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1. Wstep

Kwas rybonukleinowy (RNA) wystepuje we wszystkich organizmach. RNA przez dtugi
czas byl postrzegany jako posrednik pomiedzy przechowujacym informacje genetyczng
kwasem deoksyrybonukleinowym (DNA) aaktywnymi biologicznie biatkami. Poglad ten
zmienit si¢ wraz z odkryciem katalitycznych wtasciwosci RNA przez S. Altmana (Guerrier-
Takada, iwsp., 1983) i T. Cecha (Kruger, i wsp., 1982), zaco obaj naukowcy otrzymali
nagrod¢ Nobla w dziedzinie chemii w 1989 roku. RNA jest obecnie uwazany za jedyna
czasteczke, ktora moze zardwno przechowywacé informacj¢ genetyczng oraz ma potencjat
katalityczny (Westhof and Auffinger, 2000) (DNAzymy, czasteczki DNA o wiasciwosciach
katalitycznych, pochodza zselekcji invitro inie =zostaly zaobserwowane w naturze
(Mastroyiannopoulos, i wsp., 2010)). Twierdzenie to pozwolito rozwigza¢ spér 0 poczatki
zycia na Ziemi: co bylo pierwsze — DNA czy biatko, kura czy jajko (Rycina 1). Biatka sg
doskonatymi katalizatorami, jednak nie posiadaja pamigci biologicznej i1 potrzebuja DNA.
DNA przechowuje informacj¢ genetyczng, jednak nie jest w stanie katalizowaé reakcji
I aby si¢ powieli¢ potrzebuje biatek. RNA robi obie te rzeczy, cho¢ wiele z jego funkcji

zostato w toku ewolucji zastapionych przez DNA 1 biatka.
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Rycina 1. Dylemat pochodzenia zycia na Ziemi (co byto pierwsze: DNA czy biatko?) i jego rozwigzanie — teoria $wiata RNA.



RNA to nie tylko ,,skamienielina” pozostata po dawnym $wiecie RNA. Nizsze organizmy,
takie jak Ceanorhabditis elegans maja poréwnywalng do cztowieka ilos¢ genow kodujacych
biatko, jednak genom ludzki jest 30 razy wickszy. Sugeruje to, ze cze$¢ genomu niekodujaca
biatka ma decydujace znaczenie dla olbrzymiej ztozonosci wyzszych eukariotow.
P.P.Pandolfi iwsp. (Salmena, iwsp.,, 2011) zaproponowali niedawno hipoteze
0 wspotzawodniczacych endogennych RNA (;,competing endogenous RNA hypothesis”,
,,CERNA hypothesis ), wedtug ktorej kodujace i niekodujace RNA komunikujg si¢ wzajemnie
poprzez miejsca wigzania mikroRNA. Czasteczki RNA, konkurujac ze sobg o zasoby
mMiRNA, tworzg sie¢ regulatorowg na skale calego transkryptomu, €O moze czeSciowo
wyjasnia¢ korelacje miedzy wielkoscia genomu i ztozono$cig organizmu. O tym, ze
niekodujgce RNA to nie tylko pozostatos¢ po swiecie RNA §wiadczg tez wazne funkcjonalnie

ustrukturyzowane czgsteczki petnigce role katalityczne i regulatorowe.

Przeprowadzanie reakcji katalitycznych wymaga precyzyjnego utozenia atomow
w przestrzeni, z tego powodu czasteczki RNA posiadaja doktadnie zdefiniowang strukture
przestrzenng (Westhof and Auffinger, 2000) (rozdziat 1.1). Znajomo$¢ struktury i jej zwigzek
z funkcja pozwalaja wnioskowa¢ 0 mechanizmie dziatania rybozymoéw i regulatorowych
RNA (Hoogstraten and Sumita, 2007). Zastosowanie czasteczek RNA ma duzy potencjat
w medycynie iinnych naukach (np. (Erdmann, iwsp., 2006), (Wheeler, iwsp., 2009)).
Sa prowadzone badania nad ich wykorzystaniem w terapii chorob zwyrodnieniowych,
wirusowych, bakteryjnych oraz nowotworowych (rozdziat 1.2). Praktyczne uzycie
ustrukturalizowanych czasteczek RNA czesto wymaga znajomosci ich struktury,
jako ze ta jest $cisle powigzana z funkcja. Liczba znanych struktur RNA zwieksza sig, jednak
doswiadczalne wyznaczanie struktury pozostaje procedurg czasochtonng i kosztowna,
uzalezniong od specjalistycznego sprzetu. Alternatywa sa powstajace metody in silico
(rozdziat 1.3). Praca niniejsza przedstawia program ModeRNA, ktory pozwala
na komputerowe przewidywanie struktury trzeciorzgdowej RNA, opierajac si¢ na strukturze
spokrewnionej czasteczki szablonu i przyrownaniu sekwencji czasteczki przewidywanej

i szablonu.



1.1. Budowa i funkcja RNA

RNA to liniowy polimer zbudowany zreszt rybonukleotydowych potaczonych
wigzaniami fosfodiestrowymi. Rybonukleotydy sktadajg si¢ z pigecioweglowego cukru rybozy,
jednej z czterech zasad azotowych (adeniny, guaniny, cytozyny lub uracylu) oraz kwasu
fosforowego. Pod wzgledem swojej budowy chemicznej RNA przypomina czasteczke DNA.
W odroznieniu od DNA, monomery wystepujace w RNA tworza skomplikowang sie¢
oddziatywan, powodujac, ze RNA manie tylko strukture pierwszorzedowa (sekwencja),
ale rowniez moze tworzy¢ strukture drugo-, trzecio- iczwartorzedows. Pod wzgledem
budowy przestrzennej RNA jest wigc bardziej zblizone do biatlek. Ponadto reszty
rybonukleotydowe w RNA, podobnie jak reszty aminokwasowe w biatkach, podlegaja
potranskrypcynjnym  (odpowiednio potranslacyjnym) modyfikacjom, ktore sa wazne
dla struktury i funkcji czasteczki. Analogia do biatek dotyczy rowniez funkcji. RNA oprocz
swojej roli w biosyntezie bialek jest katalizatorem reakcji chemicznych oraz reguluje

ekspresje genow.

1.1.1. Struktura pierwszorzedowa

Kwas rybonukleinowy jest ujemnie natadowanym polimerem ztozonym z czterech
typow monomeréw potgczonych wigzaniem fosfodiestrowym. Pojedynczy monomer jest
zbudowany z ufosforylowanego pierScienia rybozy (identycznego we wszystkich
rybonukleotydach), do ktérego przylaczona jest poprzez wigzanie N-glikozydowe jedna
z czterech zasad azotowych. W RNA wystepuja zasady purynowe, czyli adenina i guanina,
oraz pirymidynowe, czyli cytozyna iuracyl (Rycina 2). Pierwszy poziom organizacji
czasteczki RNA to sekwencja zasad przytaczonych do szkieletu cukrowo-fosforanowego.
Pod wzgledem budowy chemicznej RNA przypomina DNA, rézni si¢ tylko w dwoch
aspektach: w DNA zamiast uracylu wystepuje tymina, ktora posiada dodatkowa grupe
metylowa przy weglu C5. Druga zmiana to obecnos$¢ grupy 2’-hydroksylowej w pierscieniu
cukrowym. Te dwie niewielkie réznice chemiczne powodujg duze rdznice w Strukturze
i funkcji pomigdzy tymi molekutami. W odr6znieniu od DNA, a podobnie do biatek, tancuch
RNA moze zwija¢ si¢ w skomplikowang strukture przestrzenng (Westhof and Auffinger,
2000).
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Rycina 2. Reszty nukleotydow budujace RNA: A) fosforan 5’-adenozyny; B) fosforan 5’-guanozyny; C) fosforan 5’-cytydyny;
D) fosforan 5’-urydyny. Zaznaczone krawedzie wskazuja potencjalne miejsca oddzialywan z innymi resztami. W lewym dolnym rogu

znajduje si¢ informacja o pochodzeniu kazdej z reszt (identyfikator reszty i struktury).

1.1.2. Oddzialywania pomiedzy zasadami

W tworzenie struktury wyzszego rzedu (drugo- i trzeciorzedowej) zaangazowane sg
oddziatywania warstwowe oraz wigzania wodorowe (Rycina 3). Oddziatywania warstwowe
pomiedzy zasadami kwasow nukleinowych stabilizujg strukture podwojnej helisy. Moga
réwniez wystgpowaé pomiedzy catymi helisami, gdyte oddzielone sa po jednej stronie
regionem niesparowanym (koosiowe oddzialywanie warstwowe miedzy helisami). Powstaja
one w wyniku dziatania sit dyspersyjnych Londona, oddzialywania miedzy tadunkami

czastkowymi pierscieni zasad, oraz sit hydrofobowych w rozpuszczalniku (Holbrook, 2008).
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Rycina 3. Oddzialywania pomigdzy zasadami w RNA: A) oddzialywanic warstwowe; B) parowanie kanoniczne typu Watsona-Cricka;
C) parowanie niekanoniczne (czerwone linie) w motywie A-minor.

W tworzenie struktury wyzszego rzedu zaangazowane sa roOwniez wigzania wodorowe
pomiedzy zasadami. Sg one tworzone przez donory protonu i akceptory protonu wystepujace
w zasadach azotowych oraz rybozie. Na podstawie lokalizacji potencjalnych donoréw
I akceptorow w kazdej zasadzie, wyznaczone zostaly trzy krawedzie, przez ktore moze zostaé
utworzone oddziatywanie zinng zasadg (Leontis and Westhof, 1998). W stabilizacji
podwojnej helisy uczestnicza pary zasad AU oraz GC oddzialujace krawedziami
Watsona-Cricka. Na poziomie atomowym pary te zaobserwowane zostaty w strukturach
krystalicznych w 1976 roku (Rosenberg, i wsp., 1976; Seeman, i wsp., 1976). W tworzeniu
podwojnej helisy uczestniczy takze tzw.chwiejna para (wobble pair) pomiedzy guaning
i uracylem, jest to oddziatywanie krawedziami Watsona-Cricka. Typowa dla RNA jest
helisa A (Westhof and Auffinger, 2000), cho¢ pod pewnymi warunkami RNA moze
takze tworzy¢ inne typy helisy (np. helis¢ Z w roztworze 6M NaClO4) (Adamiak, iwsp.,
2009; Popenda, i wsp., 2004).

W strukturze RNA oprocz oddziatywan Watsona-Cricka wystepuja rowniez
oddziatywania innego typu, w ktére zaangazowane sg inne krawedzie. Tworza one motywy
posredniczace w dalekozasiggowych oddziatywaniach RNA-RNA, oraz miejsca wigzania

dla biatek i ligandow (Leontis, i wsp., 2002). Trzy potencjalne miejsca tworzenia wigzan



wodorowych kazdej zasady to krawedz Watsona-Cricka, krawedz Hoogsteena ikrawedz
cukrowa (Rycina 2). Oddziatujace ze soba zasady moga si¢ tez rozni¢ orientacja wigzania
glikozydowego w stosunku do oddziatywania wodorowego. Wyr6zni¢ mozna konformacje Cis
(wigzania glikozydowe sg zorientowane po tej samej stronie wigzania wodorowego) i trans
(wigzania glikozydowe znajdujg si¢ po przeciwnej stronie wigzania wodorowego). Rodzaje
krawedzi oraz potozenie wigzania glikozydowego staty si¢ podstawa klasyfikacji par zasad,
ktora opisuje dwanascie mozliwych typow oddziatywan (Leontis, i wsp., 2002). Wszystkie
Znich zaobserwowane zostaly w strukturach rozwigzanych doswiadczalnie, przyktad

oddziatywania innego typu niz Watsona-Cricka przedstawia Rycina 3 C.

Oddzialtywania wodorowe moga by¢ réwniez tworzone pomigdzy zasadami
i cukrowo-fosforanowym szkieletem czgsteczki. Zaobserwowane zostaly oddzialywania
prostopadte  pomiedzy zasadami  oraz oddzialywania  rybonukleotydow,  w ktore
zaangazowany jest wylacznie pier§cien rybozy z jednej lub obu reszt (Leontis, i wsp., 2002).
Jako akceptory wigzan wodorowych wykorzystywane moga by¢ atomy OP1, OP2, O2’, O3/,
O4' lub OS5’ szkieletu cukrowo-fosforanowego czasteczki, ajako donory np.ugrupowanie
2'0OH (Ulyanov and James, 2010).

1.1.3. Struktura drugorzedowa

Opisane oddzialywania odpowiadajg za strukture drugorzedowa i trzeciorzedowa
czasteczki RNA. Strukture drugorzedowa mozna zdefiniowac¢ jako regiony podwojnej helisy
utworzone przez pary zasad typu Watson-Crick, polaczone przez regiony niesparowane.
Element laczacy konce helisy - koniec 3’ jednej nici z konicem 5' drugiej nici, to petla
terminalna spinki do wlosow. Dwa regiony jednoniciowe, lgczace dwa segmenty podwajnej
helisy, tworza petle wewnetrzna, a w przypadku gdy region niesparowany wystepuje tylko po
jednej stronie okresla si¢ go jako wybrzuszenie. Potaczone trzy lub wigcej segmenty
dwuniciowe tworzg ztacze (Holbrook, 2008). Przyktady elementéw drugorzedowych,
zaczerpnigte z rozwigzanych do$wiadczalnie struktur zdeponowanych w bazie PDB (Protein

Data Bank), przedstawione zostaty na Rycina 4.
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Rycina 4. Podstawowe typy motywow drugorzedowych na przykladzie struktur RNA: A) operatora translacji 2QUX (Chao, i wsp., 2008);
B) pseudowezta z mRNA ro$linnego luteowirusa 2AP5 (Cornish, i wsp., 2006); C) SRP19 archeowca Methanococcus jannaschii (Hainzl,
i wsp., 2002) (struktura drugorzgdowa na podstawie (Laing and Schlick, 2010)).

1.1.4. Struktura trzeciorzedowa

Kolejny poziom organizacji RNA to struktura trzeciorzedowa, ktora jest centralnym
elementem zainteresowania tej pracy. Jest to uktad przestrzenny tworzony przez oddziatujace
ze sobg elementy drugorzedowe. Pierwsza poznana na poziomie atomowym struktura —
drozdzowe tRNA™, zostata rozwigzana w 1974 roku (Kim, i wsp., 1974) (Robertus, i wsp.,
1974), apierwsza strukturg katalitycznego RNA, rybozymu typu ,glowy milotka”,
opublikowano w 1994 roku (Pley, i wsp., 1994). Dzi¢ki znajomosci struktury mozliwe byto
zaproponowanie mechanizmu reakcji katalitycznej (Scott, i wsp., 1995). Funkcja czasteczKi
jest bowiem powigzana z przyjmowang przez nig strukturg. Rosngca liczba znanych
czasteczek RNA zdeponowanych w bazie PDB, pozwala na odkrywanie takich zaleznosci

(Hoogstraten and Sumita, 2007). Struktura przestrzenna rybozymu typu ,,glowy miotka”
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(Rycina 5A) oraz trzech innych czgsteczek RNA posiadajgcych funkcje katalityczng
lub regulatorowa zostaly przedstawione ponizej (Rycina 5). Ryboprzetacznik guaninowy
przedstawiony wczesci B ryciny posiada wiecej niz jedng aktywnag funkcjonalnie

konformacje, podobnie jak inne ryboprzetaczniki (Montange and Batey, 2008).

A rybozym typu "gtowa mtotka" B ryboprzetgcznik guaninowy
20EU 3FO6

C intron grupy | (domena P4-P6) D rybonukleinowa czes¢ RNazy P
1GID 3Q1Q

Rycina 5. Przyktady funkcjonalnych RNA posiadajacych stabilng strukture trzeciorzgdowa: A) rybozym typu ,.glowa miotka” (kod PDB:
20EU) (Martick, i wsp., 2008); B) ryboprzetacznik guaninowy (kod PDB: 3FO6) (Gilbert, i wsp., 2009); C) domena P4-P6 intronu grupy |
(kod PDB: 1GID) (Cate, i wsp., 1996); D) rybonukleaza P (kod PDB: 3Q1Q) (Reiter, i wsp., 2010).



1.1.5. Proces zwijania si¢ RNA

Stabilnos¢ izwijanie struktury trzeciorzedowej zalezag 0d obecnosci jedno
i dwudodatnich jonow (przede wszystkim K* i Mg?). Kationy pozwalaja na zwijanie
czasteczki redukujac odpychanie pomiedzy negatywnie natadowanymi fosforanami
oraz stabilizujgc ~ oddzialywania  trzeciorzegdowe, uczestniczag takze  w reakcjach
przeprowadzanych przez niektore rybozymy (Donghi and Schnabl, 2011). Innym czynnikiem
podczas zwijania si¢ struktury jest predkos$¢ transkrypcji. Jest ona modulowana predkoscia
elongacji oraz zaleznymi od sekwencji przystani¢gciami polimerazy RNA. Proces zwijania si¢
rozpoczyna si¢ natychmiast, gdy ulegajgca transkrypcji ni¢ osiggnie dlugos¢ pozwalajaca
na parowanie zasad. Regiony ulegajace transkrypcji wcze$niej mogag si¢ zatem zwijaé
faworyzujac lokalnie stabilng struktur¢ i wspolzawodniczac z bardziej stabilng strukturg
globalng, ktora powstataby z dluzszego transkryptu. Przerwy w transkrypcji pozwalaja
na utworzenie mniej stabilnej struktury tymczasowej, ktéra pozwoli pdzniej na zwinigcie si¢

czasteczki w funkcjonalng strukturg natywna (Cruz and Westhof, 2009).

1.1.6. Potranskrypcyjne modyfikacje rybonukleotydéw

Proces zwijania si¢, stabilno$¢ struktury oraz funkcja RNA moze zaleze¢ réwniez
od obecnosci modyfikowanych reszt nukleotydow w czasteczce. Sa one powszechne w wielu
rodzajach RNA (tRNA, rRNA, mRNA, snRNA i innych) (Grosjean, 2009). Znanych jest
ponad sto typow modyfikacji. Jedng z najlepiej zbadanych pod tym katem czasteczek jest
tRNA, ktorego modyfikacje na niektorych pozycjach sg silnie konserwowane (Motorin and
Helm, 2010) (Rycina 6). Przyktadowo dihydrourydyny obecne w petli D destabilizuja
konformacje C3'-endo rybozy modyfikowanego nukleotydu oraz nukleotydéw sasiadujacych
z nim na koncu 5, dzigki czemu petla ta jest gigtka i moze oddziatywac z petla T (Dalluge,
i wsp., 1996). Powstajgce w ten sposob oddziatywania trzeciorzedowe stabilizujag modyfikacje
wystepujace w petli T niezbedne dla uzyskania typowe;j struktury trzeciorzedowej w ksztalcie
litery L. Silnie konserwowane modyfikacje w petli antykodonowej ograniczaja jej dynamike
I zwigkszaja doktadnos$¢ wigzania kodonu (Agris, 2008). Konserwowane modyfikacje petli D,
T iantykodonowej zostaly przedstawione na przykladzie struktury drozdzowego tRNAP™
(Rycina 6). Owaznej roli modyfikacji moze tez Swiadczy¢ przyktad ludzkiego
mitochondrialnego tRNA™*: Niemodyfikowana czasteczka uzyskuje strukture drugorzedowa

spinki. Dopiero metylacja adeniny w pozycji dziewiatej (m'A), powstajaca na etapie



wczesnego dojrzewania, powoduje przesunigcie rOwnowagi w strong typowej struktury li§cia
koniczyny (Motorin and Helm, 2010).

A struktura drugorzedowa tRNA B struktura trzeciorzedowa tRNA
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Rycina 6. Modyfikowane nukleotydy wystepujace w tRNA na przykladzie struktury 1EHZ: A)rozmieszczenie modyfikowanych
nukleotydow  w strukturze —drugorzgdowej; B) rozmieszczenie modyfikowanych nukleotydow w  strukturze trzeciorzgdoweyj;
C-E) konformacja fragmentow struktury zawierajacych najbardziej konserwowane modyfikacje;

modyfikowanych nukleotydow. Na podstawie (Rother, i wsp., 2011).

F-1) struktury  pojedynczych
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1.1.7. Podobienstwa RNA i bialka

RNA zwija si¢ spontanicznie w natywng struktur¢ przestrzenng dzigki informacji
zakodowanej w sekwencji  zlozonej z czterech podstawowych rodzajow elementow
(rybonukleotydow) rozszerzonych o potranskrypcyjne modyfikacje. W strukturze wyrdznié
mozna hierarchi¢ — kilka rzedéw ztozono$ci. Pod tymi wzgledami RNA bardzo przypomina
biatka, ktére réwniez sa zbudowane z ograniczonej liczby elementéw (aminokwasow),
mogacych ulega¢ potranslacyjnej modyfikacji. Podobnie jak RNA wigkszos¢ czasteczek
biatka zwija si¢ spontanicznie, aich struktura ma charakter hierarchiczny (Rycina 7).
Podstawowg roznicg miedzy czasteczkami RNA i biatka jest calkowicie odmienna budowa
ich elementow sktadowych (aminokwasow i rybonukleotydow). Ponadto struktura
drugorzedowa biatka utrzymywana jest przez wigzania wodorowe migdzy elementami
tancucha gtéwnego, podczas gdy w RNA wigzania wodorowe tworzg si¢ przez oddzialujace
ze sobg zasady (,,tancuchy boczne”). Proces zwijania si¢ czasteczki jest wywotany przez inne
zjawiska: W przypadku RNA jest to neutralizacja negatywnych tadunkéw grup
fosforanowych, podczas gdy w biatkach grupy boczne hydrofobowych reszt
aminokwasowych zagrzebywane sa wewnatrz struktury i chronione przed rozpuszczalnikiem.
Skutkuje to innym ksztaltem obu czasteczek. Biatka majg architekture sferyczng (poza
niektorymi biatkami przezblonowymi i widknami np. kolagenem i miozyng), a RNA, ktorego
hydrofobowe pierscienie zasad chronione sg przed rozpuszczalnikiem we wnetrzu podwodjnej
helisy, maja ksztalt bardziej sptaszczony. Tworza ,,spodki” o grubosci odpowiadajacej
srednicy pojedynczej helisy lub grubszej dla duzych czasteczek (np. 16S rRNA ma trzykrotng
grubo$¢ helisy) (Holbrook, 2008). W obu przypadkach mozna jednak powiedziec,
Ze procesem zwijania si¢ rzadza te same prawa fizyko-chemiczne, a struktura czasteczki

zapewnia szkielet dla jej biologicznej funkcji.
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Rycina 7. Hierarchiczna budowa RNA i biatek, na podstawie (Rother, i wsp., 2011).

domena domena domena

wigzaca katalityczna redagujaca

syntetazy aminoacylo-tRNA w kompleksie
z tRNA izoleucynowym (kod PDB 1FFY)
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1.1.8. Funkcje RNA

Podobnie jak biatka czasteczki RNA moga mie¢ aktywnos$¢ katalityczng.
Przyspieszaja reakcje nawet 10* razy, jak w przypadku intronéw grupy | (Wilson and Lilley,
2009). Sa wyposazone w rozne strategie Katalityczne, oparte na transferze protonow,
lub wykorzystaniu ~ jonéw  metali.  Samodzielnie lubtez  wspdlnie  z biatkami
(rybonukleoproteiny, RNP) przeprowadzaja reakcje hydrolizy, transestryfikacji czy syntezy
wigzania peptydowego (Wilson and Lilley, 2009) (Hoogstraten and Sumita, 2007).
RNA ma réwniez funkcje regulatorowe sprawowane np. przez mikroRNA
czy ryboprzetaczniki. Przyktady funkcjonalnych, ustrukturalizowanych RNA
przedstawia Tabela 1. Naturalnie wystgpujace rybozymy i czasteczki regulatorowe moga
zosta¢ zmodyfikowane przez inzynieri¢ genetyczng i zostaé wykorzystane do badan
biotechnologicznych i nanotechnologicznych czy w terapii chordb réznego pochodzenia

(wirusowych, bakteryjnych, zwyrodnieniowych i nowotworowych) (rozdziat 1.2).

Tabela 1. Przyktady czasteczek RNA petniacych funkcje katalityczne i/lub regulatorowe.

Czasteczka Opis

Zostat znaleziony w sensownej nici satelitarnego RNA wirusa mozaiki
tytoniowej. Kowalencyjnie zamknigty kotowy RNA satelitarny
jest substratem dla polimerazy gospodarza. Podczas replikacji powstaje
komplementarna forma liniowa, ktéra zawiera wiele kopii kolowego
RNA. Funkcja rybozymu typu ,glowa mlotka” jest rozcigcie
poszczegolnych kopii, oraz prawdopodobnie ich dalsza ligacja w forme
kotowa (Scott, i wsp., 2009).

Rybozym typu
»Zlowa miotka”

Czasteczki  ztej  grupy  wystepuja  wwielu  organizmach,
m. in. w glonach, porostach, grzybach oraz u niektorych bakterii.
Nie sg niezbedne do funkcjonowania komorki. Sa samolubnymi
elementami  genetycznymi, ktorych strategia przetrwania jest
,wklejanie si¢” do roznych gendéw, jednoczesnie nie bedac szkodliwym
dzigki umiejetnosci samowycinania si¢ poprzez przeprowadzanie
dwustopniowej  reakcji  transestryfikacji  z uzyciem  guanozyny
jako kofaktora (Vicens and Cech, 2006).

Intron grupy |

Elementy  regulatorowe  wystepujace  najczeSciej  w regionach
niepodlegajacych translacji na koncu 5’ (5’-UTR) bakteryjnego mRNA.
Ryboprzelaczniki | Reaguja bezposrednio z metabolitami komorkowymi, co wptywa
na ekspresje  regionu kodujacego poprzez zmiange w Strukturze
drugorzgdowej ryboprzetacznika (Garst, i wsp., 2011).

Kompleks rybonukleoproteinowy Kkatalizujacy dojrzewanie konca 5’
RNaza P prekursorowego tRNA we wszystkich organizmach. Sktada si¢ z P RNA
oraz przynajmniej  jednej  podjednostki  bialkowej,  niezbednej
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do aktywnosci czgsteczki in vivo. Podczas gdy RNA jest odpowiedzialny
za kataliz¢ reakcji odcigcia sekwencji na koncu 5’ pre-tRNA, biatko
stabilizuje struktur¢ rybonukleazy oraz zwigksza jej powinowactwo
do substratu i jonow (Smith, i wsp., 2007).

Kompleks rybonukleoproteinowy katalizujacy dodawanie powtorzonych
sekwencji  telomerowych nakoncu 3’ chromosomu odgrywajac
przez to decydujaca role w utrzymywaniu  stabilno$ci  genomu.
Komponent RNA telomerazy nie tylko zapewnia szablon do syntezy
telomerowego DNA, ale jest niezbgdny dla jej funkcji katalitycznej,
akumulacji, lokalizacji i sktadania catego kompleksu (Zhang, i wsp.).

Telomeraza

Rybonukleoproteina  odpowiedzialna  za thtumaczenie  informacji
genetycznej zakodowanej w mRNA do biatka. Sktada si¢ z dwodch
podjednostek — duzej imatej. Kazda znich zawiera rRNA
oraz kilkadziesigt biatek. Miejsce aktywne katalizuje tworzenie wigzania
Rybosom peptydowego. Tworzone jest ono catkowicie przez RNA duzej
podjednostki, a najblizsze aminokwasy znajdujg sic w promieniu 18 A.
Mata podjednostka odpowiedzialna jest za poprawne odczytywanie
kodu. Sprawdzana jest tu zgodnos¢ miedzy antykodonem tRNA
i kodonem mRNA (Simonovic and Steitz, 2009).

Jest jednym z najwigkszych i najbardziej skomplikowanych kompleksow
w komoérce. Odpowiada za wycinanie intronéow  z pre-mRNA.
U cztowieka jest zbudowany ze 150 podjednostek biatkowych
oraz pieciu czasteczek snRNA. Podjednostka U6 zawiera sekwencje
podobng do sekwencji miejsca aktywnego intronu grupy II. Obecno$¢
domeny ,,H-like” w biatkach spliceosomu moze §wiadczy¢ o tym, ze one
rowniez sg zaangazowane W tworzenie miejsca aktywnego (Valadkhan,
2010).

Spliceosom

1.2. RNA w nauce i medycynie

Wiasciwosci RNA sg  wykorzystywane praktycznie w nanotechnologii, biologii
i medycynie. Ze wzglgedu na hierarchiczne i modularne wlasciwosci struktury RNA jest on
doskonalym obiektem do badan nad samoorganizowaniem si¢ materii i tworzenia
nanouktadow o $cisle kontrolowanej geometrii. RNA 0 wlasciwosciach katalitycznych sg
wykorzystywane rowniez do tworzenia bibliotek pozwalajacych na odkrywanie funkcji
nowych gendéw. Katalityczne RNA majg wiele zastosowan w medycynie, podobnie jak
antysensowne oligonukleotydy oraz RNA interferencyjne (RNAI) (np. (Purzycka and
Adamiak, 2008)). Pozwalaja na wyciszenie lub naprawe nietypowej ekspresji endogennych
genow, ktora jest przyczyna wielu chordéb zwyrodnieniowych (np. dystrofii mig$niowe;).
Zastosowane moga tu by¢ rybozymy tngce wybrane sekwencje (np. rybozym typu ,,glowy
miotka”) lub pozwalajace wymieni¢ fragment sekwencji mRNA (np. intron grupy I).

W terapii przeciwnowotworowej RNA daja potencjalng mozliwo$¢ zastosowania przeciwko
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réznego rodzaju rakom i przede wszystkim zmniejszenia toksycznosci leczenia, a wigc
zminimalizowania efektow ubocznych, ktore w klasycznych terapiach sg czesto bardzo
szkodliwe. Katalityczne RNA umozliwiajg rowniez walke z infekcjami  wirusowymi.
Przyktadowo prowadzone sg proby kliniczne w zastosowaniu rybozymu typu ,,gtowa mtotka”
przeciwko wirusowi HIV-1. Ryboprzetaczniki, ktére podobnie jak rybozymy majg
skomplikowang strukture przestrzenna, Sg atrakcyjnym celem w terapiach przeciw szczepom
bakterii opornym na antybiotyki, reguluja one, bowiem wiele kluczowych proceséw
zyciowych organizmow bakteryjnych. Ponizej omowione sg konkretne przyktady

praktycznego zastosowania ustrukturalizowanych RNA.

1.2.1. Ryboprzelaczniki w leczeniu choréb bakteryjnych

Bakterie zamieszkuja rozne nisze 1is3 narazone naciagle zmiany $rodowiska.
Jako organizmy o wysokich zdolnosciach adaptacyjnych rozwingty liczne mechanizmy
sensorowe w celu ekspresji odpowiednich genéw w odpowiedzi na dane S$rodowisko,
co pozwala na oszczegdzanie energii. Wsrdd réznorodnych mechanizmow regulujacych
ekspresje genow bakterie wykorzystuja RNA zaréwno, jako elementy trans, ktore oddziatuja
z docelowym mRNA przez parowanie zasad, jak ielementy cis, m.in. ryboprzetaczniki
wystepujace w czasteczce mRNA, ktora podlega regulacji. W ten sposéb moga by¢
regulowane m. in. geny odpowiadajace za wirulencjg. Jest to szczegdlnie wazne dla wielu
bakteryjnych patogenow, ktore staja si¢ wirulentne w odpowiedzi na sygnal gospodarza,
aby unikng¢ jego systemu odpornosci (Geissmann, iwsp., 2006). Przyktadowo
ryboprzetacznik  guaninowy jest kluczowy dla zjadliwosci  gronkowca zlocistego

(Staphylococcus aureus) w komorkach ssakow (Mulhbacher, i wsp., 2010).

Ryboprzetaczniki  wystgpuja  glownie  w niepodlegajacych  translacji ~ regionach
bakteryjnego mRNA. Sg zbudowane z dwoch domen: aptameru i platformy ekspresyjne;.
Aptamer rozpoznaje specyficzny ligand, natomiast platforma ekspresyjna kontroluje ekspresje
genu poprzez przyjecie jednej z dwoch wzajemnie si¢ wykluczajacych konformacji zaleznych
od oddziatywania z ligandem. Ryboprzelaczniki stanowiag nowe rozwigzanie dla terapii
przeciw szczepom bakterii opornych na antybiotyki. Moga zosta¢ wykorzystane jako cele
W terapii, gdzie antagonistyczny ligand wuniemozliwia ekspresj¢ genu zwigzanego
Z ryboprzetacznikiem. Obecnie prowadzone sg badania nad wykorzystaniem w rozwoju lekow
przeciwbakteryjnych, miedzy innymi: ryboprzelacznika tiaminopirofosforanowego (TPP)

(negatywnie reguluje ekspresje biatek zaangazowanych w biosynteze i transport tiaminy),
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ryboprzetgcznika lizynowego (bierze udzial w regulacji syntezy i transportu lizyny),
ryboprzetacznika FMN  (odpowiedzialny  za ekspresje  genu LacZ) i ryboprzetacznika
guaninowego (reguluje synteze i transport puryn) (Mulhbacher, i wsp., 2010).

1.2.2. Rybozymy wykorzystywane w medycynie

Istnieje rowniez wiele opublikowanych prac o terapeutycznym wykorzystaniu RNA
katalitycznych. Szczegdétowo scharakteryzowane zostaly: rybozym typu ,,glowa miotka”,
rybozym spinki do wtosow, intron grupy I, cze$¢ rybonukleinowa rybonukleazy P i rybozym
wirusa zapalenia watroby typu D (rybozym HDV). Grupa tych pigciu, wystepujacych
naturalnie rybozymow, jest najczesciej uzywana jako podstawa do projektowania rybozymow
modyfikowanych o dziataniu terapeutycznym. Najpopularniejszy z nich to rybozym typu
»gtowa miotka”, ktory jest najmniejszym i najlepiej poznanym RNA Kkatalitycznym.
Jego nazwa jest zwigzana z charakterystycznym ksztattem struktury drugorzgedowej. Zostal
odkryty w infekcyjnym satelitarnym RNA roslinnym. Aktywno$¢ wewnatrzczasteczkowego
ciecia, ktorg posiada tenrybozym, jest konieczna do replikacji czasteczki wirusoidu.
Rybozymy typu ,,gtowy mlotka” sg modyfikowane genetycznie tak, ze moga cigé¢ dowolnie
wybrany RNA poprzez migdzyczasteczkowy atak trans w obecnosci jonow Mg”'.
Taka modyfikacja zostala osiggnigta przez zmiang ramienia odpowiedzialnego
zarozpoznawanie substratu. Cigcie substratu nastgpuje zaraz po sekwencji NUX (gdzie N

oznacza dowolng zasade, a X to A, C lub U) w docelowej czasteczce (Kalota, i wsp., 2006).

1.2.3. Rybozymy w terapii antywirusowej

Rybozym typu ,glowy milotka” zostal wykorzystany migdzy innymi w terapii
przeciwko wirusowi HIV-1. Wirus ten rozpoznaje glikoproteing CD4 jako gléwny receptor
oraz uzywa glikoprotein CXCR4 lub CCRS5 jako receptora pomocniczego przy infekowaniu
komorki. Glikoproteiny CD4 oraz CXCR4 sa niezbedne dla komoérki, jednak obecno$é
glikoproteiny CCR5 nie jest konieczna. Prowadzone sa badania nad wyciszeniem genu
glikoproteiny CCRS przy uzyciu Kilku rybozyméw typu ,,glowa mtotka” RZ1-7, ktorych
celem jest siedem niepowtarzalnych miejsc w ludzkim mRNA genu glikoproteiny CCR5.
Podczas dwumiesiecznego doswiadczenia uzycie rybozymu spowodowato prawie catkowite
zahamowanie replikacji odmiany R5 wirusa HIV-1. Inny rodzaj rybozymu typu ,.glowy
miotka” (OZ1) byt tez testowany w celu zastgpienia terapii HAART (wysoko aktywna terapia
przeciwretrowirusowa), ktora jest czesto toksyczna imoze prowadzi¢ do niekorzystnych

oddzialywan z innymi lekami oraz powstawania opornych szczepow wirusa HIV. Druga faza
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testow terapii genowej, bazujacej narybozymie OZ1, przeprowadzona nagrupie 74
pacjentdow, zakonczyta si¢ pozytywnie sugerujac, ze rOwniez ten rybozym moze zostaé uzyty

w terapii przeciwko wirusowi HIV-1 (Mulhbacher, i wsp., 2010).

1.2.4. Rybozymy w terapii antynowotworowej

W zwalczaniu nowotworéw katalityczne RNA sg atrakcyjnymi kandydatami na leki,
potencjalnie rozwigzujgc problemem wysokiej toksyczno$ci klasycznych terapii. Czasteczki
RNA (rybozymy, atakze antysensowny RNA) sa skierowane przeciwko specyficznym
genom,  ktore  podlegaja  nieprawidlowej  ekspresji ~ wchorych  komorkach
i W zwigzku z tym powodujac mniejsze i mniej powazne efekty uboczne (Kalota, iwsp.,
2006). Przyktady badan obejmuja rybozym typu ,,glowy mitotka” skierowany przeciwko
HER-2. HER-2 jest cztonkiem rodziny receptoréw epidermalnego czynnika wzrostu (EGF),
kodujacym biatko p-185, ktorego nadekspresja towarzyszy 20-30% nowotwordéw ztosliwych
pochodzenia nablonkowego, ktore sg czgsto zwigzane zrakiem piersi. Projektowane sg
rowniez rybozymy typu ,,glowa miotka”, ktorych celem jest mRNA surwiwiny. Bialko to jest
czynnikiem przeciwdziatajacym apoptozie i podlega nadekspresji we wszystkich typach raka
(Jest uzywane jako biowskaznik w diagnozie raka). Przyktad innego rybozymu, majacego
potencjalne zastosowanie w terapii antynowotworowej to intron grupy I (Mulhbacher, i wsp.,
2010).

