dowod. Dowdd, ze R2ZDM € NP jest tatwy. Wystarczy zauwazy¢, ze sprawdzenie, czy
dla kazdego m € M’ istnieje GG; € G takie, ze m € G; i G; C M’ jest wykonalne w czasie
wielomianowym. Aby udowodni¢ NP-zupelno$é, przeprowadzimy redukcje problemu
3DM do R2DM. Niech M C W x X x Y (|W| = |X| = |Y| = ¢) bedzie instancja
problemu 3DM. Zdefiniujemy pomocniczy zbior X' roztgczny ze zbiorami W, X, Y
o licznosci ¢ zawierajacy elementy odpowiadajace elementom zbioru X. Dla kazdej
nalezacej do M trojki m; = (wig), Tm(), Yn) ), gdzie (i), m(i), n(i) oznaczaja indeksy

elementow ze zbiorow W, X, Y w i-tej trojce, zdefiniujemy nastepujacy zestaw par:

As = {{wigey, Ty s (Triys Ynii)) }

Mozemy teraz opisac¢ zbior par A C P x () konstruowanej instancji problemu R2DM:

P=wWuX'

Q=XUY

A= J 4
1<i<| M|

Aby zakoriczy¢ konstrukcje musimy jeszcze okresli¢ zbior G. Postuzy on do tego, zeby
zagwarantowac, ze jezeli jedna para ze zbioru A; nalezy do rozwigzania problemu, druga

para z A; rowniez nalezy to tego rozwigzania:
G ={All <i<[M][}

Zauwazmy, ze zbiory zawarte w G sa przy tej konstrukeji roztaczne. P i Q) licza po 2q
elementow, zbior A zawiera 2|M| par, zas G zawiera |M| dwuelementowych zbiorow,

co dowodzi, ze konstrukcja ma ztozonosé wielomianowa.

Przyklad 1. Niech M C W x X x Y bedzie nastepujaca instancjg problemu 3DM:

W = {a,b,c}
X = {AB,C}
Y = {1,2,3}

M = {{a,A1),(,B,2),(c,C,3),(a,B,3)}

Dla tak dobranych zbior6éw istnieje zbior M' = {(a, A, 1), (b, B,2),{(c, C, 3)}, ktory jest
rozwiazaniem problemu 3DM. Odpowiadajaca instancja problemu R2DM bedzie miata

postac:
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P = {ab,c,A,B C}

Q = {A/B,C1,23}
(((a,A), (A1),
L om ma),
(c,C), (C3),

[ (a,B), (B',3)
([ {{a,A), (A, 1)},
I (R ONCE)Y
{{c,C),(C",3)},

[ {(a,B),(B3)}

Jak tatwo zauwazy¢ zbior:

(a,A), (A1),

A=< (b,B), (B,2),
{c,C), (C',3)

spelnia warunki wymagane dla rozwiazania problemu R2DM, co koriczy przyktad.

Zalozmy, ze istnieje podzbior M’ C M bedacy rozwiazaniem rozwazanej instancji
3DM. Dla uproszczenia notacji niech ¢(+) oznacza indeksy trojek z M wystepujacych

w zbiorach M’. Wezmy zbior A" C A okre$lony wzorem:

A= Aw = | {{wicwy Tmen ) (Timiegsy): Unetin ) }

1<i<q 1<i<q

Jak tatwo zauwazy¢ A’ zawiera pary kodujace tréjki nalezace do M’. Udowodnimy, ze
jest to rozwiazanie odpowiadajacej rozwiazaniu instancji problemu R2DM. Zaczniemy
od zbadania, czy A’ pokrywa zbiory P i ). Zauwazmy, ze A’ zawiera 2q par. Wszystkie

elementy zbioréw P i () naleza do jednej z par w A, poniewaz:

(1) W, X, Y — dla kazdego elementu z tych zbiorow istnieje trojka w M’, ktora go

zawiera;
(2) X' - dla kazdego j zbior A;, ktéry pokrywa x;, pokrywa réwniez x’.

Z konstrukeji A’ 1 G wynika natychmiast, ze spelniony jest warunek o zawieraniu sie
elementow G w A’. Z licznosci |A’| = 2q i faktu, ze A’ pokrywa zbiory P i () wynika,

ze zadne dwa jego elementy nie sg réwne na zadnej z pozycji.
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Zalozmy teraz, ze A’ jest rozwigzaniem skonstruowanej instancji R2DM. Z definicji
R2DM wiemy, ze istnieje G’ C G taki, ze A" = |J G, za$ na podstawie konstrukeji G

A= A

1<i<q

wnioskujemy, ze:

gdzie e(+) jest pewnym ciggiem indeksoéw. Niech M’ bedzie okreslone wzorem:

Latwo sprawdzi¢, ze M’ jest rozwiazaniem problemu 3DM. Pokrywanie zbiorow W, X,

Y wynika z pokrywania przez A’ zbioru P i (). Wzajemna rozlgcznosé trojek wynika z

konstrukeji zbioréw A;. O

Przedstawimy teraz redukcje instancji M C X x Y, G C P(M), |X| = |Y| = ¢,
|G| = r problemu R2DM do POUS. Czytelnik na pewno tatwo zauwazy, ze struktura
problemu POUS jest znacznie bardziej skomplikowana. Dlatego w naszej konstrukeji
bedziemy postugiwaé si¢ nieco uproszczong notacja. Niech S; = {ay,...,as,} 1 Sy =
{b1,...,bs,} beda strukturami liczacymi po 5¢ aminokwasow, zas e; = El(asi—2), fi =
El(bsi—2) (dla 1 < i < ) ciagami elementéw deskryptorowych. Widaé, ze tak okreslone
elementy sa rozlaczne i pokrywaja cate struktury Sy i Sy. Ciagi E = {e;} i F' = {fi}
beda w naszej konstrukcji odpowiadaty elementom zbioréw X i Y.

Zauwazmy, ze zbiér par {<e;€(1), fl(1)> ey <ek(n), fl(n)>} okresla pare deskryptorow

D1 i1 Dy oraz pewne uliniowienie tych deskryptoréow ¢ dane wzorami:

Dy = {ery {en@) - exm ) Br)
Dy = (fiay, {fuzys--> fim) } » Ra)
plexm) = e

Niech @ = {1, .., ¢, } bedzie zbiorem uliniowieti, a D; i Dy zbiorami deskryptorow
zbudowanych w powyzszy sposob dla elementéow zbioru G. OtrzymaliSmy w ten sposéb
pelng instancje problemu POUS. Pokazemy, ze zbior M’ bedacy rozwigzaniem R2DM
istnieje wtedy i tylko wtedy, gdy struktury S; i S maja przy wsparciu ¢ uliniowienie
liczace bq aminokwasow.

Zatozmy, ze M' = {mg(l), e ,mg(q)} jest rozwigzaniem problemu R2DM. Z defi-
nicji R2DM wynika, ze istnieje pewna rodzina zbiorow G’ = {Gh(1)7 .. .,Gh(r/)} za-
warta w G taka, ze |JG' = M’. Pokazemy, ze istnieje uliniowienie £ o wsparciu
¢ = {gph(l), ce gph(r/)} C . Wynika to z faktu, ze dla kazdego x; € X istnieje doktad-
nie jeden element y; € Y taki, ze (x;,y;) € M’, skad wniosek, ze:

/\ ei € Dom(p) = o(e;) = f;

ped’
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Ponadto z faktu, ze elementy G’ pokrywaja M’ natychmiast wynika, ze Dom(§) = F i
€l = 5q.

Aby dowies¢ implikacji odwrotnej, zatézmy teraz, ze £ jest uliniowieniem struktur
S1 1Sy o wsparciu ' = {gph(l),...,cph(rz)} C & i licznosci Hgq. Pokazemy, ze zbior
M = {(z;,y;) € X xY|&(e;) = f;} jest rozwiazaniem R2DM. Poniewaz ¢ jest bijekcja,
pary w M’ sg roztaczne i pokrywaja zbiory X i Y. Wystarczy zatem pokazaé, ze istnieje
zbior G’ taki, ze |JG' = M'. Oczywiscie zbior G' = {Ghqy,...,Ghir)} zlozony z

elementow G odpowiadajacych uliniowieniom z ®’ jest odpowiedni. O]

3.3. Szczegblne przypadki problemu znajdowania mak-

symalnego uliniowienia struktur i ich zlozonosé

Podstawowa wada przedstawionego w poprzednim podrozdziale twierdzenia jest jego
0g06lnosé. Z poprzedniego rozdziatu wiemy wszakze, ze w rzeczywistych zastosowaniach
liczba segmentéw w deskryptorze jest niewielka. Dlatego praktyczne znaczenie miatoby
zbadanie, jaka zlozono$¢ ma problem znajdowania maksymalnego uliniowienia przy
ograniczeniu liczby segmentow w deskryptorze. Ztozonosé problemu moze rowniez za-

leze¢ od maksymalnej liczby przestawien dopuszczalnych w uliniowieniu.

Definicja 12. Dla danego zbioru uliniowient deskryptoréow ® struktur Sy i Sy oraz liczb
s € Nin e N takich, ze:

/\ |seg(D12|,)| < s, gdzie Dy i Dy sa deskryptorami uliniawianymi przez ¢

ped
decyzyjny s-ograniczony problem optymalnego uliniowienia struktur (POUS-
s) polega na rozstrzygnieciu, czy istnieje uliniowienie S; i Sy przy wsparciu ® o wielkosci
nie mniejszej niz n, zas decyzyjny s-ograniczony problem optymalnego prostego
uliniowienia struktur (POPUS-s) polega na rozstrzygnieciu, czy istnieje proste uli-

niowienie spetniajace powyzsze warunki.

Przedstawimy teraz serie twierdzen o zlozonosci probleméw POUS-s i POPUS-s

dla r6znych wartosci s.
Twierdzenie 4. Problem POPUS-1 jest rozwigzywalny w czasie wielomianowym.

Dowad. Tak postawiony problem jest rozwiazywalny przy uzyciu metody programowa-

nia dynamicznego, a konkretnie pewnej modyfikacji algorytmu Needlemana—Wunscha.
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W standardowej wersji tego algorytmu wypetniana jest macierz F' € R™*™, gdziemin
sa dlugosciami uliniawianych sekwencji. Dla ustalonej funkeji wartosciujacej dopasowa-
nie danych elementow s: {1,...,n} x {1,...,m} — R oraz braku kary za wstawienie

spacji, rekurencyjna definicja macierzy F' ma postac:

FOj — O
Fy = 0
Fyj = max (Fi-1), Fi-njs Fa-ng-n + sij)

Jezeli S jest zbiorem odpowiadajacych sobie par segmentéw, reprezentowanych w
postaci krotek ((p1, k1), (p2, k2) ,v), gdzie p12 1 k; 2 sa odpowiednio poczatkiem i kon-
cem segmentu w pierwszej i drugiej strukturze, a v warto$ciag dopasowania tych seg-
mentéw, algorytm ulega nastepujacej modyfikacji:

Gij = MAX((p; k), (pa.ka)w)es Fpips T
k1=iAka=j

Fy = max (Fy1), Fa1);,Gy)

Twierdzenie 5. Problem POUS-2 jest NP-zupetny.

Dowaod. Dowdd twierdzenia [3] jest prawdziwy rowniez dla problemu POUS-2, poniewaz
lemat [2] jest spelniony przy zalozeniu, ze zbiory rodziny G licza nie wiecej niz dwa

elementy. O
Twierdzenie 6. Problem POPUS-3 jest NP-zupetny.

Dowadd. Fakt przynaleznosci problemu do klasy NP jest oczywisty i nie wymaga ko-
mentarza. NP-zupelno$é udowodnimy wykonujac redukcje znanego problemu 3SAT w
wariancie zaktadajacym, ze kazda zmienna wystepuje dokladnie w trzech klauzulach[24]
problem LOO01].

Definicja 13. Dla ustalonego zbioru zmiennych U oraz zbioru klauzul logicznych C
nad zbiorem U takich, ze kazda klauzula ¢ € C' liczy dokltadnie trzy literaly, problem
3SAT polega na rozstrzygnieciu, czy istnieje wartosciowanie zmiennych ze zbioru U

takie, ze wszystkie klauzule z C' sa prawdziwe.

Niech U = {uy,...,u}, C = {Ci,...,C;} bedzie instancja problemu 3SAT. Wezmy
dwie struktury S; = aMa® .. q®C*+) 5y = pMpR) | pEE+D) Jiczace odpowiednio
5(k +1) i 6(k + 1) aminokwasow. Niech E = {e;}:1] gdzie ¢; = El(a®?), bedzie
zbiorem roztacznych elementow struktury S, a F = { fi}kH F = {fz}f: , gdzie f; =

=1
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EI0©=), f. = ElL(b%~2) beda zbiorami elementéw struktury S,. Zauwazmy, ze
dla i # j elementy f; i f; oraz f; i 7j sa rozlaczne, oraz ze tak zdefiniowane zbiory
licza po k + [ elementoéw. Elementy o indeksach w przedziale [1,k] beda w naszej
redukcji odpowiadaé¢ zmiennym, a elementy o indeksach w przedziale [k + 1,k + (]
klauzulom. Niech P;, N; C C' beda odpowiednio zbiorami klauzul, w ktorych zmienna
u; wystepuje pozytywnie i negatywnie. Skonstruujemy zbiory uliniowienn deskryptorow
® i ® odpowiadajace pozytywnym i negatywnym wystapieniom zmiennych. Niech ¢;
bedgce uliniowieniem zwigzanym z pozytywnymi wystapieniami u; bedzie zdefiniowane
nastepujaco:
aley =47 P
fr Cpk €F

Analogicznie zdefiniujemy @,, ktore bedzie odpowiadato negatywnym wystapieniom u;:

f, p=i
fp Cp—keNi

Pilep) =

W powyzszych definicjach pominelismy tatwe do uzupelnienia szczegdly zwiazane
z okresleniem uliniawianych deskryptoréw i wyréznieniem ich centralnych elementow.
bLatwo zauwazy¢, ze ¢; 1 p; nie mogg naleze¢ do wsparcia tego samego uliniowienia
wtedy i tylko wtedy, gdy ¢ = 7, gdyz réznig sie wartoscia dla e;, oraz ze dla dowolnych
©; 1 @; oraz ; 1 @, istnieje uliniowienie, do wsparcia ktorego naleza (por. deﬁnicja.

Niech ® bedzie zbiorem uliniowieri zdefiniowanych w powyzszy sposob:
= {pill <i<kU{p[l1 <i<k}
Przyktad 2. Niech C bedzie zbiorem klauzul nad zbiorem zmiennych U = {uy, us, us}:
C = {{~uy,us,us},{us, "ug,us} , {us, us, -us}}
odpowiadajacym formule logicznej:
(mug Vug Vuz) A (ug V—ug Voug) A (ug Vug V —ug)

Instancji problemu 3SAT dla powyzszej formuty odpowiada nastepujaca instancja
POPUS-3 (p(a) = L oznacza, ze a ¢ Dom(p)):

€1 €2 €3
N N N
r N

Sy = a® a® g® g® ¢ 46 (1) 48 ) 410)¢(11)(12)5(13), (1), (15)

eq €5 €6
7\ 7\ 7\

0 (16)5, (1) (18),(19)(20) ,(21),(22)(23) 5 (24) (25) 1 (26) (27),(28) (29), (30)
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Rozwazana formuta jest spetniona miedzy innymi dla warto$ciowania:
Uy — O,UQ — 1,U3 —1

Zatem istnieje uliniowienie o wsparciu {@y, 2, ©3}:

el e €3
£(S)) = b® p® p@) o) b(©) ) p® p©) pI0)p(D) (13)p(14)p(15)p(16)p(17)
i S 2
B(19)5(20)5(21)p(22)p(23) 1,(25)p(26)5(27)p(28)p(29) 1(31),(32)p,(33)p(34)p(35)
fi fs fo

& jest uliniowieniem prostym o wielkosci 30, co koniczy przyktad.

Udowodnimy, ze struktury S; i S maja uliniowienie proste wielkosci 5(k + 1) przy
wsparciu ® wtedy i tylko wtedy, gdy zbiér klauzul C' jest spetnialny.

Przypusémy, ze istnieje wartosciowanie zmiennych o: U — {0, 1}, przy ktérym
wszystkie klauzule z C' maja wartosé¢ logiczna 1. Wezmy zbior &' C & zawierajacy

uliniowienia odpowiadajace wartosciowaniu o:
' = {p; € Plo(u;) =1} U {P; € P|o(u;) = 0}

Tak okreslony podzbiér uliniowienn jest wsparciem uliniowienia prostego struktur o
wielkosci 5(k +1).

Zalozmy teraz, ze istnieje uliniowienie proste £ o wielkosci 5(k + 1) o wsparciu w
®. Zauwazmy, ze zbior & C & bedacy wsparciem £ musi dla kazdego ¢ zawieraé¢ ;
lub @, (w przeciwnym wypadku £ nie pokrywatoby wszystkich elementow ey ). Row-

noczesnie pokryte sa wszystkie elementy er.1 . x1+; zatem dla kazdej klauzuli istnieje

77777

nalezgcy do niej literal, ktory odpowiada pewnemu uliniowieniu w ®’. Poniewaz wyka-

zaliSmy, ze do @' nie moga naleze¢ rownoczesnie uliniowienia odpowiadajace literalowi
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s=1 s <2 s <3 s dowolne

roUS ? —— NP —— NP —— NP

T T T T

pOPUS P —— ? —— NP — NP

Rysunek 3.1: Zlozono$é¢ probleméw POUS i POPUS w zaleznosci od maksymalnej

liczby segmentow w deskryptorze s.

pozytywnemu i negatywnemu jednej zmiennej, &’ jednoznacznie okresla wartosciowanie

spelniajace C:

1 ;€ o’
O'(Ul) =
0 ped
Przedstawiona redukcja ma ztozono$é wielomianowa, co konczy dowdod. O

Podsumowanie rozwazan, ktore przeprowadziliSmy w tym podrozdziale, ilustruje ry-
sunek [3.1] Udowodnili$my, ze problem znajdowania uliniowien jest NP-zupelny nawet
przy zalozeniu, ze deskryptory maja nie wiecej niz 2 segmenty. Radykalne uproszcze-
nie problemu polegajace na ograniczeniu zbioru rozwigzan do uliniowien prostych ma
niewielki wpltyw na zlozono$é¢, gdyz taki problem jest NP-zupelny dla deskryptorow
majacych nie wiecej niz 3 segmenty. Znaki zapytania na rysunku oznaczaja warianty

problemu, ktorych nie rozwazalismy.

