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High-throughput computation vs. High-resolution experiments
computational models are often not trusted by the experimental community




Spektroskopia magnetycznego rezonansu jgdrowego

(NMR)
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Sktad izotopowy
biatek musi byC
wzbogacony w
trakcie syntezy
biatek.

zastosowanie
pozywek o
zmodyfikowanym
sktadzie
izotopowym oraz
odpowiednich
szczepow
ekspresyjnych.
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Stezona prébka
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Pomiar

Uproszczenie widma NMR osigga
sie poprzez zastosowanie o
odpowiednich metod

pomiarowych: Q{\
jaﬁrowego efektu Overhausera
(NOE) w technice spektroskopii
jadrowego efektu Overhausera
(NOESY);

spektroskopii korelacyjnej (COSY);

catkowitej spektroskopii
korelacyjnej (TOCSY)
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Analiza

Proton chemical shift (ppm)
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W trakcie interpretacji widm
(recznej lub automatycznej)
stosuje si€ nastepujgce typy
ograniczen:

odlegtoSci;

katow;

orientacji przestrzennej.

Wynikiem
pomiarow jest
rodzina struktur.




Etapy wyznaczania
struktury

Krystalografia rentgenowska

To pierwsza i
ciggle
najczesciej
wykorzystywana
metoda
oznaczania
struktury
przestrzennej
biatka na
poziomie
atomowym.

X-ray
source

X-ray
beam

Crystal»\iq
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Krysztat

Krysztat

to materiat, ktorego
materiat na poziomie
atomoéw/jondw/czgste
czek jest rozmieszczony
w regularny i
powtarzalny sposéb.

Krystalizacja biatek

proces poszukiwanie
selektywnych,
indywidualnych
warunkow krystalizacji
biatka poprzez:

wysalanie;
metody przesiewowego

badania réznych
warunkow.

Promieniowanie rentgenowskie

Promienowanie
w zakresie
0.1-10 nm (100
eV-100keV).

Dlaczego nie
moZna stosowac
Swiatta
widzialnego?

Vaneleagih  Lum 100 0
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evacuated
glass tube

target ! cathode

» Storage ring

Promieniowanie
rengenowskie ulega
rozszczepieniu na
elektronach
atomow.

Rozproszone fale
naktadajg sie
tworzgc obraz
interferencyjny, na
ktérym
wzmocnienie lub
ngaszenie fali jest
zalezne od rodzaju i
ofozenia atomu w
rysztale.




Historycznie role
detektora
spetniata klisza
fotograficzne.

Po wstepnej
analizie
(indeksacji) dane
poddawane sg
przeksztatceniu
Fouriera. W jego
wyniku
otrzymuje si¢
maEe
elektronowg,
ktérg musi
zostaC
zinterpretowana.




Struktura 3D

»Krysztat vs. roztwor.
»Pojedyncza stuktura vs. rodzina.
»Statyczny obraz vs. obraz dynamiczny.

3

»Dowolny rozmiar czgsteczki vs. limit masy czgsteczkowe;.




from the low-resolution density
map to the atomic coordinates

Metody eksperymentalne

Cryo-electron microscopy

high-resolution protein
structures, particularly of

N
large molecules. e
X-RAY CRYSTALLOGRAPHY g 1
X-rays scatter as they pass

through a crystallized protein;
the resulting waves interfere with
each other, creating a diffraction
pattern from which the position
of atoms is deduced.

Sam

e

is taking over from X-ray X

crystallography as a

method to deduce ==
~_interiergnce=\

CRYO-ELECTRON MICROSCOPY

A beam of electron is fired at a frozen
protein solution. The emerging
scattered electrons pass through a
lens to create a magnified image on
the detector, from which their
structure can be worked out.
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Electro

Transmission electron microscopy, as the technique is called,
works more or less like ordinary microscopy, but a beam of
electrons is sent through the sample instead of light. The
electrons’ wavelength is much shorter than that of light, so the
electron microscope can make very small structures visible — even

the position of individual atoms.




Problemy

The intense electron beam necessary for obtaining high resolution images
incinerates bio-logical material and, if the beam is weakened, the image
loses its contrast and becomes fuzzy.

Electron microscopy requires a vacuum, a condition in which biomolecules
deteriorate because the surrounding water evaporates.