1.2.5. Rybozymy w terapii choréb zwyrodnieniowych

Trwaja rowniez badania nad zastosowaniem rybozyméw W leczeniu chorob
zwyrodnieniowych, np. dystrofii  mig$niowej typul (DM1). Jest to choroba
nerwowo-migsniowa, charakteryzujaca si¢ duza liczbe powtdrzen CTG usytuowanych
w regionie 3’ UTR genu DMPK. Transkrypt zmutowanego genu DMPK z regionem 3' UTR
zawierajacym zwielokrotniong liczbg powtorzen CUG akumuluje si¢ i tworzy skupiska RNA
w jadrze komoérek DM1. Jeden z zaproponowanych mechanizméw zwalczania tej choroby
to usuwanie skupisk nagromadzonego mRNA poprzez cigcie go przez rybozym typu ,,glowy
miotka”. Inne podejscie to wykorzystanie intronu grupy | w celu modyfikowania liczby
powtorzen CUG w ludzkim transkrypcie DMPK. W dotychczasowych probach osiggnigte
zostalo zastgpienie dwunastu powtdrzen pigcioma, zarowno in Vvitro jak i w komoérkach
ssakow. Inne choroby zwyrodnieniowe, w ktorych terapii pomoéc moga RNA
0 wilasciwosciach katalitycznych, to migdzy innymi miazdzyca, nadci$nienie, choroba

Alzheimera oraz choroba Parkinsona (Mastroyiannopoulos, i wsp., 2010).
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1.2.6. Przeszkody w praktycznym zastosowaniu rybozymow w medycynie

Problemem przy stosowaniu rybozyméw jako terapeutykow jest racjonalny wybor
miejsc docelowych w mRNA, stabilno§¢ rybozymu wewnatrz komorki i dostarczenie
terapeutyku do odpowiednich komoérek (Kalota, iwsp., 2006). W zwigkszaniu stabilno$ci
pomocne sg modyfikacje zasad reszt nukleotydowych rybozymu. Jednak te z kolei moga
negatywnie wpltywaé na jego aktywno$¢ katalityczng (Sioud, 2006). Pomimo tych trudnosci,
jak wskazuja opisane powyzej przyklady, funkcjonalne, ustrukturyzowane RNA maja duzy

potencjatl zastosowania W terapiach réznych chorob.

1.2.7. Rybozymy w identyfikacji funkcji genow

Ustrukturyzowane, funkcjonalne RNA sa stosowane nie tylko w medycynie, ale takze
w badaniach innych dziedzin naukowych. Przykladowo katalityczne RNA wykorzystuje si¢
do identyfikacji funkcji genéw poprzez wprowadzenie biblioteki aktywnych rybozyméw do
komorki, z p6zniejszymi badaniami przesiewowymi na zmiany fenotypowe. Technologia
rybozymow uzupetnia inne narzedzie, bazujace na bibliotekach matych interferencyjnych
RNA (siRNA). Ze wzgledu na wysoka specyficzno$¢ rybozymow i wysoka aktywnosé
SIRNA, obie technologie uzupetniajg si¢ (Matsumoto, i wsp., 2006).

1.2.8. Wykorzystanie ustrukturalizowanych RNA w nanotechnologii

RNA jest takze stosowany w nanotechnologii. Witasciwosci strukturalne tej czasteczki
pozwalaja na wykorzystanie jej w badaniach nad samoorganizacjg materii. Fragmenty RNA
o takiej samej geometrii z,lepkimi koncami” moga by¢ wykorzystane jako czesci
do tworzenia okresowych nanomateriatow o predefiniowanej geometrii. Elementy takie moga
stuzy¢ do organizowania z duza precyzja, we wzglednie zdefiniowanych pozycjach, réznych
komponentow molekularnych, oraz do budowy nanoczipéw, nanoobwodéw i nanokrysztatow

(Chworos, i wsp., 2004).

1.3. Sposoby ustalania struktury przestrzennej RNA

W badaniach nad funkcjonalnymi RNA istotng rol¢ odgrywa znajomo$¢ ich struktury
przestrzennej. To ona stanowi szkielet dla ich biologicznej funkcji. Istnieje wiele technik
doswiadczalnych, ktore pozwalaja na uzyskanie informacji o strukturze lub jej roznych
aspektach. Wyznaczenie doktadnego potozenia atomow w czgsteczce, a zatem jej doktadnej

struktury trzeciorzedowej, jest jednak drogie i czasochtonne (rozdziat 1.3.1). Odczytywanie
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sekwencji gendéw i calych genoméw jest doswiadczeniem 0 wiele tanszym i Szybszym.
Sprawia to, ze liczba znanych sekwencji jest duzo wigksza od liczby znanych struktur,
aroznica ta ciggle si¢ powicksza. We wrzesniu 2010 roku liczba znanych struktur RNA
dostepnych w Dbazie PDB wynosita 1848, aliczba znanych sekwencji dostepnych
w bazie Rfam (baza zawierajgca przyroOwnania sekwencji oraz modele kowariancji rodzin
nieckodujacych RNA) rowna byta 1101833 (Rother, i wsp., 2011). Sytuacja ta przypomina
analogiczny problem ze §wiata bialek. Rozumienie kodu 1D-3D oraz prawidlowosci
rzadzacych procesem ewolucji czgsteczek daje podstawy dla teoretycznego przewidywania
struktury trojwymiarowej. Zidentyfikowanych zostalo kilka strategii, ktére zostaty
z sukcesem zastosowane dla komputerowego przewidywania struktury biatka (Rother, i wsp.,
2011). Niniejsza praca opisuje program, ktory powala na przewidywanie struktury
przestrzennej RNA oraz przedstawia obecny stan wiedzy bioinformatycznej w dziedzinie
modelowania RNA (rozdziat 1.3.2).

1.3.1. Metody doswiadczalne ustalania struktury RNA

Istnieje wiele metod doswiadczalnych, ktore dostarczaja informacji o réznych
aspektach struktury RNA (Tabela 2). Roznig si¢ one migdzy soba rodzajem uzyskiwanej
informacji oraz naktadami finansowymi, czasowymi i sprz¢towymi, ktorych wymaga
do$wiadczenie. Dostepnos¢ tancucha gtownego dla rozpuszczalnika, lokalizacja oddziatywan
warstwowych i wodorowych, lokalna dynamika czasteczki  oraz oddzialywania
dalekozasiegowe moga by¢ badane przez r6znego rodzaju sondy chemiczne 1 enzymatyczne
(Weeks, 2010). Opracowany zostal standard wspoétdzielenia danych pochodzacych z tych
doswiadczen, obejmujacy ujednolicong nomenklature, wspolny format reprezentacji danych
(SNRNASM) oraz procedure udostepniania danych (Rocca-Serra, iwsp., 2011).
Sondy chemiczne pozwolity przyktadowo na ustalenie oddzialywan podczas dimeryzacji
wirusa HIV-2 (Purzycka, i wsp., 2011). Na badanie pewnych aspektow struktury RNA, takich
jak obecno$¢ modyfikacji, czy oddziatywan RNA-biatko, pozwala tez spektroskopia mas
(Thomas and Akoulitchev, 2006). Bardziej ogélnych informacji, na poziomie ksztattu catej
czasteczki, dostarcza kriomikroskopia elektronowa. Ta technika pozwala na wizualizacje
w niskiej rozdzielczosci duzych kompleksow takich jak rybosom, czy spliceosom
(Budkevich, i wsp., 2011), (Golas, i wsp., 2010).
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Tabela 2. Metody doswiadczalne pozwalajace na uzyskiwanie informacji o strukturze RNA. Na podstawie (Felden, 2007).

Metoda Opis
Rejestracja obrazow dyfrakcyjnych promieni rentgenowskich
Krystalografia oddzialujacych z chmurami elektronéw atoméw w Krysztale.
rentgenowska Pozwala na uzyskanie struktury tréjwymiarowej na poziomie

atomowym. Wymaga uzyskania krysztaléw wysokiej jakosci.

Rozpraszanie
rentgenowskie pod
malym katem (SAXS)

Rejestracja obrazow dyfrakcyjnych promieni rentgenowskich
rozproszonych pod malym katem. Ta metoda pozwala uzyskac
dane o niskiej rozdzielczosci, takie jak ksztatt i rozmiar czgsteczki.
Nie jest wymagana obecno$¢ krysztatu.

Spektroskopia
magnetycznego
rezonansu jagdrowego
(NMR)

Zapis promieniowania elektromagnetycznego emitowanego
po wzbudzeniu spinow  jadrowych w polu magnetycznym.
Umozliwia poznanie struktury atomowej matych i $rednich
czgsteczek w rozpuszczalniku.

Kriomikroskopia
elektronowa

Pozwala na wizualizacje duzych komplekséw oraz ich dynamiki
W niskiej rozdzielczoéci (10 — 13 A).

Spektroskopia mas
(MS)

Polega najonizacji badanej substancji, anast¢pnie badaniu
odchylenia strumienia jonéw w polu elektrycznym. Shuzy
do analizy sekwencji i struktury oraz identyfikacji

modyfikowanych nukleotydow.

Sondowanie
enzymatyczne

Badanie oddzialywan drugo i trzeciorzgdowych przy uzyciu
enzymow np. nukleazy S1, rybonukleazy V1, rybonukleazy T1.

Sondowanie chemiczne

Badanie oddziatywan drugo i trzeciorzegdowych przy uzyciu
substancji chemicznych np. imidazolu, ketoksalu.

Mapowanie
interferencji analogow
nukleotydow (NAIM)

Mapowanie zaklocen wprowadzonych do struktury poprzez
umieszczenie W RNA  wlosowych  miejscach  analogéw
nukleotydow. Umozliwia identyfikacj¢ nukleotydow istotnych
dla funkcji czasteczki.

Thumienie zaklocen
analogoéw nukleotydow
(NAIS)

Identyfikacja analogow zasad, ktore zakltocaja funkcje danej
populacji, jednocze$nie nie obnizajagc aktywnosci populacji
z przygotowanego  wtle do$wiadczenia NAIM.  Umozliwia
szukanie partnerow oddziatywan trzeciorzgdowych.

Miejscowo specyficzna
mutageneza

Woprowadzanie syntetycznych modyfikacji w znanej pozyciji.
Pozwala na okreslenie znaczenia pojedynczych grup dla funkcji
I struktury czasteczki.

Miejscowo specyficzne
fotozszywanie

Monitorowanie oddziatywan RNA-RNA i RNA-biatko poprzez
wprowadzanie do czasteczki fotoreaktywnych analogow zasad.

Spektroskopia
fluorescencyjna
(FRET)

Opierasi¢ naefekcie sprzezenia dwoch fluoroforow zdolnych
do absorpcji fali elektromagnetycznej o okreslonej dlugosci
(np. fluoresceiny i tetrametylorodaminy). Pozwala na wykrywanie
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grup bedacych w dystansie 10 — 100 A.

Umozliwia okreslenie stabilnosci struktury drugo
Denaturacja termiczna | i trzeciorzegdowej. Daje informacje o hierarchii i dynamice
zwijania si¢ czgsteczki.

Najdoktadniejszymi metodami poznania struktury trzeciorzgdowej RNA sa krystalografia
rentgenowska i NMR (Ke and Doudna, 2004; Thomas and Akoulitchev, 2006; Zidek, i wsp.,
2001). Sato metody wazne dla niniejszej pracy, dostarczaja bowiem wysokiej jakoSci
szablonéw strukturalnych. Obie pozwalaja wyznaczy¢ potozenie atomdéw w czasteczce
z doktadnoscia nawet ponizej 1 A. Uzyskane w ten sposob dane sa deponowane w bazie PDB
(Berman, i wsp., 2000), stworzonej pierwotnie dla struktur biatkowych, oraz NDB (Nucleic
Acid Database) (Berman, iwsp., 2002) dedykowanej kwasom nukleinowym. Pierwsza
strukturg rozwigzang na tym poziomie doktadno$ci byt drozdzowy tRNA fenyloalaninowy,
opublikowany w 1974 roku (Kim, iwsp., 1974; Robertus, iwsp., 1974). NMR pozwala
na rozwigzywanie struktur o matych i $rednich rozmiarach w rozpuszczalniku. Krystalografia
rentgenowska moze by¢ stosowana zarowno dla matych jak iduzych struktur.
V. Ramakrishnan wraz ze wspotpracownikami  wykorzystal migedzy innymi te technike
do badan rybosomu, za ktore otrzymat nagrode Nobla w dziedzinie chemii w 2009 roku.
Jednym z ograniczen krystalografii rentgenowskiej, poza duzymi naktadami finansowymi
i czasowymi, jest problem zuzyskaniem odpowiedniej jakosci krysztatow. Stabilno$¢
czgsteczki, ujemny fadunek 1 wydhuzony ksztalt struktury sprawiaja, ze krystalizacja RNA
jest 0 wiele trudniejsze niz biatek (Ke and Doudna, 2004; Thomas and Akoulitchev, 2006).

Ograniczenia metod doswiadczalnych oraz duza liczba znanych sekwencji spowodowaty,

ze rozwijane sg metody teoretycznego przewidywania struktury przestrzennej RNA.

1.3.2. Metody teoretyczne przewidywania struktury RNA

Duze koszty inaklady czasu potrzebne na doswiadczalne rozwigzanie struktury
przestrzennej spowodowaty rozwoj metod teoretycznych umozliwiajacych jej poznanie droga
przewidywania komputerowego. Podejscie to odniosto duzy sukces dla biatek - uzyskiwane
sa modele o jako$ci pozwalajacej na praktyczne zastosowanie (Rother, i wsp., 2011). Obecnie
opracowywane sg podobne procedury dla RNA. Ogolnie, strategie przewidywania struktury
przestrzennej, zar6wno biatek jak i RNA, podzieli¢ mozna na dwie grupy. Pierwsza opiera si¢

na prawach fizyki Kierujacych zwijaniem czasteczki, druga opiera si¢ na prawidtowosciach
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rzadzacych procesem ewolucji oraz wiedzy zgromadzonej uprzednio w bazach danych
(Rycina 8).

A

Prawa fizyki

MODELOWANIE BEZ SZABLONU

PRZYROWNANIE SZABLON

O—O0
<—<
>—>5 =+
oD—2
>—0
<—«
O—0
O—0

Ewolucja

MODELOWANIE NA PODSTAWIE SZABLONU

Rycina 8. Dwa gléwne podejécia do modelowania komputerowego struktury trzeciorzgdowej RNA: A) modelowanie bez uzycia szablonu;

B) modelowanie z wykorzystaniem struktury szablonu. Na podstawie (Rother, i wsp., 2011).

Podejscie korzystajace z praw fizyki, nazywane réwniez podejsciem ab initio, opiera si¢
na termodynamiczne] hipotezie Anfinsena, wedlug ktérej natywna struktura czasteczki
odpowiada globalnemu minimum energii swobodnej uktadu zawierajacego te czasteczke
(Anfinsen, 1973). Anfinsen zdefiniowat jg dla biatek, jednak ze wzgledu na powszechnos¢
praw fizyki jest ona prawdziwa rowniez dlainnych czasteczek. Metody z tej kategorii
modelujg proces zwijania si¢ czasteczki poprzez symulowanie zmian konformacji podczas
szukania przez czasteczk¢ stanu minimalnej energii swobodnej (Rother, iwsp., 2011).
Powaznymi problemami tego podejscia sa ogromna liczba stopni swobody czasteczki
(Natomow™3-5 (Rother, iwsp., 2012)) oraz ztozono$¢ funkcji obliczajgcej energi¢ uktadu.
Ponadto, podczas zwijania si¢, czasteczka napotyka na liczne putapki energetyczne (lokalne
minima energetyczne), ktére moga uniemozliwi¢ osiggnigcie stanu natywnego.
W konsekwencji podejécie ab initio jest bardzo kosztowne obliczeniowo (wymaga duzej

mocy obliczeniowej) i jest stosowane do przewidywania struktury matych czasteczek.
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Do programow stosujacych to podejscie wprowadza si¢ takze uproszczenia pozwalajace
zmniejszy¢ zlozono$¢ obliczeniowa, np. zmniejsza si¢ ilo$¢ stopni swobody poprzez
uzywanie pseudoatoméw zamiast reprezentacji petnoatomowej czasteczki. Przyktadowo
programy YUP (Chen, iwsp., 2006) i NAST (Jonikas, iwsp., 2009) uzywaja jednego

pseudoatomu do reprezentowania catej reszty nukleotydowej.

Druga grupa metod opiera si¢ na obserwacji ewolucji. Czasteczki pochodzace
od wspolnego przodka (czasteczki homologiczne) zachowujg zazwyczaj ten sam zwoj
(utozenie elementéw drugorzedowych w przestrzeni) pomimo nagromadzenia mutacji
w sekwencji. Co wiecej, rozbieznosci w strukturze przestrzennej spokrewnionych czgsteczek
pojawiaja si¢ o wiele wolniej niz ré6znice w sekwencji. Prawidlowosci te zostaty zdefiniowane
dla biatek, jednak sg réwniez prawdziwe dla RNA (Rother, iwsp., 2011; Rother, iwsp.,
2012). Rozwinigto metody, ktore pozwalaja na przyrownanie sekwencji czasteczki
0 nieznanej strukturze (celu) do znanej spokrewnionej struktury (szablonu), wymodelowanie
ogodlnego zwoju czasteczki celu opierajac si¢ na szablonie iwprowadzenie do struktury
modelu zmian wynikajagcych z substytucji, insercji idelecji. Proces transformacji
wspotrzednych atomowych szablonu w model czasteczki celu nazywany jest modelowaniem
homologicznym  lub tez modelowaniem poréwnawczym. W przypadku modelowania
porownawczego czasteczka celu i szablonu sa strukturalnie podobne, natomiast nie muszg by¢
ze soba spokrewnione. Do tej grupy programow nalezy program RNABuilder (Flores, i wsp.,
2010). Modelowanie homologiczne umozliwiajg roéwniez program RNA123 (Santalucia,
2002) i platforma PARADISE (Jossinet, i wsp., 2010). Istnieje takze grupa programoéw dajgca
mozliwo$¢ manipulacji strukturg poprzez interfejs graficzny, np.program RNA2D3D
(Martinez, i wsp., 2008) czy program ERNA-3D (Mueller, 1998) (Tabela 3).

Istnieja rowniez metody hybrydowe, ktore lacza ze soba wykorzystanie praw fizyki
z wiedzg o strukturach rozwigzanych doswiadczalnie. Takie podejscie jest okreslane mianem
de novo. Wiedza o rozwigzanych strukturach moze sthuzy¢ do opracowania funkcji oceniajace;j
model, gdzie zamiast stosowac kryterium wylacznie parametréow fizycznych oceniane jest
podobienstwo modelu do rzeczywistych czasteczek wystepujacych w naturze. Znane
struktury mogg rowniez shuzy¢ jako zrodto fragmentéw do budowy modelu, jak w przypadku
programu FARNA (Das and Baker, 2007) i MC-Fold/MC-Sym (Parisien and Major, 2008).
Podejécie denovo jest rowniez uzywane przez programy 3D-RNApredict+CYANA,
DMD/iFoldRNA (Ding, iwsp., 2008; Sharma, iwsp., 2008) oraz PARADISE (Jossinet,
i wsp., 2010) i RNA123 (SantaLucia, 2002) (Tabela 3).
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Tabela 3. Charakterystyka programéw do modelowania struktury przestrzennej RNA.

Program

Opis programu

3D-RNApredict
CYANA

+

Wysokoprzepustowa metoda do przewidywania struktury w niskiej
rozdzielczo$ci. 3D-RNApredict wykorzystuje strukture
drugorz¢dows, motywy trzeciorzedowe, dane doswiadczalne i inne
dostgpne dane do generowania danych wejsciowych dla programu
CYANA (algorytm dynamiki katow torsyjnych), ktory przewiduje
strukture 3D czasteczki (Popenda, i wsp., 2006).

DMD/iFoldRNA

Platforma sieciowa do zwijania si¢ RNA. Wykorzystuje dynamike
molekularng  do przeprowadzenia dyskretnej symulacji RNA
uzywajac uproszczonej reprezentacji czasteczki (jeden nukleotyd
reprezentowany jest przez dwa punkty) (Ding, i wsp., 2008; Sharma,
i wsp., 2008).

ERNA-3D

Komercyjne  oprogramowanie = pozwalajace  na interaktywne
modelowanie RNA ibialek na podstawie sekwencji i struktury
drugorzedowej. Posiada interfejs graficzny, ktory umozliwia
manipulowanie czgsteczkg na poziomie drugo i trzeciorzgdowym
W reprezentacji petnoatomowej (Mueller, 1998).

FARNA

Program wykorzystujac podejscie de novo do modelowania, pozwala
uzyska¢ model przestrzenny czasteczki RNA o niewielkich
rozmiarach (do okoto 40 nukleotydoéw) z sekwencji. Szuka struktury
O najnizszej energii przeprowadzajagc symulacje Monte Carlo,
rozpoczynajac od struktury liniowej o idealnych wartosciach katow
i wigzan. Podczas kazdego kroku symulacji losowo wybrany
fragment o dlugosci trzech nukleotydow zastepowany jest przez
fragment z biblioteki (Das and Baker, 2007).

MC-Fold/MC-Sym

Procedura MC-Fold/MC-Sym pobiera jako dane wejsciowe
sekwencje. W pierwszym kroku przewiduje strukturg drugorzedowa
rozszerzong o oddziatywania niekanoniczne (cze$¢ MC-Fold)
i na jej podstawie w drugim kroku modeluje strukture trzeciorzedowa
(czgs¢ MC-Sym) korzystajac z podejscia de novo. Do konstrukcji
modelu uzywa cyklicznych fragmentow nukleotydowych uzyskanych
ze struktur rozwigzanych doswiadczalnie (Parisien and Major, 2008).

MMB
(RNABuilder)

Oprogramowanie wykorzystujace podejscie modelowania
homologicznego. Pozwala na strukturalne przyréwnanie sekwencji
celu do trojwymiarowej struktury szablonu, przy zachowaniu kontroli
uzytkownika nad calym procesem. Umozliwia zastosowanie Kkilku
szabloné6w do budowy jednego modelu, oraz modeluje regiony
bez szablonu. Proces modelowania odbywa si¢ nardznych
poziomach. W celu uniknigcia putapek energetycznych wszystkie
atomu tancucha gléwnego traktowane sg jako niezalezne, zasady za$
jako bryly sztywne (Flores, i wsp., 2010).

NAST

Program  umozliwia  przeprowadzanie  symulacji  dynamiki
molekularnej kwasow nukleinowych na podstawie przewidywanej
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struktury drugorz¢dowej i oddziatywan trzeciorzedowych. Uzywa
potencjalu empirycznego 0raz uproszczonej reprezentacji struktury,
w ktorej jedna zasada reprezentowana jest przez jeden pseudoautom.
Pozwala na zastosowanie danych doswiadczalnych
(np. z doswiadczenia SAXS) do filtrowania uzyskanych struktur
(Jonikas, 1 wsp., 2009).

Oprogramowanie pozwalajace na analizowanie, manipulowanie
i tworzenie modeli ztozonych struktur tréjwymiarowych RNA.
Modelowanie moze by¢ wykonane zarowno przy uzyciu podejécia
PARADISE de novo, jak i modelowania homologicznego. Uwzglednione moga
(Assemble) zosta¢ rowniez mapy gestosci elektronowej. Posiada interfejs
graficzny,  ktéry  umozliwia  m.in. redagowanie  struktury
drugorzedowej i przeszukiwanie biblioteki adnotowanych struktur
trzeciorzedowych (Jossinet, i wsp., 2010).

Komercyjna platforma integrujgca narz¢dzia do modelowania
struktury przestrzennej zarowno z wykorzystaniem podej$cia de novo
jak i modelowania homologicznego. Umozliwia analiz¢ struktury,
RNA123 jej wizualizacj¢ 1itworzenie przyrownania sekwencji. Wykrywa
oddzialywania wodorowe pomi¢dzy zasadami i klasyfikuje je.
Posiada wbudowane pole sitowe zoptymalizowane dla RNA
(SantaLucia, 2002).

Procedura pozwalajaca uzyska¢ automatycznie wstepne, przyblizone
modele struktury trojwymiarowej RNA. Wbudowany interfejs
graficzny umozliwia ich interaktywne redagowanie, m.in. szybkie
RNA2D3D przegladanie alternatywnych konformacji 3D, dodawanie i usuwanie
par zasad, oraz manipulacj¢ oddzialywaniami warstwowymi.
Ostatecznie uzyskane modele moga zosta¢ poddane optymalizacji
energii (Martinez, i wsp., 2008).

Pakiet jezyka Python =z zaimplemetowanymi rdéznymi rodzajami
reprezentacji  czasteczki. Dla RNA dostepna jest uproszczona
reprezentacja, gdzie jeden nukleotyd to jeden pseudoautom (Chen,
i wsp., 2006).

YUP

Modelowanie bazujace na szablonie, ktore stanowi podstawe teoretyczng niniejszej pracy
ma dhuga tradycje w przewidywaniu struktury biatek. To dla biatek opracowane zostaty dwa
glowne sposoby transformacji szablonu w model. Jeden z nich to wykorzystanie katow
i odlegtosci miedzy atomami z przyrownanych do siebie regionow celu i szablonu jako wigzy
W czasie budowy modelu. Zostal on zaimplementowany w programie MODELLER (Sali and
Blundell, 1993) do przewidywania struktury biatka, a takze przeniesiony do rzeczywistosci
RNA i uzyty w programie RNABuilder (Flores, i wsp., 2010). Drugi sposéb to bezposrednie
kopiowanie wspoélrzednych szablonu, zaréwno atoméw tancucha glownego, jak i grup

bocznych, w przyréwnanych do siebie regionach. Miejsca insercji w sekwencji celu i delecji
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w szablonie sg nastepnie uzupetniane fragmentami z bazy danych znanych z innych struktur
petli. Taki schemat zaimplementowany zostal w programie SWISS-MODEL (Schwede,
I wsp., 2003) przewidujacym strukture przestrzenna biatka.

1.4. Opis problemu

Dotychczas nie powstat program do przewidywania struktury RNA, ktory wykorzystuje
modelowanie homologiczne i przeprowadza transformacj¢ struktury szablonu w model
poprzez bezposrednie kopiowanie wspotrzednych, w sposob zaimplementowany W programie
SWISS-MODEL (Schwede, iwsp., 2003) do przewidywania struktury biatek. Brakuje
robwniez oprogramowania wspierajacego kroki niezbedne podczas budowy modelu
homologicznego (Rycina 9), np. oceng modelu i redagowanie jego niesatysfakcjonujacych
fragmentow czy szukanie i przygotowanie szablonu. W szczeg6lnosci zas$ nie zostat do tej
pory opracowany program, ktoéry umozliwia modelowanie modyfikowanych nukleotydow
oraz uzycie réoznych scenariuszy podczas modelowania homologicznego (np. przygotowanie
duzego zbioru modeli, modelowanie z wykorzystaniem wielu szablondéw, sktadanie modelu

Z predefiniowanych fragmentow).

SEKWENCJA CELU

Y

A

Identyfikacja szablonu

A

Przyréwnanie sekwencji
celu i szablonu

}

Budowa modelu

r

A\

Optymalizacja modelu

A

Y

Ocena modelu

Model oceniony
jako btedny

Model oceniony
jako poprawny

Y

MODEL

Rycina 9. Kroki niezbedne do zbudowania modelu homologicznego. Schemat przygotowany na podstawie: (Kosinski, i wsp., 2008).
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Cel pracy

Celem pracy jest implementacja programu do modelowania struktury przestrzennej
RNA w oparciu 0 podejscie modelowania homologicznego oraz metodologie opracowang

wczesniej dla biatek (Rycina 10).

Program  maumozliwi¢  homologiczne oraz porownawcze budowanie  modeli
z wykorzystaniem rdéznych strategii (modelowanie automatyczne, modelowanie w oparciu
o kilka szablonow, redagowanie wybranych czeSci struktury). Ma daé mozliwosé
modelowania modyfikowanych nukleotydow oraz wspiera¢ wszystkie kroki niezbgdne do

budowy modelu homologicznego.

Ponadto celem pracy jest rowniez przetestowanie uzyskanego programu na zbiorze

tRNA posiadajacych strukturg rozwigzang do§wiadczalnie i zdeponowang w bazie PDB.

SEKWENCJA CELU

SZABLON ~ MODEL

Rycina 10. Glownym celem pracy jest program, ktory pozwoli na budowanie tréjwymiarowych modeli RNA na podstawie struktury

szablonu.

27



2. Materialy

Model homologiczny powstaje na podstawie szablonu strukturalnego oraz przyréwnania
sekwencji, zawierajgcego informacje, ktore reszty nukleotydow odpowiadajg sobie pomig¢dzy

przewidywang czgsteczkg i szablonem:
szablon + przyrdéwnanie = model

Do realizacji niniejszej pracy wykorzystane zostaty pliki zdanymi 0 rozwiazanej
doswiadczalnie strukturze przestrzennej RNA (rozdziat 2.1) oraz danymi 0 powigzaniach

ewolucyjnych migdzy czasteczkami tRNA na poziomie sekwencji (rozdziat 2.2).

2.1. Pliki ze wspolrzednymi polozenia atomow struktur RNA

W celu implementacji oraz testowania programu  do przewidywania  struktury
przestrzennej RNA uzywane byty pliki ze wspotrzednymi potozenia atomow w strukturach
RNA. Przede wszystkim byly to pliki w formacie PDB pobrane z bazy Protein Data Bank
(PDB) (Berman, iwsp., 2000) oraz Nucleic Acid Database (NDB) (Berman, i wsp., 2002)
(rozdziaty 2.1.1, 0). Uzyte zostaly takze pliki w formacie MOL pochodzace z bazy
MODOMICS (Czerwoniec, i wsp., 2009) (rozdziat 2.1.3). Identyfikatory wszystkich uzytych
plikoéw PDB sg dostepne w Zataczniku (rozdziat 6.2).

2.1.1. Zbior struktur wykorzystany do ewaluacji modelowania

Testowanie mozliwosci programu wykonywanego w ramach niniejszej pracy zostato
przeprowadzone na zbiorze 99 struktur tRNA pobranych w postaci plikow PDB z baz Protein
Data Bank (PDB) (Berman, i wsp., 2000) i Nucleic Acid Database (NDB) (Berman, i wsp.,
2002). Rodzina tRNA zostala wybrana ze wzgledu na wystgpowanie w niej licznych
i roznorodnych modyfikacji (zaréwno prostych metylacji jak ibardziej ztozonych grup
funkcyjnych, np. wybutozyny). Ponadto, pomimo silnej konserwacji struktury o ksztalcie
litery L, nalezace do tejrodziny czasteczki wykazuja duzg zmienno$¢ lokalna.
W celu zapewnienia réznorodno$ci zbioru wybrane zostaty struktury pochodzace z réznych
organizmoéw (np. Escherichia coli, Saccharomyces cerevisiae), kodujace réozne aminokwasy
(np. treoning,  asparaging, fenyloalaning) i reprezentujace rdézne stany biologiczne
(np. oddziatujagce z rybosomem, oddzialujace z syntetaza aminoacylo-tRNA, w stanie

wolnym). Identyfikatory wszystkich 99 struktur dostgpne sa w Zalgczniku (rozdziat 6.2.).
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2.1.2. Zbior struktur wykorzystany do utworzenia biblioteki fragmentow

Dla umozliwienia modelowania rejondow bez szablonu utworzona zostata biblioteka
fragmentow. Do je] wygenerowania postuzyl zbior struktur rnaDB2005 oryginalnie uzyty
do wyliczenia mozliwych konformacji fancucha glownego RNA (Murray and Carr, 2008),
a przez to zawierajacy szerokg game konformacji. Zostat on utworzony ze struktur o wysokiej
rozdzielczosci (do 1.8 A) pobranych zbazy NDB. Zbiér zostal réwniez oczyszczony

ze struktur powtarzajacych sig. Jest on dostepny na:
http://kinemage.biochem.duke.edu/downloads/datasets/rnaDB2005/.
Wykaz identyfikatorow PDB wymieniony jest w Zataczniku (rozdziat 6.2).

Skrypt do tworzenia biblioteki fragmentéw na podstawie zbioru jest elementem
oprogramowania opisanego W niniejszej pracy (moderna/LIRdb.py) imoze zostat

wykorzystany do wyliczenia biblioteki fragmentéw z dowolnego zbioru struktur.

2.1.3. Zbior struktur pojedynczych modyfikowanych nukleotydow

W celu modelowania modyfikowanych nukleotydéw stworzona zostata biblioteka grup
funkcyjnych bioragcych udzial w powstawaniu poszczegélnych modyfikacji. Pojedyncze
modyfikowane nukleotydy zostaty pobrane z bazy MODOMICS (Czerwoniec, i wsp., 2009).
Nastepnie z kazdego pliku wyekstrahowane zostaty pojedyncze grupy atomoéw miejsc
modyfikowanych i zapisane jako pliki PDB. Po usuni¢ciu plikow powtarzajacych si¢ zostaty
one wiaczone do oprogramowania omawianego W niniejszej pracy. Poniewaz dane uzyskane
z bazy MODOMICS zapisane byty w formacie MOL, zmienione zostaly nazwy wszystkich
atomow tak, aby ze skrotow jednoliterowych (C, O, P, S, itd.) uzyska¢ nazwy typowe
dla formatu PDB (C1, C2, OP1 itd.). Zbior uzyskanych fragmentéw dostepny jest w zrodle
programu implementowanego w ramach niniejszej pracy

(moderna/data/modification fragments).

2.2. Przyrownania sekwencji tRNA

Przyrownania sekwencji dla 99 czasteczek tRNA (rozdziat 2.1.1) potrzebne do testowania
programu rozwijanego w ramach niniejszej pracy uzyskane zostaty z bazy Rfam (Gardner,
i wsp., 2009). Pobrane zostato pelne przyréwnanie wielu sekwencji dla calej rodziny tRNA
(1101833 sekwencji), anastgpnie niezbedne sekwencje zostaly  wyekstrahowane.
W tym celu sekwencje odczytane ze struktur tRNA, z ktoérych usunieto modyfikacje
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(przyrownanie uzyskane zbazy Rfam nie uwzglednialo modyfikowanych nukleotydow)
wykorzystane zostalty do przeszukiwania pliku pobranego z bazy Rfam. W ostatecznie
uzyskanym przyrownaniu 99 sekwencji tRNA modyfikacje w postaci jednoliterowych
skrotow zostaty przywrocone w odpowiednich pozycjach. Cate przyréwnanie w formacie
FASTA dostepne jest w Zatgczniku (rozdziat 6.3).

30



3. Metody

Program rozwijany w ramach niniejszej pracy pobiera, jako dane wejsciowe,
przygotowane przez uzytkownika pliki PDB oraz FASTA ina ich podstawie generuje plik
PDB ze wspotrzednymi atomow przewidywanej struktury przestrzennej czasteczki RNA
(Rycina  11). Proces modelowania opiera si¢  nametodzie = modelowania
homologicznego/porownawczego (rozdziat 3.1). Implementacja wykonana zostala w jezyku
programowania Python, wykorzystane zostaly biblioteki dostepne dlatego jezyka
(rozdziat 3.2). Program zostal przetestowany nazbiorze tRNA (rozdziat 2.1.1).
Dla poréwnania podobienstwa struktur modeli ze strukturami natywnymi zastosowane zostaty
cztery miary (rozdziat 3.3). Podczas implementacji i testowania programu uzywane byly

rowniez programy zewngtrzne (rozdziat 3.4).

dane wejsciowe dane wyjsciowe
+ AAGCU modelowanie
AACCU homologiczne
szablon.pdb  przyréwnanie.fasta model.pdb

Rycina 11. Jezyk programowania Python i podejscie modelowania homologicznego zostaty wykorzystane do napisania programu, ktory

buduje modele przestrzenne RNA na podstawie szablonu i przyréwnania.

3.1. Modelowanie homologiczne

Analiza poréwnawcza spokrewnionych (pochodzacych o0d wspdlnego przodka)
czasteczek RNA (Dror, iwsp., 2005) wykazata, ze struktura drugo- i trzeciorzgdowa jest
zwykle silniej konserwowana niz sekwencja. Ponadto regiony wazne dla stabilnosci i funkcji
sg zwykle konserwowane na wszystkich poziomach. Przyjmuje si¢, ze w homologicznych
rodzinach RNA, zwdj pozostaje niezmieniony, €0 umozliwia modelowanie oparte
na szablonie. Do rozpoznania takiej strukturalnej konserwacji moga zosta¢é wykorzystane

sekwencja oraz struktura drugorzedowa.
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Podobna zalezno$¢ zostata wczesniej odkryta i wykorzystana dla biatek (Chothia and
Lesk, 1986). Po doswiadczalnym rozwigzaniu niewielkiej ilosci struktur biatkowych stato si¢
bowiem jasne, ze ewolucyjnie spokrewnione czasteczki zwykle zachowuja utozenie
I wzajemne polozenie elementow struktury drugorzedowej, pomimo nagromadzenia mutacji
w sekwencji. Odkryta zostata rowniez prawidtowos¢, ze dywergencja struktury zachodzi

znacznie wolniej niz dywergencja sekwencji, cho¢ cechy te sg ze sobg potaczone (Chothia
and Lesk, 1986).

Analizy te zainspirowaty rozwdj metod do przyrownywania sekwencji czasteczki,
dla ktorej szukana jest struktura (celu) do struktury innej spokrewnionej czasteczki
posiadajacej struktur¢ rozwigzang dos$wiadczalnie (Szablonu), modelowania ogolnego zwoju
celu opierajac si¢ na szablonie iprzewidywania jak struktura szablonu zmieni si¢ pod
wplywem substytucji, insercji i delecji (Cohen-Gonsaud, i wsp., 2004; Krieger, i wsp., 2003).
Dla biatek proces identyfikacji spokrewnionego strukturalnie szablonu nazwany zostat
,fozZpoznawaniem zwoju”, natomiast przeksztalcenie wspotrzednych atomoéw struktury
szablonu w model celu jest zwykle okreslane jako ,modelowaniec homologiczne”
lub ,,modelowanie poréwnawcze”. W drugim przypadku pod uwage brane sg szablony, ktore

nie sg homologiczne do czasteczki celu, a jedynie strukturalnie podobne.

Oprogramowanie rozwijane w ramach niniejszej pracy buduje model czasteczki RNA
celu, opierajac si¢ na dostarczonej przez uzytkownika strukturze szablonu i przyrownaniu
sekwencji celu i szablonu. Program podczas etapu budowy modelu (Rycina 9) iteruje przez
kolejne pozycje w przyrownaniu idla kazdej znich przyporzadkowuje jedng lub wiecej
operacji (Rycina 12). Nastepnie wszystkie operacje sg wykonywane. Identyczne wspotrzedne
atomowe nukleotydow sa bezposrednio kopiowane z szablonu (Rycina 12 - kolor zétty),
w przypadku substytucji zasada jest wymieniana (Rycina 12 - kolor niebieski), nastepnie
modelowane sa potranskrypcyjne modyfikacje (Rycina 12 - kolor czerwony irézowy).
Regiony bez szablonu modelowane sa przez wybieranie z biblioteki fragmentow elementu
strukturalnego pasujacego pomiedzy reszty okalajace ten region (reszty kotwiczace), bazujac
glownie na geometrii reszt kotwiczacych (Rycina 12 - kolor zielony). Podobnie dziata
program do modelowania homologicznego biatek SWISS-MODEL (Schwede, i wsp., 2003),
ktory byt inspiracjg dla niniejszej metody. Istniejg rowniez programy modelujace w podobny
sposob petle. Baza LIP (Loops In Proteins) i serwer SuperLooper (Michalsky, i wsp., 2003)

pomogty w opracowaniu funkcji oceniajacej dopasowanie fragmentoéw do reszty modelu.
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18 21 2 cel 38 39

..GU-#GDDGDAGGAGCACGCCUGGAAA .. GGGGTPCGAAUCCCC ..
.. GDDGGD- - AGAGCGCACCCUUGGUEA .. GCAGTPCGAAUCUGC ..
|

szablon

dodaj | wstaw wymien|  usun kopiuj
modyfikacje fragment zasade | modyfikacje nukleotyd

Rycina 12. Przyrownanie sekwencji celu (g6rna) i szablonu (dolna) z zaznaczonymi gléwnymi typami operacji wykonywanymi podczas
modelowania homologicznego.