3.4. Grafowa reprezentacja problemu znajdowania mak-

symalnego uliniowienia struktur

W poprzednim rozdziale wykazaliSmy NP-zupelnos¢ problemu znajdowania optymal-
nego uliniowienia struktur. Wynika stad, ze uprawnione jest poszukiwanie analogii
pomiedzy tym problemem a dobrze zbadanym problemem wyszukiwania klik w gra-
fach. W tym podrozdziale przedstawimy grafowa reprezentacje problemu optymalnego
uliniowienia oraz zdefiniujemy klase funkcji wartosciujacych uliniowienia. Przyjmijmy
na potrzeby ponizszych rozwazan, ze S; i Sy sa strukturami, a ® pewnym zbiorem

uliniowien deskryptoréw nalezacych do tych struktur.

Definicja 14. Uliniowienia ¢ i @2 sa niesprzeczne, jezeli istnieje uliniowienie struk-
tur € = 1 U py. Niesprzeczno$é uliniowien deskryptorowych oznacza¢ bedziemy sym-

bolem .
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Bezposrednig konsekwencja definicji jest fakt:

Fakt 5. Dwa ulintowienia deskryptorow ¢y i po s¢ niesprzeczne wtedy i tylko wtedy,
gdy ich rozszerzenia deskryptorowe spetniajg warunek:
A B =&
a€Dom(@1)NDom(F2)
Relacja niesprzeczno$ci uliniowient deskryptoréw w naturalny sposéb uogoélnia sie
na uliniowienia struktur. W dalszych rozwazaniach bedziemy postugiwac sie nia w obu

kontekstach. Majac relacje mozemy zdefiniowaé graf niesprzecznosci.

Definicja 15. Grafem niesprzecznosci zbioru uliniowienn ® nazwiemy graf G =

(V, E), ktorego zbiory wierzchotkow i krawedzi sa dane wzorami:
V=2o
E = {(pi,0j) € D x Olp; « @)}

Fakt 6. Jezeli C' C V jest pewnym podzbiorem wierzchotkow G, uliniowienie struktur
& = || C istnieje wtedy i tylko wtedy, gdy C jest klikq w G.

Dowod. Prawdziwosci faktu dowodzimy przez indukcje zauwazajac, ze dla trzech uli-

niowien & o 3 zachodzi:

EL NG AGNG NG (GUE) &
O

Do tego momentu w naszych rozwazaniach jedyna wtasciwoscia uliniowienia struk-
tur, ktorg optymalizowaliémy bytla jego wielko$é. W praktyce moga wystepowacé inne
cechy, ktore rowniez moglyby podlegaé¢ optymalizacji. Rozwazmy funkcje s: Al — R.
Powiemy, ze jest ona monotoniczna miarg podobienistwa jezeli:

N & C&=s&) <s(&)
£1,2€Al
Zauwazmy, ze maksymalne w sensie zawierania kliki G sg zwiazane z lokalnymi mak-

simami S.

Fakt 7. Jezeli s(&) jest globalnym maksimum s nad zbiorem Al(Sy, Se, @), to odpowia-

dajgca mu klika C' jest maksymalna pod wzgledem zawierania.

W ten sposob powiazaliémy problem znajdowania uliniowiern maksymalizujacych
zadana funkcje z dobrze zbadanym problemem znajdowania maksymalnych klik. W
dalszej czesci tego rozdziatu przedstawimy algorytmy zaimplementowane na potrzeby

tego problemu.
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3.5. Algorytmy znajdowania maksymalnego uliniowie-

nia struktur

Zaimplementowalidmy trzy rodzaje algorytmoéw poszukujacych uliniowienia struktur o
maksymalnej mierze. Algorytmy dokltadne (TS - Tree Search i CTS - Continuous Tree
Search) oparte sa o analize drzewa decyzyjnego z wykorzystaniem odcie¢. Maja one wy-
ktadnicza pesymistyczna ztozonosé obliczeniowa, ale gwarantuja znalezienie uliniowie-
nia maksymalizujacego miare podobienistwa przy zatozeniu, ze jest ona monotoniczna.
Algorytm probabilistyczny (REMC) oparty na metodzie Monte-Carlo z wymiana replik
moze maksymalizowaé¢ dowolnag miare podobienstwa. Wreszcie zaproponowany zostat
algorytm przyblizony (MS) oparty na twierdzeniu Motzkina-Strausa o zwiazku kliki
o maksymalnej licznosci z maksimami pewnej formy kwadratowej, co pozwala znaj-
dowaé najliczniejsza klike w grafie niesprzecznosci z nadzieja, ze maksymalizuje ona

miare podobienstwa.

3.5.1. Algorytmy dokladne — TS i CTS

Zgodnie z faktem [7] jezeli nie mozna skorzysta¢ z dodatkowych wlasciwosci miary
podobienstwa, aby znalez¢ uliniowienie dwoch struktur, ktére ja maksymalizuje, na-
lezy obliczy¢ jej warto$é dla wszystkich maksymalnych klik. Zaprezentujemy algorytm
oparty na metodzie podzialéw i ograniczen (ang. branch and bound). Zdefiniujmy naj-

plerw pewne pomochnicze operacje.

(1) Niech ext(C') bedzie zbiorem wezlow, o ktore mozna rozszerzy¢ klike C:

po-)

ceC

ext(C) = {v ceV\C

(2) Niech contr(C') bedzie zbiorem weztéw sprzecznych z co najmniej jednym elemen-
tem C":

contr(C') = {v eV\C

\/v%c}:V\(C’Uext(C))

ceC

(3) Niech overlap(C') bedzie podzbiorem weztow z ext(C'), ktére nakladaja sie na co

najmniej jeden wezet z C":

overlap(C') = {v eV\C

/\wm\/m}

ceC ceC
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(4) Niech cont(C') bedzie analogicznym zbiorem dla domkniecia przechodniego relacji

nakladania:

cont(C) = {v eV\C

/\ v A \/ coat v}
ceC ceC

Zacznijmy nasze rozwazania od rekurencyjnej procedury TS-NAIVE-STEP(proc. B.1)),
ktora obchodzi wszystkie maksymalne kliki grafu. Jej parametrami sa klika, ktéra ma
by¢ zawarta w znajdowanych klikach C; oraz parametr pomocniczy bedacy zbiorem
zawierajacym rozwazone wierzchotki. Procedura wywotywana jest z parametrami be-

dacymi pustymi zbiorami: TS-NAIVE-STEP (), ().

TS-NAIVE-STEP(C}, B;)

1 Cand < ext(C;) \ B; > wezly, o ktore mozna rozszerzy¢ klike C;
2 if dyepiVueciucandv
3 then > Istnieje zakazany element, ktory nalezy do wszystkich
4 > maksymalnych klik zawierajacych C.
) return
6 if Cand #
7 then p, | < pewien element ze zbioru Cand
8 Biy1 < B;
9 for each v € {p;11} U (contr(p;+1) N Cand)
10 do Ciyq < C; U {v}
11 Biy1 + B U{v}
12 TS-STEP(Cjy1, Biy1)
13 else > C; jest maksymalna klika.
14 return C;

Procedura 3.1: TS-NAIVE-STEP

Twierdzenie 7. Wywotanie procedury TS-NAIVE-STEP((, 0) obchodzi wszystkie mak-

symalne kliki w G doktadnie raz.

Dowdad.

Lemat 3. Jezeli warunek w liniv|9 procedury TS-NAIVE-STEP jest spetniony, nie ist-
nieje klika zawarta w C; U (V' \ B;), ktora jest maksymalna w G.
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Dowdd. Niech C C C;U(V'\ B;) bedzie pewna klika zawierajaca C;. Pokazemy, ze jezeli
spelniony jest warunek:

JoeB\C: VueC,U(eat(C)\ BV U
C' nie moze by¢ maksymalna. Niech v bedzie weztem G, ktory spelnia powyzszy wa-
runek. Z definicji C' wynika, ze v ¢ C. Rownoczesnie C' C C; U (ext(C;) \ B;). Zatem
C U {v} jest klika. O

Lemat 4. Linia |15 procedury TS-NAIVE-STEP jest wykonywana wytgcznie dla mak-
symalnych klik w G.

Dowdd. Istotnie tak jest, bowiem gdyby klika C; nie byla maksymalna, zbior ext(C;)
byltby niepusty. W takiej sytuacji albo zbiér Cand musialby by¢ niepusty i linia [13] nie
mogtaby by¢ wykonana, albo ezt(C;) musialby by¢ zawarty w calosci w B;. Przeanali-

zujmy ten przypadek. W takiej sytuacji warunek podany w linii 2] zawiera zdanie:

Elveemt(Ci)vueCi'U U

ktore jest prawdziwe dla niepustego ext(C;). Zatem na mocy lematu [3| C; nie moze by¢

maksymalna w G. O]

Lemat 5. Procedura TS-NAIVE-STEP obchodzi wszystkie maksymalne kliki w G za-

wierajgce C; 1 nie zawierajgce B; co najwyze) raz.

Dowod. Zauwazmy, ze dla pewnego p;y1 nalezacego do Cand kazda klika zawierajaca
C; musi zawiera¢ p; ;1 lub jeden z elementow contr(p; 1) N ext(C;). Jezeli uy, ..., uy sa
elementami contr(p; 1) Next(C;), mozemy kliki zawierajace C; podzieli¢ na nastepujace
zbiory:

Dy ={C 2 Ci|piz1 € C}

D, ={C 2 CiJuy € C}

Dy ={C 2 Cilus € C ANCN{us} =0}

D3 ={C 2 Ciluz € C ANC N {ug,uz} =0}

Dk:{OQOi|UkGC/\Cﬂ{uly-"auk—l}:@}

Zbiory te sg generowane przez kolejne rekurencyjne wywotlania procedury TS-NAIVE-
STEP w linii [[2] Powyzsze rozumowanie jest krokiem w dowodzie indukcyjnym. Wa-
runek poczatkowy indukeji wynika z lematu [4] i faktu, ze V jest skonczony, wiec dla

kazdej kliki G istnieje maksymalna klika ja zawierajaca. O]
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Na mocy lematow [ i ] twierdzenie jest prawdziwe. O

Przedstawiony algorytm zostal nazwany “naiwnym”, poniewaz przebiega wszystkie
maksymalne kliki w G, podczas gdy nietrudno zauwazy¢, ze dla pewnych miar podo-
bieristwa (np. dla wielkosci uliniowienia) mozna rozpoznaé, ze kliki zawierajace rozwa-
zane rozwigzanie nie moga dawaé globalnego maksimum miary. Zdefiniujemy nastepu-
jacy zwiazek pomiedzy miarg podobienstwa, a wielkoscig uliniowienia. Monotoniczna

miara podobienistwa s jest liniowo ograniczona ze stalta k, jezeli:

N\ s(6) < k¢l

EcAl

Zauwazmy, ze dla danego zbioru uliniowieni deskryptoréw @ i pewnego uliniowienia
struktur ¢ o wsparciu w ® goérne ograniczenie wielkosci uliniowienia o wsparciu w @

zawierajacego & dane jest nieréwnoscia:

§§n@®:>|n\§\f|+min<‘UDom )\ Dom(&) Uzm )\ im( )D
ped ped
(289 (289

Niech extSize: Al(Sy, S2, ®) — N dana wzorem:

extSize(§) = min <‘ U Dom(p) \ Dom(

ped
g

O |Uimo) ime) )
=

bedzie géornym ograniczeniem réznicy miedzy wielkoscig uliniowienia o wsparciu w @
zawierajacego &, a wielkoscig &.

Procedura T'S-STEP(proc. jest rozwinieciem procedury TS-NAIVE-STEP, ktora
dla ustalonej monotonicznej subaddytywnej ograniczonej liniowo ze stala k£ miary po-
dobienstwa s znajduje uliniowienie ja maksymalizujace. Dodatkowy parametr oznacza
minimalng akceptowalng warto$¢ miary uliniowienia.

Mozliwa jest rowniez modyfikacja procedury TS-STEP, aby uliniowienia odpowia-
dajace znajdowanym klikom byty spojne. W odréznieniu od procedur TS-NAIVE-STEP
i TS-STEP, ktore bedac rekurencyjne w sposéb niejawny wykorzystuja strukture stosu,
w procedurze CTS-NAIVE-STEP(proc. wykorzystalismy kolejke. Ponadto w kaz-
dym kroku dodawane uliniowienie musi naktadaé sie na przynajmniej jedno z uliniowien
kliki. Kolejka w odroznieniu od stosu pozwala, aby kolejnos¢ rozwazania wezlow w kaz-
dej gatezi drzewa mogta byé inna. Dowod poprawnosci tej procedury jest analogiczny
do dowodu twierdzenia [l Oczywiscie rozwazana procedura moze zosta¢ uzupetniona o

weryfikowanie gérnego ograniczenia miary maksymalnego uliniowienia.
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TS-STEP(C;, B;, minSize)

© 0 N O Tt s W N

i e e e e e e
S © 00 N O Ot = W N = O

Cand «+ ext(C;) \ B; > wezly, o ktore mozna rozszerzy¢ klike C;
if dyep\o;Vuec,ucanaV ~ U
then > Istnieje zakazany element, ktory nalezy do wszystkich
> maksymalnych klik zawierajacych C;.
return ()
if s(| |Ci) + k (extSize(| | C;)) < minSize
then > Nie ma szans na osiaggniecie uliniowienia o s(§) > minSize.
return ()
if Cand # ()
then p;,; <+ pewien element ze zbioru Cand
Bi1 < B;
Crax <+ 0
for each v € {p;1} U (contr(p;+1) N Cand)
do Ciyy + C; U {v}
Bt + Biy1 U{v}
C <+ TS-STEP(Cjy1, Biy1, max(minSize, s(| | Cmax)))
if s(C) > s(Chnax)
then C . + C
else > C; jest maksymalna klika.

return C;

Procedura 3.2: TS-STEP
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CTS-NAIVE-STEP(C;, B;, minSize)

1 @ <+ EMPTY-QUEUE
2 PusH(Q, (0,0))
3 while (C, B) < Popr(Q)
4 do if e cont()n(B\C) VueCUcont(C)n(eat(C)\B)V U
5) then > Istnieje w B wezel, ktory nalezy do wszystkich
6 > maksymalnych klik zawierajacych C.
7 else
8 Cand <+ (ext(C) N overlap(C)) \ B
9 if Cand =)
10 then if s(C’) > s(Ciax)
11 then O, . <+ C’
12 else for v € Cand
13 do B < BU {v}
14 C' <+ CU{v}
15 PusH((C", B))

Procedura 3.3: CTS-NAIVE-STEP
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3.5.2. Algorytm probabilistyczny — REMC

Opisane w poprzednim podrozdziale algorytmy maja ztozono$é wyktadnicza ze wzgledu
na liczbe wierzchotkéw w grafie. Moze sie zatem zdarzy¢, ze uliniowienie przy ich po-
mocy pewnych struktur bedzie technicznie niemozliwe lub nieoptacalne. Dlatego za-
prezentujemy algorytm znajdowania uliniowiert oparty na metodzie Monte-Carlo z wy-
miang replik.

Szeroko stosowany do probkowania rozmaitych rozkladéw algorytm Metropolisa
polega na zbudowaniu taricucha Markowa, w ktérym stan x,,; jest konstruowany z po-

przedniego stanu x; przez wylosowanie nowego stanu z pewnego rozktadu zaleznego od

m(@41)

) o) ), gdzie 7 jest pewnym roz-

x¢ 1 jego akceptacje z prawdopodobienstwem min (1
ktadem prawdopodobieristwa okre§lonym na przestrzeni stanéw. Algorytm Metropolisa
zostal pierwotnie opracowany z mysla o symulowaniu uktadéw termodynamicznych w

fizyce. Dlatego zazwyczaj przyjmuje sie, ze rozklad m ma postac:

gdzie E(r) jest energia uktadu w stanie x, T temperatura, a kp stata Boltzmanna. Jezeli
rozktad z ktorego losowane sa kolejne stany, jest dobrany tak, aby rozwazany tancuch
Markowa byt ergodyczny, rozktad prawdopodobieristwa stanéw jest stacjonarny i ma

postac:
—B(x)
e *5T

—E(y)
ZyeX e kst

gdzie X jest przestrzenig stanow. W tym rozktadzie najwicksze prawdopodobienistwo

P(x) =

wystapienia maja stany o najnizszej energii. Zatem algorytm moze zosta¢ wykorzystany
do rozwiazywania problemow optymalizacyjnych. Temperatura (czynnik kg7T") powinna
by¢ dobrana tak, aby zapewni¢ rownowage pomiedzy dazeniem do najblizszego mini-
mum (dla 7" = 0 akceptowane sa wylacznie przej$cia do stanu o nizszej energii), a
losowym bladzeniem nie ograniczonym kryterium energii (dla 7" = oo akceptowane jest
kazde przejscie).