‘The first rough model of bacteriorhodopsin, published in
75. Image from Nature 257: 28-32

It was the best picture of a protein ever generated using an electron microscope.
Many people were impressed by the resolution, which was 7 Angstrém (0.0000007
millimetres), but this was not enough for Richard Henderson. His goal was to achieve
the same resolution as that provided by X-ray crystallography, about 3 Angstrém, and
he was convinced that electron microscopy had more to give.

Procedura

Randomly ariented proteins are
hit by the =lectran beam, leaving
trace on the image.

Komputer rozpoznaje sygnat pochodzacy od biatek utozonych w losowych
orientacjach w przygotowanej probce.

W oparciu o odpowiednie algorytmy zidentyfikowane zastaja powtarzajace
sie elementy.

Zebrane informacje s3 katalogowane i w ich oparciu powstaje model 2D.

Komputer generuje obraz 3D w oparciu o zebrane dane.
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Witryfikacja
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Dubochet generated the first images of viruses surmunded
by witrified water in 1984, |mage from Nature 308; 32-36.

Initially, the research group attempted to vitrify tiny drops of water in liquid nitrogen at —196°C, but
were successful only when they replaced the nitrogen with ethane that had, in turn, been cooled by
liquid nitrogen. Under the microscope they saw a drop that was like nothing they had seen before.
They first assumed it was ethane, but when the drop warmed slightly the molecules suddenly
rearranged themselves and formed the familiar structure of an ice crystal. It was a triumph —
particularly as some researchers had claimed it was impossible to vitrify water drops. We now
believe that vitrified water is the most common form of water in the universe.

Wyznaczenie struktury GLP1-R

HO.

Stabilna biomolekuta

For cryo-EM studies we used rabbit GLP-1R, which shares 92% identity with

the human receptor, as it expressed at higher levels in insect cells than the

human or mouse homologue.
Adekwatna stabilizacja

GLP-1R is very unstable to extraction from membranes using conventional

detergents such as DDM (n-dodecyl B-D-maltoside) and MNG

(maltose-neopentyl glycol); therefore, we formed the complex between
receptor and purified Gs in insect cell membranes before extraction of the

GLP-1R-Gs complex with MNG and purification by antibody affinity and

size-exclusion chromatography.
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Struktura

-Sample evaluation by negative-stain EM and single-ﬁ)article averaging confirmed a
monodisperse particle population and stable complex formation. Initial cryo-EM
experiments suggested that the protein complex avoided areas of thin vitreous ice,
and we thus had to image the specimen in relatively thick ice at the expense of
increased background noise in the micrographs.

-Refinement and reconstruction of the selected particle progections after
subtracting densities for the detergent micelle and the mobile a-helical domain
enabled us to obtain a 3D reconstruction of the complex at 4.1 A global resolution,
with 3.9 A nominal resolution in the core region that includes GLP-1, TMD and the
a5 helix of the Gas Ras-like domain.

Rozdzielczosc¢




Rekonstrukcja EM

17,332 Evaluation 14,600 otion correction, 2,675,742
movie stacks “manual selection’. movie stacks “semi-autopick *  particles

2D cl: i
620,626 particles =

}
&

139,299 particles (23%)

3D classification

l Refinement focused on complex minus GasAH

Subtraction of micelle and GasAH
Detergent from particle projections

micelle

Autorefinement

41A
(3.9 Ain core region)




Molecular Docking

Metodologia

Data incorporation

Sampling

<

Energy

Interaction

Scoring

Conformational
Landscape




Integracja danych

Global Search Information-driven Search
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Kompleksowe modelowanie

NMR Titrations  Cross-linking RDC, PCS Bioinformatics
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MODELING
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Experimental sources:

mutagenesis
V-
0.~

Advantages/disadvantages Detection

+ Residue level information - Binding assays

- Loss of native structure - Surface plasmon
should be checked resonance

- Mass spectrometry
- Yeast two hybrid

- Phage display libraries, ...