Podejscie modelowania homologicznego ma dwa gtéwne ograniczenia. Po pierwsze
modelowanie struktury celu rozpoczyna si¢ od innej znanej struktury czasteczki podobnej,
uzywanej jako szablon. Oznacza to, ze jesli taka czasteczka nie istnieje lub nie moze byc¢
zidentyfikowana modelowanie nie moze zosta¢ przeprowadzone. Po drugie kazdy element
sekwencji czasteczki celu musi zosta¢ przyrownany do strukturalnie odpowiadajacego
elementu w sekwencji/strukturze szablonu. Réwniez program rozwijany w ramach niniejszej
pracy wymaga od uzytkownika dostarczenia struktury szablonu oraz przyroéwnania sekwencji

celu i szablonu.

3.2. Narzedzia programistyczne

Program rozwijany w ramach niniejszej pracy zostat zaimplementowany w jezyku Python
(rozdziat 3.2.1). Wykorzystano jego biblioteki powstate dla rozwigzywania typowych
probleméw  programistycznych (pozwalajace np. na czytania i zapisywanie plikow
czy komunikacj¢ z systemem operacyjnym) (rozdziat 3.2.2). Uzyte zostaly rowniez biblioteki
dedykowane problemom biologicznym. Pakiet PDB z biblioteki Biopython dostarczyt
obiektow do reprezentowania struktur przestrzennych czasteczek RNA oraz metody
do ich przestrzennego nakladania. Pakiet BaseRecognizer (rozdziat3.2.4) pozwolit
na precyzyjne rozpoznawanie poszczegolnych modyfikowanych nukleotydow, opierajac si¢

na ich budowie chemicznej.

3.2.1. Jezyk programowania Python

Jezyk programowania Python zostal stworzony w latach dziewigcédziesiatych
przez Guida van Rossum. Jego nazwa pochodzi od nazwy brytyjskiego serialu ,, Latajgcy cyrk
Monty Pythona”. Projekt rozwijany jest pod licencjg otwartego oprogramowania,
a implementacja oraz dokumentacja dostepne sg na stronie organizacji Python Software

Fundation (http://www.python.org/).
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Python nalezy do grupy jezykow interpretowanych, co oznacza, ze jego kod
jest na biezaco tlumaczony i wykonywany przez interpreter, dzigki czemu jest on niezalezny
od platformy, cho¢ nie tak wydajny  jak kod jezykéw  kompilowanych (np. C++).
Typy W jezyku Python przypisywane sg dynamiczne, zarzadzanie pamigcig rowniez odbywa
si¢ automatycznie poprzez zbieranie nicuzytkow (garbage collection). Silnie wspierane jest
programowanie obiektowe, cho¢ styl programowania nie jest wymuszany i mozliwe jest
rowniez programowanie strukturalne i funkcjonalne. Duzym udogodnieniem jezyka Python
jest dostepnos¢ trybu interaktywnego. Jezyk Python jest jezykiem wysokiego poziomu,

CO 0znacza, ze pod wzgledem sktadni 1 semantyki przypomina jezyk ludzki.

Kod w jezyku Python sterowany jest przez wcigcia (indentacje, standardowo cztery znaki
spacji), przez co programy pisane W tym jezyku sg przejrzyste i maja tatwg w czytaniu
sktadni¢. Umozliwia to wglad w kod zewn¢trznym uzytkownikom. Implementacja programu
wykonywanego w ramach niniejszej pracy opierasi¢ na paradygmacie programowania
obiektowego. Elementy struktury (atomy, reszty, tancuchy, struktura) sa osobnymi obiektami
powigzanymi ze sobg hierarchicznie. Réwniez sekwencja, przyrownanie dwoch sekwencji,
poszczegdlne pozycje przyrownania oraz inne wazne w modelowaniu homologicznym
elementy stanowig osobne obiekty z przypisanymi wlasciwosciami i funkcjami. Zaletg jezyka
Python jest dostep do wielu standardowych bibliotek oraz bibliotek umozliwiajacych prace

z danymi biologicznymi (Cock, i wsp., 2009).

Jezyk Python poprzez wspieranie obiektowos$ci i hierarchicznej architektury utatwit
rowniez uzycie niektorych technik rozwoju oprogramowania. Stosowane byty miedzy innymi
karty CRC (class-responsibility-collaboration cards), opowiesci uzytkownika (user stories)
i testy jednostkowe (unit tests) (Rother, i wsp.). Ponadto, wszystkie moduty i funkcje byty

dokumentowane w postaci dostepnych dla uzytkownika krotkich opiséw (docstrings).

3.2.2. Biblioteki programistyczne

Bogaty zasob bibliotek dostepnych dla jezyka Python oferuje gotowe rozwigzania
typowych  probleméw  pojawiajgcych sie  podczas rozwijania  oprogramowania,
np. przygotowanie wersji instalacyjnej programu jest mozliwe dzigki bibliotece distutils,
a wersji wykonywalnej programu dzigki bibliotece py2exe. Operacje matematyczne,
wykonywane migdzy innymi podczas ewaluacji zbioru modeli opracowanego w ramach

niniejszej pracy oraz podczas dopasowywania fragmentéw bez szablonu do modelu, byly
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mozliwe dzigki funkcjom biblioteki math, awykorzystanie biblioteki numpy pozwolito
na przyspieszenie niektorych obliczen. Biblioteki os i sys stuzg do komunikacji z systemem
i bylty uzywane np.w celu przeszukiwania zawarto$ci katalogu z szablonami podczas
automatycznej analizy zbioru 99 tRNA. Do poszukiwania wzoru w tekscie stosowana byta

biblioteka re, np. podczas konwersji plikow PDB do nowej badz starej notacji.

Dane tabularyczne, potrzebne przykladowo podczas tworzenia modyfikowanych
nukleotydow (dane na temat kazdej modyfikacji — fragmenty z grupami funkcyjnymi, ktore
muszg zosta¢ dodane oraz wykaz atomow uzytych do natozenia przestrzennego, zgromadzone
zostaly w tabeli), obstugiwane sg przy pomocy biblioteki csv. Na zaimplementowanie
interfejsu dostepnego przez wiersz polecen pozwolita biblioteka optparser. Poszukiwanie
btedow w kodzie zostalo ulatwione przez biblioteke pdb, ktéra pozwala przenies¢ sie
w dowolne miejsce wykonywanego kodu inabiezaco sprawdza¢ rezultat dzialania
poszczeg6lnych linii kodu. Podczas implementacji zostaly réwniez uzyte biblioteki random,

tempfileiwarnings.

Wykorzystane biblioteki zostaly przedstawione ponizej (Tabela 4). Dwie biblioteki
biologiczne, szczegdlnie wazne dla implementacji programu rozwijanego w ramach niniejszej
pracy — Bio.PDB i BaseRecognizer, oOpisane zostaly bardziej szczegdétowo w kolejnych

rozdzialach.

Tabela 4. Biblioteki jezyka Python wykorzystane podczas implementacji programu ModeRNA.

Biblioteka Opis

Stuzy do czytania i zapisu danych tabularycznych w formacie CSV
csv (Comma Separated Values). Pozwala na korzystanie z danych arkusza
kalkulacyjnego.

(Distributing Python Core Modules) pozwala na przygotowanie wersji

distutils ) .S
instalacyjnej programu.

Zawiera liczne funkcje, operacje i state matematyczne. Znajdujg si¢ tu
np. funkcje trygonometryczne (math.sin, math.cos), funkcja
math przeksztalcajagca wartosci katow ze stopni naradiany i odwrotnie
(math.degrees), funkcja pierwiastkujaca (math.sqgrt), stata Pl
(math.pi).

Umozliwia zawansowane operacje matematyczne na macierzach.
Podstawowy obiekt tej biblioteki to numpy.array (macierz),
a przyktadowe operacje to dodawanie macierzy (numpy.add),
odwracanie macierzy (numpy.cross), transpozycja macierzy

numpy
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(numpy.transpose), wypelnianie macierzy zerami
(numpy . zeros).

Weczytuje z wiersza polecen opcje iargumenty uzyte podczas

optparse uruchamiania programu.
Daje mozliwos¢ korzystania =z funkcji zaleznych od systemu

os operacyjnego. Przykladowo, pozwala na manipulacje $ciezkami
(os.path), oraz czytanie danych z katalogu (os.1istdir).
Podczas wykonywania programu przenosi uzytkownika z miejsca,

pdb w ktorym si¢ znajduje do interfejsu jezyka Python, co pozwala
na lokalizowanie i usuwanie btedéw z kodu.
Konwertuje programy jezyka Python do wersji wykonywalnej (.exe),

py2exe dzigki czemu moga one zosta¢ uzyte na platformie Windows
bez zainstalowanego jezyka Python.

random Generuje liczby pseudolosowe (random. random).

e Stuzy  do wykonywania operacji na wyrazeniach regularnych
np. poszukiwania wzorca w tekscie (re. search).

cvs Pozwala na dostep do obiektow i funkcji uzywanych przez interpreter

Y jezyka Python.
tempfile Daje mozliwo$¢ tworzenia plikow tymczasowych.
Warnings Pozwala na zarzadzanie ostrzezeniami generowanymi przez program.

3.2.3. Pakiet PDB z biblioteki Biopython (Bio.PDB)

Pakiet Bio.PDB (Hamelryck and Manderick, 2003) byt podstawa do implementacji

modutéow zwigzanych =z przetwarzaniem danych o strukturze przestrzennej czasteczki.

W szczegolnosci wykorzystano go do:

e Czytania i zapisywania plikow PDB.

e Reprezentacji struktury przestrzennej.

e Naktadania przestrzennego struktur.

e Wykrywania zderzen przestrzennych.

Pliki PDB sa wczytywane do programu rozwijanego w ramach niniejszej pracy dzigki

parserowi formatu PDB dostepnemu w pakiecie Bio.PDB - Bio.PDB.PDBParser.
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Przeksztatca on informacje zawartg w pliku na obiekty, ktore sg uzywane w ciggu pracy
programu. Parser obstuguje pliki z ré6znymi rodzajami czgsteczek (m. in. biatka, DNA, RNA,
ligandy). Trojwymiarowe modele, ktore sg efektem dzialania programu zapisywane sa

do pliku PDB rowniez dzigki pakietowi Bio.PDB - Bio.PDB.PDBIO.

Struktura czasteczki jest w pakiecie Bio.PDB reprezentowana przez kilka obiektow
o0 charakterze hierarchicznym (Rycina 13). W programie rozwijanym w ramach niniejszej
pracy bezposrednio wykorzystano obiekt Bio.PDB.Atom, ktory uzywany jest bez zadnych
modyfikacji, oraz obiekt Bio.PDB.Residue, ktory stal si¢ podstawg dla obiektu
reprezentujacego specyficznie reszte¢ nukleotydowa RNA. W programie zachowana zostata
hierarchiczna struktura obiektow reprezentujacych strukture czasteczki RNA. Obiekty
wyzszego rzedu zorientowane zostaly jednak na proces modelowania poréwnawczego

czasteczki RNA.

struktura

model
lancuch
reszta

atom

Rycina 13. Hierarchiczna struktura obiektow reprezentujacych czasteczke w bibliotece Biopython.PDB.

Pakiet Bio.PDB udostgpnia funkcje do natozenia przestrzennego dwoch czasteczek
i obliczenia pomigdzy nimi RMSD (miary $redniego dystansu pomigdzy atomami), dostepne
w klasie Bio.PDB.Superimposer. W pakiecie Bio.PDB uzywany jest dotego celu
algorytm opisany w 1989 roku przez Goluba i Van Loana (Golub and Van Loan, 1989).
Natozenie przestrzenne i obliczanie wartosci RMSD wykorzystywane jest w programie
wykonywanym w ramach niniejszej pracy do modelowania modyfikowanych reszt
nukleotydowych (grupy funkcyjne naktadane sa na niemodyfikowany nukleotyd), elementow
czasteczki celu bez szablonu (dopasowywanie fragmentow do modelu) oraz do ewaluacji

modeli zbioru testowego.
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Wykrywanie zderzen przestrzennych w czgsteczce mozliwe jest dzigki klasie
Bio.PDB.NeighborSearch. Pozwala ona naszukanie atoméw (lub innych obiektow)
znajdujacych si¢ w okreslonej odlegtosci od siebie lub od danego punktu w przestrzeni.
Do poszukiwania sgsiadujacych obiektow pakiet Bio.PDB wykorzystuje struktur¢ danych
drzewa k-wymiarowego (KD tree) (Bentley, 1975). W programie rozwijanym w ramach
niniejszej pracy zderzenia steryczne sa liczone podczas oceny kandydatow do wstawienia
w regiony bez szablonu. Obecnos¢ zderzen sterycznych torowniez jedna zcech

pozwalajacych oceni¢ wstepna jako§¢ modelu.

3.2.4. Pakiet BaseRecognizer

Pakiet BaseRecognizer (Rother, i wsp., 2010) pozwala na rozpoznawanie czgsteczek
modyfikowanych nukleotydoéw, atakze innych matych czasteczek. Posiada on zbior
zdefiniowanych topologii w postaci krotkich linearnych napiséw w formacie ASCII. Notacja
taka przypomina opis zwigzkow chemicznych SMILES (Simplified Molecular-input Line-
Entry Specification) (Weininger, 1988), jednakze uwzglgdnia topologie nieokreslone
i wykluczone. Czasteczki sa rozpoznawane poprzez szukanie izomorficznych grafow
(Ullman, 1976) i przypisywanie danego zwigzku chemicznego do odpowiedniego wzoru

lokalnej topologii.

Pakiet zostal wykorzystany do odczytywania sekwencji ze struktury PDB. Ta metoda
ustalania sekwencji pozwala na uniknigcie bledéw wynikajacych z nieprawidlowosci
w plikach PDB oraz niejednoznacznej nomenklatury modyfikowanych nukleotydéw. Nazwy
rozpoznanych na podstawie geometrii reszt sg przez program, rozwijany w ramach niniejszej
pracy, udostepniane jako pelna nazwa chemiczna lub skrot. W sekwencji pojawia si¢ skrot
jednoliterowy. Wszystkie rodzaje uzytej nomenklatury zaczerpnigte zostaly z bazy
MODOMICS (Czerwoniec, i wsp., 2009).

3.3.  Miary wykorzystane do ewaluacji modeli

W celu wiarygodnego poréwnania modeli uzyskanych przy pomocy programu
rozwijanego w ramach niniejszej pracy ze strukturami rozwigzanymi do$wiadczalnie uzyte
zostaly cztery miar podobienstwa miedzy strukturami. Najbardziej typowa miarg jest srednia
odlegto§¢ pomiedzy atomami struktur (RMSD, Root Mean Square Deviation).
Druga z uzytych miar to globalny test dystansow (GDT-TS, Global Distance Test — Total

Score) (rozdziat 3.3.2), zostala ona opracowany dlabiatek w celu zmniejszenia wplywu
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lokalnej zmienno$ci na wynik poréwnania. Pozostate dwie miary, wskaznik znieksztatcenia
(DI, Deformation Index) (rozdziat 3.3.3) i profil znieksztatcenia (DP, Deformation Profile)
(rozdziat 3.3.4), zostaly opracowane dla poréwnywania czgsteczek RNA i biorg pod uwage

oddziatywanie wystepujgce w tych czgsteczkach.

3.3.1. RMSD

Najczescie] stosowang miarg podobienstwa dwoch struktur jest $rednia odleglosé
pomiedzy ich odpowiadajacymi sobie atomami (RMSD, Root Mean Square Deviation).

Jest ona liczona dla optymalnie natozonych przestrzennie struktur wedhug wzoru:

RMSD(X,Y) = —?ﬂ(f;_y 2

gdzie X 1Y toporownywane struktury, (Xi-Y;) todystans pomiedzy kolejnymi,
odpowiadajagcymi sobie atomami w tych strukturach, a n to liczna atoméw. Obliczen mozna
dokonywaé¢ uzywajac wszystkich atomow (RMSD pelnoatomowe) lub tylko na wybranych
atomach, np. P i C4’, coumozliwia uzyskaniec RMSD dwoch réznych struktur (nie tylko
modelu i struktury referencyjnej). Wada tej miary jestto, ze lokalna roznica w strukturze
moze spowodowac wysokg wartos§¢ RMSD, sugerujac, ze porownywalne struktury bardzo si¢

od siebie roznia.

W niniejszej pracy miara RMSD byta wykorzystywana do ewaluacji zbioru modeli
tRNA. Warto§¢ RMSD zostata obliczona dla kazdej pary model — struktura natywna (RMSD
pelnoatomowe oraz atoméw P i C4') oraz dla par szablon — struktura natywna (RMSD

atomow P 1 C4').

3.3.2. GDT-TS

Miarg popularnie uzywang do ewaluacji modeli biatkowych jest globalny test dystansow
(GDT-TS, Global Distance Test — Total Score) (Cozzetto, iwsp., 2007). Obliczenia s3
dokonywane dla optymalnie natozonych struktur. Jest to suma par atomow znajdujacych si¢
w odleglosci 1,0 A, 2,0 A, 4,0 A i8,0 A, podzielona przez czterokrotng ilo§¢ atoméw. Wynik
ma warto$¢ od 0 do 1, a wyzszy wynik oznacza wigksze podobienstwo struktur. Dla biatek

do obliczen uzywane sg pary atomow Ca.
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W niniejszej pracy miara GDT-TS byta wykorzystywana do ewaluacji zbioru modeli

tRNA. Do obliczen uzyto par atoméw P oraz pary atomow C4'.

3.3.3. DI

Wskaznik znieksztatcenia (DI, Deformation Index) (Parisien, i wsp., 2009) jest miarg
dedykowang ewaluacji modeli czasteczek RNA. Porownuje on podobienstwo sieci
oddziatywan zasad i jest definiowany, jako RMSD dwoch optymalnie natozonych struktur,

podzielone przez doktadnosc¢ sieci oddziatywan (INF, the Interaction Network Fidelity):

RMSD(M,R)

DIM,R) =—NFon B |

gdzie M tomodel, aR to struktura referencyjna. Dokladno$¢ sieci oddziatywan (INF)
uwzglednia oddziatywania wodorowe oraz warstwowe pomi¢dzy zasadami. Jest ona rowna

wspolczynnikowi korelacji Matthewsa (MCC, Matthews corellation coeffidient):
INF(M,R) = MCC(M,R) =+VPPV STY’

gdzie PPV i STY to odpowiednio specyficznos¢ i czuto$é, przedstawione wzorami:

. |TP|
PPV (specuficznos¢) =
(specuf ) = TP+ |FP]
czutosc) =
|ITP| + |FN|.

TP to oddziatywania przewidziane poprawnie (wystgpujace w obu porownywanych
strukturach — modelu M i strukturze referencyjnej R). Oddziatywania przewidziane btednie
(wystepujace tylko w modelu M) to FP, a oddzialywania, ktore nie zostaly przewidziane
(wystepujace tylko w strukturze referencyjnej R) to FN. Do adnotowania sieci oddziatywan
struktury wykorzystane moga zosta¢ programy MC-Annotate (Gendron, iwsp., 2001,
Lemieux and Major, 2002), FR3D (Sarver, i wsp., 2008) lub RNAView (Yang, i wsp., 2003).

W niniejszej pracy miara DI byta wykorzystywana do ewaluacji zbioru modeli tRNA.

Podczas obliczen pod uwagg brane byly oddziatywania warstwowe, oddziatywania pomi¢dzy
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zasadami typu Watson-Crick oraz innych typow. Do adnotacji sieci oddziatywan w modelach

I strukturach doswiadczalnych wykorzystano program RNAView (rozdziat 3.4.1).

3.34. DP

Profil znieksztalcenia (DP, Deformation Profile) (Parisien, iwsp., 2009) podobnie
jak miara DI jest dedykowany ocenie doktadnosci modeli RNA. Jest to macierz dystansow
reprezentujaca Srednie dystanse pomiedzy modelem 1 strukturg referencyjng. Otrzymuje si¢ jg
poprzez obliczenie wszystkich jednonukleotydowych natozen struktury modelu i struktury
referencyjnej, a nastgpnie wyliczeniu dla kazdego nalozenia Sredniego dystansu pomiedzy
kazda zasada w strukturze referencyjnej i odpowiadajaca jej zasada w modelu. Macierz DP
pokazuje rdéznice pomigdzy strukturami na poziomie pojedynczych reszt nukleotydowych

i pozwala szybko zidentyfikowa¢ zrodto rozbiezno$ci pomiedzy modelem i strukturg

natywna.

W niniejszej pracy macierz DP zostata obliczona dla kazdej pary model — struktura

natywna w zbiorze tRNA. Wyliczona zostala rowniez Srednia wartos$¢ z macierzy DP.

3.4. Programy zewnetrzne

Podczas testowania oprogramowania rozwijanego W ramach niniejszej pracy
wykorzystane zostaly réwniez programy zewngtrzne. Program RNAView (rozdziat 3.4.1)
postuzyt do liczenia niektorych miar podobienstwa podczas ewaluacji modeli, a program

PyMOL (rozdziat 3.4.2) pozwolit na wizualizacj¢ modeli.

3.4.1. RNAView

Program RNAView (Yang, iwsp., 2003) stuzy do identyfikacji i klasyfikacji
oddziatywan pomigdzy zasadami w strukturze RNA. Rozpoznaje on zaréwno pary zasad typu
Watson-Crick jak i oddzialywania innego typu (poprzez inne krawedzie). Program RNAView

byt wykorzystywany podczas ewaluacji zbioru modeli tRNA. Pozwolit na obliczenie wartosci

DI i DP dla poszczegolnych par model — struktura rozwigzana doswiadczalnie.

3.4.2. PyMOL

Program PyMOL (DeLano, 2002) shuzy do wizualizacji struktur przestrzennych
czasteczek. W ramach niniejszej pracy byl wykorzystywany do indywidualnej (,,recznej”)
oceny modeli. Przyktadowo, podczas optymalizacji funkcji dopasowujagcej fragmenty
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do modelu maty zbiér par struktur bogatych w insercje/delecje (wybrany ze zbioru 99 tRNA)
oceniany byl wizualnie na podstawie wiedzy o budowie RNA. Pomogly w tym takie cechy
programu PyMOL jak mozliwo$¢ réznego reprezentowania struktury, swobodna zmiany skali,
pomiar dystansow (cechy te sg czeste w wielu programach do wizualizacji). Bardzo pomocna
byla obecnos¢ interfejsu skryptowego, ktory utatwit i przyspieszyt prace. Program PyMOL

wykorzystany zostal rowniez do generowania rysunkoéw zamieszczonych w niniejszej pracy.
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4. Wyniki

Gléwnym wynikiem pracy jest program ModeRNA do przewidywania i redagowania
struktury przestrzennej RNA. Program ModeRNA (Musielak, i wsp., 2010; Rother, i wsp.,
2011) modeluje strukture trzeciorzgdowa na podstawie szablonu  strukturalnego
I przyrdwnania pomigdzy sekwencja celu i szablonu (rozdziat 4.1). Modelowanie oraz analiza
struktury sg wykonywane dzigki zaimplementowanym w nim operacjom (rozdzial 4.2).
Program zostal zaprojektowany dla trzech rodzajow uzytkownikéw i mozna go uzywac przez
interfejs na stronie internetowej, wiersz polecen lub interfejs programistyczny (rozdziat 4.3).
Jego implementacja to ponad czternascie tysigcy linii kodu zgromadzonych w czterdziestu
dziewieciu modutach, ktorych poprawnos$¢ dzialania zabezpiecza zbidér automatycznych

testow (rozdziat 4.4).

Mozliwosci programu ModeRNA zostaly sprawdzone poprzez przygotowanie szeregu
modeli dla zbioru czasteczek tRNA posiadajacych strukture rozwigzang doswiadczalnie,
zdeponowang w bazi PDB (rozdziat 4.5). Do oceny jakosci modeli uzyty zostal program

MARS, stuzacy do porownywania modeli teoretycznych i struktur natywnych (rozdziat 4.6).

Podsumowujac, w wyniku niniejszej pracy powstat program ModeRNA do modelowania
homologicznego RNA, modele trojwymiarowe tRNA oraz program pozwalajacy

na poréwnanie tych modeli ze strukturami rozwigzanymi doswiadczalnie.

4.1. Modelu homologicznego z programem ModeRNA

Uzyskanie modelu homologicznego, niezaleznie od wykorzystywanego oprogramowania,
odbywa si¢ przez wykonanie pigciu krokéw (identyfikacji szablonu strukturalnego;
przygotowania przyroOwnania pomiedzy sekwencja celu iszablonu; zbudowania modelu;
optymalizacji modelu; oceny modelu). Jego podstawowa zasada, a zarazem warunkiem
uzycia programu ModeRNA, jest obecnos¢ szablonu strukturalnego oraz przyréwnania
sekwencji celu do sekwencji szablonu. Na ich podstawie generowany jest model przestrzenny,

ktory po procesie optymalizacji zostaje poddany ocenie (Rycina 14).
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SEKWENCJA CELU

Y

A

Identyfikacja szablonu

Y

Przyréwnanie sekwenciji|
celu i szablonu

Budowa modelu

Optymalizacja modelu
Ocena modelu ———
Model oceniony

jako btedny
Model oceniony
jako poprawny
Mozliwosci programu:
I-I\Ih:>deRNA I
ModeRNA | L | serwer
serwer ModeRNA
| ModeRNA |

Rycina 14. Kroki niezbedne do zbudowania modelu homologicznego z wyréznionymi operacjami wykonywanymi przez program

ModeRNA oraz interfejs internetowy programu.

Pierwsze kroki w budowie modelu towybér szablonu oraz przygotowanie
przyrownania migdzy sekwencjami celu isSzablonu. Ich wykonanie wspiera serwer
ModeRNA (nie sg one za$ dostgpne w lokalnej wersji programu). Wyszukiwanie szablonu
ograniczone jest do struktur z bazy PDB 0 rozdzielczosci lepszej niz 2,5 A. Przyrownanie
wykonywane jest przez programy iprocedury zewngtrzne udostgpniane przez serwer
ModeRNA (rozdziat 4.3.3). Ze wzgledu na obecnos¢ w sekwencji RNA tylko czterech

podstawowych  znakéw  jest to proces trudny, zwlaszcza dla sekwencji 0 niskim
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podobienstwie i czg¢sto wymaga wprowadzania poprawek przez uzytkownika na podstawie
np. znanej struktury drugorzedowej obu czasteczek. Sukces modelowania bardzo silnie zalezy

od jakos$ci szablonu i przyrownania.

Gltowng funkcjag programu ModeRNA jest budowa modelu. Uzytkownik
madowyboru wiele opcji, ktore pozwalaja naindywidualizacjc modelowania
i dostosowanie go do potrzeb uzytkownika. Korzystajac z serwera internetowego model moze
zosta¢ wykonany automatycznie bez koniecznos$ci instalacji programu. Alternatywnie,
program moze zostaC pobrany ze strony internetowej i zainstalowany, co pozwoli
na modelowanie z zachowaniem kontroli nad poszczegdélnymi operacjami, np. wybraniem

najlepszych kandydatow na fragmenty dla sekwencji celu, ktora nie ma szablonu.

Optymalizacja iocena struktury nie sg konieczne do uzyskania modelu.
Niemniej optymalizacja czesto pozwala naznaczacg poprawe jakosci modelu. W wersji
lokalnej programu ModeRNA opcjata jest dostgpna poprzez skrypt uruchamiajacy
zewnetrzny program MMTK (Hinsen, 2000) na czasteczce modelu. Dostgpne sg réwniez
funkcje optymalizujace ciagglo$¢ tancucha gtéwnego. Jednoznaczna weryfikacja poprawnosci
modelu  mozliwa jest naogot dopiero pojego rozwigzaniu  do$wiadczalnym.
Program ModeRNA, w wersji lokalnej oraz poprzez serwer, zapewnia jednak mozliwosc¢
oszacowania jego jakosci. Umozliwia sprawdzenie poprawnosci geometrycznej czgsteczki.
Nie jest to kryterium pewne — struktury zdeponowane w bazie PDB rowniez posiadaja
nietypowe wartosci katow i wigzan, jednak umozliwia to zidentyfikowanie regionow
wymodelowanych zupeknie blednie (Davis, iwsp., 2007). Ponadto, dost¢gpne sg operacje
pozwalajace na analiz¢ modelu np. sprawdzenie parowania zasad, co rowniez moze pomodc

oceni¢ uzyskany model.

Podsumowujac, oprogramowanie ModeRNA w réznym stopniu pozwala na wykonanie
kazdego z pigciu etapéw prowadzacych do uzyskania modelu homologicznego. Uzytkownik
moze korzysta¢ z serwera internetowego ModeRNA lub zainstalowa¢ program na Swoim
komputerze, co pozwoli nauzycie wiersza polecen lub interfejsu programistycznego.
Oba sposoby uzycia umozliwiaja automatyczng budowe modelu oraz oceng jego jakosci.
Zaleta serwera jestto, ze pozwala na znalezienie szablonu i wykonanie przyrownania.
Zainstalowana wersja programu daje mozliwos¢ optymalizacji modelu oraz dostegp
do poszczegolnych operacji zaimplementowanych w programie, co pozwala na kontrolowang

budowe modelu oraz zaawansowane redagowanie struktury.
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4.2. Operacje zaimplementowane w programie ModeRNA

Operacje wykonywane przez program ModeRNA podzielic mozna natrzy grupy.
W celu unikniecia probleméw w trakcie modelowania zaimplementowane zostaty operacije,
ktore pozwalaja sprawdzi¢ poprawnos¢ danych wejsciowych (rozdziat 4.2.1). Najwicksza
grupa operacji dostepnych w programie ModeRNA jest zwigzana z modelowaniem struktury
przestrzennej czagsteczki (rozdziat 4.2.2). Struktura (zaréwno szablon, jak i model), moze by¢
analizowana, coufatwia wybor szablonu ipozwala nawstgpng ocen¢ jakoSci
modelu (rozdziat 4.2.3). Wszystkie operacje zostaly podsumowane w rozdziale 4.2.4.
Caly proces modelowania, podczas ktérego dlakazdej pozycji w przyroOwnaniu zostaje
przeprowadzona przynajmniej jedna operacja opisana w rozdziale 4.2.2, moze zostaé
wykonany automatycznie (rozdziat 4.2.5). Uzytkownik ma réwniez mozliwo$¢ redagowania
wybranych elementow struktury bez uruchamiania catego procesu modelowania. Niektore
operacje, takie jak manipulacja fragmentami drugorzgdowymi, niesg uwzglgdnione
w automatycznym  procesie  modelowania, lecz dostgpne jedynie przez interfejs

programistyczny.

Podsumowujgc, program ModeRNA udostepnia trzy grupy operacji zwigzane
z: przygotowaniem  danych  wejsciowych, modelowaniem oraz analizg  struktury.
Uzytkownik moze wywotac je pojedynczo, uzywajac funkcji z interfejsu programistycznego,
lub wykona¢ jedng komenda proces modelowania, w ktorym podstawowe operacje

pozwalajace na zbudowanie modelu zostang wywotane automatycznie.

4.2.1. Przygotowanie danych wejsciowych

Program ModeRNA obstuguje dwa rodzaje plikow wejSciowych: pliki ze strukturg
przestrzenng czasteczek RNA w formacie PDB i pliki z przyréwnaniem w formacie FASTA.
Pliki PDB przechowuja dane strukturalne imoga zawiera¢ koordynaty szablonu
do modelowania lub struktury, ktora ma zosta¢ poddana analizie lub redagowaniu.
W procedurze automatycznej model jest budowany w oparciu o pojedynczy szablon (jeden
tancuch), aby wykorzysta¢ kilka szablonéw nalezy uzy¢ interfejsu programistycznego
programu. W formacie FASTA dostarczone sa dane o0 przyrownaniu dwoch sekwencji.
Jesli uzytkownik chce jedynie analizowa¢ lub redagowaé strukture nie sg one konieczne.
Za poprawnos¢ merytoryczng obu plikow odpowiada uzytkownik. Poprawnos$¢ techniczna
moze zosta¢ sprawdzona przez program ModeRNA. W przypadku danych strukturalnych

kontrolowana jest obecnos¢ cech, ktore moga stanowi¢ problem w procesie modelowania
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(rozdziat 4.2.1.1). Dla przyrownania analizowana jest zgodno$¢ sekwencji miedzy
przyréwnaniem iSzablonem (rozdziat 4.2.1.2). Podsumowujac, program ModeRNA

sprawdza poprawnos¢ techniczng plikow z danymi wejsciowymi w formacie PDB i FASTA.

4.2.1.1. Oczyszczanie struktury szablonu

Struktura szablonu wczytywana jest do programu ModeRNA z pliku PDB. Uzytkownik
musi poda¢ jego nazwe oraz identyfikator *tancucha, ktéory ma zosta¢ wykorzystany
do modelowania. Program ModeRNA sprawdza czy dana struktura nie zawiera cech,
ktore utrudnig  lub uniemozliwia —~modelowanie.  Przygotowuje szczegdélowy  raport
o0 zidentyfikowanych trudno$ciach i wymienia identyfikatory problematycznych reszt.
Cze$¢ probleméw moze zostac¢ usunieta z pliku PDB podczas operacji oczyszczania struktury.
Wszystkie cechy wskazane jako utrudniajagce modelowanie zostaty ustalone przez testowanie

programu na plikach z bazy PDB i sg to:
e Czasteczki ligandow, jondéw lub wody.
e Niecigglos¢ tancucha RNA.
e Lancuch biatkowy.
e Niekompletna lub brakujaca zasada.
e Stara nomenklatura nazw atomow rybozy i grupy fosforanowej.
e Brakujace reszty fosforanowe.

e Reprezentacja uproszczona (reszta nukleotydu reprezentowana jest przez pojedynczy

atom fosforu).
e Obecnos$¢ alternatywnych wspotrzednych dla atomu.

Obecnos$¢ wody, jonow lub ligandéw w tancuchu moze spowodowaé, ze sekwencja
szablonu nie bedzie zgodna z sekwencjag w przyroéwnaniu. Na koncu sekwencji szablonu
odczytanej przez program ModeRNA pojawig si¢ kropki oddzielone podkresleniem dolnym.
Kropka (.) oznacza nierozpoznang reszt¢, natomiast podkreslenie dolne (() wskazuje,
ze nie jest ona potaczona zinnymi resztami czasteczki RNA. Przykladowo, sekwencja

tanicucha RNA, w ktorym wystepuje pojedynczy jon bedzie wygladata nastgpujaco:

47



ARAAA .

A w przypadku, jesli pojawi si¢ w nim Kilka (w ponizszym przyktadzie dziesi¢¢) czgsteczek

jonéw:

Seryjne wystepowanie wody ijondw jest czgste w strukturach PDB i mozna je obserwowac
np. w tRNA fenyloalaninowym drozdzy — kod PDB: 1EHZ (60 czasteczek wody oraz szes¢

jonow magnezu i trzy jony manganu).

Niecigglosé¢ tancucha RNA moze by¢ spowodowana brakujacymi atomami tancucha
gldwnego, zbyt duza odlegtoscia miedzy atomami (niepoprawna dtugos¢ wigzania/wigzan),
lub brakiem catej reszty/grupy reszt. Oznacza¢ moze rOwniez, ze dwie reszty nie sg potaczone
np. stanowig konce 3’ 15’ helisy, ktorej obie nici majg ten sam identyfikator tancucha.
W programie = ModeRNA  obecno$¢ przerwy jest reprezentowana W Sekwencji

przez znak podkreslenia dolnego (L), np.
AA AAA

Cecha ta nie jest naprawiana podczas operacji oczyszczania szablonu, poniewaz wigzatoby si¢
to ze zbyt duzg ingerencja w koordynaty struktury rozwigzanej doswiadczalnie. Ciaglos¢
tancucha jest naprawiana w modelu. Uzytkownik moze tez probowaé poprawic¢ ciaglosé
tancucha w szablonie na wtasng odpowiedzialno$¢, uzywajac dedykowanej do tego celu
operacji (funkcja £ix backbone () ). Przyczyny nieciaglosci tancucha nie s3 jednoznaczne
i W niektorych przypadkach jej usuniecie nie jest mozliwe. Przyktadowo, w strukturze
wigkszej podjednostki rybosomu Haloarcula marismortui (kod PDB: 1FFK) wystepuje

2

dziewig¢ regionow niecigglosci tancucha o identyfikatorze ,,0”. Wszystkie wynikajg
Z nieobecnosci niektorych reszt nukleotydéw. Brakuje fragmentow o dtugosci od jednej reszty
az do stu (miedzy resztami o identyfikatorach 2136 i 2237). Nieciagto$ci tancucha wynikajace
z takiej przyczyny nie moga by¢ naprawione przez optymalizacje dtugosci wigzan, wymagaja
uzycia opcji do modelowania i wstawienia brakujacych reszt (rozdziat 4.2.2.4),
co w przypadku fragmentu o dtugosci stu reszt moze prowadzi¢ do uzyskania czasteczki

o strukturze dalekiej od natywne;j.
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W przypadku wczytania do programu ModeRNA lancucha bialkowego jego sekwencja

nie zostanie rozpoznana i bedzie przedstawiona jako kropki (.) oddzielone podkresleniami
dolnymi ():

Program ModeRNA nie modeluje biatek ireszty aminokwasOw nie sg rozpoznawane.
Podczas procesu oczyszczania takiego szablonu wszystkie reszty zostang usunigte,
a wynikiem bedzie pusty tancuch. Uzytkownik powinien uzy¢ tancucha zawierajacego

czasteczke kwasu nukleinowego do przeprowadzenia modelowania.