Istnieje rowniez schemat stosowania algorytmu Metropolisa, w ktéorym rozwaza-
nych jest rownolegle kilka tancuchéw Markowa dla réznych temperatur, przy czym co

okreslong liczbe krokéw temperatury stanéw sg zamieniane z prawdopodobienstwem:
B(2:i)=E@)) w1~ %1
o(@.2,)  min (17 (Ee)-5G) (& kTJ)>

Metode te nazywa sie Monte-Carlo z wymiana replik (ang. Replica Exchange Monte-

Carlo). Pozwala ona na latwiejsze unikanie lokalnych miniméw, w ktorych replika mo-
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gtaby utknaé¢ w zbyt niskiej temperaturze i przyspiesza zbiezno$é¢ do stanu o minimalnej
energii.

Aby zastosowa¢ metode REMC do problemu optymalizacyjnego nalezy okresli¢ spo-
s6b losowania kolejnych stanéw, funkcje energii, ktora bedzie minimalizowana oraz
zbior temperatur. W przypadku uliniawiania struktur funkcja energii jest zanegowana
warto$¢ miary podobienstwa dla uliniowienia reprezentowanego przez rozwazany stan.

Niech C; bedzie klika w i-tym kroku symulacji. Nastepna klika jest obliczana nastepu-
jaco:

(1) v <—wezet wylosowany z rozkladu jednostajnego nad V' \ C;
(2) Cip1 < {v}UC;\ contr(v)

Nalezy zwrocié uwage na fakt, ze algorytm REMC moze zostaé¢ zastosowany dla

dowolnej (w tym niemonotonicznej) miary podobienstwa.

3.5.3. Algorytm przyblizony — MS

W tym podrozdziale zaprezentujemy przyblizony algorytm znajdowania najliczniejszej
kliki w GG. Mozna sie spodziewaé, ze najliczniejsza klika odpowiada uliniowieniu o naj-
wiekszej mierze podobieristwa, ale oczywiscie nie musi to by¢ reguta. W szczegdlnosci
postulat ten moze nie by¢ spetniony dla nietypowych miar podobienstwa. Doswiadcze-
nie wskazuje jednak, ze zazwyczaj wsparcie optymalnego uliniowienia jest liczniejsze
niz innych suboptymalnych, nawet jezeli ich miary podobienistwa niewiele sie réznia.
Dlatego bedziemy twierdzi¢, ze uliniowienie zwiazane z najliczniejsza klika w grafie
niesprzecznosci jest bliskie optymalnemu.

Wektorem charakterystycznym podzbioru S C V bedziemy nazywaé nastepu-
jacy wektor u € RIVI:

1
= v; €S
w = 1! !
0 W P.p.

Macierza sasiedztwa G bedziemy nazywaé macierz A € RIVI*IVI o elementach:

1 <'UZ',’UJ'> ekl

Clij =
0 W D.p-
Niech AVI=! bedzie jednostkowym (|V| — 1)-wymiarowym sympleksem:

V] V]
AVIFL = & (- ) € RV Tt =18 A\t >0

i=1 =1
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Twierdzenie 8 (Motzkin-Straus[51]). Niech o = f(u*) bedzie globalnym maksimum
formy kwadratowej:

f(u) = %uTAu

dla u € AVIZ'. Wowezas klika C o maksymalnej licznosci w grafie G o macierzy

sqsiedztwa A ma k = 1/(1 — 2a) weztow.

Powyzsze twierdzenie jest dosy¢ interesujace, gdyz charakteryzuje zwigzek pomie-
dzy zasadniczo odmiennymi problemami. Z jednej strony wystepuje dyskretny problem
kombinatoryczny, z drugiej za$ ciagly problem numeryczny. Korzystajac z twierdze-
nia Motzkina-Strausa mozna w najlepszym przypadku (jezeli uda sie znalez¢ globalne
maksimum f) obliczy¢ rozmiar kliki o maksymalnej licznosci. Mozna jednak udowodnié

mocniejsze twierdzenie:

Twierdzenie 9. Podzbior weztow C' jest klikg o maksymalnej licznosci wtedy i tylko

wtedy, gdy f osigga globalne maksimum dla wektora charakterystycznego C'.

Jezeli zatem znalezione maksimum ma posta¢ wektora charakterystycznego mozna
odczytaé z niego zbior weztéw nalezacych do najliczniejszej kliki. Oczywiscie podane
twierdzenia wedlug biezacego stanu wiedzy nie pozwalajg rozwiaza¢ problemu NP-
zupetnego, jakim jest poszukiwanie najliczniejszej kliki w czasie wielomianowym. Funk-
cja f moze osiggaé globalne maksimum réwniez dla wektoréw, ktore nie majg pozadane;j
postaci i w takiej sytuacji poprawienie takiego wektora moze byé kosztowne oblicze-
niowo. Szczegdltowe rozwazania na temat lokalnych maksiméw f i unikaniu rozwigzan
niemajacych wlasciwej postaci mozna znalezé w literaturze[57, 68, [14].

Do znajdowania maksimum rozwazanej formy kwadratowej postuzymy sie twierdze-

niem Bauma-Eagona:

Twierdzenie 10 (Baum-Eagon[8]). Niech P(u) bedzie wielomianem o nieujemnych
wspdtczynnikach, zas u niech nalezy do sympleksu A™. Niech funkcja z = M(u) bedzie
okreslona nastepujgco:

dP(u)

i ou;
Zn ”» OP(u)
Jj=1"7 Ou;

Wtedy P(M(u)) > P(u), chyba ze M(u) = u.

Zi = dlai=1...n

Wynika z niego natychmiast, ze zdefiniowany rekurencyjnie ciag u'®:

u® = (V|7 v
Au®
=l A
[u(t)] Au®
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jest zbiezny do pewnego wektora u*, dla ktérego f osiaga lokalne maksimum i co za
tym idzie, ktory potencjalnie moze mie¢ posta¢ wektora charakterystycznego pewnej
maksymalnej kliki w G. W przeprowadzonych eksperymentach numerycznych nigdy nie
byta to klika inna od najliczniejszej. Jezeli jest wiele klik o maksymalnej licznosci wektor
u* jest pewna Srednia wazona wektorow charakterystycznych tych klik. Poniewaz w
badanych przypadkach roéznity sie one co najwyzej kilkoma weztami, zaproponowanie
algorytmu znajdujacego jedna z nich nie stanowi trudnosci.

Jedna z zalet tego algorytmu jest tatwos¢ wydajnej implementacji na procesorach
graficznych w technologii CUDA lub OpenCL. Na relatywnie malo wydajnym urza-
dzeniu nVidia GT 430 wyposazonym w 96 rdzeni obliczeniowych uzyskaliémy ponad

dziesieciokrotny wzrost wydajnosci w stosunku do procesora AMD Opteron 2354 (2.2
GHz).

3.6. Wybrane aspekty implementacji

3.6.1. Przestawienia sekwencyjne

Definicja 16. Pozycja przestawienia sekwencyjnego w uliniowieniu struktur &
nazwiemy pare aminokwasow <a(l), b(")> taka, ze £(aV) = b™ oraz dla a® bedacego
aminokwasem o maksymalnym indeksie w S; mniejszym od [ i nalezagcym do dziedziny
&:

k=sup {i < l}a(i) € Dom(§)}

i b = £(a™) istnieje w strukturze S, aminokwas b9 nalezacy do obrazu ¢ o indeksie

zawartym pomiedzy m in (rys. [3.2).

Miara podobieristwa deskryptoréw moze zawiera¢ ograniczenie na liczbe przesta-
wien sekwencyjnych, bedac rowna wielkosci maksymalnego uliniowienia zawartego w
rozwazanym o liczbie przestawien sekwencyjnych nie przekraczajacej zadanej. Taka
miara jest oczywidcie monotoniczna oraz liniowo ograniczona i moze zostaé¢ zastoso-

wana miedzy innymi do wykrywania permutacji cyrkularnych.

3.6.2. Miara lokalnej jako$ci uliniowienia

Niech C bedzie pewnym kryterium kontaktuP}

3Nie musi to by¢ kryterium kontaktu uzyte do wygenerowania deskryptoréw, ktérych uliniowienia

sa wsparciem &, ale w praktyce tak byé¢ powinno.
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Rysunek 3.2: Przyktadowa pozycja przestawienia sekwencyjnego (oznaczenia jak w

definicji .

Definicja 17. Uliniowionym kontaktem w uliniowieniu £ przy kryterium kontaktu
C nazwiemy pare <<a(k), b(m)> , <a(l), b(")>> taka, ze:

pm) — £(a(k)) Ab™ = f(a(l))
oraz

<a(k), a(l)> eCV <b(m), b(”)> eC

Ponadto uliniowiony kontakt nazwiemy wlasciwym, jezeli uliniowione aminokwasy sa

w kontakcie w obydwu strukturach:
<a(k), a(l)> e CAN <b(m), b(”)> eC

Rysunek przedstawia uliniowione kontakty dla pewnej pary struktur. Kolo-
rami wyrézniono kontakty wtasciwe. Lokalnym naprezeniem uliniowionego kontaktu
<<a(k), b(m)> , <a(l),b(”)>> bedzie odlegtos¢ RMSD pomiedzy elementami deskryptoro-

wymi:
tens(((a®, b (a,6))) = RMSD(El(a™) U El(a®), EL(b™) U EI(b™))

Przez naprezenie uliniowienia bedziemy rozumie¢ srednig kwadratowa naprezen

jego kontaktéow obliczang dwuetapowo: dla kazdego aminokwasu osobno, a nastepnie
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Rysunek 3.3: Podobne struktury (kody ASTRAL @ didb5fa_ i@ dind7a_) sktadaja
sie z dwoch poddomen, ktore sg réznie wzgledem siebie zorientowane. Kontakty uli-
niowione wlasciwe zaznaczono zielonymi przerywanymi liniami. Zolte linie oznaczaja
kontakty, ktore nie maja odpowiednikow w drugiej strukturze. Czerwonymi liniami po-
taczono aminokwasy, ktore sa w kontakcie w drugiej ze struktur. Aby natozy¢ struktury
na siebie nalezatoby rozciagnaé¢ sprezyny zwiazane z zottymi kontaktami do dlugosci

odpowiadajacych im czerwonych linii.
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po wszystkich aminokwasach:

[tens(<<a(i)7§(a(i))>7<a(j)7§(a(j>)> >)]2
20t €T ) Tl

| Dom(¢)]

tens(§) = Z

al®eDom(£)

gdzie a9 € T, jezeli ((a'),£(a™)), (a),£(al))) jest uliniowionym kontaktem w &.
Tak zdefiniowana miara pozwala oceni¢ geometryczna jako$é¢ uliniowienia bez uciekania
sie do miar globalnych typu RMSD. Wszelkiego rodzaju lokalne odksztalcenia skutkuja
niewielkim Srednim naprezeniem. Réwniez podobieristwo dwoch odmiennie zorientowa-
nych wzgledem siebie regionéw, o ile nie sg one w kontakcie w zadnej ze struktur, nie
zwieksza naprezenia. Dlatego ta miara dobrze nadaje sie do oceniania podobieristwa,
jezeli chcemy dopuszczaé odksztalcenia mato zaburzajace fizyko-chemiczne oddziaty-
wania aminokwasoéw. Nazwa ‘naprezenie” ma przywodzi¢ na mysl analogie do modeli,
ktore oddziatlywania fizyko-chemiczne (w naszym przypadku kontakty), reprezentuja
przy pomocy sprezyn. W takim modelu nalozenie na siebie struktur wymagatoby pew-
nego odksztatcenia sprezyn, tym mniejszego im bardziej sa one podobne.

Miara podobienstwa struktur zastosowana w wynikach przedstawionych w nastep-

nym podrozdziale okreslona jest wzorem:

s(&) = [¢] — [tens(&)]”

Wzor ten zostal wybrany eksperymentalnie. Daje on najlepsza proporcje pomiedzy

niemianowang liczbg uliniowionych aminokwaséw a naprezeniem wyrazonym w A”.

3.7. Zastosowania

3.7.1. Implementacja

Zaimplemetowali$my opisane algorytmy w jezyku C na platformie GNU/Linux. Aby
przyspieszy¢ obliczenia i zmaksymalizowaé szanse uzyskania wynikéw biologicznie istot-

nych podzieliliSmy proces uliniawiania struktur na trzy etapy:

(1) Identyfikacja par podobnych deskryptoréw i budowa zbioru uliniowien deskrypto-

rowych.

(2) Znajdowanie optymalnych uliniowieri o wsparciu w zbiorze uliniowien liczacych co

najmniej 3 segmenty algorytmem TS lub CTS.
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(3) Rozszerzenie uliniowien znalezionych w poprzednim etapie o pozostate uliniowienia

deskryptorowe algorytmem CTS.

Takie podejécie gwarantuje, ze kazda para uliniowionych aminokwaséw nalezy do 3-
segmentowego uliniowienia deskryptorowego lub we wsparciu istnieje 3-segmentowe
uliniowienie, ktore jest w domknietej przechodnio relacji naktadania z uliniowieniem, do
ktorego ta para nalezy oraz gwarantuje znalezienie duzej liczby kontaktow wtasciwych.
Kombinacje algorytméw TS lub CTS w pierwszym etapie i CTS w drugim, bedziemy
nazywaé¢ TS+CTS i CTS+CTS.

Przecietny czas pojedynczego poréwnania pary struktur przy uzyciu algorytmow T'S
i CTS miesci sie w przedziale od kilkunastu sekund do kilku minut (na pojedynczym
rdzeniu procesora AMD Opteron 2.6GHz) i zalezy od liczby rozwazanych uliniowien
deskryptorowych. W pewnych przypadkach, kiedy struktury zbudowane sa w wielu
podobnych poddomen (np. beta-propeller), czas dziatania moze wydtuzy¢ sie do kilku
godzin. Wyodrebniliémy 14 najbardziej ztozonych obliczeniowo przypadkéw i wykorzy-
stalismy je do kalibracji algorytmu REMC. Na ich podstawie okreslilismy wtasciwa
liczbe replik, czestotliwosé ich zamiany, temperatury oraz liczbe iteracji gwarantujaca
zbieznos¢ do optymalnego rozwiazania. Czas dziatania algorytmu REMC zalezy gltow-
nie od liczby replik i iteracji, zatem kazda para struktur moze zosta¢ uliniowiona w
ciggu kilku minut. W opisanych ponizej eksperymentach algorytm REMC zostal uzyty
jako rezerwowy w przypadkach, gdy obliczenie algorytmami dokladnymi zajmowato
ponad 120 sekund.

Program i metoda uliniawiania par struktur przy pomocy deskryptorow otrzymaty
nazwe DEDAL (DFEscriptor Defined ALignment)[17].

3.7.2. Zbiory testowe

Skuteczno$é metod poréwnywania struktury jest czesto oceniania przez wielkosé i
RMSD obliczonych uliniowienn. Takie podejécie jest uzyteczne w przypadku metod,
ktore optymalizuja te parametry, jednak wielokrotnie moze prowadzi¢ do faworyzowa-
nia metod, ktore dopuszczaja btedy w uliniowieniu wynikajace z przestrzennej bliskosci
aminokwasow, zamiast kierowac sie rzeczywista rolg jaks pelnia rozwazane aminokwasy
oraz “architektura’ czasteczki biatka. To z kolei moze prowadzi¢ do btednych ocen sku-
tecznosci, zwlaszcza w przypadkach, gdy podobieristwo strukturalne jest niewielkie
i trudne do wykrycia. Dlatego w naszych rozwazaniach wykorzystamy zweryfikowana

przez ekspertow baze danych zawierajaca nietrywialne podobienistwa strukturalne i be-
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dziemy oceniaé stopienn podobieristwa obliczonych uliniowieri do referencyjnych. Postu-
zymy sie w tym celu liczba bedaca stosunkiem liczby par aminokwaséw uliniowionych
zgodnie z uliniowieniem referencyjnym do rozmiaru uliniowienia referencyjnego.

Testy przeprowadziliSmy na trzech zestawach uliniowien:
(a) baza SISYPHUS[4;

(b) zbior SISY bedacy podzbiorem bazy SISYPHUS o konstrukeji opisanej w pracy
[49];

(¢c) zbior RIPC réowniez zaprezentowany w [49], zawierajacy trudne uliniowienia wy-
brane z kompendium ASTRAL[TH].

Jedng z zalet zbioréw SISY i RIPC jest mozliwo$¢ bezposredniego skonfrontowania
wynikow z analiza zaprezentowana w pracy [49)].

Baza SISYPHUS zawiera recznie opracowane nietrywialne uliniowienia struktur
biatkowych, ktére sa podzielone na trzy kategorie (fragmenty, sekwencje homologiczne,
foldy). Podobienistwa w dwoch ostatnich kategoriach sa zazwyczaj wystarczajaco duze,
aby obejmowaé znaczgca cze$¢ uliniawianych struktur i moga zostaé¢ wykorzystane do
oceniania metod poréwnywania. Kazde multi-uliniowienie zawiera co najmniej dwie
struktury o wyréznionej czedci wspolnej. Czesto sie zdarza, ze struktury te sa nie-
mal identyczne. Dlatego programem LGA|[73| zidentyfikowalismy pary, w ktorych co
najmniej 80% aminokwasow bylo naktadalne z maksymalng odlegloscia pomiedzy od-
powiadajacymi sobie aminokwasami nie przekraczajaca 2A i odfiltrowalismy je prostym
algorytmem zachtannym. Pozostate 119 multi-uliniowienn przypisaliémy do nastepuja-

cych kategorii:

(a) SCOP — multi-uliniowienia zawierajace wylacznie struktury odpowiadajace dome-
nom w bazie SCOP;

(b) MD — multi-uliniowienia zawierajace struktury sktadajace sie z wielu domen bial-

kowych;

(¢) MC — multi-uliniowienia zawierajace struktury majace wiecej niz jeden taricuch

polipeptydowy.