Experimental sources:
cross-linking and other chemical modifications

Advantages/disadvantages Detection
+ Distance information between - Mass
linker residues spectrometry

- Cross-linking reaction
problematic
- Detection difficult




Experimental sources:
H/D exchange

2
Advantages/disadvantages Detection
+ Residue information - Mass
- Direct vs indirect effects spectrometry
- Labeling needed for NMR - NMR 5N HSQC

Experimental sources:
NMR chemical shift perturbations

15N

Advantages/disadvantages Detection

+ Residue/atomic level - NMR 3N or 13C
+ No need for assignment if HSQC

combined with a.a. selective
labeling

- Direct vs indirect effects
- Labeling needed




Experimental sources:
NMR orientational data (RDCs, relaxation)

v @ -

Advantages/disadvantages Detection
+ Atomic level - NMR
- Labeling needed

HADDOCK:

An integrative modeling platform

NMR titrations

£ ¢

NMR crosssaturation

Incorporates ambiguous and
low-resolution data to aid the
docking

mutagenesis
-

5

Cross-linking
A B

g JUC N
Symmetries can be leveraged HD exchange ’

B w %)

TN
&2

Capable of docking up to 20
molecules (2.4 version)

Allows for flexibility at the
interface

Final flexible refinement in

V4

Bioinformatic predictions
EFRGSFSHL £
EFKGAFQHV

EFRVSHNEM py,

LFRLTWHEV
IYANKWARV

Other sources
e.g. SAXS, cryoEM

NMR anisotropy data

¥ o -

anisoiropy

Dominguez, Boelens & Bonvin. JACS 125, 173 (2003).

EFEPSYPHI

explicit solvent

RDCs, para-restraints, diffusion

Consistent performance over the

years in CAPRI http://www.bonvinlab.org/software




Data-driven docking with
HADDOCK

List of interface residues List of interface residues
for protein A for protein B Effective distance
iABe"
calculated as 1
. N gans NgesB Natqns 1| 6
d,;é=[e22 Edej
mia=1 k=1 ng=1
k e
ENOE ¢
8 / s
&l
. . . 4
Ambiguous Interaction Restraint: .
a residue must make contact with any residue from S
the other list Lo s distance [A]

Different fraction of restraints (typically 50%)

randomly deleted for each docking trial to deal with (r-1)2 if r<L
inaccuracies and errors in the information used Enog= { it L<r<U
U-r2 if U<r<$

(Nilges & Brunger AC-Uyl+B@e-U)+C if r> S

1991)

Searching the interaction space in HADDOCK

Experimental and/or predicted information is combined with an empirical force
field into an energy function whose minimum is searched for

\"A .=V +V
potential bonds angles
+V A

N vtorswn \_9 /-

non-bonded e >& ?(
+ vexp >\’(
s~ -

. . . Van der _ electrostati L. .
Search is performed by a combination ofgradient driven energy minimization

and molecular dynamics simulations




Projektowanie lekdw oparte o receptor

>projektowanie lekéw oparte o receptor

Analiza struktury 3D
|dentyfikacja miejsca
aktywnego
|dentyfikacja interakcji:

Odziatywania ligand-receptor

Wprowadzenie
komplementarnych
modyfikacji




>dokowanie (ang. docking)
Procedura:

Umies¢ ligand w miejscu aktywnym
Zminimalizuj energie

Zoptymalizuj interakcje

Wiazania wodorowe
Oddziatywania hydrofobowe
Zawade steryczna

Ocen

>dokowanie

Cel:

wyznaczenie za pomocg metod obliczeniowych
kompleksu ligand-receptor.

Aktywnosc
biologiczna oparta
jest o specyficzne
odziatywania

v €& — O




water

AG=-RTIn [AT] 6
[RILL]

>dokowanie: przygotowanie modelu

Punkt wyjscia:

Struktura kompleksu jest znana (ang. bound
docking)

Ograniczona przestrzen dokowania
Znana ,energia’

Brak ,gietkosci’

,Opisana’ natura oddziatywan

Struktura kompleksu nie jest znana (ang. unbound
docking)




>dokowanie: przygotowanie receptora

Kazda symulacja
wymaga precyzyjnego
okreslenia parametrow
startowych.
Wiasciwosci
aminokwasow
zmieniajg sie wraz z
parametrami
srodowiska.