Niekompletna lub brakujaca zasada nie zostanie zidentyfikowana przez program
ModeRNA i w sekwencji pojawi si¢ na miejscu takiej reszty znak kropki (.), tym razem

wewnatrz sekwencji, np.
AAA.AA

Naprawienie takiej reszty niejest mozliwe podczas operacji oczyszczania Struktury.
Jednak nadal moze ona by¢ wykorzystywana w procesie modelowania ijej zasada moze
zosta¢ zastgpione przez dowolng inng, pod warunkiem, ze reszta ma kompletny pier§cien

rybozy oraz posiada atom N1 (w przypadku pirymidyny) lub atom N9 (w przypadku puryny).

Stara nomenklatura nazw atomow rybozy i grupy fosforanowej (spotykana w przed
ujednoliceniem nazewnictwa w 2008 roku), czyli obecno$¢ znaku gwiazdki (*) zamiast znaku
prim (') oraz niewlasciwy szyk liter (np. O1P zamiast OP1), uniemozliwia poprawne
rozpoznawanie  wigzania  fosfodiestrowego  pomigdzy  resztami  nukleotydow.
Skutkuje to pojawieniem si¢ podkreslen dolnych () w sekwencji, wskazujacych

na nieciggtosci tancucha:
AAAAR

Niestandardowe nazwy podczas operacji oczyszczania struktury sg zastepowane nowa

nomenklaturg.

Brak grupy fosforanowej na koncu 5’ nie ma swoich konsekwencji w sekwencji
odczytanej przez program ModeRNA, w innych miejscach spowoduje wstawienie znaku
podkreslenia dolnego (_). Ponadto spowoduje to problemy gdy dana reszta ma zosta¢ uzyta

jako reszta kotwiczaca podczas wstawiania fragmentu (rozdziat 4.2.2.4). Atom fosforu jest
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bowiem niezbedny przy nakladaniu fragmentu tak, aby pasowal do struktury modelu.
Brak grupy fosforanowej dotyczy najczgéciej reszty nukleotydowej na koncu 5’ tancucha

(np. 16S RNA E. coli, kod PDB: 1YQOU). Program ModeRNA podczas operacji oczyszczania
struktury dobudowuje brakujacg grup¢ fosforanows.

W przypadku, kiedy reszty maja reprezentacje uproszczona, np.jednej reszcie
odpowiada pojedynczy atom fosforu lub atom fosforu i wegiel C4’, a pozostal atomy nie sg
obecne, modelowanie nie moze zosta¢ przeprowadzone. Program ModeRNA wymaga
reprezentacji pelnoatomowej szablonu. Reszty zawierajace jedynie pojedynczy atom fosforu

zostang usuni¢te podczas operacji oczyszczania szablonu.

Dla atomow posiadajacych alternatywne polozenia uzywane sa3 wspotrzedne
wymienione jako pierwsze w pliku PDB. Wigksza liczba wspotrzgdnych wynika z r6znego
potozenia czeSci populacji danego atomu podczas analizy krysztalu, co jest spowodowane
nieuporzadkowaniem  danego  fragmentu badz blgdem podczas  krystalizacji.
Podczas sprawdzania struktury na obecnos¢ cech mogacych przeszkodzi¢ w modelowaniu
generowany jest komunikat o istnieniu takich atomow. Jesli uzytkownik chce zachowaé inne
wspotrzedne niz te wymienione jako pierwsze musi redagowaé plik ze strukturg i zamienié

odpowiednie linie.

Podsumowujac, program ModeRNA nie tylko sprawdza wystepowanie problematycznych

cech w strukturze, ale moze rowniez usuna¢ lub poprawic czgs¢ z nich:
e Usuwa czasteczki wody, jonow i ligandow z tancucha.
e Usuwa reszty aminokwasowe z fancucha.

e Zmienia nomenklatur¢ nazw atomow rybozy igrupy fosforanowej (C4* > C4',
O1P > OP1).

e Dodaje brakujace grupy fosforanowe.

e Usuwa reszty nukleotydow o reprezentacji uproszczonej do pojedynczych atomow

fosforu.

Uzytkownik moze zatem sprawdzi¢ i wyeliminowac problematyczne cechy. Operacja ta
moze by¢ wykonana niezaleznie od procesu modelowania. Cechy takie moga bowiem

nie tylko utrudni¢ budowe modelu przez program ModeRNA, ale moga roéwniez stanowic
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przeszkode we wczytaniu pliku do innych programéw bioinformatycznych. Podsumowujac,
po oczyszczeniu szablonu uzytkownik dostaje strukture, ktora nie zawiera wody, jonow,
ligandow, aminokwasow 1 reszt 0 uproszczonej reprezentacji, ma nowa nomenklature nazw

atomow, a wszystkie reszty zawierajg kompletng grupe fosforanowa.

Funkcje umozliwiajgce wykonanie operacji sprawdzenia ioczyszczenia struktury

szablonu to: examine structure () i clean structure ().

4.2.1.2. Weryfikacja poprawnosci technicznej przyrownania

Przyrownanie wczytywane jest do programu ModeRNA z pliku FASTA o podanej
przez uzytkownika lokalizacji. Plik powinien zawiera¢ dwie sekwencje - dodatkowe
sekwencje zostang zignorowane. Jako pierwsza musi zostaé podana sekwencja celu.
Jest to sekwencja, ktorg bedzie miata czgsteczka uzyskana w wyniku modelowania.
Druga sekwencja nalezy do szablonu i musi by¢ zgodna z rzeczywista sekwencjg struktury
szablonu. Insercje i delecje reprezentowane sg przez znak myslnika (-). Dlugos¢ sekwencji
celu musi by¢ réwna sekwencji szablonu (liczac znaki mys$lnika). Niepoprawne
pod wzgledem technicznym przyrownanie uniemozliwia przeprowadzenie modelowania.
Program ModeRNA oferuje mozliwos¢ sprawdzenia czy oba pliki wejsciowe (przyrownanie
i szablon) sg =zgodne. Poprawno$¢ merytoryczna przyrownania zalezy catkowicie
od uzytkownika. Btgdne przyrownanie z duzym prawdopodobienstwem spowoduje

wygenerowanie btgdnego modelu.

Przyczyna niezgodno$ci pomigdzy przyrownaniem iszablonem moze by¢ brakujaca
lub uszkodzona zasada. Nawet jesli reszta bezzasady jest oznaczona jako
fosforan-5'-adenozyny (A) dla programu ModeRNA bedzie to reszta niezidentyfikowana (.),
poniewaz rozpoznaje on reszty na podstawie analizy geometrycznej, a nie przez informacje
tekstowg zawartag w pliku. Bledy moga rowniez wynika¢ zcech takich jak obecnos¢
czasteczek wody lub jonow, ktére majg ten sam identyfikator tancucha, co czasteczka RNA.

Przypadki takie mogg zostac¢ rozwigzane poprzez oczyszczenie pliku PDB (rozdziat 4.2.1.1).

Program ModeRNA automatycznie wykrywa, kiedy w strukturze szablonu wystepuje
modyfikowana reszta nukleotydu, aw sekwencji W przyréwnaniu podany jest jej
niemodyfikowany odpowiednik. Rozpoznawana jest rowniez obecno$¢ przerw w tancuchu,

zarowno w strukturze jak i podanych w przyrownaniu jako znaki podkreslenia dolnego ().
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Dodatkowo program ModeRNA minimalizuje liczb¢ niesparowanych reszt w przypadku,

gdy jest to mozliwe:
AAAAAGGG—---AAAAA > AAAAAGGGAAAAA
AAAAA---UUUAAAUU AAAAAUUUAAAUU

Podsumowujac, operacja sprawdzania poprawno$ci przyrownania weryfikuje zgodno$¢
sekwencji szablonu, znajdujacej si¢ w pliku z przyrownaniem, oraz sekwencji odczytanej
ze struktury szablonu. W jej wyniku uzytkownik otrzymuje informacje czy sekwencje sg
zgodne. Operacja ta odnosi si¢ jedynie do poprawnosci technicznej, za merytoryczng oceng

przyréwnania odpowiedzialny jest uzytkownik.

Funkcja umozliwiajaca sprawdzenie przyréwnania to

match template with alignment ().

4.2.2. Modelowanie struktury

Przyrownanie sekwencji celu iszablonu jest instrukcja dla procesu modelowania.
Do kazdej pozyCji W przyrOwnaniu zostaje przypisana operacja kopiowania reszty
(rozdziat 4.2.2.1), wymiany zasady (rozdziat 4.2.2.2) lub dodania albo usunigcia modyfikacji
(rozdziat 4.2.2.3). W przypadku, gdy czes¢ sekwencji celu nie ma swojego odpowiednika
w szablonie, do modelu wstawiany jest fragment strukturalny pochodzacy z biblioteki
programu ModeRNA. W odwrotnej sytuacji, kiedy szablon posiada region nieobecny
w sekwencji celu, nadwymiarowa grupa reszt musi zosta¢ usunieta (rozdziat 4.2.2.4) (Rother,
i wsp., 2011). Kiedy redagowania wymaga fragment struktury drugorzedowej dodatkowe
informacje, oprocz danych z przyrownania, musza zosta¢ podane przez uzytkownika

(rozdziat 4.2.2.5).

Podsumowujac, program ModeRNA buduje model stosujac operacje kopiowanie reszt
nukleotydow, wymiany zasady, dodawania lub usuwania modyfikacji oraz wstawiania
fragmentow z wewngetrznej biblioteki. Uzytkownik moze réwniez przy pomocy programu

ModeRNA redagowac strukture drugorzgdowa modelu.

4.2.2.1. Modelowanie nukleotydow identycznych pomigdzy celem i szablonem

Dla reszt identycznych pomigdzy sekwencja celu iszablonu wspotrzgdne atomow sa

kopiowane z szablonu do modelu. Od tej operacji rozpoczyna si¢ proces modelowania.
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Do tak utworzonego rusztowania dodawane sa nastepnie reszty z wymieniong zasads,
modyfikacje oraz fragmenty z biblioteki. Uzytkownik moze Kkontrolowac t¢ operacje

I kopiowa¢ pojedyncze reszty nukleotydow.

Funkcje zwigzane z kopiowaniem reszt identycznych migdzy celem iszablonem to:
copy identical residues(), copy single residue (),

copy some residues ().

4.2.2.2. Modelowanie substytucji

W przypadku, kiedy reszcie celu w szablonie odpowiada reszta z inng zasada, do modelu
kopiowane sg atomy rybozy igrupy fosforanowej, zasada za$§ jest wymieniana.
Pogram ModeRNA zawiera reprezentatywne wspoOilrzgdne polozenia atomow czterech
standardowych zasad wystepujacych w RNA. Nowa zasada, zgodna z sekwencja celu,
jest naktadana na starg tak, abyuzyska¢ konformacje pasujaca do konformacji rybozy.
Operacja wykonywana jest przy pomocy modutu Superimposer (rozdziat 3.2.3) z pakietu
Bio.PDB, adonatozenia wykorzystywane sa trzy atomy zasady najblizsze wigzaniu
N-glikozydowemu. W przypadku puryny sgtoatomy C8-N9-C4, adla pirymidyny
C6-N1-C2. Zasada szablonu zostaje nast¢pnie usuni¢ta (Rycina 15). Podsumowujac,
operacja modelowania substytucji powoduje, ze W modelu znajduja si¢ atomy tancucha
glownego skopiowane z szablonu oraz zasada zgodna z sekwencja celu, pasujaca swoja

konformacjg do konformacji rybozy.

U -8/.\ A

szablon model

Rycina 15. Operacja zastapienia uracylu przez adening.

Funkcje odpowiedzialne za modelowanie substytucji to exchange mismatches (),

exchange single base (), exchange some bases().
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4.2.2.3. Modelowanie modyfikowanych nukleotydow

Program ModeRNA buduje modele, w ktorych pojawiajg si¢ reszty modyfikowanych
nukleotydow nieobecne w szablonie, usuwa takze modyfikacje, ktore wystepuja w szablonie,

ale nie w sekwencji celu. Modelowanych jest 115 modyfikacji.

Podczas operacji dodawania modyfikacji do modelu wstawiona zostaje reszta nukleotydu,
od ktérego pochodzi dana modyfikacja (zaleznie odtego, czytaka reszta wystepuje
w szablonie, czytezjest obecna inna reszta nukleotydu, dokonywana jest operacja
kopiowania — rozdziat 4.2.2.1 lub wymiany zasady — rozdziat 4.2.2.2), nastgpnie dodawane sa
do niej odpowiednie grupy funkcyjne (Rycina 16), a zb¢dne atomy sg usuwane (Rycina 17).

Program ModeRNA ma wbudowang biblioteke fragmentow grup funkcyjnych. Biblioteka
zawiera 70 fragmentow. Kazdy fragment przechowywany jest w osobnym pliku PDB.
Oprocz atomow grupy funkcyjnej fragment zawiera trzy atomy, ktorych odpowiedniki obecne
sg woryginalnej reszcie iktore zostajg wykorzystane do natozenia grupy funkcyjnej
na niemodyfikowang reszte¢ w modelu. Dzigki temu, ze kilka grup funkcyjnych moze zosta¢
dodanych do jednego nukleotydu, pozwalaja one na modelowanie 115 modyfikacji.
Przyktadowo, aby utworzy¢ 1,2-metyloadenozyn¢ nalezy doda¢ do adenozyny grupe
metylowg (CH3-) w pozycji 1 pierscienia adeniny oraz W pozycji 2’ pierécienia rybozy.

Fragmenty zostaty przygotowane w oparciu 0 baz¢ MODOMICS (Czerwoniec, i wsp., 2009).

ms2t6A, ms2m6A, ... mchm5U ac4C, ac4Cm

).

&

c2
. ;’k@
ncm5Um acp3U, acp3Um Am, m1Am, Im, ...
1
c3’
c

Rycina 16. Przyklady fragmentow uzywanych przy dodawaniu modyfikacji. Na bialo zaznaczono atomy wykorzystywane do natozenia
fragmentu na niemodyfikowany nukleotyd.
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szablon model

Rycina 17. Operacja dodania grupy metylowej do rybozy reszty guanozyny i zamiany guanozyny na 2'-O-metyloguanozyng.

Utworzenie konkretnej modyfikacji jest mozliwe dzigki zbiorowi instrukcji
zgromadzonych w pliku tekstowym modifications. Pojedyncza modyfikacja posiada
przynajmniej jedng instrukcje, agdy do utworzenia modyfikacji konieczne jest dodanie
wigcej niz jednej grupy funkcyjnej, wtedy liczba instrukcji odpowiada liczbie dodawanych
grup.  Ponizej przedstawiona  zostala  instrukcja uzywana  podczas  tworzenia

2'-O-metyloguanozyny:
Gm | G | 02" | C1',Cc2',C3"'" | C1',C2'",C3" | ClpC2pC3p OZ2p m.pdb
Instrukcja zawiera:
o Kilkuliterowy skrot nazwy modyfikacji.
Gm

e Nazwe oryginalnego nukleotydu, od ktorego pochodzi modyfikacja.

G

e List¢ atoméw do usunigcia z oryginalnego nukleotydu (oprocz trzech atoméw uzytych

do natozenia fragmentu).
[02']

o Listge trzech atomoéw z fragmentu uzytych do przestrzennego natozenia grupy

funkcyjnej na niemodyfikowany nukleotyd (Rycina 16 - zaznaczone na biato).

[cir, c2', C3']
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e Liste trzech atoméw z oryginalnego nukleotydu uzytych do przestrzennego natozenia,

jak wyzej.
[cir, cz2', C3']

e Nazwe pliku PDB zawierajacego odpowiednig grupg atomow.
ClpC2pC3p OZ2p m.pdb

W przypadku, gdy zwykta reszta nukleotydu ma zosta¢ zastgpiona przez pseudourydyne
lub jej pochodng, niezbedna jest izomeryzacja pierScienia uracylu. Zasada ta zostaje wczytana
i natozona na niemodyfikowang wedtug atomow C4-C5-C6 (zasada z szablonu) i C2-N1-C6

(wczytana zasada). Nastepnie wszystkie atomy zasady niemodyfikowanej zostajg usunigte.

Podczas operacji usuni¢cia modyfikacji reszta nukleotydu posiadajaca dodatkowa grupe
funkcyjng zostaje zastgpiona przez resztg niemodyfikowana. Program ModeRNA wczytuje
standardowa zasade¢ inaktada ja na modyfikowang uzywajac trzech atomow najblizszych
wigzaniu N-glikozydowemu, a zasada reszty modyfikowanej oraz zbedne atomy rybozy

zostajg usunicte (Rycina 18).

- “

szablon mode

Rycina 18. Operacja usuniecia modyfikacji i zastgpienia N6-metylo-N6-trenylokarbomyloadenozyny przez adenozyne.

Nomenklatura ~ modyfikowanych  nukleotydow  zgromadzona  jest  w pliku
modification names table. Oprocz pelnej nazwy
np. N6-methyl-N6-threonylcarbamoyladenosine
(N6-metylo-N6-trenylokarbomyloadenozyna)  nukleotyd  moze by¢  reprezentowany

przez cztery rodzaje skrotow:
e Tradycyjny”, najczgéciej uzywany skrot kilkuliterowy (np. m6t 62).
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e Skrot jednoliterowy uzywany do reprezentowania reszty w sekwencji (np. E)
(McCloskey and Rozenski, 2005).

e Skrot numeryczny (np. 152) (Dunin-Horkawicz, i wsp., 2006).

e Skrot typowy dla formatu PDB (np. 662).

Dla kazdej reszty w strukturze uzytkownik moze odczyta¢ kazda z tych nazw. Taka strategia
wynika z braku idealnego systemu nazewnictwa modyfikowanych nukleotydow. Petna nazwa,
najbardziej  jednoznaczna, jest dluga (moze  mie¢  nawet = 50 znakoéw
np. 2-methylthio-N6-hydroxynorvalyl carbamoyladenosine
(2-metyltio-N6-hydroksynorwalyl  karbamyloadenozyny)) ize wzgledéow  praktycznych
bytaby trudna do wykorzystana w sekwencji. Podobnie skrot kilkuliterowy, cho¢ jest tatwy
do skojarzenia z pelng nazwag modyfikacji, bylby trudny do umieszczony w sekwencji,
a ponadto nomenklatura ta nie jest jednolita izdarza si¢, ze jedna modyfikacja ma kilka
skrotow, np. dla 5-metylocytydyny (5-methylcytidine) spotykane sa w literaturze
skroty 5mC, m5C, m°C, mC” i mC (Rother, i wsp., 2011). Skrét jednoliterowy moze zostaé
umieszczony  w sekwencji, jednak  ze wzgledu naograniczong liczbe  znakow
alfanumerycznych nie wszystkie ze 115 modyfikacji moga by¢ modyfikowane w ten sposob.
Skrot z bazy PDB, podobnie jak skrot kilkuliterowy, jesttrudny do uzycia w sekwencji,
a ponadto nie jest jednoznaczny, np. w pliku PDB o identyfikatorze 1F7U 1-metyloadenozyna
958 z tancucha B oznaczona jest jako 1MA, podczas gdy chemicznie identyczna reszta 58
z pliku PDB o identyfikatorze 10B2 (tancuch B) nosi nazwg¢ MAD (Rother, iwsp., 2011).
Nazwy i skroty uzywane dla modyfikowanych reszt nukleotydow w programie ModeRNA
zostaly zaczerpniete z bazy MODOMICS (Czerwoniec, i wsp., 2009).

Program ModeRNA umozliwia modelowanie modyfikowanych reszt nukleotyddw.
Dodanie i usuniecie modyfikacji moze si¢ odby¢ w sposdb automatyczny na podstawie
przyrobwnania lub poprzez wskazanie przez uzytkownika konkretnej reszty. Dla operacji
dodawania musi zosta¢ rowniez podany kilkuliterowy skrot nazwy modyfikacji. W przypadku
usuwania modyfikacji uzytkownik ma mozliwos¢ jednoczesnego zastgpienia wszystkich
modyfikowanych reszt wystepujacych w strukturze modelu lub szablonu przez reszty

standardowe.

Funkcje zwigzane z dodawaniem modyfikacji to add all modifications(),

add modification (). Funkcje zwigzane z usuwaniem modyfikacji to:
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remove all modificatons(), remove mismatching modifications(),

remove modification().

4.2.2.4. Modelowanie insercji i delecji

W sekwencji celu mogg pojawic sie trzy rodzaje insercji (przerw w sekwencji szablonu):
na koncu 5’ (sekwencja AAAAA W ponizszym przyktadzie), we wnetrzu sekwencji (GGGGG

W ponizszym przyktadzie) lub na koncu 3’ (sekwencja CCCCC W ponizszym przyktadzie):

>cel
AAAAAUUUUUUGGGGGUUUUUUCCCCC

>szablon

Dla kazdej insercji do modelu zostaje wprowadzony fragment o dlugosci odpowiadajace;j
przerwie w sekwencji szablonu. Insercja moze oznacza¢ pojawienie si¢ w modelu
nieobecnego w szablonie wybrzuszenia, petli (lub wydtuzenie istniejacej petli), albo catego

elementu struktury drugorzedowe;.
Budowa fragmentu

Fragment zbudowany jest z reszt nukleotydéw, ktorych liczba odpowiada dtugosci insercji
oraz z reszt kotwiczacych, ktore sa punktem odniesienia pomigdzy fragmentem i modelem
(w modelu sg to reszty okalajace insercjg, na ktore zostanie natozony fragment (pogrubione
U w powyzszym przyktadzie), we fragmencie sa to dodatkowe reszty, ktore po procesie
nalozenia przestrzennego zostang usunig¢te). Fragment wstawiany wewnatrz struktury
ma dwie reszty kotwiczace, natomiast fragment dodawany na koncu 5’ lub 3’ ma tylko jedna

takg reszte, odpowiednio na koncu 3’ lub 5.

Fragmenty uzywane podczas modelowania insercji i delecji we wnetrzu struktury zostaty
uzyskane ze zbioru rnaDB2005 — 172 struktur pochodzacych zrdéznych rodzin RNA
(rozdziat 2.1.2). Zrédlem fragmentéw wstawianych na koncu 5’ lub 3’ jest pojedyncza nié
helisy 0 odpowiedniej dtugosci. Biblioteka fragmentéw zawiera 131316 ciaglych fragmentow
0 dtugosci od dwoch do dziewigtnastu reszt nukleotydow. Na podstawie tej biblioteki
modelowane moga by¢ insercje idelecje 0 maksymalnej dlugosci siedemnastu reszt
nukleotydow (dtugos¢ insercji/delecji + dwie reszty kotwiczace). Rozmiar ten zostal wybrany

ze wzgledu na wielko$¢ biblioteki — 20MB, przy wigkszej dlugosci fragmentow rozmiar
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wzrasta, co moze by¢ niepozadane ze strony uzytkownika instalujagcego oprogramowanie
na dysku. W przypadku koniecznosci modelowania insercji/delecji o wigkszej dlugosci
uzytkownik ma mozliwo$¢ pobrania ze strony programu ModeRNA pliku z rozszerzong
bibliotekg z fragmentami 0 dtugosci do 100 reszt nukleotydow (111MB). Wszystkie

fragmenty z biblioteki (zaréwno standardowe;j jak i rozszerzonej) charakteryzowane sg przez:
e Dlugosc (ilos¢ reszt bez reszt kotwiczacych, od zera do siedemnastu).
e Identyfikator struktury i tancucha, z ktorych pochodzi fragment.
e Identyfikatory reszt kotwiczacych na koncu 5’1 3".
e Sekwencj¢ (zawiera reszty kotwiczace).
e Strukture drugorzedows.
o Szed¢ dystansoOw miedzyatomowych.
Wyszukiwanie fragmentu

Program ModeRNA dla kazdej insercji/delecji identyfikuje fragment o odpowiedniej
dtugosci, dla ktorego dopasowanie reszt kotwiczacych pomigdzy modelem i fragmentem jest
jak najlepsze, aliczba zderzen sterycznych ze strukturg modelu minimalna (Rycina 19).
Poszukiwanie odpowiedniego fragmentu obejmuje dwa etapy. W pierwszym sprawdzane jest
dopasowanie reszt kotwiczacych wszystkich fragmentow o odpowiedniej dtugosci
z biblioteki. Drugi etap polega na wstawieniu do modelu 50 najlepszych kandydatéw

i ich ewaluacji.

reszty
kotwiczgce

w

potencjalne
szablon fragmenty model

Rycina 19. Operacja wstawienia fragmentu strukturalnego o dtugo$ci 9 reszt nukleotydowych do modelu.
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Pierwszy etap wyszukiwania fragmentu

Wstepne przeszukiwanie obejmuje porownanie szesciu dystansow miedzy atomami
reszt, pomiedzy ktore ma zosta¢ wstawiony fragment (reszty kotwiczace modelu)
oraz atomami pierwszej i ostatniej reszty fragmentu (reszty kotwiczace fragmentu).
Poréwnywane dystanse to: 05'5-O5'3; C5'5-C5'3; C4'15-C4'i3; C3'5-C3'r3; Cl'5-Cl'ys;
N1;5/N95-N13/N9;s, gdzie r3 i r5 oznaczajg reszty kotwiczace:

Model: 5’ (r5) (r3) 3’

Fragment: 5" (r5) (r3) 3

Dystanse brane poduwage podczas wstgpnego etapu wyboru fragmentow zostaty

przedstawione ponizej (Rycina 20).

Reszta kotwiczaca
na koncu 3’

Reszta kotwiczaca
na koncu 5’

Rycina 20. Odlegtosci pomiedzy atomami uzywane jako wstepne kryterium dopasowania przy wyszukiwaniu fragmentow do wstawienia

miedzy dwie wskazane reszty (reszty kotwiczace).

Wartosci dystansow sa zgromadzone w bibliotece fragmentow, co przyspiesza

procedure wstepnego dopasowania. Jedynie dystanse dla reszt kotwiczacych modelu musza
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zosta¢ obliczone. Roéznice odpowiadajacych dystanséw z modelu i fragmentu zostajg

podniesione do kwadratu i zsumowane:
2 2 2 2 2 2
ocena = (um - uf'r) + (Wm - wfr) + (Um - vf‘r) + (*xm - xf‘r) + (ym - yf‘r) + (Zm - Zf‘r)

gdzie indeks m oznacza model, indeks fr fragment, au; w; v; X; y iz to kolejne dystanse

(np. u oznacza dystans O5'15-O5'3).

Jest to przyblizone oszacowanie wartosci RMSD natozenia danego fragmentu. Poréwnanie

pozwala wytoni¢ 50 najlepiej dopasowanych fragmentow, ktore podlegajg dalszej ewaluac;i.
Drugi etap wyszukiwania fragmentu

Najlepiej dopasowane fragmenty zostaja wstawione do modelu przez natozenie
atomow Cl's5, C4'i5, C3'15, 0351 N1,5/N9;5 reszty kotwiczacej na koncu 5’ oraz atomow Cl'y3,
C4'3, C3%3, OS5, NIL13/N9s3 1C5 reszty kotwiczacej nakoncu3’ fragmentu
na odpowiadajace atomy w resztach kotwiczacych modelu. Sekwencja fragmentu zostaje
zmieniona tak, aby odpowiadata przyrownaniu. Fragment jest oceniany na podstawie RMSD
uzyskanego po natozeniu reszt kotwiczacych, niepodobienstwa oryginalnej sekwencji

fragmentu i sekwencji z przyroéwnania oraz liczby zderzen sterycznych z resztag modelu:
ocena = a* RMSD + b * sekwencja + ¢ = zderzenia

Najwicksza wage przy ocenie fragmentu ma natozenie reszt kotwiczacych (a = 10.0),
nastepnie liczba zderzen sterycznych pomigdzy fragmentem imodelem (c = 2.0).
W przypadku, gdydla dwoch fragmentow warto$ci te sg bardzo zblizone decydujace
znaczenie ma niepodobienstwo sekwencji (b = 1.0). Jest ono liczone przez zastosowanie

nastepujacej matrycy substytucji dla kazdej pozycji w przyroéwnaniu:
e 0.0 —takie same nukleotydy (np. 2 + A; m6t6A + m6t6A).
e 0.1 -—nukleotyd i jego modyfikacja (np. 2 + m6t6A; U + D).
e 05-tranzycja(np.A + G; C + U).
e 10-transwersja(np.A + U; C + G).

Liczone jest niepodobienstwo zamiast podobienstwa sekwencji tak, aby wszystkie wyniki

czastkowe rOwnania, jak i ostateczna ocena, byly tym lepsze im nizszg warto$¢ osiggna.
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Modelowanie delecji w sekwencji celu

Wstawienie  fragmentu  strukturalnego mardéwniez miejsce W przypadku,

gdy sekwencja szablonu jest dtuzsza od sekwencji celu, np.:

>cel

AAAAAU--—--- UAAAAA
>szablon
AAAAAUGGGGGUAAAAA

Przyktad takiej sytuacji to usuniecie petli zmiennej tRNA, lub zastapienie jej przez krotsza
petle. Niepotrzebny element struktury zostaje usunigty, a pozostajace po nim dwa wolne
konce muszg ulec potagczeniu. W tym celu wyszukiwany jest i wstawiany fragment sktadajacy

si¢ z dwoch potaczonych ze sobg reszt kotwiczacych.
Podsumowanie

Program ModeRNA pozwala namodelowanie sekwencji celu niemajacej
odpowiednika w szablonie oraz nausuwanie zbytecznych fragmentéw szablonu
z zachowaniem ciaggto$ci struktury modelu poprzez wprowadzanie do modelu fragmentow
strukturalnych wybranych na podstawie kryteriow geometrycznych z wewngtrznej biblioteki
programu. Podejscie to jest podobne do zastosowanego w programie SWISS-MODEL
(Schwede, i wsp., 2003).

Funkcje zwigzane zoperacja wstawiania do modelu fragmentow to:
apply all indels(), apply indel (), apply missing ends (),

crete fragment (), find fragment (), insert fragment ().
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4.2.2.5. Modelowanie struktury drugorzedowej

Insercje idelecje w sekwencji celu modelowane sa zwykorzystaniem biblioteki
fragmentow (rozdzial 4.2.2.4) Takie podejscie nie jest jednak wystarczajace dla modelowania
struktury drugorzedowej. Zagadnienie toilustruje ponizsze przyroOwnanie Szablonu

posiadajgcego strukturg spinki do wlosow i sekwencji celu:

>cel
AAUUUUUAAGGGGGUUAAAAAUU

>szablon

Szablon jest zbudowany z czterech par zasad typu Watson-Crick (A-U) oraz petli terminalne;j
0 dhugosci pieciu reszt nukleotydow. Utworzony na jego podstawie model ma mie¢ helisg
dhuzsza o pig¢ par U-A. Oddzielne wstawianie brakujacych fragmentow spowoduje, ze nie
beda one tworzyly helisy. Do modelowania takiego przypadku program ModeRNA oferuje

zbidr funkcji operujacych na strukturze drugorzedowe;.

Przypadki, w ktorych w programie ModeRNA moze zosta¢ zastosowane bezposrednie

redagowanie struktury drugorzedowe;j to (Rycina 21):
e Przedluzanie helisy (jak w powyzszym przyktadzie).
e Skracanie helisy.
e Wstawianie fragmentu dwuniciowego.
e Wstawianie fragmentu jednoniciowego 0 zadanej strukturze drugorzedowe;.

e Dodanie komplementarnej nici do fragmentu jednoniciowego.
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Rycina 21. Przypadki, w ktorych niezbedne jest redagowanie catych fragmentow struktury drugorzedowej na przykladzie tRNA.

Zmiana dlugosci helisy odbywa si¢ na podstawie zawartej w programie ModeRNA
struktury helisy A typowej dla RNA. W przypadku operacji przedtuzania helisy uzytkownik
musi wskaza¢ dwie reszty kotwiczace, ktore pozwola na natozenie helisy. Czes¢ modelu
polaczona z resztami kotwiczacymi zostanie natozona na konce nowo wstawionego odcinka
helisy (Rycina 22, A). Skracanie helisy wymaga podania czterech reszt, z pomigdzy ktorych
usunieta zostanie helisa, tak, ze beda one potaczone w uzyskanym modelu (Rycina 22, B).
Wstawienie elementu dwuniciowego moze si¢ odby¢ tylko, jesli uzytkownik ma strukture
takiego fragmentu (plik PDB). Program ModeRNA nie zawiera biblioteki fragmentow
dwuniciowych. Operacja wstawienia takiego fragmentu wymaga podania czterech reszt
kotwiczacych z fragmentu i czterech odpowiadajacych im reszt kotwiczacych z modelu
(Rycina 22, C). Wyszukanie i wstawienie fragmentu jednoniciowego o zadanej strukturze
drugorzgdowej przypomina wstawienie zwyklego fragmentu jednoniciowego. Uzytkownik
musi jednak dodatkowo zdefiniowa¢ strukture drugorzedowa w formacie VIENNA (Rycina
22, D). Dodawanie komplementarnej nici jest wykonywane nukleotyd po nukleotydzie
(Rycina 22, E). Uzytkownik musi wskaza¢, do ktorej zasady ma zosta¢ dobudowana para.
Dodanie nukleotydow do nici, ktéra nie ma regularnej konformacji helisy A moze

spowodowac, ze nie utworza one ciagtej struktury.
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Rycina 22. Operacje na strukturze drugorzgdowej dostepne w programie ModeRNA: A-B) zmiana dtugosci helisy; C) wstawienie fragmentu

dwuniciowego, posiadajacego cztery reszty kotwiczace; D) wyszukanie i wstawienie fragmentu o zadanej strukturze drugorzedowej i dwoch

resztach kotwiczacych; E) dodanie nukleotydu tak, by utworzyt helise z zadanym nukleotydem z komplementarnej nici.
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Podsumowujac, Program ModeRNA modeluje oddziatywania typu Watson-Crick
pomiedzy zasadami modelu. Uzytkownik moze redagowac strukture drugorzedowa poprzez
pie¢ operacji: skrocenie helisy, wydtuzenie helisy, dodanie fragmentu dwuniciowego, dodanie
fragmentu  jednoniciowego o zadanej  strukturze drugorzedowej oraz  dodanie

komplementarnej nici.

Funkcje Zwigzane Z modelowaniem struktury drugorzedowe;j to:
add pair to base(), create fragment (), extend helix (),
insert fragment (), insert two strand fragment (), shrink helix().

4.2.3. Analiza struktury
Analiza struktury moze =zosta¢ wykorzystana podczas identyfikacji szablonu
do modelowania lub oceny modelu. Program ModeRNA odczytuje sekwencje struktury
bezposrednio  ze wspotrzednych  atomowych, co pozwala na przygotowanie danych
wejsciowych  do modelowania  (rozdziat 4.2.3.1). Sprawdza miejsca wystgpowania
modyfikowanych nukleotydow i strukture drugorzedowsa czasteczki (rozdziat 4.2.3.2),
co utatwia wybor szablonu. Analizuje réwniez geometri¢ struktury, co daje mozliwos¢

wstepnej oceny jakos$ci modelu oraz szablonu (rozdziat 4.2.3.3).

Podsumowujac, program ModeRNA umozliwia analize struktury modelu lub szablonu,

a takze dowolnie wybranej przez uzytkownika struktury RNA w formacie PDB.

4.2.3.1. Sprawdzanie rzeczywistej sekwencji czgsteczki

W pliku w formacie PDB sekwencja czgsteczki jest zapisana w wierszach oznaczonych
jako SEQRES. Nie zawsze jest ona zgodna ze strukturg, ktorej wspotrzedne przechowywane
sa W pliku. Przyktadowo w strukturze o identyfikatorze 1H3E brakuje dwoch zasad
(wreszcie 16 ireszcie 47D), cho¢ wsekwencji sa odnotowane jako C iU.
Ponadto dla modyfikowanych  nukleotydow uzywane sg niejednoznaczne  skroty.
Program ModeRNA odczytuje sekwencje struktury na podstawie analizy geometrii
poszczegolnych reszt nukleotydow (rozdziat 3.2.4) (Rother, iwsp., 2010). Dzigki temu

uzytkownik ma pewnos¢ co do zgodnos$ci sekwencji i struktury.

W sekwencji moze wystgpowacé 71 rodzajow znakow (Tabela 5). Litery A, C, G iU
oznaczaja reszty ze Standardowymi zasadami (adening, cytozyna, guaning i uracylem),

aw przypadku, gdysa pisane matg literg reszta  zawiera  deoksyryboze.
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Ze 115 modyfikowanych nukleotydow rozpoznawanych przez program ModeRNA,
57 najczesciej wystepujacych w strukturach RNA posiada jednoliterowe skroty (Juhling,
i wsp., 2009). Pozostate 58 oznaczanych jest jako X. Reszta, ktorej program nie jest w stanie
rozpoznac jest reprezentowana w sekwencji jako kropka (.), a jesli zasada zostata rozpoznana,
a problemem jest rozpoznanie modyfikacji, w sekwencji pojawi si¢ znak ; (nieznana
modyfikacja guaniny), < (cytozyny), H (adeniny) lub N (uracylu). Znak podkreslenia

dolnego () oznacza niecigglos¢ tancucha gléwnego.

Tabela 5. Jednoliterowe skroty mogace wystgpowaé w sekwencji w programie ModeRNA.

Kategoria Jednoliterowy skréoty w sekwencji

Standardowe reszty nukleotydow RNA A C, G U

Reszty nukleotydow DNA a,cogt

!’ "1 #l $1 %l &l Il (,)’ *1 +1 1 /1 11 2! 31 4! 5l 6’ 7!
Reszty nukleotydow modyfikowanych 8,9 :=>? @,B,D,E,F, I,],K, L, M,O,P,
Q! R1 81 T! V! W1 X1 Y1 21 [1 \1]1/\1 ‘1 {! |5 }! =

; (guaniny), < (cytozyny), H (adeniny), N

Nieznane modyfikacje (uracylu)

Reszta modyfikowanego nukleotydu
bez skroétu jednoliterowego

Nieznana reszta

Nieciggtos¢ tancucha

Program ModeRNA umozliwia odczytanie sekwencji struktury na podstawie
geometrii jej reszt. Operacja ta moze stuzy¢ do sprawdzenia czy sekwencja szablonu zawarta
W przyrownaniu jest poprawna (taka sama jak rzeczywista sekwencja struktury)
lub czy sekwencja uzyskanego modelu jest zgodna z celem. Sekwencje odczytywaé mozna
z dowolnych struktur RNA w formacie PDB, np. przy analizie duzego zbioru struktur.
Przyktadowo byla ona wykorzystywana przy tworzeniu bazy fragmentow dostgpnej
w programie (rozdziat 4.2.2.4) oraz przyrownania 99 sekwencji tRNA, wykorzystanych

do merytorycznego testowania programu (rozdziat 4.5).