Poniewaz struktury w bazie PDB zazwyczaj zawierajg wiele taricuchow polipeptydo-
wych upakowanych w pojedyncza komorke krysztatu, w przypadku ostatniej kategorii,

aby uniknaé¢ niepozadanej redundancji wszedzie, gdzie to byto mozliwe, zamiast calej
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struktury uzyliémy jednej ze zdefiniowanych w PDB “jednostek biologicznych” (ang.
biological unit).

Zbior SISY zawiera 69 nieredundantnych par wybranych z bazy SISYPHUS. Dla
kazdego multi-uliniowienia wybrano pare struktur o najmniejszym podobienistwie se-
kwencyjnym. Pary o identycznosci sekwencyjnej przekraczajacej 40% i wielotancuchowe
struktury pominieto.

Zbior RIPC zawiera 40 par domen z bazy ASTRAL. Sa one podobne strukturalnie,
ale trudne do uliniowienia ze wzgledu na wystepowanie powtorzen, rozlegtych inser-
cji lub delecji, permutacji cyrkularnych oraz odksztalcen przestrzennych. Dla 23 par
autorzy podaja referencyjne uliniowienia wynikajace z wiedzy o ewolucyjnej lub funk-

cjonalnej odpowiedniosci aminokwasow.

3.7.3. Rekonstrukcja uliniowien z bazy SISYPHUS

Uliniowilismy wszystkie pary struktur z oczyszczonej bazy SISYPHUS przy uzyciu al-
gorytmow TS+CTS i CTS+CTS, obliczajac dla kazdej pary co najwyzej pie¢ najwiek-
szych znaczaco rézniacych sie uliniowien i wybierajac sposrod nich jedno najbardziej
podobne do referencyjnegd’] Dla struktur zawierajacych nie wiecej niz jeden laricuch
polipeptydowy powtorzylismy ten eksperyment programem Dalilite implementujacym
metode DALI|31] przy domyslnych ustawieniach. DALI jest uniwersalna metoda poréw-
nywania struktur systematycznie zajmujaca czotowe miejsca w rankingach. W szcze-
golnosci zostata rowniez uznana za najlepsza w pracy [49].

Ostatecznie dla badanych algorytmoéw i rozwazanych par struktur otrzymali$émy po
jednej liczbie odpowiadajacej procentowi aminokwaséw uliniowionych zgodnie ze wzor-
cem (rys. 3.4 B.5)). Obydwie metody maja zblizong skutecznosé w przypadku latwych
podobienstw. Natomiast problematyczne dla DALI podobienistwa (prawa strona wy-
kresow pudetkowych) sa dobrze rozpoznawane przez DEDAL. Srednia skuteczno$é me-
tody DEDAL na uliniowieniach z bazy SISYPHUS wynosi 90% (przy medianie 95%),
zas DALI 90% (przy medianie 97%). Porownujac DEDAL i DALI nalezy zauwazy¢,
ze DALI uzywa mniejszych niz deskryptory fragmentéw struktury i w zwiazku z tym
rzadko pozostawia pojedyncze nieuliniowione aminokwasy. Uliniowienia obliczone przez

DEDAL czesto moglyby by¢ bez straty jakos$ci uzupetnione, gdyby nie to, ze w zbiorze

4Zabieg z wybieraniem najbardziej podobnego uliniowienia z pieciu jest podyktowany faktem, ze
uliniowienie referencyjne nie zawsze jest optymalne. Dzieje sie tak na przykltad, gdy struktura zawiera
powtarzajacy sie motyw i autorzy bazy uznali, ze uliniowienie alternatywne jest z jakiego$ powodu

istotniejsze. Ta cecha bazy SISYPHUS zostala rowniez odnotowana w pracy [49].
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Rysunek 3.4: Jakos¢ odtwarzania uliniowienn z bazy SISYPHUS przez algorytm
TS+CTS (niebieski) i DALI (czerwony) dla podzbioréw [(a)] SCOP, [(b)] MD i [(c)] MC.
Kolumny na wykresie pudetkowym odpowiadaja rozktadowi jakosci uliniowien w po-
szczegblnych multi-uliniowieniach w bazie. Wyniki sa posortowane malejaco wedlug
sredniej jakosci metody DALI (dla zbiorow SCOP i MD) i TS+CTS (dla zbioru MC).
Gwiazdki oznaczaja multi-uliniowienia zawierajace przestawienia segmentow lub per-
mutacje cyrkularne. Podczas gdy DALI dziata nieco lepiej niz TS+CTS dla tatwych
przypadkow, TS+CTS daje lepsze rezultaty dla przypadkéw trudnych i uliniowien

struktur wielodomenowych.
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Rysunek 3.5: Poréwnanie jakosci odtwarzania uliniowienl z bazy SISYPHUS @ zbior
SCOP; zbior MD) przez metody DEDAL i DALI. Czerwone punkty oznaczaja

uliniowienia zawierajace zamiany segmentow lub permutacje cyrkularne.
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Rysunek 3.6: Jako$é¢, z jaka odtwarzane sg uliniowienia ze zbioréw @ SISY i@ RIPC.
Wykresy pudetkowe prezentuja rozktady jakosci uliniowienn odtworzonych przez badane
metody. Wyniki algorytmoéow TS+CTS i CTS+CTS prezentowane sa dwojako: najwyz-
sza jakos$¢ pieciu obliczonych uliniowien i jako$¢ najwickszego uliniowienia. Kolumna
BEST zawiera maksimum z jakosci algorytméw TS+CTS i CTS+CTS wziete z osobna
dla kazdej badanej pary struktur. Wyniki pozostatych metod pochodza z pracy [49].
Tabele i zawieraja wyniki analizy statystycznej istotnosci réznic.

uliniowiert deskryptorowych nie istnieja niesprzeczne uliniowienia, ktére mogtyby do
tego postuzyé. Nalezy rowniez zwrocié uwage, ze DEDAL moze uliniawiaé struktury
wielodomenowe (rys. i wielotaricuchowe (rys. , podczas gdy DALI nie po-
zwala uliniawia¢ struktur majacych wiecej niz jeden tancuch i nie dziata wtasciwie,

jezeli wielodomenowe struktury réznig sie wzajemnym polozeniem domen.

3.7.4. Rekonstrukcja uliniowien ze zbioréow SISY i RIPC

ZastosowaliSmy metode opisana w poprzednim podrozdziale do odtworzenia uliniowien
ze zbiorow SISY i RIPC. Poréwnalismy wyniki metody DEDAL z wynikami metod
CE, DALI, FATCAT, MATRAS, CA i SHEBA obliczonymi w pracy [49] (rys. B.7).

W cytowanej pracy wykorzystywano co najwyzej po jednym uliniowieniu dla kazdej
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CE

0.56/0.52 DALI

0.37/0.38 0.37/0.37 FATCAT

0.58/0.53 0.52/0.47 0.50/0.52 MATRAS

0.49/0.54 | 0.42/0.47 | 0.43/0.48 || 0.43/0.50 CA L AR

0.63/0.65 0.45/0.35 0.40/0.38 0.62/0.64 0.67/0.70 SHEBA

0.62/0.56 0.52/0.52 0.45/0.42 0.54/0.58 0.45/0.65 0.48/0.55 | TS+CTS 1st

(a)

CE

0.79/0.79 DALI

0.54/0.50 0.44/0.42 FATCAT

0.65/0.67 0.57/0.65 0.70/0.65 MATRAS

0.22/0.16 0.33/0.22 || -0.04/-0.15|(-0.02/-0.08 CA

0.45/0.44 0.37/0.39 0.71/0.70 0.42/0.40 0.18/0.11 SHEBA

0.13/0.22 0.13/0.18 ||-0.11/-0.11|| 0.02/0.09 0.63/0.59 || -0.05/0.02 || TS+CTS 1st

(b)

Rysunek 3.7: Korelacja pomiedzy jakos$cia odtwarzania uliniowien referencyjnych ze
zbioréw SISY i RIPC @ przez badane metody. W prawym goérnym trojkacie
umieszczono wykresy punktowe, zas lewy dolny zawiera wspotczynniki korelacji Pe-

arsona i Spearmana. Wyniki dla metod innych niz DEDAL pochodza z pracy [49].
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DALI FATCAT MATRAS CA SHEBA TS+CTS

CE 3.7-10°  2.7-10¢ 1.5-10% 6.6-10% 2.5-10*  1.0-10™
DALI 1.4-10°2 1.2.102 2.2-10® 95-107  1.3-107
FATCAT 3.6:10" 9.3-10°% 1.4-10Y  3.5-1072
MATRAS 55-10° 6.9-10%  4.2-107!
CA 9.2-10  4.8-107°
SHEBA 2.0-1076

Tabela 3.1: Wyniki testu istotnosci Wilcoxona dla jakosci poréwnywanych metod na

zbiorze SISY

DALI FATCAT MATRAS CA SHEBA TS+CTS

CE 1.9-10"  33-10""  3.6-10" 4.8.10" 84-10% 3.9-107
DALI 3.7-10""  29-10" 3.4-10" 2.2-10%  2.9-107
FATCAT 3.5-10" 3.4-10" 21-102  3.3-107?
MATRAS 4.8-10"" 8.4-102  2.9-107
CA 9.8-10%  5.9:10
SHEBA 1.2-107

Tabela 3.2: Wyniki testu istotnosci Wilcoxona dla jakosci poréwnywanych metod na
zbiorze RIPC

pary struktur i metody. Dlatego prezentujemy réwniez wyniki uwzgledniajace wytacz-
nie pierwsze uliniowienie obliczone metoda DEDAL. W szczegblnosci, aby zachowaé
spojnosé, tych wynikéw uzyliSmy do analizy istotnosci statystycznej. Wykresy pudel-
kowe pokazuja, ze DEDAL jest co najmniej tak samo skuteczny jak DALI i MATRAS
(rys. . Srednia doktadno$é uzyskana na zbiorze SISY wynosi 76% (mediana wynosi
89%). Dla poréwnania DALI osiaga srednig doktadnosé 75% (mediana 91%), zas MA-
TRAS — 67% (mediana 88%). Roznica pomiedzy metodami jest wieksza w przypadku
zbioru RIPC (rys. , gdzie dolny kwartyl jakosci uliniowien obliczonych algorytmem
TS+CTS jest poréwnywalny z mediang innych metod. Srednia doktadnogé wynosi 77%
(mediana 90%) podczas, gdy DALI osiaga $rednia jakosé 60% (mediana 50%).

Poréwnalismy rozktady jakosci uliniowien dla poszczegdlnych metod oceniajac sta-
tystyczna istotnosé¢ hipotezy, ze sa rozne, dwustronym testem Wilcoxonal69] dla par
obserwacji (tab. , . Na zbiorze SISY algorytm TS+CTS dziata istotnie lepiej
niz CE, CA i SHEBA (p-wartosci nie przekraczajace 1 x 107%). Dziata réwniez le-
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piej niz FATCAT (p-warto$¢ 3.5 x 1072) i MATRAS (w tym przypadku réznica nie
jest statystycznie istotna) oraz poréwnywalnie z DALI. Na trudniejszym zbiorze, jakim
jest RIPC, DEDAL dziata istotnie lepiej niz wszystkie pozostale testowane metody

(wszystkie p-wartosci sa wieksze, poniewaz RIPC jest mniej liczny niz SISY).

3.7.5. Wybrane przyklady

Korzys¢ ze stosowania deskryptorowej metody porownywania struktur dobrze oddaja
konkretne, majace znaczenie biologiczne, przyktady podobieristwa struktur. Przedsta-
wimy trzy przyktady uliniowien, ktore zawieraja permutacje cyrkularne lub odksztal-

cenie.

Sapozyny

Jednym z pierwszych odkry¢ zwiazanych z wystepowaniem permutacji cyrkularnych
w strukturach biatek byty spermutowane odpowiedniki sapozyny. Hipoteza o ich ist-
nieniu zostata sformutowana na podstawie analizy sekwencji[59] i zweryfikowana, gdy
struktury krystaliczne tych bialek staty sie dostepne. NK-lizyna (domena ASTRAL
dinkla_) jest zbudowana z pieciu helis o utozonych w ksztalt “zwinietego liscia” (ang.
folded leaf) (rys.[3.8a)[43]. Odpowiadajaca jej spermutowana domena (d1gdmal) prote-
azy asparaginianowej (ang. aspartic proteinase prophytepsin) ma te sama architekture,
ale jej helisy wystepuja w innej kolejnosci (rys. [39]. Nie przeszkadza to wiekszo-
Sci standardowych metod poréwnywania struktur uliniawiaé¢ helis zgodnie z kolejnoscia
ich utozenia w sekwencji, co skutkuje niezbyt dobrym natozeniem struktur. Problema-

tyczne jest rowniez poprawne uliniowienie cystein, ktore tworza mostki dwusiarczkowe

stabilizujace strukture (rys. |3.8c)).

GTPazy

Biatka wiazace fosforany guanozyny (biatka G) odpowiadaja za regulacje wielu pro-
cesOw komorkowych. Mozna powiedzie¢, ze dziataja jak przetaczniki binarne, ktorych
stan odpowiada przytaczeniu czasteczki GTP lub GDP. W zwiazku z tym biatka G za-
wieraja domene GTPazy, ktora odpowiada za wigzanie GTP/GDP. Badania pokazaly,
ze aktywnos¢ GTPazy zalezy od pieciu konserwowanych motywow sekwencyjnych[54].
Istnieje rowniez alternatywna struktura GTPazy (cpGTPaza), w ktorej wystepuje per-

mutacja cyrkularnal64], wprawdzie zawierajaca wspomniane pie¢ motywow, lecz wy-
stepujacych w innej kolejnoscei (rys. [3.9a] [3.9D]). Mimo, ze cpGTPaza ma inng topologie,
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Rysunek 3.8: @ Domena sapozynowa NK-lizyny (kod ASTRAL dinkla_) i@ od-
powiadajaca jej spermutowana domena proteazy asparaginianowej (digdmal). Kolor
odpowiada potozeniu aminokwasu w sekwencji biatka (koniec-N — niebieski, koniec-C
— czerwony). Pomimo réznej topologii obydwie domeny maja te sama architekture i
uktad mostkow dwusiarczkowych. DEDAL poprawnie znajduje optymalng super-
pozycje i uliniawia mostki dwusiarczkowe (identycznos$é sekwencyjna poréwnywanych
biatek wynosi 14.5%).
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Rysunek 3.9: Topologie domen GTPazy z @ Dynaminy A (d1jwyb_) i@bialka YjeQ
(d1u0la2) (spermutowana). Uliniowione elementy struktury drugorzedowej oznaczone
sa jasniejszym kolorem. Superpozycja domen GTPazy (z6tty) i cpGTPazy (ble-
kitny) obliczone algorytmem TS+CTS (dla przejrzystosci pokazano tylko uliniowione
fragmenty). [(d)] Superpozycja miejsc wiazacych GTP/GDP (czerwony) z zadokowana
czasteczka GDP. Pomimo znaczacej réznicy w topologii struktur DEDAL skutecznie
uliniawia wszystkie mozliwe elementy struktury drugorzedowej i precyzyjnie naktada

miejsca aktywne. Identyczno$é sekwencyjna uliniowionych fragmentéw wynosi 24.2%.
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zachowuje architekture i aktywnos$é GTPazy. Pomimo silnego podobienstwa sekwencyj-
nego kluczowych motywow|3], wiekszosé metod poréwnywania struktur niepoprawnie

uliniawia aminokwasy tworzace miejsce wiazace GTP/GDP. Metoda deskryptorowa
oblicza poprawna superpozycje tych regionow (rys. 3.9d)).

Cyjanowiryna-N

Cyjanowiryna-N jest biatkiem hamujacym rozwoéj wirusa HIV. Wystepuje ona w for-
mie monomerycznej oraz dimerycznej z zamienionymi domenami. Mimo, ze forma
monomeryczna dominuje w roztworze i jej struktura przestrzenna zostala okreslona
najwezesniej[I1], metastabilna forma dimeryczna réwniez wystepuje w postaci rozpusz-
czonej. Z kolei w stanie krystalicznym stabilniejszy jest dimer|70], aczkolwiek struktura
formy wystepujacej w roztworze rowniez zostalta okreslona technikg NMR[7]. Struktura
krystaliczna (d115ba_) i NMR (d1l5ea_) dimeru réznig si¢ wzajemnym potozeniem
poddomen (rys. [3.10] [3.10D]). Poza rejonem “zawiasu” (PRO51-ASN53, rys. lo-
kalna konformacja pozostatych aminokwaséw jest identyczna. Mimo to, metody trak-
tujace strukture biatka w spos6b sztywny nie sa w stanie poprawnie wykryé tego po-

dobienistwa.
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Rysunek 3.10: Konformacja formy dimerowej cyjanowiryny-N zalezy od srodowiska mo-
lekularnego. [(a)] Struktura krystalograficzna (d115ba_) i[(b)] NMR (d115ea_) roznig sie
konformacja “zawiasu” (PRO51-ASN53) Aby w pelni zaobserwowaé¢ podobieristwo
tych struktur, nalezy zastosowa¢ metode dopuszczajaca odksztalcenia. Subdomeny po
obu stronach “zawiasu” musza by¢ naktadane osobno. DEDAL dokonuje uliniowienia
przez identyfikacje lokalnych podobienstw obydwu regionéw i wskazuje na “zawias” jako

jedyny nieuliniowiony fragment.
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Rozdzial 4

Uliniowienia wielu struktur bialek

Omoéwiony w poprzednim rozdziale problem znajdowania uliniowienia pary struktur
mozna uogo6lni¢. W tym rozdziale zdefiniujemy problem znajdowania uliniowieri wielu
struktur (multi-uliniowieri) i oméwimy istotne aspekty tego problemu oraz przedsta-
wimy algorytm ewolucyjny, ktory moze byé wykorzystany do jego rozwiazania.