>dokowanie: przygotowanie ligandu

Struktura ligandu
musi zawierac:

wytqgcznie ligand

wszystkie wariacje strukturalne (enancjomery,
izomery cis/trans, tautomery, warianty ,H’)




>dokowanie: optymalizacja

Dokowanie:

Statyczne (ang. static)
Dynamiczne (ang. flexible)

Uwzglednia zmiany w strukturze 3D ligandu i receptora

Zmiany strukturalne mozna oszacowac za pomocg:
Dynamiki molekularnej i minimalizacji energii kompleksow
Metod Monte Carlo

Bibliotek (rotameréw, biatek (NMR))

Lokalnych potencjatow

>dokowanie: wizualizacja

Oddziatywanie
ligand-recetor mozna
analizowac na
roznych poziomach:
Atomowym

Powierzchni initerakgji

Siatki (ang. grid)




>dokowanie: interpretacja wizualizagji

Shape complementarity

Interpretacja
komplementarnosci
oddziatywan
ligand-receptor:

Na poziomie ksztattu

Na poziomie wtasciwosci fizyko-chemicznych

>dokowanie: strategie

Elastyczny ligand | Swobodne
wigzania

Zmiany w entropii | Swobodne
wigzania

Solwatacja | Interakcje ligand-receptor
Interakcje zwigzkow
matoczgsteczkowych (woda, jony, itp.)
Tautomery

Elastyczno$¢ biatek | Wymuszone
dopasowanie

Specyficzno$¢ wigzania | Identyfikacja
kluczowych oddziatywan

Efekty farmakologiczne




protein protein
complexity

ligand ligand

= —-.’ -»
—

e I-.

>dokowanie: minimalizacja energii

AG=AE ., +AG_. ,+tAE  +AG

vdwW desol elec const

AE - van der Waals energy; Shape complementarity
AG,,,,: Desolvation energy; Hydrophobicity
AE,..: Electrostatic interaction energy

AG__: Translational, rotational and vibrational free energy changes

AGdssol :Z NIAGI

N,: Number of atoms of type i
AG, : Desolvation energy for an atom of type i




[ Flexible Docking Search Algorithms %m'ambﬁn

Trial & Error Systematic
Single Multiple Systematic Incremental Global
Structure Structures i Fit

Tabu Polyhed.

Feature

Match

ﬁj . ook Vision Glide imin Frec m

§ J ea
Random m"ﬂ—m [)umh»;
PSO@Autodock, SODOCK
>dokowanie:

minimalizacja energii

Znalezienie globalnego
minimum za pomoca
technik obliczeniowych

TransIaCJa rotacja

Vgan u
ykorzystanle istniejgcej
wiedzy
Losowe zmiany
arametrow
cena parametryczna




Induced Fit Model

e {/b
"

small modification

1958

Lock and Key Model

| e
‘\C
o\

2003

large rearrangement _

Conformational Ensemble Model

>dokowanie: podsumowanie

Ograniczenia:

Ograniczone informacje strukturalne

+

3D models of separated
molecules

3D model of the




>dokowanie: klasyfikacja

small molecule-small molecule

small molecule-nucleic acid

Ty

Ze wzgledu na
obiekty:

) " /’\-
" Il molecule NN ’
Mate czasteczki (ligand
e sand)
Biatka
. small molecule-protein v tein-nucleic acid
Kwasy nukleionowe 00" —"— protein-nucleic aci

\) protein-protein

>dokowanie: efekty

Bi nd | ng mOde (pose) Pose = conformations of A & B + relative orientation
wzajemny geometryczny
uktad ligandu i receptora

conformation B1

conformation Al

Uktad opisuje relatywne
orientacje zadokowanej
czasteczki wzgledem
receptora uwzgledniajgc
jego konkretng konformacje




>dokowanie: ocena

OCENA EKSPERYMENTU
DOKOWANIA MA
CHARAKTER
RELATYWNY

Zalezy od zastosowanych
parametrow oraz funkciji
uzytych przez wybrany
pakiet do ceny wyniku.

® WYNIKOW DOKOWANIA OTRZYMANYCH Z DWOCH ROZNYCH PAKIETOW
NIE MOZNA BEZPOSREDNIO POROWNAC!




>w lead

initial docked disconnect in simultaneous reassemble
complex fragments docking of fragments fragments

Bioinformatyka

Kombinacja informadji biologicznych i technik
informacyjnych.

