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Celem projektu jest stworzenie programoéw komputerowych pozwalajacych na dokladniejsze
przewidywanie punktu izoelektrycznego (pl) biatek i peptydow (punkt izoelektryczny to warto$¢ pH przy
ktorym suma tadunkéw ujemnych i dodatnich biatka jest zrownowazona i catkowity tadunek czasteczki jest
neutralny). Parametr ten jest szeroko wykorzystywany w badaniach laboratoryjnych w celu identyfikacji
okreslonego biatka w mieszaninie celem jego dalszej analizy.

Precyzyjne przewidywanie punktu izoelektrycznego bedzie opierac si¢ na wykorzystaniu najnowszych
technik sztucznej inteligencji a konkretnie uzyta zostanie technologia firmy Google o nazwie Tensorflow,
ktéra jest szeroko stosowana w rozwigzywaniu ztozonych probleméw takich jak rozpoznawanie obrazéw czy
mowy. Nalezy podkresli¢, ze wlasnie ta klasa sztucznych sieci neuronowych (ang. deep learning) zostata
wykorzystana ostatnio do pokonania mistrzow szach, gry Go czy pokera, co jeszcze do niedawna byto poza
zasiggiem sztucznej inteligencji.

Punkt izoelektryczny jest obok masy czasteczkowej podstawowym parametrem dzigki ktoremu mozna
w latwy i tani sposob rozdzieli¢ mieszanine¢ biatek. Przyktadowo, w komorce cztowieka w zalezno$ci od jej
typu, ekspres;ji ulega okoto potowy biatek (ktorych jest okoto 20 tysiecy nie liczac izoform splicingowych) —
inne biatka aktywne sa w komodrce nerwowej a inne w komorce mig$niowej. Sktad bialek decyduje o tym co
dana komorka jest w stanie robi¢. W przypadku wigkszo$ci chorob genetycznych na poziomie molekularnym
dochodzi do zaburzenia w dziataniu pojedynczego biatka (rzadziej kilku biatek). W celu opracowania leku
nalezy zidentyfikowac i zanalizowa¢ konkretne biatko. Podobnie badajac dowolny proces biologiczny z duza
doza prawdopodobienstwa badacz bedzie zainteresowany badaniem okreslonego biatka lub jej grupy. W
kazdym z tych przypadkéw potrzebuje on jednorodnej probki z oczyszczonym biatkiem. W uproszczeniu
mozna wiec powiedzie¢, ze pierwszym etapem wielu analiz biologicznych jest izolacja konkretnego biatka ze
ztozonej mieszaniny lizatu komérkowego. W tym celu mozna wykorzysta¢ techniki takie jak elektroforeza
dwuwymiarowa w Zelu poliakrylamidowym (2D-PAGE) w ktorej rozdziela si¢ biatka w dwoch wymiarach ze
wzgledu na ich mase czasteczkowg i punkt izoelektryczny. W skrécie po natozeniu probki pod wptywem
dziatania pradu na zelu powstaje dwuwymiarowy obraz na ktorym odpowiednie plamy zawieraja czasteczki
biatek o okreslonej masie i fadunku. Na tym etapie mozna powiedzie¢, ze dany obszar zawiera biatka o masie
przyktadowo okoto 50 kDa i pl wynoszacym okoto 5,5. Teraz nalezy okresli¢ jakie biatka mogg posiadac takie
parametry i w tym konkretnym momencie wkracza do dziatania oprogramowanie do przewidywania punktu
izoelektrycznego. Obecnie programy tego typu pozwalaja przewidzie¢ wartos¢ pl z doktadnoscia do + 0,9
jednostki czyli tak naprawdg dla naszego przyktadowego biatka bedziemy musieli zatozy¢, ze dany fragment
zelu zawiera dowolne biatka o masie 45-55 kDa i pl 4,6-6,4. Niestety takich biatek moze by¢ kilkaset, moze
wiec sie okazaé, ze ciagle niezbedne bedzie uzycie innych, dokltadniejszych (ale i drozszych) metod
biochemicznych (np. spektrometria mas), aby upewni¢ si¢ co konkretnie zawiera dana probka. Jesli uda si¢
stworzy¢ lepszy program do przewidywania pl zawezi to zakres niepewnosci i liczba potencjalnych biatek
ktére znajduja si¢ w analizowanej probce zostanie ograniczona. W efekcie skroci to caty proces izolacji biatka.

Dodatkowo istnieje szereg innych technik molekularnych, ktore moga skorzysta¢ na znajomosci
teoretycznego punktu izoelektrycznego. Przyktadowo wspomniana spektrometria mas czgsto poprzedzona jest
frakcjonowaniem probki za pomocg pl (tzw. ogniskowanie izoelektryczne, IEF) w celu zmniejszenia
ztozonosci dalszej analizy. Inna technikg, w ktorej mozna wykorzystywa¢ znajomo$¢ pl jest krystalografia
rentgenowska biatek. Dysponujgc oczyszczonym biatkiem badacz musi zbada¢ dziatanie biatka, a najlepszym
tego sposobem jest okreslenie budowy tj. struktury biatka. W tym celu hoduje si¢ krysztaty biatka, ktore dzigki
regularnemu utozeniu identycznych czasteczek mozna wykorzysta¢ do zobrazowania wygladu biatka. Znajac
strukture bialka mozna wnioskowaé o sposobie jego dziatania lub w przypadku choroby zaproponowac
przyczyng dysfunkcji biatka. Niestety, nawet wysoko oczyszczona probka biatkowa nie zawsze krystalizuje.
Aby pobudzi¢ biatko do krystalizacji stosuje sie szereg zabiegdow umieszczajgc probke w ztozonych
mieszaninach zwigzkéw chemicznych. Na tym etapie manipuluje si¢ réznymi parametrami takimi jak sktad,
temperatura czy pH roztworu. Analiza tysiecy prob krystalizacji wykazata, ze w wigkszoS$ci przypadkow biatka
nie krystalizuja w pH réwnym ich punktowi izoelektrycznego, dlatego nalezy unikac takich roztworow. W
tym momencie doktadniejsze teoretyczne przewidywanie punktu izoelektrycznego jedynie z sekwencji
aminokwasowej moze okazac si¢ nieocenione. W przypadku wielu choréb wiemy jakie biatko jest kluczowe,
ale bez znajomosci jego struktury nie jesteSmy w stanie zaprojektowac¢ odpowiedniego leku. Otrzymanie
krysztalow biatka i w efekcie poznanie jego struktury czesto jest wynikiem wieloletnich prob obarczonych
milionowymi kosztami. Doktadniejsza znajomo$¢ punktu izoelektrycznego pomoze skrocic ten proces.

Podsumowujac, prezentowany projekt pozwoli na stworzenie programéw i baz danych celem
precyzyjniejszego okreslenia punktu izoelektrycznego. Ulatwi to analize danych z calego szeregu metod
biochemicznych stosowanych w praktycznie kazdym laboratorium (juz w tej chwili z wysoce uproszczonego
prototypu proponowanej metody skorzystato ponad 100 tys. badaczy z catego $wiata; http://isoelectric.org).
Posrednio pozwoli to na szybszg i tanszg analiz¢ budowy i funkcji bialek zwigzanych miedzy innymi z
chorobami genetycznymi, neurodegeneracyjnymi (Alzheimer, Parkinson) czy nowotworowymi.