Pojecie multi-uliniowienia jest kalka jezykowa z angielskiego multi-alignment (mul-
tiple alignments) i oznacza uliniowienie wiecej niz dwoch struktur lub sekwencji. W
naszych rozwazaniach bedziemy rozumieli je szerzej niz jako operacje wstawienia spa-
¢ji w uliniawiane ciagi, aby zmaksymalizowa¢ pewna funkcje dopasowania — tak jak w
poprzednim rozdziale bedziemy dopuszczali przestawienia kolejnosci.

Dosy¢ istotnym aspektem jest okreslenie miary podobienstwa. W przypadku pro-

blemu multi-uliniowienia sekwencji stosuje si¢ jedna z trzech strategii:
e suma par (ang. sum-of-pairs score, SP-score),
e uliniowienie gwiazdziste (ang. star alignment),
e uliniowienie przy zadanym drzewie filogenetycznym (ang. tree alignment).

Kazde z tych podejs¢ ma nieco inne wlasciwosci i zastosowania. W szczegolnosci uli-
niowienie gwiazdziste, ktore polega na znalezieniu sekwencji najbardziej podobnej do
uliniawianych, bedacej niejako ich u$rednieniem, mozna w konteksécie poréwnywania
struktur rozumie¢ jako poszukiwanie rdzenia wspolnego dla wszystkich poréwnywanych
struktur, natomiast maksymalizacje sumy podobieristwa wszystkich par jako znajdo-
wanie sumy wszystkich podobienistw. Znajdowanie uliniowienia przy zadanym drzewie
filogenetycznym jest podejéciem posrednim i ma zastosowanie tylko w sytuacji, gdy

na podstawie dodatkowej wiedzy mozna postawi¢ hipoteze o pokrewienstwie ewolucyj-

75



nym. Nalezy pamietaé, ze niezaleznie od przyjetej strategii problem multi-uliniowienia
sekwencji dla wiekszosci miar podobieristwa symboli jest NP-trudny [21].

W przypadku poréwnywania struktur bialek wykrycie wspélnego rdzenia, o ile
takowy istnieje 1 jest dobrze okreslony, jest tatwiejsze od znalezienia wszystkich po-
dobienstw. Mimo tego w dalszych rozwazaniach bedziemy postugiwaé sie strategia
sumy par, jako dajaca pelniejszy obraz podobienstwa struktur. Przyjmiemy, ze multi-
uliniowienie mozna opisa¢ zbiorem uliniowienn wszystkich par struktur, ktére do niego
naleza. Poniewaz nie kazdy zbior uliniowien par opisuje pewne multi-uliniowienie, okre-

slimy i bedziemy bada¢ warunek konieczny i dostateczny, aby tak byto.

4.1. Podstawowe pojecia

Niech § = {51,95,...,Sn} bedzie pewnym zbiorem struktur, ktére nie posiadaja
wspolnych aminokwaséwﬂ Multi-parowaniem zbioru struktur S nazwiemy zwrotng
i symetryczna relacje Z C |J S x |JS%, ktorej domkniecie przechodnie Z+ spelnia na-
stepujacy warunek:

A N 1AnSH <1

Ae(Ust)/z+ 1=isN

Innymi stowy, nie istnieje ciag aminokwaséw, z ktorych kazde dwa kolejne sa w rela-
cji Z, ktory ma dwa rozne wyrazy nalezace do jednej ze struktur. Za$ relacja Z* po
obcieciu do S* x Sf jest parowaniem tych struktur. Bedziemy czasem stosowaé uprosz-
czong notacje zastepujac w operacji obciecia multi-parowania iloczyn kartezjanski lista
struktur (np. Z|(Sﬁus§\usg)x(sﬁus§\usﬁ) = Zls,.s,.5,) L powyzszej definicji wynika, ze je-
zeli aminokwasy a®,a® € S* sq w relacji Z*, to p réwna si¢ q. Zatem Z7|g, jest
pewnym podzbiorem trywialnego parowania. W dalszych rozwazaniach bedziemy po-

mijali parowania aminokwaséw nalezacych do tej samej struktury.

Definicja 18. Multi-uliniowieniem Z zbioru struktur & = {51, 5s,..., Sy} przy
wsparciu ¢ nazwiemy multi-parowanie, dla ktorego istnieje zbior uliniowienn {&;;}

(&;: SP — S5) o wsparciu w ®, takize &; = Z

i#]
s,,s; (funkcja czedciowa jest szczegdlnym

przypadkiem relacji). Powiemy, ze zbior {;;} indukuje multi-uliniowienie Z.

"'Wymog rozlacznosci rozwazanych struktur jest czysto techniczny i podyktowany tym, zeby suma
U Sﬁ nie prowadzita do “sklejenia” aminokwaséw pochodzacych z réznych struktur. Latwo zauwazyé,
ze nie prowadzi on do utraty ogélnosci rozwazan. Gdyby zdarzylo sie, ze jakies dwie struktury maja

wspolny aminokwas, wystarczy odpowiednio przesunaé w R? aminokwasy jednej z nich.
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Zauwazmy, ze dla kazdego multi-uliniowienia istnieje doktadnie jeden zbi6r ulinio-
wien je indukujacy. Powiemy, ze zbiér uliniowieri jest zgodny, jezeli indukuje multi-
uliniowienie. Oczywiscie nie kazdy zbior uliniowien jest zgodny (por. rys. i .

Zdefiniowane w [3.1| pojecia wzajemnego zawierania parowan struktur, pokrywa-
nia uliniowienia przez zbior uliniowienn deskryptorowych i sumy zbioru uliniowien
deskryptorowych w naturalny sposéb uogoélniaja sie na przypadek multi-uliniowien.
Srednig wielkogé¢ uliniowien indukujacych multi-uliniowienie bedziemy nazywali wiel-

koscig multi-uliniowienia:

1
= ——= i
i#£]
Niech s: Al — R bedzie pewng miara podobienstwa. Funkcje 5: MAl — R dang

| _ 1
s(Z) = NN > (&)

i#]
nazwiemy miara podobieristwa indukowana przez s (MAI jest zbiorem wszystkich

multi-uliniowien).

4.2. NP-zupelnosé problemu znajdowania maksymal-

nego multi-uliniowienia

Definicja 19. Dla ustalonego zbioru uliniowieni deskryptoréow & struktur ze zbioru
S = {51,5,...,5y} problem najlepszych multi-uliniowienl polega na znalezie-
niu multi-uliniowienia zbioru & o wsparciu w ® i maksymalnej wielkosci. Dla usta-
lonego zbioru uliniowien deskryptorow @ struktur ze zbioru S i liczby r € R decy-
zyjny problem optymalnego multi-uliniowienia struktur (POMUS) polega na
rozstrzygnieciu, czy istnieje multi-uliniowienie zbioru § przy wsparciu ® o wielkosci

nie mniejszej niz r.
Twierdzenie 11. Problem optymalnego multi-uliniowienia jest NP-zupetny.

Dowdd. Przynalezno$é problemu do klasy NP jest oczywista. Sprawdzenie czy dana
relacja jest poprawnym multi-uliniowieniem i obliczenie jej wielko$ci w czasie wie-
lomianowym jest tatwe. POMUS zawiera NP-zupelny problem POUS (por. def. |§]i
tw. |3)). O
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Powyzsza definicja i twierdzenie w zaden sposob nie poszerzaja naszej wiedzy na
temat zlozonosci problemu multi-uliniowieri. W odréznieniu od tradycyjnie formuto-
wanych probleméw uliniowien sekwencyjnych, gdzie znajdowanie optymalnego ulinio-
wienia dwoch sekwencji ma ztozono$é wielomianows, podczas gdy znajdowanie multi-
uliniowieni jest NP-zupelne [21], w rozwazanym przypadku uliniowienie pary struktur
juz jest NP-zupelne. Niemniej jednak, jak pokazaliSmy w poprzednim rozdziale, ist-
niejg wydajne algorytmy heurystyczne pozwalajace na znajdowanie uliniowienia dwoch
struktur. Uprawnione jest wiec pytanie o ztozonos¢ problemu POMUS przy zatozeniu,
ze umiemy wydajnie (np. przy uzyciu wyroczni) rozwiazywa¢ POUS. Udowodnimy,
ze nawet w sytuacji, gdy liczba elementow ® odpowiadajacych kazdej parze struktur
jest ograniczona stata (POUS przy tym zalozeniu jest rozwiazywalny w czasie statym),
POMUS pozostaje NP-zupelny.

Definicja 20. Decyzyjny ograniczony problem optymalnego multi-uliniowienia
struktur (OPOMUS) ze stata k € N jest szczegolnym przypadkiem POMUS, w ktorym
licznoséé zbiorow @;; bedacych zbiorami uliniowien deskryptoréow ze struktur S; i 5

(® = U, Pij) jest nie wigksza niz k.

Twierdzenie 12. Ograniczony problem optymalnego multi-uliniowienia jest NP-zupet-

ny.

Dowdd. Przynaleznos¢é OPOMUS do NP wynika z twierdzenia[l1l Aby udowodni¢ NP-

zupetosé przeprowadzimy redukcje problemu 3SAT do OPOMUS (por. def. .
Niech U = {uy,...,u}, C = {Ci,...,C;} bedzie instancja problemu 3SAT. Skon-

struujemy trzy zbiory struktur odpowiadajace: zmiennym (zbior V'), klauzulom (zbior

K) oraz warto$ciowaniu zmiennych (zbiér L):

(1) V={Vi,...,Vi}, gdzie V; = a)'ay . alga;/.l

(2) K ={Ky,...,K;}, gdzie K; = alias’ ... alialy

(3) L ={Lo}, gdzie Ly = at®al® ... alal?

Dla uproszczenia dalszych rozwazan wyrdznimy nastepujace elementy deskryptorowe:
(1) v = Bl(a), v} = El(a¥"), ¢ = Bi(al}), o} = El(al})

(2) ki = El(a3"), kio = El(ag"), kis = El(ay3)

2Ze wzgledéw notacyjnych w dowodzie odstapimy od konwencji podawania pozycji aminokwasu w

indeksie goérnym.
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(3) t = El(a}"), f = El(a*), I' = El(a§"), I* = El(a1}), I* = El(a})

W podobny sposéb okreslimy cztery zbiory uliniowien deskryptorowych odpowiadaja-
cych: wartogciowaniu zmiennych (zbiory ®7 i ®), wystepowaniu zmiennych w klau-

zulach (zbior %) oraz rodzajom literaléw wystepujacych w klauzulach (zbior ®F):
(1) o = {gpl-T: Vi — L0’1 <i<kANel(v) = t/\gpiT(vf) =/ dlaj= 1,2,3}
(2) @ ={pl V5 Ll <i<knel(v)=fArel(v])=V dlaj=1,23}

1<i<IANI<j<3ANLI<p<EkEAOE(k, =uv,A
(3)<I>K={905':Ki—>vp == == =P= wij (ki) = vp }

A up, lub —u,wystepuje na j-tym miejscu w klauzuli C;

( 1<i<IAL<j<3A )
. na j-tym miejscu w klauzuli C;
(4) @' = ‘PiLj: Ki; — Lo I wystepuje literal pozytywny ¢
A %‘j(kij) = . . . )
f na j-tym miejscu w klauzuli C;
L wystepuje literal negatywny )

Ostatecznie zbiér uliniowien deskryptorowych, ktory bedzie wsparciem rozwazanych
uliniowieri, przyjmuje posta¢ ® = (7 U &F U &K U oL) U (&1 U O U K U L)
(gdzie symbol @~ oznacza zbior uliniowien deskryptorowych odwrotnych do @). Poka-
zemy, ze wartosciowanie zmiennych, przy ktérym klauzule sa spelnione, istnieje wtedy
i tylko wtedy, gdy istnieje uliniowienie zbioru {Lg, Vi, ..., Vi, Ko, ..., K;} przy wspar-
ciu zawartym w ® o wielkosci (2(20k+101)

k1) (kHi+1) "
uliniowienia, to dla kazdego i ¢! € @ albo ¢! € ', a wartosciowanie:

Ponadto, jezeli &' jest wsparciem takiego

1 ¢ ed
U; —
0 pfed

jest rozwiazaniem problemu 3SAT.

Przyktad 3. Niech C' bedzie zbiorem klauzul nad zbiorem zmiennych U = {uy, us, ug}:
C = {{~u1,ug,us},{ur, ~ug,us},{us, ug, -us}}

odpowiadajacym formule logicznej:

(_\Ul V U9 V U3) A\ (Ul vV U2 vV 'LL3> A (u1 V U9 V _\U3)
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Instancji problemu 3SAT dla powyzszej formuty odpowiada nastepujaca instancja

OPOMUS:

¢ L 12 13
A\ N\ N\ N\
“Lo Lo Lo Lo Lo Lo Lo Lo Lo Lo Lo Lo Lo Lo Lo Lo Lo Lo Lo Lo Lo
— 0
Lo = ay Qg 370y A5 Qg A7 Gg Qg (1A Ay Q13014015016 Q17 A18 A9 Ao0 A1

-

1 2 3
v1 V1 vy vy
7\ 7\ 7\ o\

7 N7 N7 N7 N
. wnwn v v v Vi Vi vivi Vi o viova v v v v Vi Vi Vi v
Vi =ay'ay'aztaytas’ aglaztagtagtayy ajya5ai3a15a15 A16a17015a1505)

1 2 3
v2 ) V3 )
o N N N

Ve Vo Vo Vo Vo Vo Vo Vo Vo Vo Vo Vo Vo Vo Vo Vo Vo Vo Vo Vo
Vo = ay*ay’az’ay’as® ag’az’ag’ag’alg ajiajiajiaiag ajgaiaigagagg

1 2 3
v3 U3 U3 U3
7\ 7\ 7\ 7\

7 N N N Y
_ V3 V3 V3 V3 V3 V3 V3 V3 V3 V3 V3 Vi V3 Vi3 Vi3 Vi V3 Vi3 V3 V3
Vs = a’ay’az’ay’as’ ag’ar’ag’ag’alg ajiajsaajalg ajgaiaigagagg

k171 k1,2 k1,3
" " "

7 N7 N7 N
_ Ky Ky Ky Ki K1 K Ky K Ky K Ki Ki K@ Ki K
Ky =ay'ay'agtay ay "t aglag tag tag tayy ay'ayy agsaiy ags

ka,1 k2 2 k2.3
A\ A\ A\
N\ N\
" Ky Ko Ko Ko Ko Ko Ko Ko Ko Ko Ko Ko Ko Ko Ko
Ky = ay?ay’aza, a5 ? agaz *ag *ag *ajq ajy’ ayy aysayf agy

k31 k3,2 k33
N\ N\ N\

7 N N N
_ K3 K3 K3 K3 K3 K3 K3 K3 K3 Ksz K3 K3 K3 Kz K3
K3 =ay’ay’az’a a5 ag’az ag’ag *ajy ary’ayy ays’ ayg agy

=
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=
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Rozwazana formuta jest spetniona miedzy innymi dla warto$ciowania:

U1 —>0,UQ—> 1,U3—> 1
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Zatem istnieje multi-uliniowienie o wsparciu zawierajacym {¢f, o1, o1} i wielkosci

51 Takim wsparciem jest {7,305, 11, 953, Pha, P11, P53, P52}, @ uliniowienie
ma postaé (por. rys. (p(a) = L oznacza, ze a ¢ Dom(p)):

1 2 3
v1 v1 vy vy
7\ 7\ 7\ 7\

7 N7 N7 N
- _ Lo Lo,Lo, Lo, Lo ,Lo,Lo, Lo, Lo, Lo ,Lo,Lo Lo Lo, Lo ,Lo,Lo, Lo, Lo,Lo
§viro (V1) =g A3 0y A5 Gg A7 Gg Qg U901y 13013014015 Q16 Q17 d18 D19 (o0 Do1

D' ~\~ ~\~ v~

f it 12 13
1 2 :
v Vg b v25

A\ A\ A\ A

7 N N N
- _ Lo, Lo, Lo, Lo, Lo Lo, Lo, Lo, Lo, Lo Lo, Lo, Lo, Lo, Lo Lo, Lo, Lo, Lo, Lo
§vare(V2) =01 Ay A3 Ay A5 A7 G Qg Uy Uyy 13013014015 Q16 Q17 A18 A9 (o0 Do1

Vv vV vV vV
t 1 12 13
1 2 3

v3 U3 U3 U3
7\ 7\ 7\ 7\

N 75 N Y
- _ Lo, Lo, Lo, Lo, Lo Lo, Lo, Lo, Lo, Lo Lo, Lo, Lo, Lo Lo Lo, Lo, Lo, Lo, Lo
fngo(V})) =01 Ay A3y A5 A7 Gg Ag Gy Ayy 1013014015 A1 Q17 18 Q19 (o0 U1

Y it 2 B
kjf k1,2 k1,3
s _viovi Vi Vi W el
Exv (Ky) =a)'ayaytay ) LI 1L 11111
e
ka1 ka2 kfj
— /—M/—Mr
Exary(Ko) =L 111111111 glvsa?a?afags
s
k3,1 kiQ k373
— /—H \/_H
€y (K3) = L1111 alay?ad?ay?al®> L1111
o2
kkl k1,2 k1,3
7 _ Lo Lo Lo Lo, Lo T
£k (K1) =ay’ay®ay®at®af® L1 1L 11111
f
ka1 k2,2 kgj
e /—M/—Mf ~
Eioro(Kz) =LLLLL 11111 a%ay a°a;"as”
b
kS,l kiz k3,3
— Pt N e e
Exarg(Ks) = L1111 alakoatoakoalo 11111

t

Zaczniemy od pokazania, ze jezeli w skonstruowanej w powyzszy sposob instancji
OPOMUS istnieje multi-uliniowienie wielko$ci %, to fomuta z problemu 3SAT

jest spetialna.