Analiza b|omformat¥wczna opiera sie na analizie
informacji zebranych w bazach danych w celu
vvyJasmema obserwowanych faktéw iR
doswiadczalnych

Rezultatem analizy sa:

Tdeogran2lX  Contig21X]  MsniGHIX] Genes_seq

-Okreslenie wzajemnych zaleznosci,

-Pokrewienstwa sekwencji kodujgcych,

-Podobienstwa struktur,
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-Profile ekspresji,

-Profile szlakéw metabolicznych.
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Rola komputeréw

Zro’d{em da nych Sa Organlzmy Zywe GENBANK AND WGS STATISTICS

) o . GenBank WGS
KaZdy gatunek stanowi niepowta rza|ﬂy | Release Date Bases  Sequences Bases Sequences

unikalny zbior danych, ktérego wielkosc 3 Dec 1982 680338 606

JeSt ro’zna W Zaleznos’ci 14 Nov 1983 2274029 2427
’ 20 May 1984 3002088 3665
Kazda naturalna wariacja w ramach

gatunku stanowi nowy 7bidr danych. 129 Apr2002 19072679701 16769983 692266338 172768
130 Jun2002 20648748345 17471130 3267608441 397502
131 Aug 2002 22616937182 18197119 3848375582 427771

Kom putery S9 niezbed ne do gromadzenia, 237 Apr2020 415770027949 216531829 7788133221338 1267547429
Zarzadzania i przetwarzania danych W 238 Jun 2020 427823258901 217122233 8114046262158 1302852615
akce ptovvalnym zakresie czasowym 239 Aug 2020 654057069549 218642238 8841649410652 1408122887
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Welcome to NCBI L O @ A htps/mwwwebiacuk

# EMBLEBD EMBL-EBI

EMBL-EBI

D #DBe home « EMaL-E01 x
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Protein Data Bank in Europe

Bringing Structure to Biology anpies: hemogitie SRCAI_HUIAN 2

. i D5 home | Depostion | PDBe services | PDBe training  Documentation | About PDBe | COVID-15

UniRef UniParc Proteomes New PDBe-KB COVID-19 Data Portal Popular
SPORERE Qur new PDBo-KB COVID-19 data portal brings togther all avallablc PDB data from PDBe-KE -
2P 8 SARS-CoV-2 strictures, o help rasearchers easily identify mportant structural featuras to e i
COVID-19 support the development of treatments and vaceines. = =
o & PBEFold Training
Par Vit the PDBe-K8 COVID-19 data ports! il o Sontactus
[r— PDBeChem

Sequence search

pean rasource for the collaction, organisation and dissemination of data on blological macromolecular structures. e
Be. EM resources

i NMR resources

Supporting data SR

Coordinate Server

PDB Component Library.

01 October 2020

The proteln which Inspired the Image for October In aur 2020 calendarT]Is @ sodium- i ,
coupled leucine symporter, a prokaryotic homologue of mammalian sodium o1 7 Setcber 2020 the POB contane 105456 entrcs

> neuratransmitter symporters (NSS). The NSS proteins in mammals are responsible for ikl e K
clearing the synapse after a narve signal, transporting neurotransmitters back Into the e atrhon mw’w’t"nm e W o
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Omica

Dane omiczne to dane ze specyficznych
eksperymentéw naukowych padajace
poszczegolne aspekty aktywnosci
biologicznej na roznych jej poziomach
molekularnych:

- Genomika: DNA

- Proteomika: biatka

- Metabolomika: matoczgsteczkowe
zwigzki chemiczne (np. pochodzgce
ze szlakoéw metabolicznych)

-identyfikowac szlaki metaboliczne
zaangazowane w badane procesy

-monitorowac procesy patologiczne na
poziome komorkowym

69,
Proteom
Proteom _ )
component biatkowy komérek kodowany
przez genom.
Stezenie biatek w komorce... Sl S
-nie jest p.rosta funkcja gkspresp ge/novv s (s
-podlega licznym modyfikacjom, ktore mocykacie f —
ecyduja o koncowych wtasciwosciach. AmRIRCS PROTEOM e
W potaczeniu z genomem pozwala: e %“
METABOLOM

Genom

Proteom Metabolom

statyczny
mozliwosé amplifikacii
jednorodny

stale stezenie

dynamiczny dynamiczny
brak brak
niejednorodny niejednorodny

zmienne stezenie zmienne stezenie




Biologia systemow

...to catosciowe, holistyczne, spojrzenie na
funkcjonowanie komarek czy organizmow SR P\
ISy 4 = BN \: ) (2)

{ N?/
4

=)

INDIVIDUAL SOCIAL NETWORKS

opierajgce sie na aha]lz_|e wycinkowych prac - \ \ , @ =
badawczych umozliwiajgce modelowanie F oo W ey )&
S\ PS N (a%(2)

uktadow biologicznych.