Funkcja zwigzana zodczytywaniem sekwencji to get sequence (). Funkcja

pozwalajaca na wyszukanie modyfikacji to find modifications ().
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4.2.3.2. Sprawdzenie struktury drugorzedowej

RNA ma budowe modularng isktada si¢ zelementéw drugorzgdowych i motywow
trzeciorzedowych. Znajomos$¢ struktury drugorzedowej czasteczki celu lub jej wiarygodne
przewidywanie ulatwia przyrownanie sekwencji celu iszablonu (Rother, iwsp., 2011).
Struktura drugorzedowa szablonu jest jednoznaczna i wynika z jego budowy przestrzennej,
a jej odczytanie nie jest zadaniem trywialnym. Program ModeRNA identyfikuje wigzania
wodorowe poprzez wyszukiwanie par donor protonu — akceptor, lezacych w zasadach dwoch
roznych reszt W odlegtoéci mniejszej niz 3.4 A inatej podstawie odczytuje strukture
drugorzedowa. Przyktadowo w parze G-C wigzania wodorowe tworzone sg miedzy grupa
NH; (donor) przy weglu czwartym cytozyny i O (akceptor) przy weglu szostym guaniny;
N (akceptor) w pozycji trzeciej cytozyny i NH (donor) w pozycji pierwszej guaniny
oraz O (akceptor) przy weglu drugim cytozyny i grupg NH; (donor) przy weglu drugim
guaniny. Wynikiem tej operacji jest sekwencja drugorzedowa w notacji kropek i nawiasow
(format VIENNA). Przyktadowo struktura spinki do wlosow o helisie zbudowanej z osmiu
par zasad nukleotydow i petli terminalnej o dhugosci pigciu reszt nukleotydowych bedzie

w formacie VIENNA przedstawiona jako:

Podczas odczytywania struktury drugorzedowej nie sg uwzglgdniane pseudowezly
(struktury zawierajace dwie helisy, gdzie ni¢ jednej z helis znajduje si¢ pomiedzy niciami

drugiej helisy) — tylko jedna helisa jest odnotowana w strukturze drugorzedowe;.

Funkcje zwigzane z odczytywaniem struktury drugorzedowej to get base pairs(),

get secstruc() iwrite secstruc().

W implementacji tej operacji brali udzial lic. Pawel Skiba i dr Kristian Rother.

4.2.3.3. Sprawdzenie geometrii struktury

Analiza geometrii struktury pozwala na wstepne sprawdzenie poprawno$ci modelu.
Zaburzenia geometryczne niekoniecznie oznaczaja bledny model. Struktury rozwigzane
doswiadczalnie rowniez zawieraja nietypowe wartosci (Murray and Carr, 2008)
I niestandardowa geometria w modelu moze by¢ spowodowane kopiowaniem btedow
obecnych w szablonie. Wysoka liczba bledow moze jednak $wiadczyé o niepoprawnym

przyréwnaniu lub ztym doborze szablonu.
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Badanie geometrii  struktury moze zosta¢ zastosowane, oprocz  modelu,
réwniez do szablonu ikazdej innej struktury RNA w formacie PDB. Program ModeRNA

pozwala na identyfikacje:
e Nietypowych dtugosci wigzan.
e Nietypowych wartosci katow ptaskich.
e Nietypowych wartosci katow torsyjnych.
e Zderzen sterycznych (naktadania si¢ promieni van der Vaalsa dwoch atomow).

Przyktadowa analiz¢ geometrii struktury modelu przedstawia Rycina 23.

Rycina 23. Reszty nukleotydéw wskazane jako niepoprawne w modelu tRNA™ zbudowanym na szablonie 1EHZ: A) nietypowa diugosé
wigzania N-glikozydowego - 1.38 A w reszcie 7; B) nietypowa warto$¢ kata torsyjnego pomigdzy atomami O3’ (reszty 15) - P (reszty 15) —
05’ (reszty 16) — C5' (reszty16); C) Zderzenie steryczne mig¢dzy atomami zasad reszt 27 i 43. Przez wartosci nietypowe rozumiane sg takie,

ktore odbiegaja od najczgsciej wystepujacych w strukturach w bazie PDB.
Funkcje zwigzane zanaliza geometrii struktury to analyze geometry ()

I find clashes().

W implementacji tej operacji bral udzial mgr. Tomasz Puton.
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4.2.4. Podsumowanie operacji programu ModeRNA

Program ModeRNA udostepnia uzytkownikom trzy grupy operacji:
e Operacje przygotowujace dane wejsciowe.
o Oczyszczenie struktury szablonu.
o Sprawdzenie poprawnosci technicznej przyrownania.
e Operacje zwigzane z modelowaniem.
o Kopiowanie reszt nukleotydow.
o Wymiana zasady.
o Dodawanie i usuwanie grup funkcyjnych modyfikowanych reszt nukleotydow.
o Wstawianie fragmentow.
o Redagowanie elementow drugorzedowych.
e Operacje pozwalajace na analize struktury.
o Odczytywanie sekwencji struktury na podstawie geometrii tworzacych jg reszt.
o Odczytywanie struktury drugorzedowe;.
o Sprawdzanie poprawnos$ci geometrycznej struktury.

Program ModeRNA oferuje uzytkownikowi funkcje do modelowania, sprawdzenia

szablonu i przyrownania, oraz analizy struktury. Trojwymiarowy model czasteczki celu moze

zosta¢ uzyskany przez modelowanie pojedynczych reszt, grup reszt, albotez poprzez

modelowanie automatyczne. Zaimplementowane w programie ModeRNA operacje moga

zosta¢ rowniez wykorzystane do redagowania modelu lub dowolnej struktury PDB,

np. do usuniecia modyfikacji ze struktury, ktéra ma zosta¢ poddana symulacji dynamiki

molekularnej, przez program, ktory nie obstuguje modyfikowanych nukleotydow.

Funkcje odpowiedzialne zauzycie poszczegélnych operacji podane sa w rozdziatach

im poswigconych.
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4.2.5. Automatyczna budowa modelu
Caly proces modelowania moze zosta¢ wykonany automatycznie przy uzyciu jednej
komendy - program ModeRNA dokona wtedy analizy przyrownania i automatycznie wywota
odpowiednie operacje dla poszczegdlnych pozycji. Operacje moga tez zostaé wywotane
przez uzytkownika pojedynczo dla poszczegolnych reszt nukleotydow. Uzytkownik moze
wigc samodzielnie analizowaé przyrownanie idlakazdej pozycji wybiera¢ preferowang
operacj¢. Inna mozliwos¢ to wykonanie pojedynczej operacji lub grupy operacji dla catego

przyréwnania, np. skopiowanie wszystkich identycznych reszt migdzy szablonem i modelem.

Modelowanie pojedynczych pozycji przez uzytkownika pozwala zachowaé kontrole
nad procesem modelowania, ale jest czasochtonne. Ponadto wymaga uzycia interfejsu
programistycznego, ktory dla uzytkownikow niemajacych stycznoSci z programowaniem
moze nie by¢ intuicyjny. Dla prostych przypadkow modelowania, kiedy identycznosé
pomiedzy sekwencja celu iszablonu jest duza, a wszystkie reszty celu posiadaja swoj
odpowiednik w szablonie, tatwiej przeprowadzi¢ modelowanie automatyczne, ktore moze
zosta¢ wykonane przez lini¢ polecen lub serwer programu ModeRNA. Serwer zapewnia

szczegolnie uproszczong obstuge programu bez koniecznosci jego instalacji.

Podczas modelowania automatycznego, po podaniu danych wejsciowych w postaci pliku
ze strukturg szablonu w formacie PDB oraz przyrownania w formacie FASTA, wykonywane

sa nastepujace operacje:
e Oczyszczenie struktury szablonu.

e Weryfikacja zgodnos$ci sekwencji szablonu z przyrownania z rzeczywistag sekwencja

struktury szablonu.
e Kopiowanie reszt identycznych migdzy celem i szablonem.

e Kopiowanie atomow tancucha gléwnego i dodanie odpowiedniej zasady dla reszt,

ktore maja swoj odpowiednik w szablonie.

e Dodawanie grup funkcyjnych do reszt nukleotydow, ktore sa modyfikowane

w sekwencji celu, a modyfikacja nie wystepuje w strukturze szablonu

e Zastepowanie modyfikowanych zasad standardowymi dla pozycji w przyréwnaniu,

gdzie modyfikowana jest tylko reszta szablonu.

71



e Wstawianie jednoniciowych fragmentow strukturalnych dla sekwencji celu,

ktore nie posiadajg szablonu.
e Sprawdzenie i naprawa ciggtosci tancucha gtownego.

e Sprawdzenie zgodnos$ci sekwencji uzyskanego modelu z sekwencja celu podang przez

uzytkownika w przyroéwnaniu.

Podczas modelowania automatycznego niesa brane poduwage elementy struktury

drugorzedowej. Wszystkie insercje/delecje sa traktowane jako niezalezne.

Uzytkownik moze roéwniez automatycznie utworzy¢ wstepny szkielet modelu, zawierajacy
reszty identyczne, substytucje i reszty modyfikowane, a nastepnie indywidualnie modelowac
insercje/delecje. Pozwala to nie tylko dodawa¢ elementy drugorz¢dowe, ale rowniez daje
wiecej mozliwosci przy wstawianiu fragmentow jednoniciowych. Uzytkownik moze poddaé
wstepnej ocenie wigkszg ilo§¢ fragmentow, oraz zapisa¢ struktury kandydatow razem
z modelem i przy pomocy przegladarki graficznej samodzielnie wybra¢ najlepszy fragment.
W przypadku insercji/delecji, dlaktorych nie zostat zidentyfikowany satysfakcjonujacy
fragment, insercja/delecja moze zosta¢ rozszerzona, tak, ze dwie nowe reszty kotwiczace

zostang wzigte pod uwage.

Na zbiorowe zastosowanie operacji oprécz modelowania insercji/delecji pozwala funkcja
apply alignment (). Automatyczne modelowanie jest mozliwe dzigki funkcji

create model ().

4.3. Uzycie programu ModeRNA

Program ModeRNA zaprojektowany zostat dla trzech rodzajow uzytkownikow, ktorzy
korzystaja z wiersza polecen (rozdziat 4.3.1), interfejsu programistycznego (rozdziat 4.3.2)
lub interfejsu internetowego (rozdziat 4.3.3) (Rycina 24). Do uzywania wiersza polecen i
interfejsu programistycznego niezbedna jest instalacja programu na komputerze uzytkownika.

Jego zrodto dostepne jest na stronie:

http://iimcb.genesilico.pl/moderna/download

Poprawne zainstalowanie programu ModeRNA wymaga wczesniejszej instalacji jezyka
Python (rozdziat 3.2.1) ibiblioteki Biopython (rozdziat3.2.2). Uzycie interfejsu
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internetowego nie wymaga instalacji. Uzytkownik wysyta na serwer swoje dane wejéciowe

I moze pobraé¢ dane wynikowe. Serwer dostgpny jest na stronie:

http://iimbc.genesilico.pl/modernaserver

Wszystkie trzy sposoby uzycia programu ModeRNA dajg uzytkownikowi rézny zakres
kompetencji. Wiersz polecen pozwoli na modelowanie automatyczne duzego zbioru struktur.
Interfejs programistyczny posiada funkcje do zaawansowanego redagowania modelu.

Serwer umozliwia intuicyjne uzycie czesci funkcji.

wymagana instalacja bez instalacji

wyszukaj szablon
zbuduj model
zbuduj model
z kilku szablonéw
edytuj
modyfikacje
oczys¢ strukture
z wody i jonéw
przeanalizuj geometrie
struktury
odczytaj strukture
drugorzedowg
edytuj elementy
drugorzedowe

Rycina 24. Rézne tryby korzystania z program ModeRNA na przykladzie najwazniejszych operacji.

A\

uzytkownik
wiersza polecen

A
@

'

uzytkownik
interfejsu
internetowego

')
@

programista

Podsumowujac, program ModeRNA ma trzy tryby uzycia. W zaleznosci od ztozonoS$ci
przypadku modelowania uzytkownik moze wybraé, ktory bedzie dla niego najszybszy i

najwygodniejszy.

4.3.1. Uzycie programu przez wiersz polecen

Uzycie programu ModeRNA przez wiersz polecen pozwala na automatyczne zbudowanie
modelu oraz wykonanie na nim dodatkowych operacji bez znajomosci jezyka programowania

Python. Tryb ten umozliwia operowanie na duzych zbiorach danych, np. zostal on uzyty
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do utworzenia 9702 modeli testowych (rozdziat 4.5). Wymaga instalacji na komputerze

uzytkownika jezyka programowania Python, biblioteki Biopython oraz samego programu

ModeRNA dostgpnego na stronie:

http://iimcb.genesilico.pl/moderna/download

Wykorzystanie tego trybu polega w praktyce na uruchomieniu wiersza polecen i wpisaniu

komendy z wybranymi przez uzytkownika opcjami i argumentami (jak ponizej). Dostepne

opcje i argumenty przedstawione sg ponizej (Tabela 6).

python moderna.py <opcja> <argument> <opcja> <argument>

Tabela 6. Opcje dostepne w programie ModeRNA przez wiersz polecen.

Opcja Argument Nazwa Znaczenie
-h - help (pomoc) | Wyswietla dostgpne opcje.
. . alignment Wcezytuje przyroOwnanie z danego
- Plik w form FASTA. :
@ tk w formacie FAS (przyréwnanie) | pliku FASTA.
. . templat W ' bl d lik
“t | Plik w formacie PDB. emplate czytuje szablon z danego pliku
(szablon) PDB.
e examine Sprawdza szablon na obecno$¢ cech
(sprawdz) mogacych zakldci¢ modelowanie.
1 ] clean Oczyszcza strukture (usuwa wode,
(wWyczyse) jony, ligandy, itp.).
. Wskazuje, ktory tancuch ma zostad
) chain . )
-c Identyfikator tancucha. , wcezytany z pliku danego z opcja —t
(tancuch) o
lub —s (domyslnie A).
_ output (plik NaZWEI' pliku.Wyjéciowego, A4 kt(’),ryr_n
-0 Nazwa pliku. wyjéciowy) Zostanie zapisany model (domyslnie
V] Y ModeRNA.out.pdb)
structure
- Plik w formacie PDB je strukt liku.
S (struktura) Weczytuje strukturg z danego pliku
Cm Kilkuliterowy skrot | modification | Dodaje dang modyfikacje do
modyfikacji (np. m2G). (modyfikacja) | struktury.
. position Wskazuje, w ktorej pozycji ma zostac
- Identyfikator reszty. : L
P v y (pozycja) dodana modyfikacja.

74




Przyktadowo komenda, ktéra pozwoli na zbudowanie modelu na podstawie
tancucha B struktury z pliku 1Q0F6.pdb i przyrownania zapianego w pliku ali.fasta

oraz zapisanie go w pliku model . pdb bedzie wygladata nast¢pujgco:
python moderna.py -t 1QF6.pdb -c¢c B —-a ali.fasta -o model.pdb

Natomiast na zamian¢ reszty 45 (guanozyny) ze struktury zapisanej w pliku 1EHZ.pdb

(tfancuch A) na 2'-O-metyloguanozyng (Gm) pozwoli komenda:
python moderna.py -s 1EHZ.pdb -c¢c A —-m Gm -p 45

W celu wykonania operacji na wigkszym zbiorze danych np. zbudowania modeli na szablonie
tRNAP™ z pliku 1EHZ.pdb oraz stu réznych przyrownaniach zgromadzonych w katalogu
1EHZ ali nalezy 100 razy wywota¢ komende budujaca model. Proces ten mozna
zautomatyzowac przez napisanie skryptu w dowolnym jezyku. W jezyku Python skrypt taki,
bedzie wygladat nastepujaco:

import os
pliki = os.listdir (‘1EHZ ali’)
for p in pliki:
os.system(‘python moderna.py -t 1EHZ.pdb -c A
—a 1EHZ ali/%s’ %p)

Skrypt zapisany w pliku o dowolnej nazwie np. zbuduj modele.py mozna wykonac¢

poprzez wpisanie w wierszu polecen:
python zbuduj modele.py

Podsumowujac, jednym ztrybow uzycia programu ModeRNA to praca w wierszu

polecen. Glowna zaletg tego trybu jest mozliwos$¢ operowania na duzych zbiorach danych.

4.3.2. Uzycie programu przez interfejs jezyka Python

Przez interfejs programistyczny programu ModeRNA uzytkownik moze kontrolowac
proces modelowania w kazdym szczegole. Oprocz automatycznego budowania modelu,
ma mozliwo$¢ modelowania poszczegdlnych pozycji W przyrownaniu (rozdziat 4.2.4)
lub redagowania wybranych fragmentow struktury. Uzycie tego trybu wymaga instalacji
jezyka programowania Python, biblioteki Biopython oraz samego programu ModeRNA

dostepnego na stronie:
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http://iimcb.genesilico.pl/moderna/download

Interfejs programistyczny sktada si¢ z 45 funkcji (Tabela 7), ktorych mozna uzywaé
interaktywnie, wpisujac je z odpowiednimi argumentami do konsoli jezyka Python.
Uzytkownik ma wowczas ciaggly dostep do budowanego modelu iw kazdym momencie
moze g0 podda¢ ocenie geometrycznej lub zapisa¢ iobejrze¢ w przegladarce graficznej,
a nastepnie zdecydowacé czy chce zakonczy¢ proces modelowania lub dalej redagowaé
strukturg.  Funkcje mozna rowniez  zapisywa¢  w skrypcie  jezyka  Python.
Stosujac to rozwigzanie, wprowadzenie drobnej zmiany do procesu modelowania wymaga
ponownego uruchomienia skryptu i wykonania catego procesu jeszcze raz. Skrypty pozwalaja
jednak zachowac raz zastosowang kombinacje funkcji do ponownego uzycia.

Tabela 7. Funkcje programu ModeRNA dostgpne przez interfejs skryptowy. Na bialym tle przedstawione sa funkcje zwiazane z

modelowaniem. Niebieskie wyrdznienie oznacza funkcje pozwalajace na analize struktury. Zielone tlo wskazuje funkcje zwigzane z

przygotowaniem danych wejsciowych.

Nazwa funkcji Opis
Dodaje do struktury modelu wszystkie modyfikacje
add_all_modifications obecne w  sekwencji  celu, aniewystepujace
w szablonie.

Zmienia wskazang reszt¢ w okreslony modyfikowany

add_modification nukleotyd.

Dodaje pare typu Watson-Crick do pojedynczej reszty

add_pair_to_base nukleotydu, tak zeby utworzy¢ strukturg dwuniciowa.

Sprawdza, czy dlugosci wiazah oraz wartosci katow
analyze geometry ptaskich itorsyjnych sa zblizone do warto$ci
referencyjnych uzyskanych z analizy bazy PDB.

Wprowadza zmiany wynikajace z przyréwnania.
W zbudowanym w ten sposéb modelu znajdujg si¢
apply_alignment identyczne reszty skopiowane z szablonu, reszty, ktore
ulegly mutacji, oraz te, ktére wymagaty wprowadzenia
lub usuni¢cia modyfikacji.

Wprowadza do dostarczonego szkieletu modelu
apply_all_indels wszystkie fragmenty bez szablonu, ktorych obecnos¢
wynika z przyrownania.

Szuka fragmentéw pasujacego pomie¢dzy wskazane
apply_indel reszty modelu iwstawia najlepiej ocenionego
kandydata zmieniajac jego sekwencje na zadang.

Wstawia do modelu obecne w przyrownaniu fragmenty

apply_missing_ends bez szablonu na koncu 5'i 3.

change_sequence Zmienia sekwencje¢ struktury na zadang.

76




clean_structure

Usuwa ze struktury wodg, jony, aminokwasy,
oraz niezidentyfikowane reszty. Zmienia nazwy
atomow rybozy z zawierajacych ‘*’ na zawierajace *".
Dodaje brakujace grupy fosforanowe. Sprawdza czy

fancuch jest ciagty.

copy_identical_residues

Kopiuje wszystkie reszty nukleotydow, ktorych zasady
sg identyczne pomigdzy celem i szablonem do modelu
na podstawie przyréwnania.

copy_single_residue

Kopiuje pojedyncza resztg nukleotydu do modelu.

copy_some_residues

Kopiuje grupe reszt nukleotydow do modelu.

create_fragment

Tworzy fragment strukturalny o zadanej sekwencji,
pasujacy dzieki natozeniu przestrzennemu migdzy
wskazane reszty kotwiczace.

create_model

Buduje model napodstawie danego szablonu
| przyrownania.

delete_residue

Usuwa ze struktury reszte o zadanym identyfikatorze.

exami ne_structure

Sprawdza struktur¢ na obecno$¢ cech mogacych
zaktoci¢  proces  modelowania  (woda,  jony,
niezidentyfikowane reszty, stara nomenklatura atoméw
rybozy, brakujace reszty fosforanowe, nieciggtos¢
fancucha).

exchange_mismatches

Zmienia w modelu wszystkie standardowe zasady
z szablonu na zgodne z przyréwnaniem.

exchange_single_base

Wymienia zasade wskazanej reszty nukleotydu
na zadang.

exchange_some_bases

Wymienia zasady wskazanych reszt nukleotydow
na zadane.

Wydtuza helise od wskazanych nukleotydow na jej
konicu 5”1 3" (lub w jej srodku) poprzez dodawanie par

extend_helix typu Watson-Crick tworzacych helise typu A 0 zadanej
sekwencji.
Szuka zderzen sterycznych pomigdzy atomami
find_clashes roéznych reszt w strukturze. Autorem tej funkcji jest

mgr Tomasz Puton.

find_fragment

Wyszukuje fragmenty pasujace pomigdzy dwie zadane
reszty kotwiczace.

find_modifications

Przygotowuje spis wszystkich modyfikowanych reszt
nukleotydéw obecnych w strukturze.

fix_backbone

Naprawia tancuch glowny czasteczki
tak, aby zachowana  zostata  cigglos¢  pomigdzy
resztami nukleotydow. W pierwszej probie naprawy
tancucha poruszane sa tylko fosfor i oddziatujace z nim
atomy tlenu. W przypadku, gdy to podejécie okaze si¢
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nieskuteczne uzywany jest algorytm FCCD. Autorem
tej funkcji jest dr Kristian Rother.

get_base pairs

Zwraca informacje o parowaniu zasad w czasteczce.

get_secstruc

Odczytuje z trojwymiarowych koordynat czasteczki jej
strukture drugorzedowa (nie uwzglednia
pseudoweztow). Uzywa formatu VIENNA.

get_sequence

Odczytuje z trojwymiarowych koordynat czasteczki
sekwencje.

insert_fragment

Wstawia dany fragment do modelu.

insert_two_strand_fragment

Wstawia dany fragment dwuniciowy pomie¢dzy dwie
pary wskazanych reszt. Wymaga podania 4 reszt
kotwiczacych z modelu i 4 z fragmentu.

load_alignment

Laduje do programu przyréwnanie z pliku FASTA.

load_model

Laduje do programu uprzednio zbudowany model lub
inng czasteczke, ktora uzytkownik chce poddaé
modyfikacji. Czyta pliki w formacie PDB.

load_template

Laduje do programu strukture szablonu odczytang
z pliku PDB.

match_alignment_with_model

Sprawdza czy sekwencja odczytana z koordynat
modelu jest identyczna z pierwsza sekwencja
W przyrownaniu.

match_template_with_alignment

Sprawdza, czy sekwencja odczytana z koordynat
szablonu jest identyczna zdruga sekwencja
W przyréwnaniu.

remove_all_modifications

Usuwa wszystkie modyfikacje z danej struktury.
Reszty  nukleotydow  modyfikowanych  zostaja
zastgpione standardowymi, od ktorych pochodza.

remove_mismatching_modifications

Usuwa wszystkie modyfikowane reszty obecne w
szablonie i nieobecne w sekwencji celu zastepujac je
odpowiadajacymi im resztami standardowymi.

remove_modification

Usuwa modyfikacj¢ z reszty nukleotydu o wskazanym
identyfikatorze zastepujac ja standardowa, od ktorej
pochodzi modyfikacja.

renumber_chain

Zmienia numeracj¢ reszt w tancuchu na ciggla,
roZpoczynajac od identyfikatora podanego
przez uzytkownika i pierwszej reszty w tancuchu.

rotate_chi

Obraca zasade danej reszty nukleotydu wokot wigzania
N-glikozydowego 0 zadang wartosc.

shrink_helix

Wycina czg$¢ helisy pomiedzy czterema wskazanymi
resztami i taczy pozostate dwa fragmenty struktury.

write_fragment_candidates

Zapisuje  struktury  kandydatow  na fragmenty
do wstawienia w miejscu bez szablonu (wraz z catym
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modelem)  do osobnych  plikow  PDB.  Pliki
ponumerowane sg wedtug dopasowania fragmentow.

Tworzy plik tekstowy z opisem wszystkich operacji
wykonanych przez program ModeRNA do momentu
zapisania pliku. Informacje te sg nast¢pnie usuwane
Z pamigci programu.

write_log_file

write_model Zapisuje model do pliku PDB.

Zapisuje strukture drugorzedowa  odczytang
write_secstruc Z trojwymiarowych wspotrzednych polozenia atomow
czasteczki do pliku w formacie VIENNA.

Automatyczna budowa modelu poprzez interfejs programistyczny wymaga uzycia

nastepujacych funkeji:

t = load template('nazwa pliku.pdb', 'identyfikator tancucha')
a = load alignment ('nazwa pliku.fasta')

m = create model (t,a)

write model (m, 'nazwa pliku wyjsciowego.pdb')

Przyktad bardziej zaawansowanego modelowania, ktére mozna wykona¢ jedynie
przez interfejs programistyczny touzycie dwoch szablonow. Taka procedura zostata
wykorzystana m. in. przy budowie modelu tRNA™ E. coli oddziatujacego z syntetaza
aminoacylowg tRNA (Rother, i wsp., 2011). Oprocz gtéwnego szablonu, struktury 1EHZ,
uzyty zostal dodatkowy szablon, struktura 1COA, do modelowania petli antykodonowej
w odpowiedniej konformacji. Modelowanie to zostalo wykonane przez zastosowanie

nastepujacych funkcji:

t

load template('lEHZ.pdb', 'A'")

a load alignment ('target 1EHZ.fasta')

m = create model (t, a)

fragmnt = create fragment('fr.pdb', m['30'], m['40'], ch='B'
seqgq="AUUCGUEAU")

insert fragment (m, fragment)

write model ('model.pdb'")

Przypadek ten zostal szczegdtowo opisany w publikacji ,,RNA tertiary structure prediction
with ModeRNA” (Rother, i wsp., 2011). Inne przyktady modelowania mozliwe do wykonania
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jedynie poprzez interfejs programistyczny to redagowanie struktury drugorzedowe;j

oraz osobne modelowanie poszczegolnych pozycji w przyrownaniu.

Podsumowujac, interfejs programistyczny programu ModeRNA to 45 funkcji,
ktore pozwalaja na indywidualne modelowanie poszczegdlnych pozycji w przyroOwnaniu
lub modelowanie automatyczne. Jego gtéwnag zaleta jest mozliwos¢ wykonania
zaawansowanych operacji, takich jak modelowanie catych elementow struktury

drugorz¢dowej, czy uzycie dwoch szablonow.

4.3.3. Serwer ModeRNA

Interfejs internetowy programu ModeRNA pozwala na automatyczne budowanie modelu
oraz redagowanie i analiz¢ modelu bez koniecznosci instalacji programu. Uzytkownik wysyta

swoje polecenia oraz pliki wej$ciowe na serwer dostgpny pod adresem:
http://iimcb.genesilico.pl/modernaserver

Efektem dzialania serwera jest wySwietlenie strony internetowej, z ktorej mozna pobrad
model oraz wyniki innych analiz. Dodatkowo, w odréznieniu od wiersza polecen i interfejsu
programistycznego, serwer daje mozliwo$¢ wyszukiwania szablonu do modelowania,
przygotowania przyrownania, oraz konwertowania formatu PDB ze starej notacji na nowa

i odwrotnie.

Czterem glownym zadaniom, ktoére mozna realizowac przez serwer (Rycina 25)

odpowiadajg zaktadki na stronie serwera:
e Budowa modelu na podstawie szablonu i przyrownania — zaktadka: Build model.
e Budowa modelu na podstawie sekwencji — zaktadki: Find template, Align sequences.
e Konwertowanie formatu PDB do nowej i starej notacji — zaktadka: Convert format.

e Analiza struktury przestrzennej czasteczki RNA — zaktadka: Analyze structure.
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Rycina 25. Operacje dostepne przez serwer ModeRNA (interfejs internetowy programu).

Proces modelowania, ktory mozna wywotaé przez zakladke Build model przebiega
automatycznie (jak w przypadku uzycia wiersza polecen) i uzytkownik nie moze ingerowaé
W poszczegblne operacje. Ma natomiast mozliwo$¢ oczyszczenia struktury szablonu

oraz uzyskania podstawowych danych geometrycznych o zbudowanym modelu.

Budowa modelu na podstawie sekwencji celu wymaga znalezienia szablonu
oraz przyrownania sekwencji szablonu isekwencji celu. Zaktadka Find template pozwala
na zidentyfikowanie rodziny, do ktorej nalezy zadana sekwencja na podstawie sekwencji
zgromadzonych w bazie Rfam (Gardner, i wsp., 2009). Nastepnie rodzina ta sprawdzana jest
pod katem obecnosci struktur rozwigzanych doswiadczalnie. W przypadku dostgpnosci
struktury/struktur o rozdzielczoéci lepszej niz2,5A wykonywane jest przyréwnanie
pomiedzy sekwencjami celu iszablonu zuzyciem modelu kowariancji danej rodziny

pobranego z bazy Rfam. W efekcie uzytkownik zaktadki Find template otrzymuje informacje
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o rodzinie/rodzinach, do ktorych moze naleze¢ czgsteczka celu oraz przyrownanie
dla dostepnych ~ w wysokiej rozdzielczo$ci  struktur. Zaréwno  struktura szablonu
jak i przyrownanie mogg zosta¢ pobrane ze strony serwera. W sytuacji, gdy uzytkownik zna
strukturg szablonu, a brakujagcym elementem jest przyrownanie, mozliwe jest skorzystanie
z zaktadki Align sequences. Umozliwia ona uzyskanie przyrownania dwoch sekwencji
z wykorzystaniem  programu  R-coffee  (Wilm, iwsp., 2008). Dane uzyskane
z wykorzystaniem zaktadek Find template i Align sequences moga stanowi¢ bezposrednie

pliki wejsciowe do modelowania automatycznego w zaktadce Build model.

Uzyskany poprzez serwer model maformat PDB imoze zosta¢ uzyty jako plik
wejsciowy do innych programéw. W celu ulatwienia dalszej pracy z plikiem zaktadka

Convert format konwertuje plik PDB wedtug wskazan uzytkownika. Zmienione mogg zostaé:
e Nazwy atomow rybozy (* lub ).
e Nomenklatura nazw atomow grupy fosforanowej (np. OP1 lub O1P).
e Pozycja nazwy reszty.
e Flaga wiersza ze wspotrzednymi (ATOM lub HETATM).

Model mozna rowniez analizowa¢ i redagowac z wykorzystaniem samego Sserwera.

Zaktadka Analyze structure pozwala na nastepujace operacje:
e Oczyszczenie struktury.
e Wyszukanie wszystkich modyfikacji w strukturze.

e Usunigcie wszystkich modyfikacji ze struktury (zastgpienie ich niemodyfikowanymi

odpowiednikami).
e Zmian¢ sekwencji struktury.
e Zmian¢ numeracji reszt w strukturze.
e Odczytanie sekwencji ze struktury.
e Odczytanie struktury drugorzedowe;.

e Analize geometrii.
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Powyzsze operacje sa rowniez dostepne przez interfejs programistyczny. Zostaty one

szczegdtowo opisane w rozdziale 4.2.

Podsumowujac, serwer jest interfejsem programu ModeRNA, ktory nie wymaga
instalacji. Umozliwia automatyczne budowanie modelu oraz operacje analizy i redagowania
struktur  trzeciorzedowych RNA. Dodatkowo pozwala nawyszukiwanie szablonu

do modelowania oraz przyrownanie dwoch sekwencji.

Interfejs internetowy z serwerem Django zostal zaimplementowany przez mgr Kaje
Milanowska. Mgr Magdalena Rother jest autorka funkcji programu ModeRNA

podiaczanych do interfejsu oraz zaplanowala zewnetrzng architekture serwera.

4.4. Architektura programu ModeRNA

Program ModeRNA zaimplementowany zostal zgodnie z paradygmatem programowania
obiektowego. Program dziata przez instancje klas, ktore wykonujg okreslone zadania,
moga si¢ migdzy sobg komunikowac i zmienia¢ swoj stan. Wykorzystywane sg rowniez takie

cechy programowania obiektowego jak dziedziczenie i polimorfizm.

Fizycznie program pobierany jest na dysk uzytkownika jako skompresowany plik
moderna source wersja.programu.tar.gz, 0 rozmiarze 13 MB. Katalog
otrzymany po rozpakowaniu pliku zawiera biblioteke moderna, testy technicznej
poprawnosci oraz pliki tekstowe z licencja programu (GNU General Public License),
ogodlnymi informacjami na temat programu i jego instalacji oraz opisem charakterystycznych
cech pobranej wersji. Zarowno cz¢$¢ funkcjonalna jak i testowa sktada si¢ z kilku pakietow
(katalogéw), w ktorych zawarte sg moduty i dane tekstowe. W modutach (skrypty jezyka
Python posiadajagce rozszerzenie .py) zaimplementowane sg obiekty (klasy) programu
ModeRNA. Moduty funkcjonalne i testowe wzajemnie ze sobg koresponduja. Zawieraja one
funkcje, ktore pozwalaja obiektom na wykonywanie rdznych czynnosci. Architekture

fizyczna programu przedstawia Rycina 26.
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ModeRNA

pdt)

.py-PY
[1-PY
\ Y
modutly moduly testowe
19 | -PY l
SearchLIR FragmentFinderTests
klasy klasy testowe
LirHit LirHitTests
FragmentFinder FragmentFinderTests
funkcje funkcje testowe
__init__ setUp
_get_secstruc test_init
get_query test_get_query
|og_candidates test_ﬁnd_fragment
find_fragment test find_secstruc
test_find_secstruc_bulge

Rycina 26. Architektura programu ModeRNA. Biblioteka zawiera oprocz pakietow (katalogi) i modutéw (pliki .py) pliki z danymi
w formacie tekstowym i PDB. Po lewej stronie zostal przedstawiony przyktadowy modut (SearchLIR) i zawarte w nim klasy i funkcje klas.
Po prawej stronie znajduje si¢ odpowiadajacy mu modut testowy.

Cze$¢ funkcjonalna programu to pig¢ pakietow, w ktérym zgromadzone sa 62 moduty.
Liczba klas to 117. Zawierajg one 761 funkcji (Tabela 8). Jeden modut odpowiada przewaznie
jednej klasie. Najwigcej klas (27) zgromadzonych zostalo w module Errors.py,
ktory przechowuje wszystkie rodzaje bledow wiasciwych dla programu  ModeRNA.
Przyktadowo, pozwala wyswietli¢ inny rodzaj bitedu, kiedy uzytkownik poda btedny
identyfikator tancucha, a inny kiedy poda btedny identyfikator reszty. Funkcje sa najliczniej
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reprezentowane w module ModernaFragment.py. Jestto zwigzane z duza zlozonoS$cig

operacji wstawienia fragmentu.

to 14235 linii kodu, dokumentacji i komentarzy.

Lacznie czg$¢ funkcjonalna programu  ModeRNA

Tabela 8. Moduty programu ModeRNA (pliki .py) z liczba importowanych bibliotek, liczba klas i funkcji, liczba wszystkich linii kodu

(jako kod rozumiane sg rowniez linie importujace biblioteki i definiujace klasy i funkcje) i dokumentacji, atakze catkowitg liczba linii

(zawiera rowniez puste linie oddzielajace poszczegélne funkcje). Wyrdznione zostalty najwyzsze wartosci dla glownego pakietu programu.

Moduty testowe zostaty przedstawione zbiorczo. Na dole tabeli znajduje si¢ podsumowanie caltego programu z uwzglgdnieniem testow.

@ =,

- > Q ® =
. 2t g | & 8| £ |ES
Modutl (nazwa pliku) £ .9 © < o = S
g2 | ¥ T £ S | BB

£ T —;‘3 Q=

- Q
Pakiet moderna

AlignmentMatcher.py 5 2 15 123 30 175
CheckPdb.py 10 1 22 339 66 491
Constants.py 4 0 0 71 38 144
Errors.py 0 27 0 46 12 92
Fragmentinsertion.py 0 1 2 21 12 36
Helix.py 8 3 12 133 30 180
IsostericModelling.py 8 1 5 67 22 109
Isostericity.py 9 1 9 168 39 256
IsostericityMatrices.py 2 1 4 55 17 82
LIR.py 8 2 14 137 74 243
LIRdb.py 7 2 13 198 41 272
LogFile.py 2 1 9 59 29 114
ModernaAlignment.py 5 2 14 191 61 292
ModernaAlphabet.py 2 2 13 121 20 168
ModernaFragment.py 6 6 48 266 81 406
ModernaResidue.py 15 1 17 323 54 431
ModernaSequence.py 4 1 15 135 26 182
ModernaStructure.py 8 1 22 235 68 347
ModernaSuperimposer.py 2 1 4 59 17 87
PdbConverter.py 10 4 19 169 55 272
RNAAlignment.py 4 3 42 371 68 504
RNAChain.py 11 1 23 207 48 294
RNAModel.py 14 1 30 281 83 441
RNAResidue.py 12 1 33 334 67 458
Renumerator.py 2 1 9 113 24 154
SearchLIR.py 21 5 43 441 97 634
SecstrucFragment.py 6 5 30 190 56 294
StructureLibrary.py 3 2 7 87 25 126
Template.py 1 1 2 32 14 50
__init__.py 1 0 0 18 3 28
commands.py 24 0 46 785 118 1161
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@ S
— - S ® =
25| 3 ) S £ | 25
Modul (nazwa pliku) £ .9 K < © = Ss
82 | ¥ T = S | B8
gL - —é Q=
- a
decorators.py 3 0 4 43 17 68
moderna_cli.py 4 0 2 71 17 115
setup.py 4 0 1 67 12 90
validators.py 11 0 16 105 24 153
Pakiet moderna.analyze
BasePairCalculator.py 3 1 11 134 23 184
BaseRecognizer.py 6 2 9 154 27 211
ClashRecognizer.py 8 1 11 137 51 213
Constants.py 1 0 0 118 34 180
GeometryAnalyzer.py 3 1 9 71 10 96
GeometryParameters.py 0 1 3 168 21 199
GeometryStatistics.py 4 6 29 271 54 379
HBondCalculator.py 7 3 17 124 35 184
MolGraphParser.py 2 3 16 197 38 269
MolParameters.py 0 0 0 216 49 282
MolTopologies.py 1 2 7 460 50 549
MolecularGraph.py 5 2 25 526 142 753
PuckerCalculator.py 2 2 9 74 18 109
RNASuites.py 0 0 0 55 12 70
StackingCalculator.py 5 3 11 161 43 232
__init__.py 0 0 0 0 0 0
topology graph.py 1 1 4 48 16 71
Pakiet moderna.builder
BackboneBuilder.py 8 1 10 141 22 182
Constants.py 0 0 0 7 8 15
CoordBuilder.py 3 0 2 44 18 74
FCCDLoopCloser.py 3 2 9 103 33 167
PhosphateBuilder.py 12 2 17 235 49 322
__init__.py 0 0 0 0 0 0
Pakiet moderna.examles
__init__.py 0 0 0 0 0 0
usage_examples.py 0 0 0 11 138 206
Pakiet moderna.minimize
__init__.py 0 0 0 0 0 0
refine_model mmtk.py 16 4 17 240 52 339
Podsumowanie moderna 353 117 761 9756 2408 14235
Wszystkie moduly testowe 433 81 702 6105 1818 9200
Podsumowanie 786 198 1463 | 15861 | 4226 | 23435
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Duzg czg¢$¢ programu stanowig moduly testowe (Rycina 27). Zabezpieczajg one
poprawno$¢ techniczng programu. Sa to testy jednostkowe oraz akceptacyjne, sprawdzajace
czy poszczegbdlne elementy (moduly, funkcje, operacje) programu dziataja poprawnie.
W wigkszos$ci korespondujg one z funkcjami i modutami czesci funkcjonalnej. 117 modutom
czeSci  funkcjonalnej odpowiada 81 modutéw testowych, a 761 funkcjom z modutow
funkcjonalnych 702 funkcje testowe. Cze$¢ testowa programu zostala zaimplementowana

przez dr Kristiana Rothera.