Lemat 6. Wsparcie maksymalnych (pod wzgledem wielkosci) multi-uliniowieri w po-

wyzszej konstrukcji zawiera ¢! lub ¢f dla wszystkich 1 <i < k.
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Rysunek 4.1: Multi-uliniowienie struktur odpowiadajace rozwigzaniu problemu 3SAT z @E%E@Qcm
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Dowaod. Zatozmy, ze tak nie jest. Istnieje zatem maksymalne multi-uliniowienie o wspar-
ciu ' oraz i, takie ze @] & ®'ip!" ¢ ®'. Niech C,, C, i C, beda klauzulami, w ktorych
wystepuje zmienna u;. Tym wystapieniom odpowiadaja uliniowienia deskryptorowe
oy, ol of (gdzie f, g, h sa pozycjami, na ktorych u; wystepuje). Zauwazmy, ze
taczny wktad ¢f, oF ©ff do wielkosci multi-uliniowienia wynosi m, podczas
gdy wklad ¢! lub ¢! lub wynosi m. Zatem zmodyfikowane multi-uliniowienie,
w ktorego wsparciu gof,;, gpg, oK zostana zastapione przez ! lub ¢! jest wicksze, co

konczy dowod lematu. [

Lemat 7. Wsparcie maksymalnych (pod wzgledem wielkosci) multi-uliniowieri w po-

wyzszej konstrukcji zawiera dla wszystkich 1 < i < [ co najwyzej jedng z trzech par

uliniowien {go{f,@ﬁ}, {905,9052}, {@g@z‘%}'

Dowad. Niech u,, u, i u, beda zmiennymi wystepujacymi w klauzuli C;. Na mocy po-
przedniego lematu wiemy, ze wsparcie multi-uliniowienia zawiera uliniowienie struktur
Vp, Vg1V, z Ly. Zatem gofj(. przechodnio uliniawia K; z Lg. Z definicji multi-uliniowienia
wynika, ze jezeli gpf](» lub goiLj nalezy do wsparcia, nie moga do niego naleze¢ gofj(-, i goiLj,
dla j" # j, poniewaz w przeciwnym wypadku kazdy z aminokwasoéw aéo, e ,af“ bytby

uliniowiony z dwoma aminokwasami z K. O

7 powyzszych lematow wynika, ze do wsparcia maksymalnego multi-uliniowienia

naleza:

e dla kazdej zmiennej jedno z uliniowieni ¢! lub ! o wkladzie do wielkosci multi-

40 )
(kD) (k+1+1)°

uliniowienia
e dla kazdej klauzuli co najwyzej jedna z par {gpff,gpfl}, {gog,golg}, {gpfg,gpé} 0

wktadzie do wielkoéci multi-uliniowienia m.

.. .. . L. . . . 2(20k+101 . .
Zatem maksymalne uliniowienie ma wielko$¢ co najwyzej m Whioskujemy
stad, ze jezeli istnieje multi-uliniowienie o tej wielkosci, musi ono zawiera¢ wymienione
uliniowienia deskryptorowe. Latwo zauwazy¢, ze w takiej sytuacji dla wartosciowania:
1 ¢l ed
U; —
0 ofed

wszystkie klauzule sa spetnione. Dla kazdej klauzuli istnieja bowiem uliniowienia gpg ,
goiLj nalezace do ®'. Ponadto, jezeli u, jest zmienng wystepujaca na j-tym miejscu w

klauzuli C; i gog € @', obrazem elementu deskryptorowego k;; w gof} musi by¢ t (z
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definicji multi-uliniowienia). Zatem literal zwiazany ze zmienna w; w klauzuli C; jest
pozytywny, a klauzula spelniona. Analogiczne rozumowanie mozna przeprowadzié¢ dla
przypadku przeciwnego. Zatem istnienie rozwigzania problemu OPOMUS implikuje
istnienie rozwiazania 3SAT. Opisane uliniowienie da si¢ zawsze skonstruowaé, jezeli
formuta jest spetnialna, co dowodzi implikacji odwrotnej. Redukcja ma ztozonosé wie-

lomianowa, co konczy dowod. O

4.3. Multi-uliniowienie pary multi-uliniowien

Udowodniliémy, ze nie istnieje algorytm znajdujacy optymalne multi-uliniowienie o
ztozonosci obliczeniowej lepszej niz wyktadnicza ze wzgledu na liczbe struktur (o ile P #
N P). Zatem, skoro znajdowanie optymalnego multi-uliniowienia w drodze pojedyncze;
optymalizacji jest trudne, bedziemy rozwazali algorytmy oparte na metodzie “dziel i
zwyciezaj”. Szczegblnym przypadkiem problemu optymalnego multi-uliniowienia jest

problem optymalnego uliniowienia pary multi-uliniowien.

Definicja 21. Dla ustalonego zbioru uliniowien deskryptoréw & struktur ze zbioru
S = {51, 52,...,Sy} oraz multi-uliniowienn Z; zbioru & = {S1,...,S;} i Zy zbioru
Sy = {Si41, ..., Sy} problem najlepszych uliniowienn pary muli-uliniowien po-
lega na znalezieniu multi-uliniowienia zbioru § o wsparciu w ® i maksymalnej wielkosci,
ktore obciete do struktur za zbiorow S; i Ss jest réwne odpowiednio Z; i Zs. Analo-
gicznie, decyzyjny problem optymalnego uliniowienia pary multi-uliniowien
(POUPMU) przy ustalonej liczbie r € R polega na rozstrzygnieciu, czy takie ulinio-

wienie o wielko$ci nie mniejszej niz r istnieje.

Problem ten jest NP-zupelny, poniewaz zawiera zbadany w poprzednim rozdziale
problem POUS. Istotne jest, ze pozostaje on NP-zupelny nawet, gdyby$my dysponowali

wyrocznig zwracajaca optymalne uliniowienie dla danej pary struktur.

Twierdzenie 13. Jezeli dane wejsciowe problemu POUPMU zostang uzupetnione o
optymalne uliniowienia wszystkich par struktur ze zbioru S X Ss, tak sformutowany

problem pozostaje NP-zupetny.

Dowdd. Ponownie postuzymy sie redukcja problemu 3SAT. Aby uniknaé¢ zagubienia
idei w formalnych szczegotach, bedziemy sie postugiwaé uproszczong notacja oraz po-
przestaniemy na tatwym do uzupehienia szkicu dowodu. Ograniczymy sie do okresle-

nia uliniowien deskryptorowych pomiedzy pewnymi elementami deskryptorowymi (lub
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zbiorami elementow), przy zalozeniu, ze sa one roztaczne. Niech U = {uq,... ux},
C = {Cy,...,C;} bedzie instancja problemu 3SAT. Podobnie, jak w poprzednim do-
wodzie, skonstruujemy zbiory struktur odpowiadajacych: zmiennym (zbiory V i V'),
klauzulom (zbiér K) oraz warto$ciowaniu zmiennych (zbiory T, F' i L) zawierajace

podane roztaczne elementy deskryptorowdﬂ:

(1) V ={Vi,...., i}, gdzie V; = {v;, s}",s!*}

)

(2) V! ={V{,...,V/}, gdzie V/ = {v st xvl}

24 Ve

(3) K = {Kl,.. Kl} gdme K = {kll,klg,klg, S; K1 K2 S»K3,.TK1,$-K2,$-K3}

Y Z ? < (2 7 K3

(4) T={Tr,..., T}, gdzie T; = {t;,s]*, s, ;% s/*,s]° }

’L?z?z?z?z?z

(5) F={F,...,F}, gdzie F, = {fi,s]",s1%, 5%, 5", 5}

Z’Z7Z’Z7Z

(6) L={Lq,..., Ly}, gdzie L; = {¢, f! sk 3L2}

i) ’L ?

Struktury te podzielimy na dwa zbiory:

S =TUFuV’
S=LUKUV

Niech multi-uliniowienie Z; utozsamia ze sobg dla elementy m}/’ wszystkich wartosci 1,
natomiast Z, bedzie puste. Zdefiniujemy uliniowienia deskryptorowe odpowiadajace za

warto$ciowanie zmiennych:

(1) @78 = {@I": Ty = Li|1 <i < kAGTH(E) =t A pTH(s) = sP1}

)

(2) ®FL = {pft: Fy = L|1 <i <k ANQIH(fi) = fIA QI (sY) = s}

3) TV ={pIV: T, = Vi[1 <i <k AV (t) = v AplV(s]?) = s}
(4) ®FV = {@fv F—>V‘1<z<k/\<pFV(fz)—vl/\go (FQ)—svl}

Symbole sg') oznaczaja paczki elementow, ktore pelnia role analogiczna do vf i lf w
poprzednim dowodzie. Stuza one mianowicie zagwarantowaniu, ze zawierajace je ulinio-
wienia deskryptorowe beda nalezaly do maksymalnego multi-uliniowienia. Ich dtugosci
sa tak dobrane, zeby dla ustalonego ¢ wsparcie maksymalnego multi-uliniowienia za-

wieralo ¢ ¥, pf'" oraz jedno z ¢}V, fV (por. rys. [4.2)). Wszystkie cztery uliniowienia

30kreslamy w tym miejscu struktury przez podanie zbioréw elementéw deskryptorowych. Pomi-

jamy szczego6ly techniczne zwigzane miedzy innymi z kolejnoscia w jakiej elementy wystepuja.
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Si
F;
Vi
S
L;

Rysunek 4.2: Jezeli uliniowienia !~ i pf'F naleza do wsparcia, uliniowienia ¢!V i @'V

(linia przerywana) wykluczaja sie wzajemnie.

nie moga naleze¢ do wsparcia multi-uliniowienia, poniewaz oznaczatoby to, ze elementy
t. i f! nalezace do struktury L; sa ze soba uliniowione za posrednictwem ¢;, v; i f;, co
przeczy definicji multi-uliniowienia.

Podobnie zdefiniujemy uliniowienia deskryptorowe odpowiadajace za kodowanie

zmiennych i rodzajow literalow wystepujacych w klauzuli:

(

1<i<IA1<j<3A
(5) KT = <pf§T: K, =T, A gpﬁT(kij) =1, A gofj{T(sin) = sgi“ A

A u, wystepuje na j-tym miejscu w klauzuli C;

1<i<INTI<L<jFJ<3A
(6) HKF — (pll]{F: K; — F, A¢§F(kij) :prng(Sffj> :S£¢+z/\

A —u, wystepuje na j-tym miejscu w klauzuli C;

1<i<IA1<j<3A
A eEV (kij) = vl N @BV (wg,) = 2} A

(7) @5V = o8V K; —» V) , : .
A u, lub —u, wystepuje na j-tym miejscu

w klauzuli C;
(8) & = { @V Vi o V1 <i Sk ARV (W) = vl Al V(1) = )T}

Dhugosci paczek elementow s;’ sa tak dobrane, aby do wsparcia maksymalnego

multi-uliniowienia nalezaly wszystkie uliniowienia postaci ¢!"". Struktury ze zbioru
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S F
Vv’
Vi
Sy K;
L;

Rysunek 4.3: Wartosciowanie u; — 0 reprezentowane przez ¢!V wyklucza uzycie tej
zmiennej do potwierdzenia klauzuli, w ktorej wystepuje literal pozytywny w; (repre-

zentowany przez gijT).
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V' sa konieczne, aby mozna bylo uliniawia¢ elementy odpowiadajace zmiennym (v;)
z elementami odpowiadajacymi literalom w klauzulach (k;;). Do wsparcia maksymal-
nego uliniowienia réwniez nalezeé¢ beda wszystkie uliniowienia ze zbiorow ®X7 i 7T
ktore shuzg kodowaniu rodzaju literalu wystepujacego w klauzuli. Dla kazdej klauzuli
do wsparcia multi-uliniowienia moze naleze¢ co najwyzej jedno uliniowienie ze zbioru
PEV' ktore koduje informacje, ze dana klauzula jest spelmiona dzieki wartosciowaniu
odpowiadajacej uliniowieniu zmiennej. Jest tak, poniewaz wszystkie elementy postaci
v

x; sa ze soba uliniowione, zatem dla ustalonego ¢ co najwyzej jeden element postaci

xin moze by¢ im przyporzadkowany (por. rys. . To zabezpieczenie jest konieczne,
aby zagwarantowac, ze jezeli wsparcie multi-uliniowienia o ustalonej wielkosci zawiera [
uliniowien ze zbioru ®%"’, to pokrywaja one po jednym literale w kazdej z klauzul i, co
za tym idzie, formuta 3SAT przy opisanym przez to multi-uliniowienie warto$ciowaniu
jest speiona.

Zauwazmy na koniec, ze maksymalne uliniowienia wszystkich par struktur sa suma
wszystkich uliniowiert deskryptorowych odnoszacej sie do danej pary struktur. Pozo-

stale istotne elementy rozumowania sa analogiczne jak w dowodzie twierdzenia[12] [

W dowodzie wykorzystaliSmy fakt, ze wzajemna niesprzecznosé uliniowien deskryp-
torowych w problemie znajdowania maksymalnego multi-uliniowienia zalezy od kon-
tekstu, czyli innych uliniowien nalezacych do wsparcia rozwazanego multi-uliniowienia.
Ta wlasciwosé w zasadzie uniemozliwia zastosowanie metody opartej na wyszukiwa-
niu klik w grafie niesprzecznosci. Ponadto, jezeli dysponowaliby$my zbiorem optymal-
nych uliniowien wszystkich par rozwazanych struktur, znalezienie optymalnego multi-
uliniowienia o wsparciu zawartym w sumie wspar¢ uliniowienn par jest NP-trudne. Z

tego powodu zaproponowany zostal algorytm heurystyczny.

4.4. Ewolucyjny algorytm znajdowania multi-uliniowien

Ten podrozdziat zawiera opis heurystycznego algorytmu znajdowania maksymalnych
multi-uliniowienn. W poprzednim podrozdziale wprawdzie udowodnilismy, ze problem
optymalnych uliniowient pary multi-uliniowien jest NP-zupelny tak, jak problem opty-
malnych multi-uliniowienl. Niemniej jednak podstawowsa trudnoscia, z jaka nalezy sie
uporaé, jest zalezaca od kontekstu relacja niesprzecznosci pomiedzy uliniowieniami de-
skryptorowymi. Jezeli uliniawiane sa dwa multi-uliniowienia, ktore sa bliskie optymal-
nym, szansa, ze dwa aminokwasy w obrebie jednego z nich zostana ze soba uliniowione

na dwa rézne sposoby za posSrednictwem aminokwaséw z drugiego multi-uliniowienia
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(por. rys. i 4.3), jest niewielka, a sama sprzecznos¢ w praktyce jest zazwyczaj
usuwalna niewielkim kosztem. Dlatego algorytm, ktéry opiszemy, polega na dzieleniu
budowanego multi-uliniowienia na dwie czesci i optymalizowaniu uliniowienia pomiedzy

nimi. Uzasadnieniem jego skutecznosci jest ponizszy fakt:

Fakt 8. Jezeli multi-uliniowienie zbioru struktur S ma maksymalng miare (dla usta-
lonego zbioru ®), zawarte w nim uliniowienie dowolnej pary multi-uliniowiern zbioréw

struktur Sy 1 Sy (t. 26 S =81 USy i $1 NSy =0) jest optymalne.

Niestety implikacja odwrotna nie jest prawdziwa, co oznacza, ze prezentowany al-
gorytm moze utknaé¢ w lokalnym maksimum. Dodatkowo nalezy zauwazyé, ze trudno
jest sie spodziewaé, ze bedzie mozliwe przebadanie wszystkich mozliwych podziatow S.
Istotny jest zatem sposéb wyboru multi-uliniowieni, ktére beda uliniawiane.

Algorytmy ewolucyjne stanowig popularna klase heurystyk stosowanych do rozwia-
zywania problemoéw optymalizacyjnych. Ich niewatpliwa zaleta jest olbrzymia wszech-
stronno$¢. Jedynym wymaganiem jest istnienie funkcji celu oraz mozliwo$é zdefinio-
wania operatorow mutacji i krzyzowania. Poniewaz metoda ta jest szeroko opisana w
literaturze[6, 22] ograniczymy sie jedynie do skrotowego opisu jej ogdlnego zarysu(proc.

11).

GENETIC({Z1, ..., Z,})
1 P« {Z,....2,}
2 P+
3 while maxzcp score(Z) # maxzep: score(Z)
4 do for i <~ 1 tom
5 do if RAND(0,1) < mutProb
6 then p < losowa wartosé¢ catkowita z przedziatu [1,n]
7 Z! <~ MUTATE(Z,)
8 else p < losowa wartosé¢ catkowita z przedziatu [1,n|
9

q < losowa wartos¢ catkowita z przedziatu [1, n]

10 Z] <— CROSSOVER(Z,, Z,)
11 P =PU{Z,....Z.}
12 P < SELECTION(P', n)

Procedura 4.1: GENETIC
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Jak wida¢ algorytm jest nieskomplikowany i polega na generowaniu kolejnych poko-
lenr rozwiazan dopoki jakosé najlepszego rozwiazania sie zwieksza. Kolejne rozwiazania
generowane sa za pomoca jednej z dwoch funkcji MUTATE i CROSSOVER. Funkcja
MUTATE, jak sama nazwa wskazuje dokonuje losowej poprawki w rozwigzaniu poten-
cjalnie (cho¢ niekoniecznie) poprawiajacej jego jakosé. Funkcja CROSSOVER generuje
nowe rozwiazanie na bazie dwoch wskazanych. Wreszcie funcja SELECTION odpowiada
procesowi biologicznej selekcji naturalnej i zmniejsza liczebno$é wygenerowanej popu-

lacji pozostawiajac jedynie najlepsze rozwigzania.