) ) , . , 2=(2)
Biologia systeméw wykorzystuje w réwnym ‘ A\ Ot
stopniu informacje genetyczne, LloXlL @

\\ @ ®

proteomiczne i metabolomiczne poprzez
analize funkcjonalng (analize funkgji
czgsteczek).

\
4 A

A > — S G ¢ S G T

P22

RCRO BPHKO
RCRO_P933R
RCRO_P933W Q
CROA _ACTAC ES
CROC PSEPU
= =

y Sl
P22Cro

llx : =~ 3 L N
clade” x { =i EAgsrcE-— - - ---—-

CROA_PSESY

Phe 58

Trp 33

Trp 33

Ala 33

{ A) Alignment of Cro sequences generated from sequence similarity searches of microbial genomes using
previously annotated Cro sequences. Alignment corresponds to residues 1 — 58 of P22 Cro and 5 — 58 of T Cro.

Sequences are named as described in Materials and Methods . RCRO T LAMBD, T Cro; RCRO = BPP22, P22 Cro. (
B ) Portion of Z Cro showing ball-and-socket dimer interface and Ala-33 and Phe-58 side chains. Different
monomers are shown in blue and red. { C ) Model of Z Cro-A33W showing Trp-33 occupying a portion of the
hydrophobic socket and clashing sterically with the Phe-58 ball. { D ) Model of Z Cro-A33W F58D.




Dopasowanie sekwengji secccarccraanc

warlanty: W
MSTPAGSDQERMILV
e identyczne sekwencje
e sekwencje z btedami
(ang. match & mismatch)

e insercjeidelecje

E

ATGGC-TGCCTGATC
TEEEE TR 1
ATGGCATGCC-GATC

MSTPA-SDWERMILV

FEEEE e el
MSTPAGSDQE-MILV

Tt
Typy dopasowan

Needleman and Wunsch (197
N

Local alignment

N - — — s

S—
—— - - I - - —
S S—

N— o — — e

Smith and Waterman (1981)

_-____c

No— — - —




Kazda para sekwencji bedzie wykazywa¢ pewien poziom
podobienstwa.

Podobienstwo nie Swiadczy o wspélnym pochodzeniu lub
wtasciwosciach - moze miec ono charakter losowy.

Sekwencje homologiczne to sekwencje pochodzace od
wspolnego przodka.

Dwie lub wiecej sekwencji nigdy nie bedzie homologiczne
w50%.

Dwie lub sekwencji moze posiadac 50 % podobienstwa co
moze Swiadczy¢ o homologii pomiedzy nimi.

Ortologi

dwa homologiczne geny wystepujace w odrebnych
gatunkach posiadajace te same funkgje.

Paralogi

dwa homologiczne geny u tego samego (lub odrebnego)
gatunku posiadajace rozne funkgje.

Mutacje (zmiana tozsamosci, usuniecie lub dodanie aminokwasu/domeny) na poziomie genetycznym zachodza tylko w
okreslonych warunkach i gdy nie wptywaja na strukture lub funkcje kodowanego biatka

Problem: jak ocenic podobieristwo sekwencji uwzgledniajac zmiany ewolucyjne?




Zmiany ewolucyjne mogg zachodzi¢ w
dwadch obszarach sekwengji:

kluczowym, czyli obszarze odpowiedzialnym za
konkretna funkcje biologiczng;

powtoce, czyli obszarze odpowiedzialnym za
uformowanie struktury biatka ale nie biorgcym
bezposredniego udziatu w katalizie.

Zachodzace mutacje w obszarze kluczowym maja
tendencje do zamiany aminokwaséw na inne o
podobnych wtasciwosciach fizykochemicznych.

Np. zamiana hydrofobowych aminokwasow w rdzeniu
biatka (Leu, Ile, Val).

Small Proline

P
=
CA /N

e K
Y H R
Aromatic w /

Hydrophobic

[ Negative |

Positive

Macierze BLOSUM zostaty opracowane w oparciu o
analize lokalnych dopasowani spokrewnionych
fragmentéw sekwencji.