TESTY
dokumentacja

MODERNA
dokumentacja

Rycina 27. Liczba linii kodu i dokumentacji programu ModeRNA oraz jego czesci testowej. Przez dokumentacje rozumiane sg opisy

poszczegolnych funkcji i klas (docstrings) oraz komentarze wewnatrz kodu (linie rozpoczynajace si¢ znakiem ‘#).

Najwazniejsze obiekty programu stuza przechowywaniu informacji o strukturze
przestrzennej czasteczki RNA. Model reprezentowania tej informacji jest wzorowany
nabibliotece Bio.PDB (Rycina 28) (rozdziat3.2.3). Osobne obiekty stuzg
do przechowywania danych o atomie, reszcie nukleotydu i calej strukturze. Wystepuje
hierarchia: struktura zawiera reszty, reszty zawieraja atomy. Do operowania atomami
program ModeRNA uzywa bezposrednio obiektow Bio.PDB.Atom. Reszcie nukleotydu
odpowiadaja  dwa  obiekty.  Obiekt = RNAResidue  dziedziczy  po obiekcie
Bio.PDB.Residue, lecz zostal dodatkowo wyposazony w cechy ulatwiajace prace z RNA,

np. przechowywanie informacji 0 nazwie W réznych nomenklaturach.
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Obiekt ModernaResidue posiada te same mozliwos$ci, CO RNAResidue (dziedziczy
po obiekcie RNAResidue) idodatkowo ma funkcje umozliwiajace modelowanie,
np. dodawanie lub usuwanie modyfikacji. W praktyce podczas modelowania uzytkownik
mado czynienia zawsze zobiektami ModernaResidue. Podzial na RNAResidue
i ModernaResidue zostal wprowadzony, by nie tworzyé zbyt duzych obiektow. Srednia
dhugos¢ klasy w programie ModeRNA to 300 linii, dzieki czemu kod jest przejrzysty
i czytelny. Obiekty dedykowane calej strukturze zostaly podzielone wedtug zadan, do ktorych

sg przeznaczone.

Bio.PDB ModeRNA
Structure €= == === =4 RnaModel Template
? LD ModernaStructure QJ
Model %
? RNAChain
Chain
Residue )<} ModernaResidue
Atom - <> RNAResidue
— zawiera o obiekty odpowiadajgce jednemu

poziomowi w strukturze RNA

4_ dziedziczy

€ - - konwertuje sig do [ ] biblioteka jezyka Python

Rycina 28. Hierarchiczna struktura obiektow reprezentujacych model w programie ModeRNA. Po lewej stronie przedstawione zostaty
zaleznosci pomiedzy obiektami w pakiecie Bio.PDB, po prawej zalezno$ci miedzy gtdéwnymi obiektami biblioteki ModeRNA. Schemat

wykorzystuje elementy jezyka UML.

Podstawowym obiektem struktury RNA jest RNAChain (Rycina 29). Zawiera
on funkcje zwigzane z analizg struktury. Obiekt ModernaStructure rozszerzago
o wigcej funkcji do analizy oraz funkcje pozwalajgce na redagowanie struktury. Obiekt

RNAModel to obiekt poswigcony modelowaniu. Obiekt Template odpowiada za szablon.
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Dostosowuje on numeracj¢ jego reszt do przyréwnania tak, aby utatwi¢ nastepnie proces
modelowania. Wszystkie obiekty zwigzane ze strukturg przeznaczone sg do przechowywania
jednego tancucha. Pod tym wzgledem program ModeRNA ma uproszczong reprezentacje
w stosunku do biblioteki Bio.PDB, ktora zostala zaprojektowana zmyslg o danych
doswiadczalnych. Obiekt struktury w Bio.PDB moze zawiera¢ nie tylko kilka tancuchow,

ale rowniez kilka modeli (np. z doswiadczenia NMR).

RNAChain 4— ModernaStructure 4— RnaModel

get_region()
get_sequence()
is_chain_continuous()

get_modified_residues()
renumber_chain()
fix_backbone()
get_secstruc()
contains_pseudoknot()

set_alignment()
set_template()
insert_fragment()
add_missing_5p()
extend_helix()
apply_alignment()
create_model()

Rycina 29. Obiekty reprezentujace strukture w programie ModeRNA na réznym poziomie ztozonosci i charakterystyczne dla nich funkcje.
Wyrézniona nazwa w kazdej ramce oznacza rodzaj obiektu. Funkcje wypisane na szaro nie sg zaimplementowane w danym obiekcie,
ale dziedziczone. Strzatki oznaczajg zalezno$¢ dziedziczenia - grot skierowany jest w strone obiektu, ktory jest dziedziczony. Schemat
wykorzystuje elementy jezyka UML.

Funkcje dostepne przez obiekty programu ModeRNA umozliwiajg przede wszystkim
dziatania na strukturze trzeciorzedowej RNA. Wszystkie funkcje zaimplementowane zostaty
z mys$la o zachowaniu przejrzystosci kodu. Nazwa funkcji opisuje czynno$¢, ktérg ona
wykonuje. Jedna funkcja odpowiada jednemu zadaniu. Funkcje sg krotkie izawierajg

dokumentacje (docstring), ktora wyjasnia dziatanie danej funkcji (Rycina 30).
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def nazwa funkcji (parametry):

def score_clash (self):

ciato funkcji
clashes = self.find clash()

self.clash = len(clashes)

indentacja

efekt

return self.clash

return zmienna

Rycina 30. Przykladowa funkcja programu ModeRNA. Po lewej stronie przedstawiona jest ogolna budowa funkcji. Po prawej funkcja
score clash nalezgca do obiektu LirHit 2 modutu SearchLIR.

Podsumowujac, program ModeRNA to ponad 23 tysigce linii kodu. Jego implementacja
reprezentuje paradygmat modelowania obiektowego. Najwazniejsze obiekty sa zwigzane
ze strukturg przestrzenng RNA i maja uktad hierarchiczny, podobnie jak w bibliotece
Bio.PDB. Zarowno obiekty jak i ich funkcje posiadaja dokumentacj¢. Autorka dazyla
do tego, aby kod byt przejrzysty dla innych programistow. Poprawnos¢ techniczna programu

jest zabezpieczona zbiorem automatycznych testow.

4.5. Modele zbudowane przy uzyciu programu ModeRNA

W celu merytorycznego sprawdzenia programu ModeRNA zbudowano modele
dla 99 czasteczek tRNA, ktore posiadajg  strukture rozwigzang do$wiadczalnie
(rozdziat 2.1.1). Sekwencja jednej czasteczki wykorzystywana byta jako cel, a pozostate 98
struktur jako szablony, co pozwolito na uzyskanie 9702 modeli. Dodatkowo powstat zbior
kontrolny zawierajacy 99 modeli, dla ktorych sekwencja celu modelowana byta na szablonie
odpowiadajacym ich (wlasnej) strukturze doswiadczalnej. Rodzina tRNA zostala wybrana
do testu ze wzgledu na duzg dostepnos¢ struktur rozwigzanych doswiadczalnie oraz duzg
zmienno$¢ lokalng, np. petli zmiennej 1 petli D, ujawniajacg si¢ pomimo silnej konserwacji
globalnej struktury tej rodziny. Ponadto czasteczki tRNA zawierajg liczne modyfikacje,
co pozwolito na przetestowanie operacji modelowania modyfikowanych reszt nukleotydow.
Przyrownania dwoch sekwencji — celu i szablonu, dla wszystkich par tRNA zostaty uzyskane

z bazy Rfam (Gardner, iwsp., 2009) (rozdziat2.2). Do modelowania sekwencji

90



nieposiadajacej odpowiednika w szablonie (insercji/delecji) uzyta zostala biblioteka

fragmentow, z ktorej usunigte zostaly wszystkie fragmenty pochodzace z tRNA.

Modele budowane byly automatycznie z wykorzystaniem interfejsu wiersza polecen.
Proces modelowania zajat 48 godzin na komputerze wyposazonym w procesor 2GHz Intel
Xeon. 9675 modeli uzyskato kompletng strukture isekwencje zgodng z sekwencja celu.
Pozostatych 126 modeli bylo niekompletnych i nie podlegato dalszej ocenie. We wszystkich
przypadkach nieckompletnych modeli modelowanie dotyczyto struktury tRNA™'(GUA)
w kompleksie z syntetazg tyrozylo-tRNA (struktura 1H3E) jako celu lub jako szablonu.
W strukturze tej reszty 16 i 47D, oznaczone sg jako niemodyfikowana cytydyna i urydyna,
nie maja jednak wspétrzednych atomowych dla zasad. Przez to, miejsce to nie moze by¢
modelowane automatycznie. Kompletny model moglby zostaé uzyskany przez uzycie
interfejsu programistycznego i wprowadzenie ,r¢cznych” poprawek do przyrownania.
Takie podejscie  pozwolitoby  rowniez  napoprawe  jakosci  czeSci  modeli.
Test przeprowadzony na grupie struktur tRNA miat jednak na celu sprawdzenie dziatania
programu ModeRNA, a nie wiedzy eksperckiej na temat tRNA i w zwigzku z tym uzywany

byt wylacznie interfejs linii polecen i modelowanie automatyczne.

Jako$¢ modeli zostata oceniona przez poréwnanie ich ze strukturami rozwigzanymi

do$wiadczalnie. Zastosowane zostaly nastepujace kryteria:

e RMSD pomigdzy wszystkimi atomami  modelu i struktury rozwigzane;j

doswiadczalnie.
e RMSD pomigdzy atomami P i C4'.

e RMSD pomigdzy wszystkimi atomami oprocz regionéw antykodonu iramienia

akceptorowego.

e RMSD pomigdzy atomami P i C4’ z wylaczeniem regionow antykodonu i ramienia

akceptorowego.

e GDT-TS - globalny test dystansow (Global Distance Test — Total Score) (Cozzetto,
i wsp., 2007).

e DI - wskaznik znieksztalcenia (Deformation Index) (Parisien, i wsp., 2009).
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e Srednia warto$¢ DP - profilu znieksztatcenia (Deformation Profile) (Parisien, i wsp.,
2009).

Srednie warto$ci uzyskane dla 9675 modeli, wedtug powyzszych kryteriow przedstawia
Tabela 9. Srednie RMSD wszystkich atoméw modeli wzgledem struktur rozwiazanych
doswiadczalnie wynosi 5,6 A (Rycina 31). Jesli bra¢ pod uwage tylko atomy P iC4’
to $rednie RMSD wynosi 5,2 A. Podobny stopien réznorodno$ci wystepuje w strukturach
natywnych — $rednie RMSD dla wszystkich par szablon-szablon wynosi 4,9 A. Rycina 31
pokazuje, ze najczeSciej model jest w przyblizeniu tak podobny do struktury natywnej jak
szablon uzyty do modelowania, co jest cecha typowsa dla modelowania homologicznego.
Warto jednak podkresli¢, ze dla 2135 przypadkow modele miaty RMSD rowne lub nizsze
niz struktura szablonu.

Tabela 9. Srednie wyniki jakosci 9675 modeli tRNA zbudowanych automatycznie przez program ModeRNA w odniesieniu do struktur

rozwigzanych do$wiadczalnie.

Kryterium Wynik
Identyczno$¢ sekwencji pomigdzy celem i szablonem 51%
Petnoatomowe RMSD [A] 5,60
RMSD taficucha gtéwnego (atomy P i C4") [A] 5,23
Petnoatomowe RMSD bez antykodonu i konca 3' [A] 4,85
RMSD taficucha gléwnego bez antykodonu i kofica 3' [A] 4,48
Ocena GDT-TS 0,53
DI 0,62
Srednie DP 13,82
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Rycina 31. Ewaluacja modeli tRNA, relacja pomiedzy identycznos$cig sekwencji celu i szablonu, a: A) RMSD wszystkich atoméw
w odniesieniu do struktur rozwigzanych doswiadczalnie; B) RMSD wszystkich atomow wykluczajac reszty antykodonu oraz regionu CCA
na koficu 3' w odniesieniu do struktur rozwigzanych do$wiadczalnie C) GDT-TS; D) RMSD atoméw P i C4’ modeli w odniesieniu
do struktur rozwigzanych do$wiadczalnie (na czarno), oraz struktur celu rozwigzanych do$wiadczalnie w odniesieniu do struktur szablonow
(na czerwono). Na podstawie (Rother, i wsp., 2011).

Ramie akceptorowe oraz petla antykodonu sg regionami o niesztywnej strukturze i fatwo
zmieniaja konformacj¢ podczas tworzenia kompleksow z biatkami (Yang, iwsp., 2006).
Mozna to zaobserwowa¢ na przyktadzie modelu zwigzanego do rybosomu tRNAP™ E. coli
(kod PDB: 2J00, tancuch W) zbudowanego na szablonie 2HGP (tancuch D), gdzie rybosom
jest w stanie poinicjacyjnym (Rycina 32). RMSD modelu wynosi 3,6 A, pomimo,
ze sekwencja obu tRNA jest identyczna. Wysokie RMSD jest spowodowane
przede wszystkim przez reszty 17 (RMSD =8,5A) i 47 (RMSD =6,7 A), ktorych zasady
maja rozng orientacje w modelu i w strukturze natywnej, oraz reszty 72 i 73 poprzedzajace
koniec 3'CCA (Rycina 32 A). Podobna obserwacja dotyczy modelu tRNA™ E. coli
zbudowanego na szablonie tRNA™™, pochodzacym réwniez z E.coli (kod PDB: 1B23,
tancuch R) (Rycina 32 B). Struktura natywna tRNA™ (kod PDB: 1QF6, lancuch B)

oddziatuje z syntetazg trenylo-tRNA, podczas gdy szablon jest w kontakcie z czynnikiem
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elongacji translacji (EF-Tu), powodujagc wzajemne przesuni¢cie ramienia akceptorowego
i petli antykodonu o kilka A. To ilustruje, Ze doktadno§¢ modelowania poréwnawczego tRNA
(oraz innych rodzin RNA) jest ograniczona odpowiednim doborem szablonu we wlasciwym

stanie fizjologicznym.

A B
72,73

47 17

66-76

Rycina 32. Przyktady modeli tRNA zbudowanych przy uzyciu programu ModeRNA. Model pokazany jest na czerwono i natozony
na strukture rozwiazang doswiadczalnie (w kolorze zielonym). A) model tRNA™ E. coli (kod PDB struktury natywnej: 2J00, tancuch W)
zbudowany na podstawie szablonu tRNA™ E. coli (kod PDB: 2HGP, tancuch D). Pomimo 100% identycznosci sekwencji celu i szablonu,
RMSD modelu i struktury natywnej wynosi 3,61 A. Reszty, ktore najsilniej przyczyniaja sic do wysokiego RMSD zostaty zaznaczone
na szaro i pokazane w reprezentacji pelnoatomowej; B) model tRNA™ E. coli (kod PDB struktury natywnej: 1QF6, tancuch B) zbudowany
na szablonie tRNA®® E.coli (kod PDB: 1B23, lancuch R). Struktura natywna oddzialuje zsyntetaza tRNA™, natomiast szablon
z czynnikiem elongacji translacji EF-Tu, co powoduje inng konformacj¢ ramienia akceptorowego i petli antykodonowej — oba regiony
zostaly zaznaczone na szaro; C) model tRNA®" (kod PDB struktury natywnej: 2DXI, tancuch C) zbudowany na podstawie szablonu 2DET.
Sekwencje celu iszablonu maja wysokie podobiefistwo (72%), jednak RMSD modelu w odniesieniu do struktury rozwigzanej
doswiadczalnie wynosi 8,05 A. Gtéwna przyczyna wysokiego RMSD jest brak szesciu nukleotydéw na koncu 3’ szablonu, ktére w efekcie
zostaty wymodelowane w innej konformacji niz w strukturze natywnej; D) model tRNA™® E. coli (kod PDB struktury natywnej: 2HGI,
tancuch C zbudowany na podstawie szablonu tRNA™ E. coli (kod PDB: 2B64, tancuch V). Model w odniesieniu do struktury rozwigzanej
dos$wiadczalnie ma niskie RMSD (1,38 A), pomimo niezbyt wysokiego podobienstwa sekwencji celu i szablonu (47%). Na podstawie
(Rother, i wsp., 2011).
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W celu otrzymania wynikoéw bez uwzgledniania najbardziej zmiennych regionow,
podczas obliczen pominigtych zostato pi¢é reszt z antykodononu: 33-37 lub 38-42 dla struktur
2VO0G (tancuch F), 2BTE (tancuch B i E), 2V0G (tancuch B), 2BYT (tancuch E) i 2BUT
(tancuch B). Dla konca 3’ usuni¢to reszty CCA. Po wycieciu tych regionow $rednie RMSD
pomiedzy modelami i strukturami natywnymi spadto do 4,9 A (Rycina 31).

Analiza wynikéw wskazuje, zgodnie z oczekiwaniami, ze wysokie podobienstwo
sekwencji koreluje z niskim RMSD (Rycina 31). Niektore modele tRNA majg wysoka jakosé
pomimo niskiego podobienstwa sekwencji celu iuzytego szablonu. Przyktadowo model
struktury 2HGI (tancuch C) na bazie szablonu 2B64 (tancuch V) (Rycina 32 D). lIstnieje
rowniez grupa modeli, ktora wykazuje wysokie RMSD w stosunku do struktur natywnych
pomimo wysokiego podobienstwa sekwencji celu i szablonu. Jest to spowodowane glownie
przez r6zne konformacje tej samej czasteczki znajdujacej si¢ w odmiennych kompleksach
biatko-RNA. Podczas analizy wykryto jednak przypadki takie jak model struktury 2DXI
(tfancuch C) — Rycina 32 C, zbudowany na szablonie 2DET (tancuch C) (podobienstwo
sekwencji 72%), gdzie RMSD modelu wzgledem struktury natywnej jest bardzo wysokie
i wynosi 8.05 A. Przyczyng jest sze$é¢ reszt na koncu 3', ktére byty modelowane de novo
ze wzgledu na brak odpowiednika w szablonie. Program ModeRNA dobudowal w tym

miejscu fragment helikalny, podczas gdy w rzeczywistosci ma on inng konformacjg.

Pod wzgledem kryterium GDT-TS (rozdziat 3.3.2), $rednia ocena modeli wyniosta

0.50. Szczegotowe wyniki przedstawia Rycina 31.

W ocenie uwzglgdnione zostaly rowniez kryteria DI (rozdziat 3.3.3) i $rednie DP
(rozdziat 3.3.4), miary dedykowane modelom kwasow rybonukleinowych, wprowadzone
przez Parisien i wsp. (Parisien, i wsp., 2009). Dla zbioru modeli tRNA s$rednie DI wyniosto
0,62, asrednie DP 13,82 (Rycina 33). Wigkszo$¢ modeli uzyskata wartos¢ DP w zakresie
0,5-0,8 (Rycina 33 A). Niska $rednia jest spowodowana glownie przez zmiang
migdzyczasteczkowych  oddziatywan ~ wrdéznych  stanach  funkcjonalnych  tRNA
(np. wychylenie zasad w kierunku biatkowego partnera w tworzonym kompleksie). Uzyskane
wartosci Srednie i maksymalne DP sg wyzsze niz opisane w artykule Parisien i wsp. (Parisien,
i wsp., 2009). Wynika to z faktu, iz DP zalezy od rozmiaru badanej czasteczki, a tRNA jest
wigkszy niz badane przez Parisien 1 wsp. przyktady. Ponadto konformacja i oddzialywania
w antykodonie iramieniu akceptorowym ulegaja duzym zmianom (zaleznie od Stanu

funkcjonalnego i oddziatywania zinnymi czasteczkami). W strukturach dopasowanych
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na podstawie reszt z tych regionow, pozostate reszty mogag ulega¢ przesunigciu i prowadzié
do globalnego RMSD o0 wartosci nawet 50 A. Wigkszo$¢ reszt generuje dopasowanie
Z warto$cig RMSD okoto 5,0 A.
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Rycina 33. Ewaluacja modeli tRNA: A) warto$ci DI; B) wartosci DP. Na podstawie (Rother, i wsp., 2011).

Podsumowujac, merytoryczna poprawno$¢ dzialania programu ModeRNA zostata
przetestowana na zbiorze 99 tRNA, dla ktorych zbudowano 9801 modele. Jako$¢ modeli
zostata oceniona przez porownanie ich do struktur natywnych przy uzyciu kilku niezaleznych
kryteriow. Pod wzgledem kryterium RMSD modele pokazywaly zmienno$¢ typowa
dla obecnej w samym zbiorze 99 tRNA.

Modele tRNA zostaly rowniez opisane w publikacji ,,ModeRNA: Atool for comparative
modeling of RNA 3D structure” (Rother, i wsp., 2011).

4.6. Program MARS do ewaluacji jakosci modeli RNA

Testy merytoryczne programu ModeRNA spowodowaty powstanie duzej liczby modeli.
Ich jako$¢ byla oceniana przez poréwnywanie ze strukturami natywnymi wedtug Kilku
kryteriow. W celu automatyzacji procesu ewaluacji powstat program MARS (Model
Assessment of RNA Structures). Obecne wersja wraz z dokumentacja jest dostgpna pod

licencja GPL na zadanie od autorki.

Program MARS pozwala na poréwnanie podobienstwa dwoch struktur z wykorzystaniem
réznych miar, a takze na poréwnywanie catych zbioréw, tak ze wszystkie struktury jednego
zbioru (katalogu) zostang wykorzystane jako struktury referencyjne do oceny kazdej struktury
z drugiego zbioru. Kryteria uzyte do porownania to RMSD, GDT-TS (Cozzetto, i wsp., 2007),
D1i DP (Parisien, i wsp., 2009). Uzytkownik ma tez mozliwo$¢ indywidualizacji analizy:
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e Pordéwnania tylko wybranego fragmentu struktur (np. miejsca aktywnego).
e Wykluczenie czeSci struktury z analizy (np. petli antykodonu w tRNA).

e Wyboru rodzaju atomow, ktore beda wykorzystane do obliczen (np. tylko atomy P
i C4').

e Wyboru rodzaju nalozenia przestrzennego struktur poddawanych analizie
(np. juz istniejagce natozenie, nalozenie z wykorzystaniem wszystkich atomow,
natozenie wedtug atomow P i C4', natozenie wedlug wybranego fragmentu, lub inne

natozenie zdefiniowane przez uzytkownika).

Ponadto program kontroluje, czy model ma identyczny sktad atomoéw jak struktura
referencyjna igeneruje raport o ewentualnych roznicach. Inng wlasciwoscig jest liczenie
RMSD dla pojedynczych par reszt.

Program MARS ma interfejs programistyczny, ktory moze by¢ uzywany przez Wiersz
polecen jezyka Python lub skrypty przygotowane przez uzytkownika. W tym celu wymagana
jest instalacja programu RNAView, ModeRNA oraz samej biblioteki MARS. Przyktadowo,
jesli uzytkownik jest zainteresowany porownaniem dwoch struktur 0 identycznym sktadzie

atomowym wedhug kryterium GDT-TS moze uzy¢ komendy:
calc gdtts(ref=reference structure, model=second structure)

Bardziej skomplikowany przyktad to wyliczenie warto§ci RMSD dla dwoch struktur,
ktore roznig si¢ skladem atomowym z zachowaniem biezgcego natozenia przestrzennego.

Operacje takg mozna wykona¢ komenda:

calc rmsd(ref=strl, model=str2, do superposition=False,

strict=False, atoms = ['P',"C4'"])

W czasie obliczen pod uwagg zostang wzigte jedynie atomy P i C4', jednak uzytkownik moze
tu zdefiniowa¢ dowolne atomy wystepujagce w obu strukturach. Dla porownania dwoch

zbiorow struktur nalezy uzy¢ komendy:

compare sets(ref set=setl, model set=set2)
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Pozwoli ona na obliczenie RMSD pelnoatomowego, RMSD atoméw P i1 C4’, GDT-TS, DI
oraz DP dla wszystkich kombinacji par struktur z obu zbioréw, a uzytkownik otrzyma raport

ze wszystkimi warto$ciami.

Pod wzgledem implementacji program MARS, podobnie jak program ModeRNA,
reprezentuje paradygmat programowania obiektowego. Jest jednak duzo mniejszy i zawiera
tylko 12 moduléw oraz odpowiadajagce im moduly testowe. Kazda =z kryteriow oceny
podobienstwa reprezentowane jest przez osobny obiekt, wyposazony w funkcje do liczenia
czastkowej i catkowitej wartosci oceny. Osobne obiekty poswigcone sg zarzadzaniu resztami
i atomami porownywanych struktur. Odpowiadajg one zalgczenie odpowiednich reszt
i atomow w pary, ktore nastepnie ulegng porownaniu. Istnieje roéwniez obiekt dedykowany
naktadaniu przestrzennemu struktur. Do reprezentacji struktury w przestrzeni i wczytywania

plikow PDB biblioteka korzysta z obiektow programu ModeRNA.

Podsumowujac, program MARS pozwala na automatyczne poréwnywanie struktur.
Oprocz kryteriow oceny podobienstwa, zaimplementowanych zgodnie z opublikowanymi
algorytmami RMSD, GDT-TS (Cozzetto, i wsp., 2007), DI i DP (Parisien, iwsp., 2009),
program  pozwala naidentyfikowanie roznic ~ w skladzie atomowym  struktur
oraz na analizowanie wybranych fragmentow struktur. Do dyspozycji uzytkownika jest

interfejs programistyczny, a implementacja moze zosta¢ udostepniona na zadanie.

Funkcja doliczenia punktacji GDT-TS wykorzystuje modul napisany
przez mgr Tomasza Putona. Funkcje doliczenia DI iDP zostaly przygotowane

przez dr Kristiana Rothera.
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5. Dyskusja

Program  ModeRNA  shuzy do modelowania  struktury  przestrzennej RNA
z wykorzystaniem podejscia modelowania homologicznego. Dlatego tez w dyskusji

omawiane sg ponizsze problemy:

e Poréwnanie programéw  przewidujacych  struktur¢ RNA  oraz przyklady

opublikowanych modeli uzyskanych za pomocg réznych metod (rozdziat 5.1).

e Kluczowe cechy programu wykorzystujacego podej$cie modelowania pordwnawczego

w kontekscie ograniczen i mozliwosci programu ModeRNA (rozdziat 5.2).

e Wybor szablonu i przygotowanie przyrownania, dwa najpowazniejsze wyzwania

modelowania porownawczego (rozdziat 5.3).

e Modelowanie regiondw bez szablonu i mozliwosci wykorzystania zewnetrznych

baz fragmentoéw (rozdziat 5.4).
e Ewaluacja i poréwnywanie struktur programem MARS (rozdziat 5.5).

e Potencjalne mozliwo$ci rozbudowania programu ModeRNA (rozdziat 5.6).

5.1. Porownanie programu ModeRNA z innymi metodami

Brak doswiadczalnie rozwigzanych struktur dla wigkszosci biologicznych sekwencji RNA
spowodowat rozw6j metod obliczeniowych przewidujacych strukture przestrzenng czasteczki.
Weczesniej wzrost ilosci informacji zgromadzonej w biologicznych bazach danych dla biatek
wywotal podobny rozwoj narzgdzi bioinformatyki strukturalnej dla biatek. Powstaty liczne
programy, opierajace si¢ na réznych podstawach (np. podejscie de novo: ROSETTA (Simons
i wsp., 1997), TASSER (Zhang and Skolnick, 2004a), CABS (Kolinski and Bujnicki, 2005);
podejscie homologiczne: MODELLER (Sali and Blundell, 1993), SWISS-MODEL (Schwede,
i wsp., 2003)). Saone testowane codwa lata podczas eksperymentu CASP (Critical
Assessment of Techniques for Protein Structure Prediction) (Moult, 2005). Obecnie
dyscyplina przewidywania struktury przestrzennej RNA rozwija si¢ rowniez dynamicznie,
cho¢ eksperyment oceniajacy jako$¢ metod bioinformatycznych do przewidywania struktury
RNA miat pierwsza edycje dopiero wroku 2011 itonaznacznie mniejsza skale

niz eksperyment CASP (ujawnione zostaty sekwencje tylko trzech czasteczek) (Cruz, i wsp.,
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2012). Dlatego tez przedstawione ponizej poréwnanie programow do modelowania RNA

opiera si¢ na danych dostepnych w publikacjach.

5.1.1. Porownanie modeli tRNA

Jednym 7z czgsto podejmowanych zagadnien w dziedzinie modelowania RNA
jest przewidywanie struktury tRNA. Jest torodzina, dlaktorej istnicje wiele modeli
rozwigzanych o$wiadczalnie, CO umozliwia weryfikacje wynikow uzyskanych komputerowo.
Ponadto rodzinata wykazuje silng konserwacj¢ globalnego zwoju i jednocze$nie duza
zmienno$¢ lokalng. Zaprezentowany w niniejszej pracy program ModeRNA byt testowany
na zbiorze 99 tRNA, dla ktérych zbudowane zostaly 9702 modele, ocenione nastepnie

pod wzgledem podobienstwo do struktury natywnej (rozdziat 4.5).

Modele tRNA zostaly réwniez zbudowane przez siedem innych metod. Kilka modeli
drozdzowego tRNAP™ zostalo wygenerowanych, pogrupowanych i ocenionych przy uzyciu
programu NAST (Jonikas, i wsp., 2009). Uzywa on do przewidywania struktury czasteczki
RNA, ktora jest reprezentowana przy pomocy pseudoatoméw odpowiadajacych grupom
atomow rzeczywistych, oraz potencjalu opracowanego na podstawie znanych struktur.
Otrzymane w wyniku tej analizy trzy klastry struktur wykazaty w stosunku do struktury
natywnej RMSD 8,0A, 13,6 A oraz156A, apod wzgledem kryterium GDT-TS
odpowiednio 0,20, 0,08 oraz 0,07. Flores i Altman rowniez zbudowali model tRNA™®
uzywajac ograniczonej liczby znanych kontaktow trzeciorzegdowych, oddziatywan
warstwowych oraz danych z doswiadczenia NMR (Flores and Altman, 2010).
Efektem obliczen byla $ciezka atomoéw fosforu o RMSD 9,6 A w stosunku do struktury
natywnej. Lavender iwsp. wyliczyli model tRNA®®, dla ktérego RMSD uwzgledniajace
wylacznie atomy fosforu wyniosto 6,2 A (Lavender, iwsp., 2010). Ding i Dokholyan
otrzymali model tRNA™™ 0 RMSD 7,2 A, uzywajac oprogramowania DMD oraz wiezow
struktury drugorzedowej (Ding, i wsp., 2008). Ci sami autorzy, uzywajac wytacznie dynamiki
molekularnej, otrzymali model tRNA o RMSD 4,0 A (Gherghe, iwsp., 2009). Cao i Chen
opublikowali petnoatomowy model tRNA 0 RMSD wszystkich atoméw 4,2 A w poréwnaniu
do struktury natywnej (Cao and Chen, 2011). Zostat on zbudowany uzywajac kombinacji
potencjalu bazujgcego na wiedzy uzyskanej zanalizy znanych struktur oraz symulacji
dynamiki molekularnej. Na stronie programu MC-Fold/MC-Sym (Parisien and Major, 2008)
znajduje si¢ skrypt do modelowania tRNA™ drozdzowego (struktura natywna 1EVV),
ktory generuje model o RMSD 4,0 A w stosunku do struktury natywnej.
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Modele tRNA zbudowane programem ModeRNA osiagnely s$rednig wartos¢
podobienstwa  do struktury natywnej liczong wedlug kryterium RMSD 56 A.
Dla poszczegdlnych modeli wartoéé ta wahatasie 0od0,15A, do12,9A ibyla silnie
skorelowana z podobienstwem sekwencji celu i szablonu. Srednie GDT-TS wyniosto 0,53.
Wartosci RMSD  oraz innych  kryteridow, poréwnujacych  podobienstwo  modeli
wygenerowanych przez program ModeRNA ze strukturami natywnymi, opisane zostaty
szczegolowo w rozdziale 4.5. Ich omoéwienie znajduje si¢ rowniez w publikacji ,, ModeRNA:
Atool for comparative modeling of RNA 3D structure” (Rother, iwsp., 2011).
Porownujgc modele tRNA otrzymane przy pomocy programu ModeRNA z wygenerowanymi
przez inne narzgdzia zauwazyé nalezy, ze wigkszo$¢ zwymienionych w poprzednim
paragrafie metod zaczyna modelowanie od sekwencji celu i symuluje proces zwijania si¢
czasteczki. Program ModeRNA uzywa struktury szablonu, co utatwia budowe¢ modelu.
Jednak modelowanie poréwnawcze réwniez posiada wiasne wyzwania, przede wszystkim
identyfikacj¢ szablonu oraz przygotowanie przyrownania sekwencji celu iszablonu
(rozdziat 5.3). Jak wida¢ z zaprezentowanych wynikow, metody, ktore symuluja zwijanie
Z uzyciem wi¢zoéw pochodzacych z do§wiadczen sa w stanie zbudowa¢ wierny model tRNA,
amodele zbudowane przez program ModeRNA sa co najmniej poréwnywalne. Nalezy
réwniez zauwazyC, zeuzycie dynamiki molekularnej, ze wzgledu naczas obliczen,

nie pozwolitoby na zbudowanie zbioru 9700 modeli.

Omoéwienie réznych modeli tRNA znajduje si¢ rowniez w publikacji ,,RNA tertiary
structure prediction with ModeRNA ” (Rother, i wsp., 2011).

5.1.2. Poréwnanie programu ModeRNA z programem RNABuilder

Biorac pod uwage grupe programdéw wykorzystujacych podejscie modelowania
porownawczego, modele generowane przez program ModeRNA zostaly szczegdtowo
poréwnane z modelami zbudowanym przy uzyciu programu RNABuilder (Flores, iwsp.,
2010). Jest to metoda do modelowania porownawczego struktury RNA, w ktorej czasteczka
RNA jest modelowana rownolegle na réznym poziomie doktadnos$ci, od niskiej rozdzielczosci
do skali atomowej (uwzgledniajac atomy wodoru). Uzywa wewnetrznej dynamiki uktadow
wspétrzednych, aby wypelni¢ pobrane zszablonu wigzy nawszystkich poziomach.
Pole sitowe dziatajace w niskiej rozdzielczosci sktadasi¢ zsit imomentow obrotu,
ktore umozliwiaja ~ zblizenie  zasad  iich parowanie  w regionach  zdefiniowanych

przez uzytkownika. Uzytkownik moze roéwniez wyznaczy¢é regiony Sztywne i gigtkie
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w czgsteczce. Programy ModeRNA i RNABuilder bazujg na innych zasadach, a stosujgc
analogi¢ do modelowania bialek, mozna je odpowiednio poréowna¢ do programéow
SWISS-MODEL (Schwede, i wsp., 2003) i MODELLER (Sali and Blundell, 1993).

W publikacji grupy Altmana (Flores, iwsp., 2010) zaprezentowany zostal model
intronu grupy I Azoarcus. W artykule oméwiono roéwniez przyrownanie wykorzystane
podczas modelowania (przyrownanie sekwencji Azoarcus - celu iintronu grupy I Twort —
szablonu (1Y0Q, tancuch A)). Model tej czasteczki zbudowany przez programu ModeRNA
w trybie automatyczny (jeden szablon + przyréwnanie dwoch sekwencji, celu i szablonu -
model) osiagnat catkowite RMSD 6,9 A wporéwnaniu do struktury natywnej.
Nastepnie interfejs skryptowy zostat uzyty do modelowania oddziatywania trzeciorzedowego
petli L9/P5 i L2/P8 na podstawie intronu Tetrahymena, wykorzystanego jako dodatkowy
szablon wedlug opisu zaawansowanego protokotu modelowania uzytego do modelowania
przez grup¢ Altmana. Dzigki drugiemu szablonowi imodelowaniu poprzez interfejs
programistyczny powstat model o catkowitym RMSD 4,3 A, a wiec 0 2,6 A lepszy od modelu
wygenerowanego automatycznie. RMSD struktury rdzenia drugiego modelu (zbudowanego
Z uzyciem dwoch szablonéw) wyniosto 2,0 A. Wyniki te s3 nieco lepsze, niz dla modelu
zbudowanego przez program RNAbuilder — 4,4 A (catkowite RMSD) i 2,7A (RMSD
rdzenia) w odniesieniu do struktury natywnej. Modele zbudowane przy pomocy obydwu
programow oraz Strukture¢ natywne przedstawia Rycina 34, aszczegdélowe poréwnanie
wartosci RMSD podsumowuje Tabela 10. Jak obrazuje powyzszy przyklad, uzycie wielu
szablonéw wraz z zaawansowanym interfejsem skryptowym moze poprawi¢ jakos¢ modelu
w poréwnaniu do modelowania automatycznego na pojedynczym szablonie. Opis tego
przypadku modelowania zawarty zostat rowniez w artykule , ModeRNA: A tool
for comparative modeling of RNA 3D structure” (Rother, iwsp., 2011). Modelowanie

intronu grupy | Azoarcus wykonat dr Kristian Rother.
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Rycina 34. Model intronu grupy | Azoarcus zbudowany przy uzyciu programu ModeRNA (kolor czerwony) i RNABuilder (kolor niebieski),
natozone na strukturg rozwiazang do$wiadczalnie — kod PDB: 1U6B (kolor zielony). Na podstawie (Rother, i wsp., 2011).
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Tabela 10. Wartosci RMSD dla modeli intronu grupy | Azoarcus w odniesieniu do struktury rozwigzanej do§wiadczalnie (kod PDB: 1U6B).
Modele zostaty zbudowane przy uzyciu programéw ModeRNA i RNABuilder (Flores, i wsp., 2010). Na podstawie (Rother, i wsp., 2011).