Jak juz wpominalismy, opisywany algorytm zasadza si¢ na metodzie "dziel i zwycie-
zaj". Do podzialu problemu na cze$ci wykorzystamy pojecie uliniowienia pary multi-
uliniowienn. Aby roztozy¢ multi-uliniowienie na zestaw uliniowieni par, zdefiniujemy bi-

narne drzewa rozpinajace multi-uliniowienie.

Definicja 22. Drzewem rozpinajacym multi-uliniowienie 7 zbioru struktur & =
{S1, ..., Sy} nazwiemy drzewo binarne majace N lisci etykietowanych strukturami S;,
ktorego wierzchotki etykietowane sg uliniowieniami multi-uliniowienl przypisanych jego
potomkom oraz wszystkie te multi-uliniowienia sa zawarte w Z i dodatkowo korzen jest

etykietowany Z.

Nietrudno zauwazy¢, ze dowolne drzewo binarne majace wtasciwa liczbe lisci przy
dowolnym ich etykietowaniu strukturami mozna poetykietowaé¢ multi-uliniowieniami
tak, aby rozpinato dowolne multi-uliniowienie tych struktur. Powiemy, ze multi-ulinio-
wienie jest maksymalne dla danego drzewa (przy ustalonym zbiorze ®), jezeli wierz-
cholki sa poetykietowane optymalnymi uliniowieniami multi-uliniowien zawartych w
potomkach. Analogicznie, powiemy, ze drzewo rozpinajace jest optymalne dla danego
multi-uliniowienia (przy ustalonej mierze podobienistwa), jezeli suma wartosci miary
podobienstwa obliczonej dla multi-uliniowienn zawartych w wierzchotkach jest maksy-

malna.

Obliczanie maksymalnego uliniowienia dla danego drzewa rozpinajacego wymaga
obliczenia N —1 uliniowienn par multi-uliniowien. Jest zatem operacja znacznie prostsza
niz znajdowanie optymalnego multi-uliniowienia. Natomiast do obliczania optymalnego
drzewa rozpinajacego zastosowaliémy algorytm zachlanny w kazdym kroku scalajacy

pare wierzchotkéw o maksymalnej wartosci miary multi-uliniowienia.
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Inicjalizacja

Przed rozpoczeciem iteracji algorytmu genetycznego konieczne jest stworzenie popula-
cji poczatkowej. W tym celu obliczamy maksymalne multi-uliniowienia dla losowych
drzew rozpinajacych. Drzewa rozpinajace losowane sa przy uzyciu randomizowanego al-
gorytmu zachtannego wykonujacego hierarchiczna klasteryzacje struktur na podstawie
ich podobieristwa. Randomizacja polega na wybieraniu zbioréow struktur do scalenia
z prawdopodobienstwem proporcjonalnym do sredniego podobieristwa struktur w nich

zawartych.

Mutacja

Celem mutacji w algorytmie genetycznym jest dokonanie pewnej losowej zmiany w roz-
wigzaniu. Mutacja, w odroznieniu od krzyzowania, moze tworzy¢ fragmenty rozwiaza-
nia, ktére nie wystepuja w populacji i w ten sposob zabezpiecza obliczenie przed utknie-
ciem w maksimum lokalnym. W opisywanym rozwigzaniu mutacja polega na wyloso-
waniu wierzchotka w optymalnym drzewie rozpinajacym rozwazane multi-uliniowienie
z prawdopodobienstwem proporcjonalnym do réznicy pomiedzy aktualna miarg podo-
bieistwa multi-uliniowienia w nim zawartego a jej gérnym ograniczeniem wynikaja-
cym z podobienistwa par struktur. Im ta réznica jest wicksza, tym wicksza mozna mieé
nadzieje, ze takie multi-uliniowienie mozna zastapi¢ bardziej optymalnym. Nastepnie
aktualizowane jest multi-uliniowienie w rodzicu rozwazanego wierzchotka i dalej az do

korzenia.

Krzyzowanie

Krzyzowanie jest centralnym aspektem koncepcji algorytmu genetycznego. Celem tej
operacji jest stworzenie nowego rozwiazania na bazie dwoch istniejacych. W wielu przy-
padkach stanowi ona o przewadze algorytmu genetycznego nad innymi metodami opty-
malizacji, ktorych krok polega na poprawianiu pojedynczego rozwigzania. W omawia-
nym przypadku krzyzowanie danych multi-uliniowienn Z; i Z> polega na wylosowa-
niu pewnego podziatu zbioru struktur i obliczeniu optymalnego uliniowienia rozwaza-
nych multi-uliniowieri obcigtych do wylosowanych zbioréw (odpowiednio Z;|g,
Zsls

1 7---7Spk~ 1

111""7SLIN7k)'
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Selekcja

Sposrod przebadanych typowych algorytmoéw selekeji najlepsze rezultaty dawat algo-
rytm selekcji elitarnej polegajacy na pozostawieniu do nastepnej iteracji rozwigzan o
najwyzszej mierze. Rezultat ten jest o tyle zaskakujacy, ze jest to algorytm najprostszy,
“niebiologiczny” (najsilniejsze osobniki w populacji sa niesmiertelne, a najstabsze nie
maja zadnych szans na przezycie) i najtatwiej moze prowadzi¢ do utkniecia w lokalnym

maksimum.

Obliczanie uliniowienia pary multi-uliniowien

Mimo dodatkowych komplikacji, do znajdowania uliniowienia pary multi-uliniowien
mozna z powodzeniem zastosowa opisane w poprzednim rozdziale algorytmy ulinio-

wiania pary struktur. Obliczenie sktada sie z trzech zasadniczych krokow:

(1) Obliczenie relacji niesprzecznosci uliniowieri deskryptorowych przy uwzglednieniu
informacji o aminokwasach utozsamianych w danych multi-uliniowieniach (jezeli
multi-uliniowienia pokrywaja te fragmenty struktur, ktére maja szanse zosta¢ uli-

niowione, ten krok pozwala uniknaé¢ wiekszosci potencjalnych niezgodnosci).

(2) Obliczenie uliniowienia jednym z trzech algorytmow: T'S (por. 3.5.1]), REMC (por.
359, MS (por. B53).

(3) Jezeli znaleziony w poprzednim kroku zbioér uliniowieri deskryptorowych nie jest
zgodny, odrzucenie mozliwie matej liczby elementow, aby go uzgodni¢ (jak wynika z
tw. [13]jest to problem NP-trudny, dlatego zastosowalismy suboptymalny algorytm

zachlanny).

4.5. Zastosowania

4.5.1. Implementacja

Wykorzystujac moduty opisanego w rozdziale programu DEDAL zaimplemento-
walidmy opisany powyzej algorytm. Ze wzgledu na znacznie wieksza ztozonosé problemu
zrezygnowaliSmy z dwuetapowego sposobu obliczen, w ktérym uliniowienie zbudowane
z 3-segmentowych uliniowienn deskryptorowych jest nastepnie rozszerzane o mniejsze
uliniowienia deskryptorowe, poprzestajac wylacznie na 3-segmentowych uliniowieniach.

Ponadto, ze wzgledu na fakt, ze w przypadku uliniawiania par multi-uliniowien graf
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Rysunek 4.4: Jakos¢, z jaka odtwarzane sg uliniowienia ze zbioru SISY-multiple. Wy-
kresy pudetkowe prezentuja rozktady jakos$ci uliniowieri odtworzonych przez badane

metody wedlug miary Q¢ @i Qp @ Wryniki metod innych niz DAMA pochodza z
pracy [9].

niesprzecznosci jest zazwyczaj znacznie wiekszy niz dla pary struktur, zastosowaliSmy
algorytm MS (por. . W algorytmie genetyczym rozwazaliSmy populacje liczaca
5 osobnikéw, w kazdym pokoleniu tworzyliémy 10 nowych potomkéw oraz przyjeliSmy
prawdopodobieristwo mutacji rowne 0.2. Opisang implementacje nazwalismy DAMA
(Descriptor Assisted Multi-Alignment)|[16].

4.5.2. Test na zbiorze SISY-multiple

Zbior SISY-multiple [9] jest rozwinieciem opisanego w pracy [49] i wykorzystanego
przez nas w rozdziale zbioru SISY. Zawiera on multi-uliniowienia pochodzace z
bazy uliniowienn SISYPHUS [4], ktore zostaly oczyszczone przez pominiecie nieaktual-
nych struktur usunietych z bazy PDB. Réwniez struktury wystepujace wielokrotnie w
multi-uliniowieniu zostaly pominiete, aby uniknaé¢ trudnej do uwzglednienia na etapie
oceniania jakosci wynikow wieloznacznosci. Ostatecznie sposrod 149 multi-uliniowien z
bazy SISYPHUS w zbiorze SISY-multiple pozostato 106 liczacych co najmniej 3 struk-
tury.

Jakos¢ multi-uliniowienn obliczonych programem DAMA podobnie jak w rozdziale
3.7 ocenialismy przez poréwnywanie z uliniowieniami wzorcowymi. Rozwazalismy dwie
miary podobieristwa pomiedzy obliczonym uliniowieniem a wzorcowym. Miara Q¢ jest
liczba pelnych kolumn uliniowionych zgodnie ze wzorcem, unormowana przez liczbe ko-
lumn w uliniowieniu wzorcowym[67]. Miara ta jest stosowalna, jezeli uliniowienie wzor-

cowe obejmuje jedynie aminokwasy wspoélne dla wszystkich struktur. Mniej restryk-
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MASS Matt MultiProt  MUSTANG POSA DAMA

Q)¢ — mediana  38.89 90.14 70.37 84.38  85.19 86.96
Q¢ — $rednia 43.65 75.83 58.20 71.74  T71.33 72.78
@p — mediana  53.00 94.23 76.19 92.86 88.39 93.03
@ p — Srednia 01.27 85.09 63.85 85.23  77.11 86.64

Tabela 4.1: Srednia i mediana jakosci dziatania poréwnywanych metod na zbiorze SISY-

multiple

cyjna miara ()p jest proporcjonalna do liczby poprawnie uliniowionych par aminokwa-
sow[6I]. Poréwnalismy jakosé uliniowieri obliczonych programem DAMA z wynikami
dla innych metod przedstawionymi w pracy [9] (tab. 4.1] rys. [4.4)). Ze wzgledu na to,
ze autorom pracy [9] z powodu technicznych usterek testowanych programoéw nie udato
sie obliczy¢ wszystkich multi-uliniowien, w dalszej analizie bedziemy rozwazaé¢ zbior
testowy zawezony do 61 multi-uliniowien, na ktoérych zadna z testowanych metod nie
zawiodla. DAMA daje wyniki o poréwnywalnej jakosci z metodami Matt i MUSTANG,
jest nieco lepsza od POSA oraz istotnie lepsza od metod MASS i MultiProt. Wyniki
istotnosci statystycznej roéznic pomiedzy jakoscig analizowanych metod przedstawiamy
w tabeli [4.2] Rysunek przedstawia poréwnanie jakosci wynikow metody DAMA z
pozostalymi. Wida¢, ze DAMA ma przewage nad pozostalymi metodami w przypadku,
gdy wymagane jest wykrycie permutacjiﬂ Nalezy zwroci¢ uwage na fakt, ze miara () p
jest korzystniejsza dla metody DAMA. Jest to przypuszczalnie konsekwencja zastoso-
wania miary jakosci multi-uliniowienia opartej na sumie jakosci sktadajacych sie na
nie uliniowien par, aczkolwiek nie bez znaczenia moze by¢ rowniez wybor operatorow
mutacji i krzyzowania w algorytmie genetycznym. Niewykluczone, ze w sytuacji, gdy
wszystkie struktury z wyjatkiem jednej uliniowione sg zgodnie ze wzorcem, wykonanie
dodatkowej procedury mutacji przy podziale zbioru struktur na singleton zawierajacy
strukture niedopasowang oraz pozostate struktury, doprowadzitoby to wyniku zgodnego

z pozadanym.

4Jedynie MASS wéréd pozostalych metod ma mozliwogé uliniawiania struktur z przestawieniami.
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Matt  MultiProt MUSTANG POSA  DAMA
MASS 4.2-10710 1.1-10°8 6.3-10° 9.4-10° 5.6-10°1°
Matt 1.2-10°8 7.5-102 1.9-102 7.7-10°2
MultiProt 3.3-10°% 3.1-10° 3.6-10°8
MUSTANG 4.4-10""  6.2-10°!
POSA 3.3-10"

(a)

Matt MultiProt MUSTANG POSA DAMA
MASS 7.6-10°"  6.0-10°7 7.6-10°*  3.0-10° 2.2-101
Matt 4.1-1071° 6.8-10"" 3.9-10* 5.1-107"
MultiProt 3.8-10°" 88:1077 3.2-10°10
MUSTANG 1.3-10*  3.4-10"
POSA 2.4-10™

(b)

Tabela 4.2: Wyniki testu istotnosci Wilcoxona dla jakosci poréwnywanych metod na

zbiorze SISY-multiple dla miary Q¢ @i Qp @

100

80

60 -

40

20

P

Rysunek 4.5: Jako$¢ odtwarzania uliniowieri (miara QQp) ze zbioru SISY-multiple przez

algorytm DAMA (kolor czerwony) i pozostale metody (wykres pudetkowy). Kolumny

na wykresie odpowiadaja wynikom dla poszczegdlnych multi-uliniowieni. Litery ozna-

czaja trudnosci wystepujace w danym przyktadzie
C — odksztalcenia).

95

I - insercje/delecje, P — permutacje,
( j ] j



MASS Matt MultiProt MUSTANG POSA DAMA

Qc — AL10074933  0.00  0.00 73.91 82.61 18.84  95.65
0.00

Qc — AL10050155  0.00 0.0 20.00 - -
(31.67)
Qp — AL10074933  27.54  0.00 81.30 00.58 28.26  97.83
Qp — AL10050155  0.67 44.99 37.49 5911
r ' ' ' (93.12)

Tabela 4.3: Jakosé rekonstrukeji multi-uliniowienia AL10050155. W nawiasach podane

wartos$ci po uwzglednieniu symetrii struktury 1p1daA.

4.5.3. Wybrane przyklady
Domeny PDZ

Domeny PDZ pelnig funkcje rozpoznawania fragmentow polipeptydowych. Zostaty
one odkryte we wszystkich zsekwencjonowanych genomach zwierzecych. Odgrywaja
kluczowa role w procesach przekazywania sygnatéw w komorce. Domeny o podobnej
strukturze i sekwencji, aczkolwiek z permutacjg cyrkularna, zostaly réwniez zidentyfi-
kowane w niektorych bakteriach. Poniewaz nie odnaleziono biatek o sekwencji homolo-
gicznej do PDZ w drozdzach (Saccharomyces cerevisiae), przypuszcza sie, ze te domeny
pojawily si¢ u bakterii w drodze horyzontalnego transferu genowego [28]. W zbiorze
SISY-multiple wystepuja trzy multi-uliniowienia zawierajace domeny PDZ. Jednak ze
wzgledu na techniczne usterki badanych metod tylko jedno z nich (AL10074933) obej-
mujace 5 bakteryjnych odpowiednikow domeny PDZ zostalo uwzglednione w przed-
stawionych powyzej rezultatach. Multi-uliniowienie (AL10050155) zawiera 51 struktur
(46 zwierzecych i 5 bakteryjnych z permutacja cyrkularna). W tabeli podajemy
wyniki testowanych metod dla wymienionych multi-uliniowien. Jak wida¢ rekonstruk-
cja podobienstwa domen PDZ jest trudna. DAMA radzi sobie z tym najlepiej. Nalezy
jeszcze zauwazy¢, ze jedna ze struktur w uliniowieniu AL10050155 zawiera dwa niemal
identyczne (RMSD 2.74A) powtorzenia domeny PDZ. DAMA w obliczonym multi-
uliniowieniu wybiera inne powtorzenie niz autorzy multi-uliniowienia wzorcowego. Po

manualnej zamianie domen rezultat znaczaco sie poprawia.