W wyniku analizy spokrewnionych i
zakonserwowanych sekwencji nie zawierajacych
przerw w bazie danych BLOCKS ustalono
czestotliwos¢ wystepujacych mutacji. Nastepnie
dokonano obliczenia odpowiednich parametréw dla
wszystkich potencjalnych 210 zmian dla wszystkich
standardowych 20 aminokwasow.

Macierze BLOSUM zostaty wprowadzone przez
Steven Henikoff i Jorja Henikoff w 1992 .

Ala
Arg
Asn
Asp
Ccys
Gin
Glu
Gly

lle

Lys
Met
Phe
Pro
Ser
Thr
Trp

Val

-2 0 6

-2 =2 1 6

0 -3 -3 -3 9

-1 1 0 0o -3 5

-1 0 0 2 -4 2 5

0 -2 0 -1 -3 -2 -2 6

-2 0 1 -1 -3 0 0 -2 8

-1 -3 -3 -3 -1 -3 -3 -4 -3 4

-1 -2 -3 -4 -1 -2 -3 -4 -3 2 4

-1 2 0 -1 -3 1 1 -2 -1 -3 -2 5

-1 -1 -2 -3 -1 0 -2 -3 -2 1 2 -1 5

-2 -3 -3 -3 -2 -3 -3 -3 -1 0 0 -3 0 6

-1 -2 -2 -1 -3 -1 -1 -2 -2 -3 -3 -1 -2 -4 7

1 -1 1 0 -1 0 0 0 -1 -2 -2 0 -1 -2 -1 4

0 -1 0 -1 -1 -1 -1 -2 -2 -1 -1 -1 -1 -2 -1 1 5

-3 -3 -4 -4 -2 -2 -3 -2 -2 -3 -2 -3 -1 1 -4 -3 -2 11
-2 -2 -2 -3 -2 -1 -2 -3 2-1 -1 -2 -1 3 -3 -2 -2 2 7
0 -3 -3 -3 -1 -2 -2 -3 -3 3 1 -2 1 -1 -2 -2 0 -3 -1 4

Ala Arg Asn Asp Cys GIn Glu Gly His lle Leu Lys Met Phe Pro Ser Thr Trp Tyr Val




BLAST (ang.: basic local alignmet search tool)
pozwala na wyszukiwanie w parach:
DNA:DNA (blastn)
biatko:biatko (blastp)
DNA ttumaczenie:biatko (blastx)
DNA ttumaczenie: DNA ttumaczenie (tblastx) ADOLTE
biatko: DNA ttumaczenie (tblastn) EBERLT
megablast
PSI-BLAST

wa

HL

KichL

Dla dopasowania dwdch sekwencji mozliwe jest
obliczenie parametru bedacego oceng jakosci
przyréwnania.

W przypadku dopasowania wielu sekwencji jest to
nie mozliwe!

Nie ma dopasowania idealnego | poprawnego.
Jest tylko dopasowanie optymalne .

Ocena jakosci dopasowania wielu sekwencji jest w
gestii badacza.

Czy kolejnosc wprowadzenia sekwencji w
dopasowaniu bedzie mie¢ znaczenia?




Im wiecej sekwencji tym wiekszy ,ciezar’ poprawnie
dopasowanych fragmentéw sekwencji.

Bez interwencji badacza automatyczna korekta

dopasowanie jest niezwykle trudna.
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SegA GARFIELD THE LAST FA-T CAT
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SeqgC GARFIELD THE VERY FAST CAT
SeqgD oo THE ==-=-- FA-T CAT
Vaccinia virus
: Cowpox virus
— Ancestral poxvirus
St Variola virus
-10,000 7 1796 1980 2012
- - - 1 1 ]




Gdy dtugosc gatezi drzewa odzwierciedla odlegtos¢
ewolucyjng badanych sekwencji, wtedy drzewo nazywamy
filogramem .

Kladogram natomiast pokazuje jedynie pokrewienstwa
miedzy badanymi taksonami.

Filogram Kladogram
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PPI: efekt centralizaciji

{iren

Representing protein-protein interactions: interacting domains

Interface

Interacting domains




Biologia strukturalne | interakcje

SAS
Docking I:Iloon;(;:;):y MS
g X-Ray FRET
Molecu!ar ) EPR Cryo-EM
Dynamics Threading NMR
PS—— Experiment

O DeepMind

Protein complex prediction with
AlphaFold-Multimer

High-throughput computation vs. High-resolution experiments
computational models are often not trusted by the experimental community