Model Model Model
ModeRNA RNABuilder
ModeRNA
_ zbudowany zbudowany zbudowany
Region . na dwoch na dwoch
automatycznie
szablonach szablonach
RMSD (A) do struktury rozwiazanej do$wiadczalnie
Cala struktura 6,87 4,28 441
Rdzen (P1,P3, P4, P6, P7, P8, P8a) 4,16 1,99 2,72
Miejsce aktywne 2,61 2,30 2,53
Regiony peryferyjne
(P2, P5, P5a, P6a, P9, P9.0) 8,32 5,25 Sl

5.1.3. Poréwnanie cech roznych metod do modelowania RNA

Jeden z programow, ktore rowniez umozliwia modelowanie homologiczne
to S2S/Assemble (dostgpny przez platform¢ PARADISE) (Jossinet and Westhof, 2005).
Jest to graficzny system, ktory laczy rézne narzg¢dzia i Serwisy sieciowe we wszechstronne
srodowisko do redagowania sekwencji i struktury RNA. Daje ono mozliwo$¢ bezposredniego
przypisywania par zasad oraz oddziatywan warstwowych, przyrownywania wielu sekwencji,
oraz zapewnia automatyczng procedur¢ generowania modeli 3D na podstawie uprzedniej
adnotacji lub tez de novo. Wada tego systemu jest to, ze wszystkie odziatywania musza zostaé
przypisane przez uzytkownika, co utrudnia przygotowanie wysokoprzepustowej analizy,
takiej jak analiza modeli tRNA opisana w Wynikach (rozdziat 4.5). Uzytkownik ma kontrole
nad pojedynczymi oddzialywaniami 1imoze wymusi¢ oddziatywanie trzeciorzgdowe
z poziomu sekwencji, w zwigzku z czym caty proces zalezy silnie od jego doswiadczenia.
Przez to jako$¢ uzyskanego modelu wigze si¢ zumiejetnosciami  uzytkownika.
Program PARADISE, podobnie jak inne programy zapewniajace graficzne $rodowisko
do interaktywnego modelowania eksperckiego opisane ponizej, moze zosta¢ uzyty
do manipulowania oraz taczenia modeli zbudowanych zuzyciem programu ModeRNA,
np. do budowy skomplikowanej struktury, ktéra wymaga przestrzennego skladania

pojedynczo wymodelowanych elementow.
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Program RNA2D3D (Martinez, iwsp., 2008), jak sugeruje nazwa, generuje
przyblizone modele 3D rozpoczynajac od sekwencji i struktury drugorzedowej. Procedura
programu nie uwzglednia symulacji procesu zwijania si¢ iz tego powodu nie jest w stanie
automatycznie wygenerowa¢ satysfakcjonujgcego modelu 3D jedynie na podstawie
informacji o parowaniu zasad. Konieczna jest manipulacja modelem poprzez interfejs
graficzny, ktéry daje mozliwos¢ operowania oddziatywaniami pomiedzy pojedynczymi
zasadami oraz parami zasad. Przyktadowo, zbudowanie modelu tRNA o typowym ksztalcie
litery L, wymaga wykonania przynajmniej dwoch waznych operacji  poprzez interfejs
graficznym (operacji wprowadzenia oddziatywania warstwowego mi¢dzy dwiema helisami
oraz obrotu pary oddziatujacej warstwowo z zachowaniem wzglednego potozenia pozostatych

elementow modelu).

ERNA-3D (Zwieb and Muller, 1997) to nast¢pny program, w ktorym modelowanie
opiera si¢ na pracy uzytkownika w interfejsie graficznym. Interfejs pozwala na operowanie
elementami strukturalnymi na r6znym poziomie abstrakcji, podczas gdy rotacje ugrupowan
chemicznych wokét pojedynczego wigzania wzdluz tancucha gldwnego czasteczki sa

symulowane w czasie rzeczywistym.

Program 3D-RNApredict + CYANA (Popenda, iwsp., 2006) wykorzystuje
do budowy modelu RNA dane o strukturze drugorzedowej, motywach trzeciorzedowych,
oraz opcjonalnie dane doswiadczalne ipochodzace zdynamiki molekularnej. Metoda ta
jest wysokoprzepustowa i moze by¢ wykorzystywana w trybie automatycznym. Program
zostala zaprojektowania do szybkiego generowania modeli w niskiej rozdzielczosci.
Przewidywane moga by¢ struktury duzych czasteczek — testy programu obejmowaty strukturg
23S rRNA Haloarcula marismortui (kod PDB: 1jj2).

Na automatyczne uzyskanie modelu pozwalajg takze programy MC-Fold/MC-Sym
(Parisien and Major, 2008) oraz FARNA (Das and Baker, 2007), wykorzystujace podejscie
denovo. Budujgone modele zfragmentow uzyskanych ze struktur rozwigzanych
doswiadczalnie. W pewnym sensie modeluja one zatem strukturg na bazie wielu szablonow.
Jest to jednak inne wykorzystanie kombinacji réznych szablonéw niz w modelowaniu

homologicznym i z tego powodu metody te nie sg tu szerzej omawiane.

Zestawienie najwazniejszych cech wymienionych programéw do modelowania

struktury trzeciorzgdowej RNA przedstawia Rycina 11.
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Tabela 11. Poréwnanie programéw do modelowania struktury przestrzennej RNA. Czarne kropki wskazuja na obecnos¢ danej cechy,
za$ puste okregi jej brak. Gwiazdka oznacza, ze kod zrodlowy programu jest dostgpny po wystaniu zapytania do autoréw. Na podstawie

(Rother, i wsp., 2011).
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Nalezy rowniez nadmienié, ze programy przeznaczone do wizualizacji czasteczek mogg
by¢ réowniez wykorzystywane do modelowania struktury RNA. W takich przypadkach caty
proces modelowania wykonywany jest przez uzytkownika poprzez srodowisko graficzne.
Niektore z tych programéw posiadajg takze interfejs programistyczny, ktory pomaga
w dostosowaniu go do specyficznych zadan modelowania. Dla poréwnania z mozliwo$ciami
typowych programow do modelowania zestawienie cech (Rycina 11) uwzglednia programy
PyMOL (DeLano, 2002) oraz AmiraMol (Biegeleisen, 2006).

5.2. Ograniczenia i mocne strony programu ModeRNA

W publikacji programu RNABuilder Altman iwsp. zdefiniowali nastepujace cztery
kryteria dla programu do modelowania poréwnawczego (Flores, iwsp., 2010): 1) pozwala
uzytkownikowi okresli¢ odpowiadajace sobie reszty w sekwencji celu i strukturze szablonu;
2) pozwala na uzycie wiecej niz jednego szablonu; 3) jest w stanie modelowaé regiony
bez szablonu (insercje/delecje); oraz 4) jest dostepny dla wszystkich naukowcow, takze tych,
ktérzy nie sg ekspertami w naukach komputerowych. Ponizej przedstawiona zostata dyskusja

programu ModeRNA w odniesieniu do powyzszych kryteriow.

1) Wyznaczenie odpowiadajacych sobie reszt pomiedzy sekwencja celu i strukturg

szablonu.

Korespondencja pomigdzy celem iSzablonem jest okre§lona poprzez przyrownanie
sekwencji dostarczone przez uzytkownika (to typowa cecha wszystkich programéw
do modelowania poréwnawczego, wiaczajac programy ModeRNA (Rother, iwsp., 2011),
PARADISE (Jossinet and Westhof, 2005), RNABuilder (Flores, iwsp., 2010), atakze
w pewnym stopniu AmiraMol (Biegeleisen, 2006)). Tworzenie pary typu Watson-Crick
dladanej reszty nukleotydowej jest kluczowg funkcjag programow do modelowania,
ktora jest dostepna w wiekszosci programoéw, w tym w programie ModeRNA. Mocng strong
programu ModeRNA jest mozliwos¢ modelowania potranskrypcyjnych modyfikacji (CO moze

zosta¢ zaznaczone juz na poziomie przyrownania).
2) Uzycie kilku szablonow.

Uzycie wielu szablondw moze zosta¢ osiggniete przez program ModeRNA (Rother,
i wsp., 2011), RNABuilder (Flores, i wsp., 2010) i PARADISE (Jossinet and Westhof, 2005)
(Jossinet and Westhof, 2005). Taki sposob modelowania moze poprawi¢ jako$¢ modelu

przygotowanego metoda poréwnawcza, jak w przypadku modelu intronu grupy | Azoarcus
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(opisanym w rozdziale 5.1). Mozliwos¢ bezposredniej zmiany dlugo$ci segmentu helisy
i dodanie fragmentu o zadanej strukturze pozwala na modelowanie zlozonych zmian
w strukturze. W szerszym sensie programy MC-Fold/MC-Sym (Parisien and Major, 2008),
FARNA (Das and Baker, 2007) iinne metody bazujace na sktadaniu fragmentow zawsze
uzywajg wielu szablondéw, jednak nie jest to modelowanie homologiczne/poréwnawcze.
Ograniczeniem programu  ModeRNA jestbrak procedury minimalizacji energii,
ktéra poprawitaby nietypowe wartosci geometryczne - potencjalng konsekwencje
modelowania na wielu szablonach. ModeRNA pozwala natomiast na naprawienie nieciggtosci

tancucha, gdy wstawiany do struktury fragment nie pasuje doktadnie do reszty modelu.
3) Modelowanie regionéw bez szablonu (insercji/delecji).

Program ModeRNA (Rother, iwsp., 2011) moze modelowaé regiony bez szablonu
poprzez wstawianie fragmentéw, wykorzystujac podejécie podobne do metody RLooM
(Schudoma, iwsp., 2010). Wybor biblioteki fragmentow jest dyskutowany w rozdziale 5.4.
Dla krotkich insercji/delecji (indels) (do 15 nukleotydow) element strukturalny potencjalnie
podobny do natywnego moze zosta¢ wstawiony z biblioteki fragmentow, moze tez zosta¢
wygenerowany caty zbior kandydatow, posrod ktorych uzytkownik, po zwizualizowaniu
wynikow, moze wybra¢ odpowiedni fragment pasujacy do reszty modelu. Ta sytuacja
jest podobna w programach: PARADISE (Jossinet and Westhof, 2005) i RNABuilder (Flores,
iwsp., 2010), ktorerowniez moga konstruowaé krotkie fragmenty bez szablonu.
Program ModeRNA pozwala ponadto wstawia¢ wigksze fragmenty zdefiniowane
przez uzytkownika, atakze  ograniczy¢  przeszukiwanie  biblioteki  fragmentow
do posiadajacych okre§long strukture drugorzedowa. Zadna zmetod modelowania
porownawczego nie jest zdolna do zwijania duzych fragmentow, ktore nie maja
korespondujacego szablonu. Jest to domena programéw wykorzystujacych podejscie ab initio
lubdenovo np. FARNA/FARFAR (Das and Baker, 2007; Das, iwsp., 2010),
DMD/iFoldRNA (Ding, i wsp., 2008; Sharma, i wsp., 2008), the MC-Fold/MC-Sym (Parisien
and Major, 2008), lub NAST (Jonikas, i wsp., 2009). Istnieje oczywista potrzeba rozwinigcia
oprogramowania do modelowania, ktore bedzie w Stanie zwijaé duze fragmenty RNA

w kontekscie wymodelowanego homologicznie rdzenia.
4) Intuicyjny sposéb uzycia.

Mozliwosci istniejacych programéw do modelowania RNA r6znig si¢ w ilo$ci pracy

potrzebnej ze strony uzytkownika do uzyskania modelu. Istnieje cala gama rozwigzan,
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od interfejsow sieciowych wymagajacych jedynie wklejenia sekwencji celu, do ztozonych
interfejsow graficznych posiadajacych wiele zawansowanych opcji. Dla obecnej wersji
programu ModeRNA zaimplementowany zostal serwer internetowy (Rother, i wsp., 2011).
Uzupelnia on samodzielng aplikacje ModeRNA (Rother, i wsp., 2011) i ma na celu utatwienie
uzycia programu uzytkownikom nieposiadajgcym umiej¢tnosci  programistycznych.
Serwer nie zapewnia jednak wszystkich operacji dost¢pnych po zainstalowaniu programu
na dysku (np. modelowania z uzyciem kilku szablonow). Dla przypadku modelowania,
gdzie model moze by¢ zbudowany tylko na podstawie informacji zawartej w szablonie
I przyrownaniu, zwlaszcza, Kiedy szablon i cel uwazane sg za bardzo podobne, serwer jest
wystarczajagcym rozwigzaniem. Program ModeRNA zainstalowany na dysku posiada interfejs
skryptowy, ktory oprocz prostych przypadkow umozliwia tez modelowanie eksperckie
i redagowanie struktury i sekwencji. W celu utatwienia modelownia eksperckiego na stronie
programu ModeRNA zgromadzony zostal zbior przyktadow modelowania oraz gotowe
skrypty dopasowane do konkretnych sytuacji. Dzigki interfejsowi programistycznemu
program ModeRNA moze by¢ réwniez taczony zinnymi programami do modelowania,

przetwarzania danych i wizualizacji struktury.

Program ModeRNA (Rother, iwsp., 2011) spetnia wszystkie kryteria wyznaczone
przez Altmana iwsp. jako niezbedne dla programu do modelowania poréwnawczego
struktury RNA (Flores, i wsp., 2010). Niewatpliwie jego duzym ograniczeniem jest wymog
doswiadczalnie rozwigzanej struktury szablonu niezbgdnej do przeprowadzenia modelowania.
Struktura taka musi istnie¢, zosta¢ prawidlowo zidentyfikowana oraz przyrownana
do sekwencji celu. Cechata jest wspolna dla wszystkich programow wykorzystujacych
podejscie modelowania homologicznego/poréwnawczego i zostata szerzej omowiona

w rozdziale 5.3.

Problemu tego unikajg programy uzywajace podejscia de novo lub ab initio, takie jak
MC-Fold/MC-Sym (Parisien and Major, 2008), FARNA (Das and Baker, 2007), NAST
(Jonikas, iwsp., 2009), DMD/iFoldRNA (Ding, i wsp., 2008; Sharma, i wsp., 2008), YUP
(Chen, iwsp., 2006), 3D-RNApredict (Popenda, iwsp., 2006), czy RNA123 (SantalLucia,
2002). Symulacja procesu zwijania si¢ czasteczki jest jednak bardzo kosztowna obliczeniowo
i wymaga duzo czasu juz dla niewielkich struktur. Przyktadowo, program MC-Fold/MC-Sym
modeluje strukture drozdzowego tRNAP™  (struktura natywna 1EVV ma dhugos¢
76 nukleotydow) w ciggu 24 godzin. Zaleta programu ModeRNA jest to, ze nie wymaga

duzych zasoboéw obliczeniowych. Przyktadowo, modelowanie czgsteczki tRNA zajmuje
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od dwoch do dwudziestu sekund na komputerze z procesorem 2,4GHz. Doktadny czas
obliczen zalezy przede wszystkim od ilosci irozmiaru insercji/delecji w szablonie. Dzigki
temu mozliwe jest budowanie modeli nawet dla bardzo duzych czasteczek. Ponizej (Rycina
35) przedstawiony zostal model 16S rRNA z podjednostki 30S rybosomu T. thermophilus

wymodelowany programem ModeRNA.

Rycina 35. Model 16SrRNA zpodjednostki 30S rybosomu T.thermophilus (na czerwono) natozony na strukture rozwigzang
do$wiadczalnie — kod PDB: 1J5E (na zielono). Na podstawie (Rother, i wsp., 2011).
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5.3.  Wybor szablonu i przygotowanie przyréwnania

Jednym z podstawowych ograniczen program ModeRNA (Rother, i wsp., 2011) (tak jak
wszystkich programoéw do modelowania porownawczego/homologicznego)
jest nicodzownos¢  struktury szablonu. Baza PDB (Berman, iwsp., 2000) zawiera
przedstawicieli wielu waznych rodzin, jednak znalezienie odpowiedniego szablonu
dla konkretnego celu jest czesto trudnym zadaniem. Capriotti i wsp. opisali ,,strefe cienia”
sekwencji RNA, w ktérej modelowanie homologiczne jest trudne. Do sfery tej nalezg
sekwencje 0 podobienstwie napoziomie 0,42-0,71 (Capriotti and Marti-Renom, 2010).
Zbior tRNA omawiany w niniejszej pracy (rozdziat 4.5) ma $rednig identyczno$¢ sekwencji
na poziomie 51%. Ponadto, nawet jesli struktura szablonu jest dostepna, kolejnym warunkiem
udanego modelowania jest poprawne, istotne biologicznie, przyréwnanie sekwencji celu
i szablonu. W dziedzinie porownawczego przewidywania struktury biatek te trzy zagadnienia:
identyfikacja szablonu (okreslane dla biatek jako rozpoznawanie zwoju), przygotowanie
przyrownania i modelowanie sg traktowane jako oddzielne problemy. O podobnym podziale
mowi¢ mozna w przypadku RNA, tym bardziej, ze rowniez dlatej czasteczki istniejg
oddzielne programy do tworzenia przyrownania sekwencja-sekwencja i sekwencja-struktura.
Program ModeRNA skupia si¢ na samym procesie przeksztalcania szablonu w szukang

strukture.

W celu utatwienia identyfikacji szablonu, przyrownywania sekwencji i identyfikacji
elementow struktury drugorzedowej, strona www programu ModeRNA zapewnia sekwencje
i struktury drugorzedowe (w formacie VIENNA) reprezentatywnego zbioru struktur z bazy
PDB, ktore moga shuzy¢ jako potencjalne szablony. Nie rozwigzuje to problemu
poszukiwania szablonu, jednak moze stanowi¢ narzedzie, ktore ulatwi to zadanie
uzytkownikowi. Ponadto na serwerze ModeRNA udostepnione zostaty operacje dedykowane
przygotowaniu danych wejsciowych do modelowania przy pomocy programu ModeRNA
(oczyszczenie struktury szablonu, formatowanie pliku PDB), jak i programéw zewngtrznych
(ParAlign, Infernal, R-coffee). Szukanie szablonu do modelowania oraz przygotowanie
przyrownania sa gtownymi warto§ciami dodanymi serwera w stosunku do samodzielnego
programu ModeRNA instalowanego nadysku (rozdziat 4.3.3) (Rother, iwsp., 2011).
Alternatywa dla narzedzi udostepnianych przez serwer ModeRNA moze by¢ algorytm
BLAST (Sayers, iwsp., 2009). Jednak podczas wyszukiwania bierze on pod uwage tylko
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dane o sekwencji, nie uwzgledniajgc struktury drugorzedowej, co moze powodowaé

uzyskiwanie wynikow gorszej jakoscni, niz te dostarczane przez serwer ModeRNA.

Serwer ModeRNA zostal wykorzystany migdzy innymi do wyszukania szablonu dla
przypadku modelowania tRNA™ E. coli, opisanego W, RNA fertiary structure prediction
with ModeRNA” (Rother, 2011),

W konformacji zwigzanej do aminoacylo-tRNA syntetazy, zaczynajac od sekwencji czasteczki

i wsp., ktorego celem bylo zbudowanie modelu
celu. Wybrane zostaty dwa alternatywne szablony — 1EHZ (tRNA™™ S. cervisiae) oraz 1COA
(tRNA™P E. coli). Sekwencja celu miala taka sama dlugoé¢ jak szablon 1EHZ i pojedyncza
delecj¢ o dlugosci jednego nukleotydu w stosunku do szablonu 1COA. Identyczno$é
sekwencji szablonow 1EHZ i 1COA do sekwencji celu wynosita odpowiednio 0,59 i 0,46.
Sprawdzona zostata rowniez poprawno$¢ geometryczna obu struktur (Tabela 12). Szablon
1EHZ wykazywal wigksze podobienstwo do czgsteczki celu na poziomie sekwencji
oraz zawierat mniej problemow sterycznych, jednak szablon 1COA znajdowat si¢
W pozadanym stanie biologicznym. Modele zbudowane w oparciu o obydwa szablony
przedstawia Rycina 36. Lepsze oceny podczas porownania ze strukturg natywna wedlug

wigkszo$ci miar otrzymal model zbudowany na szablonie 1COA (Tabela 12).

Tabela 12. Ocena jako$ci modeli tRNA™ E. coli zbudowanych na dwoch réznych szablonach. Pogrubiona czcionka oznacza lepsza ocene.

Model bazujacy | Model bazujacy
Kryterium na szablonie na szablonie
1EHZ 1CO0A
Miedzyatomowe zderzenia steryczne 1 2
K Nietypowe dlugosci wigzan 2 7
o
= Nietypowe wartosci katow plaskich 0 3
Nietypowe wartosci katow torsyjnych 2 3
o 'g RMSD wszystkich atoméw 5,07 3,38
-O —
g § RMSD tancucha gtéwnego (atomy P, C4’) 4,37 2,60
(B}
82 |OoceanT™ 0,56 0,67
C
S o
; i Ocena GDT-TS 0,55 0,66
]
gE |D 0,82 0,79
SE (o
- Srednie DP 12,70 9,85
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Rycina 36. Modele tRNA™ E. coli zbudowane na podstawie szablonu tRNA™ Saccharomyces cerevisiae (kod PDB:1EHZ; kolor
czerwony) i szablonu tRNA*P (kod PDB: 1C0A; kolor niebieski) natozone na strukture rozwiazang do$wiadczalnie — kod PDB: 1QF6.
Na podstawie (Rother, i wsp., 2011).

Jak to obrazuje przypadek E.coli tRNA™ identycznos¢ sekwencji nie powinna byé
jedynym kryterium przy wyborze szablonu. Podczas modelowania poréwnawczego
uzytkownik jest odpowiedzialny za okreslenie pozadanego stanu funkcjonalnego dla struktury
celu. Makroczasteczki takie jak biatka i RNA wykazujg bowiem lokalne lub/i globalne
zmiany konformacyjne zalezne od srodowiska, a w szczegolnosci od oddziatywan z innymi

czasteczkami.

Przyrownania uzyte podczas modelowaniu tRNA™, tak jak szablony, rowniez zostaly
uzyskane przez serwer ModeRNA, dzigki zaimplementowanej na nim naktadce na metode
Infernal. Dla przygotowania 9701 modeli tRNA, podczas testowania programu ModeRNA
(rozdziat 4.5), uzyte zostalo przyrownanie sekwencji z bazy Rfam (Gardner, i wsp., 2009).

Jedyna ,,manualng” zmiang wprowadzong w tym przyréwnaniu bylo dodanie modyfikacji

113



w odpowiednich pozycjach (na podstawie struktur PDB), przyréwnania w bazie Rfam nie
zawieraja bowiem modyfikowanych nukleotydow. Gotowe przyrownania istniejg dla wielu
rodzin RNA (baza Rfam przechowuje dane na temat 1973 rodzin). Do poprawy istniejacego
przyrownania, gdy znane s3 dane o strukturze drugorzedowej, wykorzysta¢ mozna pakiet
R-Coffee (Wilm, i wsp., 2008). Ponadto istnieje wiele narzedzi do tworzenia automatycznego
przyrownania (w przypadku kiedy szablon jestjuzznany). Niektore z nich, jak Muscle
lub ClustalW (Thompson, i wsp., 1994), postuguja si¢ wylacznie sekwencja, inne, jak Consan
(przyrownujacy dwie sekwencje) (Dowell and Eddy, 2006) lub LocARNA (Otto, iwsp.,
2008), FoldalignM (Torarinsson, iwsp., 2007) i Stemloc (Holmes, 2005) (przyrownujace
wiele sekwencji), korzystaja rowniezz informacji o  strukturze drugorzgdowe;.
Programy do przyrownania sekwencji RNA sg szczegdtowo dyskutowane w publikacji
programu R-coffee (Wilm, i wsp., 2008).

W celu zademonstrowania wptywu jako$ci przyréwnania na modelowanie poréwnawcze
metody Infernal i ClustalW zostaty wykorzystane do przyréwnania intronu grupy | Azoarcus
i Twort. Modele stworzone natych danych poréwnane zostaly z modelem uzyskanym
na podstawie przyrownania eksperckiego (opisanego w publikacji Altmana i wsp. (Flores,
i wsp., 2010)). Przyrownanie automatyczne spowodowalo pogorszenie jako$ci modelu.
Wartos¢ RMSD zwickszyta sie z 4,28 A (model zbudowany z uzyciem programu ModeRNA)
i4,41 A (model zbudowany zuzyciem programu RNABuilder) do 239A i 264 A
(ModeRNA-Infernal, ModeRNA-ClustalW) oraz 57,1 A 44,7 A (RNABuilder-Infernal,
RNABuilder-ClustalW). Na obnizenie jako$ci modeli wptyw miato uzycie tylko jednego
szablonu, jednak kluczowa byta zta jako$¢ przyrownania. Program ModeRNA, podobnie
jak inne programy do modelowania poréwnawczego, wymaga ostroznego przygotowania
przyrownania sekwencji celu i szablonu. Jest to, obok identyfikacji odpowiedniego szablonu

strukturalnego, drugie wyzwanie modelowania porownawczego.

5.4. Biblioteka fragmentow

Program ModeRNA  przeprowadza modelowanie  na podstawie  dostarczonego
przez uzytkownika szablonu i przyrownania. Miejsca w sekwencji celu, ktore nie maja
odpowiednika w strukturze szablonu uzupeiniane sg fragmentami z biblioteki dotaczonej
do zrédta programu. Glownym celem biblioteki fragmentow jest zapewnienie fragmentow
taczacych dwie reszty, a nie szukanie konkretnych motywow. Do wygenerowania biblioteki

postuzyt zbior struktur rnaDB2005 oryginalnie uzyty do wyliczenia mozliwych konformacji
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tancucha glownego RNA (Murray and Carr, 2008). Zawiera on szerokg game konformacji,
I jak pokazaly testy narodzinie tRNA, moze zosta¢ uzyty do wygenerowania fragmentow
0 wystarczajacej zmiennosci konformacyjnej pozwalajacej na modelowanie insercji i delecji
w konteks$cie modelowania poréwnawczego (Rother, iwsp., 2011). Fragmenty pochodza
z roznych rodzin, izadna rodzina nie jest faworyzowany pod wzgledem liczby struktur.
Juz sama struktura rRNA (réowniez zawarta w zbiorze rmaDB2005) jest, rozwazana

jako wystarczajace zrodto fragmentéw do budowy modelu (Das and Baker, 2007).

Podobne podejscie do modelowania fragmentéw bez szablonu uzywane jest w programie
SWISS'MODEL do modelowania poréwnawczego biatek (Schwede, iwsp., 2003).
Metoda oceny dopasowania fragmentow z biblioteki do reszty modelu byta inspirowana baza
danych LIP  (Michalsky, iwsp., 2003). Bazata dedykowana jest modelowaniu
homologicznemu petli w biatkach. Przechowuje fragmenty bialek o dlugosci od jednego
do pietnastu aminokwasow. Procedura wyszukiwania W bazie fragmentu pasujacego
pomiedzy dwa niepotgczone aminokwasy szablonu podzielona jest nadwa etapy.
W pierwszej, bardzo szybkiej, fazie szacowane jest RMSD fragmentow o odpowiedniej
dhugosci, atakze identyczno$¢ szukanej sekwencji z sekwencja fragmentu. W drugim,
zajmujacym wigcej czasu, etapie wyselekcjonowana pula fragmentow jest dopasowywana
do modelu, liczone jest doktadne RMSD i odrzucane sg fragmenty, ktore tworzace powazne

zderzenia steryczne z modelem.

Biblioteka fragmentéw ModeRNA zawiera fragmenty RNA 0 maksymalnej dlugosci
17 nukleotydéw. Takie ograniczenie wigze si¢ zrozmiarem catego pakietu ModeRNA.
W przypadku, gdy konieczne jest wstawienie dluzszego fragmentu ze strony programu
ModeRNA pobra¢ mozna biblioteke zawierajaca fragmenty 0 dtugosci do 100 nukleotydow
(111MB). Procedura dopasowania fragmentow w programie ModeRNA réwniez podzielona
jest na dwa etapy. Podczas optymalizacji catego procesu szczegodlnie duzo czasu poswigcono
na optymalizacj¢ funkcji szacujagcej RMSD. Porownane zostaly rozne wartosci geometryczne
(np. dystanse i katy na ptaszczyznie wyznaczonej przez dwa wektory bedace przedtuzeniami
odcinkéw pomiedzy atomami P 1C4’ wobydwu resztach kotwiczacych — Rycina 37).
Najdoktadniejsze dopasowanie fragmentow uzyskane zostalo, gdy do szacowania RMSD
uzywanych bylo sze$¢ dystansow pomiedzy odpowiadajagcymi sobie atomami z reszt
kotwiczacych (O5'; C5'; C4'; C3'; C1’; N1 lub N9). Wszystkim dystansom przypisana jest

rowna waga (rozdziat 4.2.2.4). Analiza ta prowadzona byla przez wielokrotne budowanie
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modeli dla zbioru 99 tRNA. Na czas tej analizy z biblioteki wylaczone zostaty fragmenty
pochodzace z tRNA.

Rycina 37. Przykfady warto$ci rozwazanych podczas implementacji programu ModeRNA jako kryteria wstepnego dopasowania fragmentu.

Ostateczne kryteria uzywane w biezacej wersji programu ModeRNA omdwione zostaly w rozdziale 4.2.2.4 i przedstawia je Rycina 20.

Dalsze wsparcie dla zastosowanej metody modelowania elementéw sekwencji celu
bez szablonu zostato przedstawione przez Schudome iwsp. (Schudoma, iwsp., 2010;
Schudoma, i wsp., 2010), ktorzy rozwingli narzedzie do wyszukiwania fragmentéw dziatajace
na bardzo podobnej zasadzie jak metoda zaimplementowana w ModeRNA. Przeprowadzona
przez nich analiza wykazata, ze podobienstwo strukturalne jest utrzymywane nawet w duzych
petlach ize jest skorelowane =z podobienstwem sekwencyjnym. W badaniach
przeprowadzonych przez Schudome¢ iwsp. uwzglednione =zostaty jedynie fragmenty
jednoniciowe. W ModeRNA  podejscie  modelowania  regionéw  bez szablonu
poprzez wstawianie fragmentow z biblioteki byto z sukcesem stosowane do wszystkich
regiondw strukturalnych czasteczki RNA. W czasie optymalizacji procedury wstawiania
fragmentow poréwnane zostaty: biblioteka zawierajgca jedynie fragmenty pochodzace
z regionow jednoniciowych oraz biblioteka utworzona ze wszystkich regiondow czasteczek
RNA (réwniez helis). Biblioteka zawierajaca fragmenty pochodzace zaréwno z regionow
jedno- jak i dwuniciowych pozwolita na uzyskanie doktadniejszego dopasowania fragmentow

do modelu.
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Struktura drugorzedowa zostata uwzgledniona jako dodatkowe kryterium, ktore moze
zosta¢  opcjonalnie  wykorzystane  podczas przeszukiwaniu  biblioteki  fragmentow
programu ModeRNA. Biblioteka nie jest jednak przeznaczona do wyszukiwania motywow
trzeciorzedowych, czy elementéw dwuniciowych. W celu uwzglednienia takich fragmentow
program ModeRNA wspiera bezposrednie uzycie elementéw pobranych z innych szablonéw.
Kilka baz danych specjalizujacych si¢ w motywach strukturalnych RNA ulatwia szukanie
odpowiedniego fragmentu. Przyktadowo RNAJunction zapewnia 12000 motywow zlacza
i catujacych si¢ petli, uzyskanych z 1176 struktur RNA z bazy PDB (Bindewald, iwsp.,
2008). Baza SCOR (Structural Classification of RNA) zawiera klasyfikacje strukturalng
I funkcjonalng 579 plikow PDB. Wspiera ona wyszukiwanie motywow (np. zwrotu i petli
GNRA). Pozwala tez na przeglad motywow znajdujacych si¢ we wskazanej strukturze PDB
(Klosterman, iwsp., 2002). Baza WebFR3D (Sarver, iwsp., 2008) umozliwia szukanie
motywow  trzeciorzedowych poprzez definiowanie matrycy oddziatywan pomiedzy

poszczegolnymi nukleotydami.

Zaawansowanym narz¢dziem do poszukiwania fragmentow 0 zadanej sekwencji
I strukturze drugorzedowej (okreslanej przez uzytkownika w notacji VIENNA) jest baza
FRABASE opracowana na podstawie 1990 plikow PDB zawierajacych struktury RNA
(Popenda, iwsp., 2008), (Popenda, iwsp., 2010). Przyktady struktur drugorzedowych,
ktore moga by¢ wyszukiwane poprzez interfejs internetowy tej bazy przedstawia Rycina 38.
Ostatnio podobna baza — RNA CoSSMos, zostata zaproponowana przez Vanegasa i wsp.
Do szukania roznego rodzaju motywow petli (symetrycznych 1 asymetrycznych petli

wewnetrznych, petli terminalnych i wybrzuszen) (Vanegas, i wsp., 2012).
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:

Rycina 38. Przyklady motywow dostepnych w bazie FRABASE: A) spinka do wlosow; B) wybrzuszenie;, C) asymetryczna petla

wewngtrzna; D) zlacze; E) calujace si¢ petle. Rycina przygotowana na podstawie ilustracji dostgpnych na stronie bazy FRABASE (Popenda,
i wsp., 2008).

Fragmenty wyszukane przez niezalezne bazy danych moga zosta¢ z pomocg programu
ModeRNA wycigte i wstawione do struktury modelu. Moga by¢ to zaréwno fragmenty jedno-
jak i dwuniciowe. Nalezy zauwazy¢, ze wprowadzenie nawet prostego motywu moze wplyngé
nacalg struktur¢ przestrzenng (np. (Popenda, iwsp., 2008)). W programie ModeRNA
uzytkownik moze tez laczy¢ zesoba dowolng ilos¢ fragmentow. Wybiega to poza
modelowanie prostych petli ipozwala sktada¢ model RNA zmotywow uzyskanych
z wymienionych ~ wczesniej  bibliotek.  Zautomatyzowane  skladanie  fragmentow
drugorzgdowych pozwoliloby na modelowanie denovo podobne do prezentowanego
przez program RNA2D3D (Martinez, iwsp., 2008), FARNA (Das and Baker, 2007),
lub MC-Fold/MC-Sym (Parisien and Major, 2008), jednak tentyp modelowania nie jest
obecnie dostepny w programie ModeRNA.
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5.5. Program MARS

Zbior 9702 modeli tRNA byt wielokrotnie budowany ioceniany — porownywany
ze strukturami natywnymi. Implementacja wielu cech w programie ModeRNA, takich jak
wyszukiwanie fragmentow z biblioteki wbudowanej w program czy dodawanie motywow
z drugiego szablonu, wymagata bowiem wielokrotnego testowania. Réwniez poréwnywanie
programu ModeRNA z innymi narzedziami wymagalo przestrzennego naktadania modeli
(jak np. intronu grupy I) iliczenia wartosci RMSD, GDT-TS iinnych kryteriow
podobienstwa. Istnieje kilka narzedzi, ktérymi mozna si¢ postuzy¢ w celu takiej analizy.
Przyktadowo, biblioteka Biopython.PDB (Hamelryck and Manderick, 2003) zawiera modut
stuzacy do wykonywania natozenia przestrzennego struktur, pozwalajacy uzyska¢ RMSD
takiego natozenia. Rowniez program PyMOL (DeLano, 2002) (rozdziat 3.4.2) umozliwia takg
operacj¢, a R3D Align to serwer internetowy pozwalajgcy na nalozenie struktur. Programy
RNAView (Yang, i wsp., 2003) (rozdziat 3.4.1) i FR3D+Matlab (Sarver, i wsp., 2008) moga
zosta¢ uzyte do wyliczenia danych potrzebnych do uzyskania DI i DP.

Nie istnieje jednak program, ktory umozliwialby natozenie przestrzenne struktur
i porownanie ich wedlug kilku kryteriow jednocze$nie, automatyczne wykonanie analizy
dla wigkszej ilosci struktur oraz zindywidualizowanie takiej analizy. W celu utatwienia
I zautomatyzowania poréwnywania wielu modeli ze strukturg/strukturami natywnymi
lub poréwnywania modeli miedzy sobg powstatl program MARS (Model Assessment of RNA
Structures) (rozdziat 4.6). Umozliwia on przestrzenne natozenie struktur oraz wyliczenie
RMSD, GDT-TS, DI i DP. Program pozwala na zindywidualizowanie analizy - kontrolg
nad tym, ktore czeSci struktury iktore atomy sg uzywane do nalozenia iporéwnywania
struktur. Uzytkownik ma wglad w sposob przeprowadzania analizy, dzigki czemu analiza
jest obiektywna. Przyktadowo wartos¢ RMSD moze bardzo si¢ zmieniaé w zaleznosci
od rodzaju atomow uzytych do obliczen. Rycina 39 przedstawia rami¢ antykodonowe modelu
tRNA™ wykazuje ono w stosunku do struktury natywnej (1QF6) RMSD 4,2 A jesli brane sa
pod uwage wszystkie atomy, 2,8 A jesli nie uwzglednia sie zasad, 2,6 A dla atoméw fosforu
i2,4 A dlaatoméw P iC4'. Duza réznica wynikajaca ze sposobu dokonywania obliczen
powoduje, ze nalezy by¢ ostroznym przy porownywaniu wartosci RMSD (i innych miar)

pochodzacych z réznych zrodet.
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Rycina 39. Ramig antykodonowe modelu tRNA™ E. coli zbudowanego na podstawie szablonu tRNA”® (kod PDB: 1COA; kolor niebieski)
natozone na strukture rozwigzang do$wiadczalnie — kod PDB: 1QF6 (kolor zielony). Na podstawie (Rother, iwsp., 2011). Rycina 36

przedstawia caty model tej czasteczki.