Kinazy biatkowe

Kinazy biatkowe sa liczna grupa enzymoéw odpowiadajacych za przenoszenie grupy fos-

foranowej z wysokoenergetycznego zwiazku, jakim jest ATP, na docelowa czasteczke
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Rysunek 4.6: @ Superpozycja domen PDZ obliczona programem DAMA. Kolorem
zielonym oznaczono aminokwasy wspolne dla wszystkich struktur. Stopniowe przecho-
dzenie koloru w kierunku czerwieni odpowiada zmniejszajacej sie liczbie aminokwasow
uliniowionych z danym. [(b)] i [(c)] Superpozycja przyktadowej domeny PDZ (1obzA)(b)|
i spermutowanego bakteryjnego odpowiednika domeny PDZ (1f c9A) Kolor odpo-
wiada polozeniu aminokwasu w sekwencji biatka (koniec-N — niebieski, koniec-C —

czerwony ). Pomimo réznej topologii obydwie domeny maja te sama architekture.
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Rysunek 4.7: Obraz stereograficzny superpozycji wybranych kinaz biatkowych obliczona programem DAMA. Schemat kolorystyczny

taki jak na rys. E
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biatka, co powoduje jej uaktywnienie. Z tego wzgledu kinazy petniag kluczowa role w
niemal wszystkich szlakach sygnatowych i reguluja wiekszosé proceséw komorkowych.
Zaburzenia w dziataniu kinaz sa czesta przyczyna chorob. Dlatego sa one atrakcyjnym
celem przy opracowywaniu miedzy innymi terapii nowotworowych. Zidentyfikowano
juz ponad 500 kinaz biatkowych wystepujacych u cztowieka, ktore zostalty sklasyfiko-
wane w rodziny i podrodziny [47]. W przedstawionym ponizej eksperymencie wybra-
liSmy po jednej strukturze reprezentujacej 63 rodziny kinaz, a nastepnie obliczyliSmy
ich multi-uliniowienie (rys. . ZidentyfikowaliSmy 48 aminokwaséw wspoélnych dla
wszystkich rozwazanych kinaz oraz obliczyliSmy quasi-optymalne drzewo rozpinajace
multi-uliniowienie. Poréwalismy obliczone drzewo z klasyfikacja obliczona na podsta-
wie podobienstwa sekwencyjnego zamieszczona w pracy [47] przy pomocy nastepuja-
cej procedury. ZidentyfikowaliSmy we wzorcowym drzewie sekwencje odpowiadajace
porownywanym strukturom i usuneliSmy z niego pozostate liScie. Poniewaz miary po-
dobienistwa, a co za tym idzie wagi, przypisane krawedziom, na podstawie ktorych
zbudowano rozwazane drzewa, nie sa kompatybilne, ograniczyliémy sie do poréwna-
nia ich topologii. Zastosowaliémy miare podobienistwa drzew filogenetycznych zwang
odlegtoscig trojkowa, ktora stuzy do poréwnywania drzew o jednakowych zbiorach ety-
kiet lisci. Polega ona na okresleniu liczby trzyelementowych podzbiorow etykiet lisci,
ktore sie réznig wzajemnym poloZeniemﬂ Liczba ta jest nastepnie normowana przez
liczbe wszystkich trojek. Pojedyncza wartosé tej miary jest trudna do zinterpretowania.
Zbadalismy zatem rozktad podobienstwa losowych drzew binarnych o liciach etykieto-
wanych poréwnywanymi strukturami do drzewa wzorcowego generujac 1000 losowych
drzew i przyblizajac uzyskany histogram rozkladem normalnym. Na podstawie tego
rozktadu oszacowaliSmy prawdopodobienstwo wylosowania drzewa o podobienstwie do

wzorca nie mniejszym niz dla obliczonego drzewa na 1.2 - 10727, Analizowane drzewa

przedstawiaja rysunki [4.8]i[4.9]

5Poréwnywane jest obciecie obydwu drzew do wybranej trojki etykiet.
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2z7qA AGC RSK
2r5tA AGC SGK
106lA AGC AKT
1xjdA AGC PKC
3agmA AGC PKA
2etrA AGC DMPK
2acxA AGC GRK
2pe2A AGC PDK1
3cokA OPK PLK
1mqg4A OPK AUR
2w7xA CAMK RAD53
3fthrA CAMK MAPKAP
3kn6A CAMK RSKB
2jamA CAMK CAMK1
2welA CAMK CAMK2
3c0iA CAMK CASK
3bhyA CAMK DAPK
2x4fB CAMK MLCK
3a99A CAMK PIM
3dlsA CAMK CAMKL
2zv2A OPK CAMKK
2pvrA CMGC CK2
1j1bA CMGC GSK
2r3iA CMGC CDK
20jgA CMGC MAPK
2eu9A CMGC CLK
3kvwA CMGC DYRK
1lwakA CMGC SRPK
2clgA STE STE11
2c30A STE STE20
2dylA STE STE7

1p4oA TK INSR

319pA TK ALK

3bkbA TK FER
3genA TK TEC
2gltA TK ABL
1bygA TK CSK
1gpcA TK SRC

2qocA TK EPH

3b2tA TK FGFR
2ivsA TK RET
3ewhA TK VEGFR
1t46A TK PDGFR

1fvrA TK TIE

3brbA TK AXL

1rOpA TK MET

1xbaA TK SYK

1mp8A TK FAK

3belA TK EGFR

1u46A TK ACK

3IxpA TK JAKA

3dtcA TKL MLK

2qluA TKL STKR

2nruA TKL IRAK

3e7eA OPK BUB
2v62A CK1 VRK
2chlA CK1 CK1
| 2vuwA OPK HASPIN
2al9B OPK PEK
1x8bA OPK WEE
3lIl6A OPK NAK
2w5aA OPK NEK

—— 3cekA OPK TTK

Rysunek 4.8: Drzewo filogenetyczne kinaz biatkowych pochodzace z pracy [47] obciete
do struktur badanych w rozdziale [£.5.3] Etykiety lisci drzewa zawieraja kod PDB wraz
z oznaczeniem tancucha, klase i rodzine kinazy. Kolor gatezi odpowiada klasie kinaz.

OPK oznacza klase pozostaltych kinaz biatkowych (Other Protein Kinases).
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2z7qA AGC RSK
2r5tA AGC SGK
1o6lA AGC AKT
3agmA AGC PKA
2acxA AGC GRK
2pe2A AGC PDK1
2etrA AGC DMPK
— 1xjdA AGC PKC
3fhrA CAMK MAPKAP
3kn6A CAMK RSKB
2jamA CAMK CAMK1
2w7xA CAMK RAD53
L 2clgA STE STE11
3cokA OPK PLK
1mqg4A OPK AUR
3a99A CAMK PIM
3bhyA CAMK DAPK
2x4fB CAMK MLCK
2welA CAMK CAMK2
3c0iA CAMK CASK
3dIsA CAMK CAMKL
2zv2A OPK CAMKK
2pvrA CMGC CK2
1j1bA CMGC GSK
2r3iA CMGC CDK
20jgA CMGC MAPK
2eu9A CMGC CLK
3kvwA CMGC DYRK
1lwakA CMGC SRPK

2c30A STE STE20
2dylA STE STE7
1p4oA TK INSR

— 3dtcA TKL MLK
3genA TK TEC
2g1tA TK ABL
3bkbA TK FER
319pA TK ALK
3b2tA TK FGFR
1gpcA TK SRC
2qocA TK EPH
1xbaA TK SYK
2ivsA TK RET
1t46A TK PDGFR
3ewhA TK VEGFR
1lbygA TK CSK
1fvrA TK TIE
3brbA TK AXL
1u46A TK ACK
3IxpA TK JAKA
1mp8A TK FAK
1rOpA TK MET
3belA TK EGFR
2nruA TKL IRAK
2al9B OPK PEK

2qluA TKL STKR
[ 3lIl6A OPK NAK

3e7eA OPK BUB
2v62A CK1 VRK
- 2chlA CK1 CK1
1x8bA OPK WEE

2w5aA OPK NEK
[ 3cekA OPK TTK
—— 2vuwA OPK HASPIN

Rysunek 4.9: Optymalne drzewo rozpinajace multi-uliniowienie wybranych kinaz bial-
kowych obliczone metodg DAMA. Oznaczenia i kolorowanie jak na rysunku
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Rozdzial 5

Whnioski

Liczba struktur bialek zdeponowanych w bazie PDB przyrasta ostatnio o 7-8 tysiecy
rocznie. Ogotem znanych jest 73 tysiace struktur pogrupowanych w ok. 1400 foldow.
Tak liczny i coraz bardziej kompletny zbiér danych daje mozliwo$ci nowych odkry¢ i w
perspektywie nadzieje na znacznie pelniejsze zrozumienie zaleznosci pomiedzy sekwen-
cja, struktura i funkcjg bialek. Aby to osiagnac konieczne sa wszakze coraz doktadniej-

sze 1 bardziej wydajne metody analizy tych struktur.

Czesto stosowang strategia w badaniu struktur biatek jest ich dekompozycja na
mniejsze fragmenty. Tradycyjnie w tej roli wystepuja niezbyt dlugie ciggle wycinki
taiicucha glownego, pary takich wycinkow lub elementy struktury drugorzedowej (he-
lisy o i harmonijki ). W tej rozprawie badalismy mozliwosé zastosowania bardziej
zaawansowanego opisu przestrzennego otoczenia aminokwaséw — tzw. lokalnych de-
skryptoréow struktury. Deskryptory ze wzgledu na swoja zréznicowana wielkos¢ i struk-
ture topologiczna wyznaczona przez wzorzec kontaktow ich centralnego aminokwasu
z otaczajacymi aminokwasami w strukturze biatka, wymagaja dos¢ ztozonego apa-
ratu formalnego. WykazaliSmy roéwniez, ze problem okreslania podobieristwa dwdch
deskryptoréw jest NP-zupelny. Poniewaz rozmiar deskryptora jest ograniczony uwa-
runkowaniami stereochemicznymi, w toku prezentowanych badan powstata wydajna
implementacja algorytmu poréwnujacego deskryptory.

Nastepnie zaproponowali$émy formalny opis uliniowien strukturalnych i badalismy
teoretyczng ztozonos¢ obliczeniowa problemu znajdowania optymalnych uliniowien zbu-
dowanych z par podobnych fragmentow struktur. W szczegélnosci wykazalismy, ze pro-
blem znajdowania optymalnego uliniowienia jest NP-zupely dla fragmentow liczacych
co najmniej dwa segmenty, jezeli dopuszczalne sa uliniowienia zawierajace przestawie-

nia sekwencyjne. Natomiast, jezeli wykluczy sie uliniowienia zawierajace przestawie-
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nia sekwencyjne, problem znajdowania optymalnych uliniowienn jest NP-zupelny dla
fragmentow trojsegmentowych. Zaimplementowaliémy doktadny algorytm znajdujacy
optymalne uliniowienia oraz dwie heurystyki majace zastosowanie, gdy obliczenie al-

gorytmem doktadnym o wyktadniczej ztozonosci obliczeniowej jest zbyt czasochtonne.

Naturalnym uogolnieniem poréwnywania par struktur jest problem znajdowania
multi-uliniowien strukturalnych. Jest on oczywiscie NP-zupelny, poniewaz zawiera pro-
blem znajdowania optymalnego uliniowienia pary struktur. Bardziej szczegétowa ana-
liza wykazata NP-zupelo$é przy zatozeniu, ze dane sg optymalne uliniowienia wszyst-
kich par struktur podlegajacych multi-uliniowieniu. Opisalismy takze NP-zupetny pro-
blem uliniawiania dwoch multi-uliniowien, oraz zaproponowali$my stosowalny w prak-

tyce algorytm ewolucyjny.

Opisane w pracy metody zostaly przetestowane na dostepnych w literaturze zbio-
rach danych SISYPHUS[4], SISY, RIPCJ49], SISY-multiple[9], a ich wyniki skonfron-
towane z innymi, popularnymi metodami (CE, DALI, FATCAT, MATRAS, C,-match,
SHEBA, MASS, Matt, MultiProt, MUSTANG, POSA). Dzieki zastosowaniu podziatu
struktury na relatywnie duze i specyficzne fragmenty, metody obliczania uliniowien wy-
korzystujace deskryptory lokalnej struktury sa skuteczne w tzw. trudnych przypadkach,
ktore obejmuja permutacje cyrkularne i inne przestawienia sekwencyjne oraz odksztal-
cenia przestrzenne. Rownoczesnie w odréznieniu od metod specjalnie zaprojektowanych
z my$la o takowych, bardzo dobrze radza sobie z przypadkami tatwymi, co wykazalo
poréwnanie z metoda DALI w rozdziale [3.7.3]

Projektujac testy kierowaliSmy sie zalozeniem, ze ocena poprawnosci uliniowie-
nia struktur nie powinna by¢ wypadkowa jego wielkosci i jako$ci rozumianej jako
pewna miara zwigzana z superpozycja uliniowionych fragmentéw. Znacznie istotniej-
szy jest biologiczny sens uzyskanego dopasowania. W szczeg6lnosci aminokwasy pel-
nigce odpowiadajace sobie funkcje powinny zosta¢ uliniowione. Tylko takie uliniowie-
nie daje uzyteczne przestanki do wyciggania wnioskéw o pokrewienstwie funkcjonal-
nym badanych struktur. Ponadto niejednokrotnie uliniowienia strukturalne stanowia
baze do szacowania prawdopodobienstw mutacji aminokwasow, czyli ich ewolucyjnego
podobienstwa[I8], 30].

Prezentowana metoda opiera sie na relatywnie nieskomplikowanej koncepcji iden-
tyfikowania zbioru bazowych, strukturalnych klockéw (w tym przypadku par podob-
nych deskryptoréow), okreslenia sposobu dopasowywania klockow do siebie (relacja nie-
sprzecznosci uliniowieni deskryptorowych) oraz budowania maksymalnych zespotéw pa-

sujacych do siebie klockow (wyszukiwania klik). Jednak, mimo prostej koncepcji jako-
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Scia wynikow przewyzsza konkurencyjne metody. Jest to argument przemawiajacy za
teza, ze deskryptory lokalnej struktury sa dobrym formalizmem opisu struktury biatka.
Przypuszczalnie ich gtéwna zaleta jest obejmowanie fragmentow struktury, ktére mimo

bliskosci przestrzennej moga byé znacznie oddalone w sekwencji.

Zasadniczg trudnoscig jaka wiaze sic ze sktadaniem uliniowien z fragmentéow jest
kombinatoryczna ztozonos$é tego problemu. W przypadku zbyt matych i niewystarcza-
jaco specyficznych par podobnych fragmentéw jest zbyt wiele, co prowadzi do zbyt
wysokich kosztow obliczen i wymusza uproszczenia. W metodzie deskryptorowej ztozo-
no$¢ kombinatoryczna niejako rozktada sie na dwa poziomy obliczen: identyfikowanie
par podobnych deskryptoréow i poszukiwanie optymalnego uliniowienia. Dzieki temu,
mimo ze formalnie oba problemy obarczone sa wyktadnicza ztozonoscig obliczeniowa,

sa one rozwiazywalne relatywnie niewielkim kosztem.

Zarowno shuzacy do poréwnywania par struktur progam DEDAL, jak i obliczajacy
multi-uliniowienia program DAMA zostaly udostepnione w ramach stworzonego w tym

celu serwisu Essentia Proteomica (http://bioexploratorium.pl/EP).

O ile metoda DEDAL ma wyrazna przewage nad konkurencyjnymi metodami i
nadaje sie do eksploatacji, multi-uliniowienia obliczone metodg DAMA sa z konkuren-
cja poréwnywalne. W obydwu przypadkach przestrzen przeszukiwanych rozwiazan jest
wieksza niz w tradycyjnych podejsciach, gdyz dopuszczalne sa przestawienia sekwen-
cyjne. Skutkuje to mozliwoscia znalezienia sztucznego rozwiagzania o wysokiej mierze
lecz pozbawionego sensu biologicznego. W przypadku uliniowien par jest to utrudnione
dzieki wprowadzeniu lokalnej miary jakosci uliniowienia (rozdz. . Natomiast al-
gorytm ewolucyjny znajdujacy multi-uliniowienia najwyrazniej jest bardziej podatny
na utykanie w tego typu lokalnych maksimach (rozdz. [£.5.3). Przypuszczalnie problem
ten da sie usunaé przez zastosowanie lepiej dobranych procedur mutacji i krzyzowania.
Wydaje sie, ze istotnym udoskonaleniem bytoby wprowadzenie poziomu posredniego
pomiedzy lokalnym podobienistwem deskryptoréw i globalnym podobienstwem struk-
tur. Nowy poziom w hierarchii odpowiadalby konserwowanym elementom struktural-
nym takim jak poddomeny, ktére moga by¢ tylko nieznacznie odksztalcone i powinny

by¢ uliniowione z ograniczona liczba przestawieri sekwencyjnych.

Poniewaz lokalne deskryptory struktury okazaty sie niezwykle uzyteczne do po-
rownywania struktur biatek, wyniki zachecaja do dalszego prowadzenia badan w tym
kierunku. W szczegdlnosci uzyteczne wydaje sie narzedzie do szybkiego przeszukiwania
duzych zbioréow struktur pod katem podobienistwa do struktury zadanej w zapytaniu.

Byloby to narzedzie analogiczne do stosowanych w dziedzinie sekwencji[2]. Przeszuki-
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wanie rozpoczynaltoby sie od zidentyfikowania podobieristw pomiedzy deskryptorami
wystepujacymi w zadanej sekwencji a klastrami deskryptoréw struktur wystepujacych
w przeszukiwanej bazie. Na ich podstawie identyfikowane bylyby struktury potencjal-
nie podobne. Aplikacja dualng do przedstawionej jest narzedzie wykrywajace konserwo-
wane motywy sekwencyjne wystepujace w badanym zbiorze struktur. Nastepnie takie
motywy sekwencyjne moglyby by¢ powiazane z funkcja lub innymi cechami biatek. Ich
wykrycie w nowej strukturze wskazywatoby na wystepowanie powiazanej z nimi cechy:.
Interesujace wydaje sie rowniez obliczenie multi-uliniowienn duzych zbioréw struktur i
odtwarzanie na ich podstawie ewolucyjnego pokrewienstwa biatek.

Z punktu widzenia uzytkownikéw zaprezentowanych i proponowanych narzedzi is-
totna jest tatwosé ich obstugi. Tradycyjnie tego typu programy udostepnia sie w formie
serwisow WWW, gdzie dane wej$ciowe podawane sg w formularzu, obliczenie przepro-
wadzane jest na serwerach obliczeniowych bedacych wtasnoscia twoércow programu, a
obliczony wynik jest prezentowany w formie strony WWW. Taka forma jest wygodna
dla os6b korzystajacych okazjonalnie z udostepnianych ustug. Niestety natura serwiséw
WWW i chronicznie ograniczone zasoby komputerowe grup badawczych praktycznie
wykluczaja stworzenie ustugi bardziej interaktywnej. Dlatego postulujemy opracowa-
nie narzedzia pozwalajacego na w pelni interaktywne obliczanie uliniowien i multi-
uliniowieni. Szczegoblnie cennymi funkcjami takiego programu bytaby mozliwo$é wska-
zania konserwowanych zdaniem uzytkownika aminokwaséw i wymuszanie ich ulinio-
wienia, wprowadzanie recznych poprawek do drzewa rozpinajacego multi-uliniowienie,
czy tez umozliwienie poglebionego przeszukiwania przestrzeni rozwiazan poprzez wy-

kluczenie uliniowieni nie spetniajacych oczekiwan eksperta.
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