Dla modeli tRNA opisanych w rozdziale 5.1 dane o RMSD pochodzity zroéznych
publikacji, liczone byty napodstawie rdznych atomoéw 1idaja mozliwo$¢ jedynie
przyblizonego poréwnania doktadnosci modeli. W przypadku modelu intronu Azoarcus
(rozdziat 5.1), dzieki komunikacji z grupa profesora Altmana, uzyskany zostal model
tej czasteczki wykonany zuzyciem programu RNABuilder. Model zostal oceniony
przez programu MARS, podobnie jak model zbudowany programem ModeRNA, co dato
mozliwo$¢ obiektywnego porownania wynikow (Tabela 10).

Innym problemem przy porownywaniu wartosci RMSD pochodzacych z réznych zrodet
jest wykluczanie z obliczen reszt, ktore nie zostaty poprawnie nalozone pomigdzy modelem
I strukturg oryginalng (np. W ten sposob dziala procedura obliczajaca RMSD w programie
PyMOL). To réwniez wptywa znaczaco na uzyskang wartos¢ RMSD. W programie MARS
domyslnie pod uwagg brane sg wszystkie atomy. Dopiero wskazanie przez uzytkownika reszt,
ktore nie majg by¢ brane pod uwage podczas obliczen pozwala na wykluczenie czeSci
struktury z analizy. Biblioteka MARS jest uniwersalna imoze by¢é zastosowana
do porownywania modeli przestrzennych RNA wygenerowanych dowolng metoda

lub tez dowolnych natywnych czgsteczek RNA zapisanych w formacie PDB.
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5.6. Perspektywy rozwoju programu ModeRNA

Program ModeRNA zapewnia uzytkownikom wykonywanie operacji zwigzanych
z modelowaniem, analizg iredagowaniem struktury trzeciorzgdowej. Model moze by¢
budowany automatycznie w oparciu o dostarczony szablon i przyréwnanie oraz redagowany
z wykorzystaniem dodatkowych szablonéw lub motywow strukturalnych zidentyfikowanych
w zewngtrznych bazach danych. Zaimplementowane w programie cechy pozwalajg, jak
udowodnity opisane w niniejszej pracy testy, na skuteczne przygotowanie modeli 0 jakosci
zblizonej do réznorodnosci  wystgpujacej posrod struktur natywnych (rozdziat 4.5).
Niemniej nadal istnieja cechy, ktorych dodanie do programu mogloby utatwic¢ uzytkownikowi

proces modelowania i prawdopodobnie wptyngtoby pozytywnie na jako$¢ modeli.

Istotng cechg struktury trzeciorzedowej RNA, jest wystepowanie w niej izosterycznych
par zasad. Sato strukturalnie podobne do siebie pary zasad, ktore mogasi¢ wzajemnie
zastepowac nie powodujac zakltocen w strukturze trzeciorzedowej (Stombaugh, i wsp., 2009).
Utworzone dlatakich par matryce izosterycznosci wraz z adekwatnym zbiorem struktur
(Lescoute, iwsp., 2005) pozwalajg zidentyfikowaé dla danej pary, oddziatujacych ze soba
zasad w szablonie, parg, ktora w modelu nie zmieni konformacji przestrzennej danego
motywu. W programie ModeRNA modelowanie par izosterycznych nie jest obecnie dostgpne.
W przypadku, gdy w szablonie para oddzialujacych ze sobg zasad ma inng sekwencje¢
niz w modelu to zasady wymieniane sg niezaleznie, co moze spowodowaé utrate waznego
dla struktury lub funkcji oddziatywania. Ciekawym przedsigwzigciem byloby wigc
zaimplementowanie metody, ktora na podstawie matryc izosterycznosci automatycznie
identyfikuje pary izosteryczne pomiedzy celem iSzablonem. Wybiera ze zbioru struktur
izosterycznych par zasad odpowiednig par¢ iwymienia jg. Nastepnie za$ sprawdza

jak ta zmiana w sposobie modelowania wptywa na jakos¢ modeli.

Pierwsze proby wykonania tego zadania podjat lic. Pawel Skiba, ktory podczas swojego
licencjatu zaimplementowal nieautomatyczng metod¢ wymiany izosterycznych par zasad.
Okazato si¢ jednak, Ze wymiana calej pary nie zawsze moze by¢ dokonana bezposrednio,
a dopasowanie pary do istniejgcego tancucha cukrowo-fosforanowego wymaga dalszej

optymalizaciji.

Jednym z rozwigzan, ktore mogtoby pomoc w dopasowywaniu fragmentow wstawianych
do modelu uzyskanego na podstawie szablonu jest zaimplementowanie

w programie ModeRNA procedury do minimalizacji energii. Problem ten dotyczy nie tylko
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wymieniania par zasad, ale takze opcji zaimplementowanych juz w programie. Przyktadowo,
po wstawieniu do czasteczki modelu fragmentu z zewngtrznej biblioteki, lub fragmentu
wyszukanego dla regionu bez szablonu, konce cukrowo-fosforanowego tancucha gtownego
modelu i fragmentu pozostaja czasami niepotgczone. Wprowadzenie w programie ModeRNA
procedury do minimalizacji energii lub integracja z programem pozwalajgcym na wykonanie
tego zadania (np. SIMRNA (Rother, iwsp., 2012)) prawdopodobnie poprawitoby jako$¢
niektorych modeli, zwlaszcza gdy dla sekwencji celu nie ma bliskiego homologa i istnieje
wiele regionow, ktore muszg zosta¢ wymodelowane bez szablonu. W obecnej chwili
program ModeRNA ma zaimplementowany algorytm FCCD do usuwania niecigglosci
tancucha (Full Cyclic Coordinate Descent, pozwala na utworzenie segmentu tgczacego dwie
sztywne czgsci tancucha glownego, zostal zaimplementowany dla biatek (Boomsma and
Hamelryck, 2005)). Czasteczka modelu moze rowniez zosta¢ poddana symulacji w programie
MMTK (Hinsen, 2000). Na stronie programu ModeRNA znajduje si¢ skrypt, ktory pozwala
przeprowadzi¢ taka symulacje po zainstalowaniu programu MMTK.

Innym zagadnieniem  z pogranicza modelowania poréwnawczego i modelowania
bez szablonu jest przewidywanie struktury dtuzszych petli. Niewatpliwie uzyteczne byloby
zaimplementowanie i zintegrowanie z programem ModeRNA metody, ktora bytaby w stanie
modelowa¢ ab initio fragment struktury dopasowany do pozostatej, nieruchomej czeSci
modelu, pochodzacej =z szablonu. Problemten jednak wykracza poza modelowanie
poréwnawcze. W obecnej implementacji programu ModeRNA dtuzsze insercje/delecje moga
by¢ modelowane na podstawie dodatkowego szablonu lub tez poprzez wyszukiwanie
fragmentu z poszerzonej biblioteki pobranej ze strony programu (zawiera fragmenty
0 dlugosci do 100 nukleotydéw). W przysziosci moglaby powstaé metoda (jako czes¢
programu ModeRNA  lub osobna  aplikacja)  taczaca  ze sobg  funkcjonalnosé
programu ModeRNA i SImRNA (Rother, i wsp., 2012).

Waznym problemem zidentyfikowanym podczas testowania programu ModeRNA
jest rowniez mozliwos¢ szybkiego i precyzyjnego porownywania modeli ze strukturg natywna
lub migdzy sobg. W tym celu zaimplementowany zostat program MARS. Byl on jednak
traktowany jedynie jako narzg¢dzie pomocnicze podczas rozwoju oprogramowania ModeRNA.
Jest dostepny jedynie na zgdanie uzytkownika (poprzez poczte internetowa) i nie posiada
udogodnien w postaci interfejsu. W przypadku dalszego rozwoju, a wiec réwniez testowania
programu ModeRNA, prawdopodobnie wygodnym rozwigzaniem byloby zintegrowanie
programu MARS z programem ModeRNA lub tez z jego serwerem.
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Architektura programu ModeRNA zostata tak zaplanowana, ze mozliwe jest
wprowadzanie kolejnych funkcjonalnosci. Dzialanie kodu jest zabezpieczone zbiorem
702 testow, ktore po dodaniu nowego elementu pozwolag sprawdzié, czy zadna z dotychczas
istniejgcych funkcji nie przestata dziata¢ poprawnie. Dodawanie kolejnych modutow powinna
tez ulatwi¢ obszerna dokumentacja, ktorg posiadajg juz istnicjgce komponenty kodu.
Otwartg kwestig jest strategia dalszej rozbudowy programu. Mozliwe jest rozwijanie
programu ModeRNA jako jednej bardzo wszechstronnej aplikacji do pracy z modelem,
lub tez zbioru mniejszych programéw dedykowanych poszczegdlnym zadaniom (podobnie
jak w zajmujagcym si¢ przewidywaniem struktury drugorzedowej RNA pakiecie Vienna
(Lorenz, i wsp.)). Oba podejécia maja swoje wady i zalety. Wazng kwestig jest rOwniez zakres
cech, ktore dostepne bedg w samodzielnej aplikacji ModeRNA oraz w wersji udostepnianej

przez serwer.

5.7. Wnioski

ModeRNA to program do modelowania struktury przestrzennej RNA. Jest on dostepny
pod licencja ~ wolnego i otwartego oprogramowania (GNU GPL) na stronie
http://iimcb.genesilico.pl/moderna. Serwer programu ModeRNA udostgpnia najwazniejsze
opcje programu bez koniecznosci instalowania go na dysku twardym i jest dostepny na stronie

http://iimcb.genesilico.pl/modernaserver.

Glownymi zaletami programu ModeRNA, ktore odrozniaja go od innych narzgdzi
do modelowania jest elastyczny interfejsu skryptowy, ktory umozliwia budowanie modeli
RNA z wykorzystaniem wielu strategii (wlaczajac szybkie modelowanie automatyczne
bazujace na szablonie i przyrownaniu bez dodatkowych informacji) oraz mozliwos¢
modelowania modyfikowanych nukleotydow. Nie ma ograniczen w wielkosci struktur,
ktore moga by¢ modelowane. Automatyczny tryb modelowania jest przeznaczony
do modelowania struktur wysoce podobnych do szablonu. Dlabardziej wymagajacych
przypadkéw wspierane s3 zaawansowane operacje takie jak: skladanie struktury
z fragmentéw uzyskanych z zewnegtrznych baz danych oraz modelowanie struktury
drugorzg¢dowej. Ponadto obiektowa architektura programu, zestaw testow i obszerna
dokumentacja kodu powoduja, ze program moze by¢ dalej rozszerzany o nhowe

funkcjonalnosci, w zaleznosci od zgtaszanych potrzeb uzytkownikow.
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Program zostal zainspirowany oprogramowaniem przewidujacym strukture biatek.
Ta dziedzina ma dtuga tradycj¢. W 1994 roku zostat przeprowadzony pierwszy eksperyment
oceniajacy doktadno$¢ programéw przewidujacych strukturg biatka (CASP) (Moult, i wsp.,
1995). Od tej pory jest on przeprowadzany co dwa lata stymulujac ciggly rozwdj nowych
i udoskonalanie juz istnicjgcych metod (ostatni odbyt si¢ w2010 roku — CASP9
(Kryshtafovych, 1wsp.) iprojektowany jest kolejny wroku 2012). Modele powstate
w wyniku modelowania poréwnawczego sg wykorzystywane w praktyce, migdzy innymi
do przewidywania funkcji bialek i do projektowania nowych lekéw (Jacobson and Sali,
2004).

Biorac pod uwageg sukces komputerowego przewidywania biatek oraz podobienstwa
biatka i RNA, dziedzina modelowania RNA moze okaza¢ si¢ rownie wazng. Tym bardziej,
ze dla ustrukturalizowanych RNA znanych jest wiele zastosowan praktycznych (Erdmann,
i wsp., 2006), aw roku 2011 odbyt si¢ pierwszy eksperyment oceniajacy jako$¢ metod
do modelowania RNA (Cruz, iwsp., 2012). Autorka niniejszej pracy uwaza, ze program
ModeRNA okaze si¢ pomocny dla naukowcéw badajacych strukture i funkcje RNA

oraz bedzie stymulowat rozw¢j innych narzgdzi (Rycina 40).

Potrzebuje strukture
tRNA™" z E coli
()

przeszuklwanle nie zostata x

bazy PDB rozwiqzana
doswiadczenie ——> zot x

kosztowne

modelowanie ——> ModeRNA

komputerowe

Rycina 40. Mozliwosci otrzymania struktury tréjwymiarowej RNA.
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6. Zalacznik

6.1. Kod programu ModeRNA (CD)

Na ptycie CD zalaczony zostat caty kod programu ModeRNA w wersji 1.7.1.

6.2. Wykaz identyfikatorow wykorzystanych plikow PDB

W trakcie realizacji niniejszej pracy pobrano wiele danych z bazy PDB (Berman, i wsp.,

2000) i NDB (Berman, i wsp., 2002). Postuzyly one migdzy innymi do opracowania biblioteki

fragmentow  dla modelowania

regiondow celu bez szablonu, ewaluacji

programu

oraz porownania go z innymi programami do modelowania RNA (rozdziat 2). Tabela 13

zawiera wykaz identyfikatorow wszystkich uzytych struktur.

Tabela 13. Pliki wykorzystane podczas pracy nad projektem ModeRNA. Niektore pliki zostaly uzyte do kilku zastosowan.

Zastosowanie

Identyfikator struktury

Pliki wykorzystane
do utworzenia
biblioteki

fragmentow

157D,
1COA,
1DI2,
1EFO,
1FIX,
1GTN,
119X,
1KD5,
1LNG,
1MSW,
1NUJ,
102R,
1RC7,
1SA0Q,
1UOB,
1XJR,
255D,
353D,
413D,
472D,
ARBO,
URBO,

1234,
1C9s,
1DK1,
1EHZ,
1FXL,
1H4S,
1112,
1KNZ,
1LNT,
1MSY,
INYI,
1092,
1RLG,
1SDR,
1U8D,
1XMO,
259D,
354D,
420D,
479D,
DRBO,
URBO,

1A9N, 1APG, 1AV6, 1B7F,
1CSL, 1CVJ, 1CX0, 1D4R,
1DQF, 1DQH, 1DUH, 1DUQ,
1ET4, 1F27, 1F7U, 1F8V,
161X, 1G2E, 1G2J, 1G40Q,
1HMH, 1HQ1, 1HR2, 1HYS,
1J1U, 1J8G, 1JBR, 1JJM,
1KQ2, 1KXK, 1L2X, 1L3Z,
1M50, 1M8V, 1M8X, 1M8Y,
1MWL, 1N35, 1N78, 1NB7,
1002, 10SU, 1P79, 1PGL,
10C0, 1QF6, 1QLN, 1QTOQ,
1RNA, 1RPU, 1S03, 1S72,
1SDS, 1SER, 1SI3, 1SJ3,
1U9S, 1URN, 1VFG, 1WMQ,
1XOK, 1Y26, 1Y27, 1YFG,
280D, 283D, 2A8V, 2BBV,
397D, 398D, 402D, 404D,
422D, 433D, 434D, 438D,
5MSF, 6MSF, 7MSF, ARRBO,
DRBO, DRBO, DRBO, DRBO,
URBO, URCO

1BMV,
1DDL,
1E7K,
1FEU,
1GAX,
1I5L,
1J2V,
1192,
1MHK,
1NLC,
1PJO,
1R3E,
1576,
1TOE,
1WNE,
17DJ,
2FMT,
405D,
439D,
ARBO,
DRBO,

1BR3,
1DFU,
1EC6,
1FFY,
1GTF,
1I60U,
1K8W,
11L.C4,
1MMS,
1NTB,
1PVO,
1ROF,
1SA9,
1TFW,
1WSU,
205D,
333D,
409D,
466D,
ARBO,
DRDO,
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Szablony tRNA

1B23,
1EXD,
1H4S,
1N78,
1QRU,
172JW,
2B90,
2CTS8,
2D6F,
2DU4,
2HGP,
20W8,
2V48,

1C0A,
1F7U,
1IL2,
1N78,
1QTQ,
2AKE,
2B90,
2CTS8,
2DER,
2DU5,
2HGP,
20W8,
3TRA,

1EFW,
1F7V,
1IL2,
10B2,
1QU2,
2AZX,
2BTE,
2CV0,
2DER,
2DU6,
2HGR,
20NH,
4ATNA

1EFW,
1FFY,
1J1U,
1PNS,
1QU3,
2AZX,
2BTE,
2CV1,
2DET,
2DXI,
2HGR,
20NH,

1EHZ,
1G59,
1J2B,
1PNS,
1WZ2,
2B64,
2BYT,
2CV1,
2DEU,
2DX1I,
21Y5,
2TRA,

1ETY,
1G59,
1J2B,
1QF6,
1WZ2,
2B64,
2BYT,
2Cv2,
2DEU,
2HGI,
2J00,
2V0G,

1EUQ,
1GTS,
1N77,
10RS,
1YL4,
2B9M,
2CSX,
2CVv2,
2DR2,
2HGI,
2302,
2V0G,

1EUY,
1H3E,
1N77,
1QRT,
1YL4,
2B9M,
2CSX,
2D6F,
2DU3,
2HGP,
2302,
2V46,

Pliki wykorzystane
w dyskusji
(rozdziat 5)

1GID,
1C0A,
1QF6,
3JYV,

1J5E,
1EFW,
1RAW,
5BRU,

1M50,
1EHZ,
1RNA,
1U6B

1Y00Q,
1EXD,
2APO,

1Y26,
1H3E,
2BTE,

1y27,
1H4sS,
2DU3,

2AVY,
1I6U,
20W8,

1B23,
113D,
3FU2,

6.3. Przyrownanie 99 sekwencji tRNA

Podczas ewaluacji programu ModeRNA zbudowane zostaty 9702 modele tRNA. Budowa

kazdego modelu wymagata struktury szablonu i przyrownania sekwencji celu i Szablonu

(rozdziat 2). Ponizej przedstawione jest przyrownanie 99 sekwencji tRNA uzyskane

na podstawie bazy Rfam (Gardner, iwsp., 2009), z ktérego ekstrahowane byly wszystkie

9702 przyrownania dwoch sekwencji. W naglowku kazdej sekwencji zawarty zostat kod PDB

odpowiadajacej jej struktury.
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> 23500 W.pdb

GCCCG-GAUAGCUCAGU--CGGU--AGA-GCAGG-GGAU-UGAAAAUCCCCGU-==—=—————— G-UC-CUUGGU

> 1lcO0a_B.pdb

GGAGC-GG4AGUUCAGD--CGGD-DAGA-AUACC-UGCC-UQUCACGCAGGGG-—-—-=====——~— 7-UC-GCGGGT

> 1il2 D.pdb

-CCGU-GAUAGUUPAAD---GGD-CAGA-AUGGG-CGCP-UGUCKCGUGCCAG-——=-=——————— A--U-?GGGGT

> 4tna_ A.pdb

GCGGA-UUUALCUCAGD--DGGG--AGA-GCRCC-AGAB-U#AAYAP?UGGAG——-———-————— 7-UC-?UGUGT

> 2b64_W.pdb

GCGGA_UUUAGCUCAGU--UGGG--AGA-GCGCC-AGAC-UGAAYAPCUGGAG——====————- G-UC-CUGUGU

> 1n78 D.pdb

GGCCC-CAUCGUCUAGC—---GGU-UAGG-ACGCG-GCCC-UCUCAAGGCCGAA-—————————— A--C-GGGGGU

> 1lqrt B.pdb

-GGGG-UAUCGCCAAGC---GGU--AAG-GCACC-GGAU-UCUGAUUCCGGCA--=-==—————— U-UC-CGAGGU

> lehz A.pdb

GCGGA-UUUALCUCAGD--DGGG--AGA-GCRCC-AGAB-U#AAYAP?UGGAG—~-~-——~—————~ 7-UC-?UGUGT

> 1yl4 B.pdb

GCGGA-UUUAGCUCAGU--UGGG--AGA-GCGCC-AGAC-UGAAGAUCUGGAG-—————————— G-UC-CUGUGU

> 1lyl4d C.pdb

GCGGA-UUUAGCUCAGU--UGGG--AGA-GCGCC-AGAC-UGAAGAUCUGGAG-~-————————— G-UC-CUGUGU

> 2hgp_C.pdb

GCCCG-GAUAGCUCAGU--CGGU--AGA-GCAGG-GGAU-UGAAAAUCCCCGU--————————— G-UC-CUUGGU

> 2azx C.pdb

GACCU-CGUGGCGCAAU---GGU--AGC-GCGUC-UGAC-UCCAGAUCAGAAG-——~———————-— G-UU-GCGUGU

> lpns_V.pdb

GCGGA-UUUAGCUCAGU--UGGG--AGA-GCGCC-AGAC-UGAAGAUCUGGAG-——=—=—————-— G-UC-CUGUGU

> 2c¢cvl_D.pdb

GGCCC-CAUCGUCUAGC---GGU-UAGG-ACGCG-GCCC-UCUCAAGGCCGAA-—————————— A--C-GGGGGU

> 1g59 D.pdb

GGCCC-CAUCGUCUAGC---GGU-UAGG-ACGCG-GCCC-UCUCAAGGCCGAA-~—————————~— A--C-GGGGGU

> 2gnh_z.pdb

CGCGG-GGUGGAGCAGCC-UGGU--AGC-UCGUC-GGGC-UCAUAACCCGAAG——————————— A-UC-GUCGGU

> 2¢cv0_C.pdb

GGCCC-CAUCGUCUAGC---GGU-UAGG-ACGCG-GCCC-UCUCAAGGCCGAA——————————— A--C-GGGGGU

> 1il2 C.pdb

UCCGU-GAUAGUUPAAD---GGD-CAGA-AUGGG-CGCP-UGUCKCGUGCCAG-——===—————— A--U-?GGGGT

> lob2 B.pdb

GCGGA-UUUALCUCAGD--DGGG--AGA-GCRCC-AGAB-U#AAYAP?UGGAG—~-~-——=————— 7-UC-?UGUGU

> 1n77_C.pdb

GGCCC-CAUCGUCUAGC---GGU-UAGG-ACGCG-GCCC-UCUCAAGGCCGAA——————————— A--C-GGGGGU

UC-G--AU--U-C-CG--A-G-UC-CGGGCA-CCA
PC-G--AG--U-C-CC--G-P-CC-GUUCCG-CCA
PC-A--AU--U-C-CC--C-G-UC-GCGGA-----
PC-G--"U--C-C-AC--A-G-AA-UUCGCA-CCA
PC-G--AU--C-C-AC_-A-G-AA-UUCGCA CCA
UC-G--AU--U-C-CC--C-C-UG-GGGUCA-CCA
UC-G--AA--U-C-CU--C-G-UA-CCCCAG-CCA
PC-G--"U--C-C-AC--A-G-AA-UUCGCA-CCA
UC-G--AU--C-C-AC--A-G-AA-UUCGCA-CCA
UC-G--AU--C-C-AC--A-G-AA-UUCGCA-CCA
UC-G--AU--U-C-CG--A-G-UC-CGGGCA-CCA
UC-G--AA--U-C-AC--G-U-CG-GGGUCA----
UC-G--AU--C-C-AC--A-G-AA-UUCGCA-CCA
UC-G--AU--U-C-CC--C-C-UG-GGGUCA-CCA
UC-G--AU--U-C-CC--C-C-UG-GGGUCA-CCA
UC-A--AA--U-C-CG--G-C-CC-CCGCAA-CCA
UC-G--AU--U-C-CC--C-C-UG-GGGUCA-CCA
PC-A--AU--U-C-CC--C-G-UC-GCGGAG-CCA
PC-G--"U--C-C-AC--A-G-AA-UUCGCA-CCA

UC-G--AU--U-C-CC--C-C-UG-GGGUCA-CCA
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> 2b9m V.pdb

GCGGA-UUUAGCUCAGU--UGGG--AGA-GCGCC-AGAC-UGAAGAUCUGGAG~——=———————— G-UC-CUGUGU

> 1lgts_B.pdb

-GGGG-UAUCGCCAAGC---GGU--AAG-GCACC-GGAU-UCUGAUUCCGGCA----=-—————— U-UC-CGAGGU

> 2b64_V.pdb

GCGGA-UUUAGCUCAGU--UGGG--AGA-GCGCC-AGAC-UGAAGAUCUGGAG--————————— G-UC-CUGUGU

> 1n78 C.pdb

GGCCC-CAUCGUCUAGC---GGU-UAGG-ACGCG-GCCC-UCUCAAGGCCGAA-—————————— A--C-GGGGGU

> 2det C.pdb

GUCCC-CUUCGUCUAGA---GGCCCAGG-ACACC-GCCC-UUUCACGGCGGUA--—-———————— A--C-AGGGGU

> 1lwz2 D.pdb

GCGGG-GGUUGCCGAGCC-UGGUCAAAG-GCGGG-GGAC-UCAAGAUCCCCUCCCGU-AGGGGUU--C-CGGGGU

> 1b23 R.pdb

GGCGC-GU4AACAAAGC---GGD--DAU-GUAGC-GGAP-UGCA*APCCGUCU-—-=—=————~— A--G-UCCGGT

> 2v48 W.pdb

CGCGG-GGUGGAGCAGCC-UGGU--AGC-UCGUC-GGGC-UCAUAACCCGAAG-—————————— G-UC-GUCGGT

> 2ake B.pdb

GACCU-CGUGGCGCAAU---GGU--AGC-GCGUC-UGAC-UCCAGAUCAGAAG-—————————— G-UU-GCGUGU

> 1lzjw_B.pdb

-GGGG-UAUCGCCAAGC---GGU--AAG-GCACC-GGAU-UCUGAUUCCGGCA--=-==—————— U-UC-CGAGGU

> 1n77_D.pdb

GGCCC-CAUCGUCUAGC---GGU-UAGG-ACGCG-GCCC-UCUCAAGGCCGAA-—————————— A--C-GGGGGU

> 2¢cv2_C.pdb

GGCCC-CAUCGUCUAGC---GGU-UAGG-ACGCG-GCCC-UCUCAAGGCCGAA-—————————~— A--C-GGGGGU

> 2dr2 B.pdb

GACCU-CGUGGCGCAAU---GGU--AGC-GCGUC-UGAC-UCCAGAUCAGAAG-—————————-— G-UU-GCGUGU

> 2der_D.pdb

--CCC-CUUCGUCUAGA---GGCCCAGG-ACACC-GCCC-UUUCACGGCGGUA--————————— A--C-AGGGGU

> 2azx D.pdb

GACCU-CGUGGCGCAAU---GGU--AGC-GCGUC-UGAC-UCCAGAUCAGAAG-—————————-— G-UU-GCGUGU

> 2dxi_C.pdb

GGCCC-CAUCGUCUAGC---GGU-UAGG-ACGCG-GCCC-UCUCAAGGCCGAA-—————————— A--C-GGGGGU

> 2ct8 D.pdb

GGCGG-CGUAGCUCAGC--UGGU-CAGA-GCGGG-GAUC-UCAUAAGUCCCAG——=———————— G-UC-GGAGGU

> 1qf6_B.pdb

GCCGA-UAUAGCUCAGD--DGGD--AGA-GCAGC-GCAU-UCGUEAUGCGAAG——=———————— 7-UC-GUAGGT

> 2cv2_D.pdb

GGCCC-CAUCGUCUAGC---GGU-UAGG-ACGCG-GCCC-UCUCAAGGCCGAA-—————————— A--C-GGGGGU

> 20w8_z.pdb

GCCCG-GA4AGCUCAGD--CGGD--AGA-GCAGG-GGAP-UGAA*APCCCCGU-——-——————~- 7-UC-CUUGGT

UC-G--AU--C-C-AC--A-G-AA-UUCGCA-CCA

UC-G--AA--U-C-CU--C-G-UA-CCCCAG-CCA

UC-G--AU--C-C-AC--A-G-AA-UUCGCA-CCA

UC-G--AU--U-C-CC--C-C-UG-GGGUCA-CCA

UC-G--AA--U-C-CC--C-U-AG-GGG---——-~

UC-G--AA--U-C-CC--C-G-CC-CCCGCA-CCA

PC-G--AC--U-C-CG--G-A-AC-GCGCCU-CCA

UC-A--AA--U-C-CG--G-C-CC-CCGCAA-CCA

UC-G--AA--U-C-AC--G-U-CG-GGGUCA-—-—--

UC-G--AA--U-C-CU--C-G-UA-CCCCAG-CCa

UC-G--AU--U-C-CC--C-C-UG-GGGUCA-CCA

UC-G--AU--U-C-CC--C-C-UG-GGGUCA-CCA

UC-G--AA--U-C-AC--G-U-CG-GGGUCA-CCA

UC-G--AA--U-C-CC--C-U-AG-GGGACG----

UC-G--AA--U-C-AC--G-U-CG-GGGUCA----

UC-G--AU--U-C-CC--C-C-UG-GGGUCA-CCA

UC-G--AG--U-C-CU--C-C-CG-CCGCCA-———

PC-G--AC--U-C-CU--A-U-UA-UCGGCA-CCA

UC-G--AU--U-C-CC--C-C-UG-GGGUCA-CCA

PC-G--AU--U-C-CG--A-G-UC-CGGGCA-CCA
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> 1lgqtq B.pdb

-GGGG-UAUCGCCAAGC---GGU--AAG-GCACC-GGAU-UCUGAUUCCGGCA-—===—=————— U-UC-CGAGGU

> lefw_C.pdb

GGAGC-GG4AGUUCAGD--CGGD-DAGA-AUACC-UGCC-UQUC/CGCAGGGG-—~======—~ 7-UC-GCGGGT

> 1lqrs_B.pdb

-GGGG-UAUCGCCAAGC---GGU--AAG-GCACC-GGAU-UCUGAUUCCGGCA--=-=—————— U-UC-CGAGGU

> lgru_ B.pdb

-GGGG-UAUCGCCAAGC---GGU--AAG-GCACC-GGAU-UCUGAUUCCGGCA-—===—=————— U-UC-CGAGGU

> 2b9%o _W.pdb

GCGGA_UUUAGCUCAGU--UGGG--AGA-GCGCC-AGAC-UGAAYAPCUGGAG—=== ————--- G-UC-CUGUGU

> 2b9%0_V.pdb

GCGGA-UUUAGCUCAGU--UGGG--AGA-GCGCC-AGAC-UGAAGAUCUGGAG-—————————— G-UC-CUGUGU

> 1j1u_B.pdb

CCGGC-GGUAGUUCAGCC-UGGU--AGA-ACGGC-GGAC-UGUAGAUCCGCAU--————————— G-UC-GCUGGU

> 2302 _V.pdb

CGCGG-GGUGGAGCAGCC-UGGU--AGC-UCGUC-GGGC-UCAUAACCCGAAG-—————————— G-UC-GUCGGT

> lpns_W.pdb

GCGGA-UUUAGCUCAGU--UGGG--AGA-GCGCC-AGAC-UGAAGAUCUGGAG-—————————— G-UC-CUGUGU

> 2b9m W.pdb

GCGGA_UUUAGCUCAGU--UGGG--AGA-GCGCC-AGAC-UGAAYAPCUGGAG———=- ————-- G-UC-CUGUGU

> 23j02_W.pdb

GCCCG-GAUAGCUCAGU--CGGU--AGA-GCAGG-GGAU-UGAAAAUCCCCGU--————————— G-UC-CUUGGU

> 2dxi_D.pdb

GGCCC-CAUCGUCUAGC---GGU-UAGG-ACGCG-GCCC-UCUCAAGGCCGAA-—————————~— A--C-GGGGGU

> 2hgp_B.pdb

GCCCG-GAUAGCUCAGU--CGGU--AGA-GCAGG-GGAU-UGAAAAUCCCCGU~~-—=——————~— G-UC-CUUGGU

> 1g59_B.pdb

GGCCC-CAUCGUCUAGC---GGU-UAGG-ACGCG-GCCC-UCUCAAGGCCGAA-—————————— A--C-GGGGGU

> 2hgp_D.pdb

GCCCG-GAUAGCUCAGU--CGGU--AGA-GCAGG-GGAU-UGAAAAUCCCCGU~——=—=————~— G-UC-CUUGGU

> 2ct8 C.pdb

GGCGG-CGUAGCUCAGC--UGGU-CAGA-GCGGG-GAUC-UCAUAAGUCCCAG——————————— G-UC-GGAGGU

> 2c¢cvl_C.pdb

GGCCC-CAUCGUCUAGC---GGU-UAGG-ACGCG-GCCC-UCUCAAGGCCGAA——————————— A--C-GGGGGU

> 1f7v_B.pdb

PUCCU-CGUKLCCCAAD---GGD-CACG-GCRPC-UGGC-UICGAACCAGAAG——=———————— A-DU-?CAGGT

> lwz2 C.pdb

GCGGG-GGUUGCCGAGCC-UGGUCAAAG-GCGGG-GGAC-UCAAGAUCCCCUCCCGU-AGGGGUU--C-CGGGGU

> 2v46_W.pdb

CGCGG-GGUGGAGCAGCC-UGGU--AGC-UCGUC-GGGC-UCAUAACCCGAAG——————————— G-UC-GUCGGT

UC-G--AA--U-C-CU--C-G-UA-CCCCAG-CCA
PC-G--AG--U-C-CC--G-P-CC-GUUCC-----
UC-G--AA--U-C-CU--C-G-UA-CCCCAG-CCA
UC-G--AA--U-C-CU--C-G-UA-CCCCAG-CCA
PC-G--AU--C-C-AC_-A-G-AA-UUCGCA CCA
UC-G--AU--C-C-AC--A-G-AA-UUCGCA-CCA
UC-A--AA--U-C-CG--G-C-CC-GCCGGA-—-~-
UC-A--AA--U-C-CG--G-C-CC-CCGCAA-CCA
UC-G--AU--C-C-AC--A-G-AA-UUCGCA-CCA
PC-G--AU--C-C-AC_-A-G-AA-UUCGCA CCA
UC-G--AU--U-C-CG--A-G-UC-CGGGCA-CCA
UC-G--AU--U-C-CC--C-C-UG-GGGUCA-CCA
UC-G--AU--U-C-CG--A-G-UC-CGGGCA-CCA
UC-G--AU--U-C-CC--C-C-UG-GGGUCA-CCA
UC-G--AU--U-C-CG--A-G-UC-CGGGCA-CCA
UC-G--AG--U-C-CU--C-C-CG-CCGCCA-—--
UC-G--AU--U-C-CC--C-C-UG-GGGUCA-CCA
PC-A--"G--U-C-CU--G-G-CG-GGGAAG--—-
UC-G--AA--U-C-CC--C-G-CC-CCCGCA-CCA

UC-A--AA--U-C-CG--G-C-CC-CCGCAA-CCA
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> 1f7u B.pdb

PUCCU-CGUKLCCCAAD---GGD-CACG-GCRPC-UGGC-UICGAACCAGAAG-——————————— A-DU-?CAGGT

> 3tra_A.pdb

UCCGU-GAUAGUUPAAD---GGD-CAGA-AUGGG-CGCP-UGUCKCGUGCCAG-———==————— A--U-?GGGGT

> 2tra A.pdb

UCCGU-GAUAGUUPAAD---GGD-CAGA-AUGGG-CGCP-UGUCKCGUGCCAG-———=-————— A--U-?GGGGT

> 1ffy T.pdb

GGGCU-UGUAGCUCAGG--UGGU-UAGA-GCGCA-CCCC-UGAUAAGGGUGAG——————————— G-UC-GGUGGU

> 2deu_C.pdb

GUCCC-CUUCGUCUAGA---GGCCCAGG-ACACC-GCCC-UUUCACGGCGGUA--—-———————— A--C-AGGGGU

> 1lqu3 T.pdb

GGGCU-UGUAGCUCAGG--UGGU-UAGA-GCGCA-CCCC-UGAUAAGGGUGAG-—————————— G-UC-GGUGGU

> 2deu_D.pdb

GUCCC-CUUCGUCUAGA---GGCCCAGG-ACACC-GCCC-UUUCACGGCGGUA--———=————— A--C-AGGGGU

> 1lqu2 T.pdb

GGGCU-UGUAGCUCAGG--UGGU-UAGA-GCGCA-CCCC-UGAUAAGGGUGAG-~--———————— G-UC-GGUGGU

> 2der_C.pdb

GUCCC-CUUCGUCUAGA---GGCCCAGG-ACACC-GCCC-UUUCACGGCGGUA--=——=————— A--C-AGGGGU

> leiy C.pdb

GCCGA-GGUAGCUCAGU--UGGU--AGA-GCAUG-CGAC-UGAAAAUCGCAGU---——=——-—-—— G-UC-CGCGGU

> 2iy5 T.pdb

GCCGA-GGUAGCUCAGU--UGGU--AGA-GCAUG-CGAC-UGAAAAUCGCAGU---———————— G-UC-CGCGGU

> 2hgr_D.pdb

GCCGA-GGUAGCUCAGU--UGGU--AGA-GCAUG-CGAC-UGAAAAUCGCAGU-——-=-——————~— G-UC-GGCGGU

> 2hgi_D.pdb

GCCGA-GGUAGCUCAGU--UGGU--AGA-GCAUG-CGAC-UGAAAAUCGCAGU-~-—-=——————-— G-UC-GGCGGU

> 2hgi_C.pdb

CGCGG-GGUGGAGCAGC--CGGU--AGC-UCGUC-GGGC-UCAUAACCCGAAG——————————— G-UC-GUCGGU

> 2hgr_C.pdb

CGCGG-GGUGGAGCAGC--CGGU--AGC-UCGUC-GGGC-UCAUAACCCGAAG-—————————~— G-UC-GUCGGU

> 2du3 D.pdb

--GCC-AGGGUGGCAGA---GGGGCUUU-GCGGC-GGAC-UGCAGAUCCGCUU---——————— UA--C-CCCGGU

> 2du4_C.pdb

- —-GCC-AGGGUGGCAGA---GGGGCUUU-GCGGC-GGAC-UGCAGAUCCGCUU--==—————— UA--C-CCCGGU

> 1h4s_T.pdb

-GGAG-UAGCGCAGCCC---GGUA-GCG-CACCU-CGUU-CGGGACGAGGGGG—=====————— G--C-GCUGGT

> 2byt E.pdb

GCCGG-GGUGGCGGA-AU-GGGU--AGACGCGCA-UGAC AUCAUGUGCGCAA-—=—==————-- GCGU-GCGGGU

> 2byt B.pdb

GCCGG-GGUGGCGGA-AU-GGGU--AGACGCGCA-UGAC AUCAUGUGCGCAA-=-======——= GCGU-GCGGGU

PC-A--"G--U-C-CU--G-G-CG-GGGAAG-CCA

PC-A--AU--U-C-CC--C-G-UC-GCGGAG-—---

PC-A--AU--U-C-CC--C-G-UC-GCGGAG-C--

UC-A--AG--U-C-CA--C-U-CA-GGCCCA-C--

UC-G--AA--U-C-CC--C-U-AG-GGGACG-C--

UC-A--AG--U-C-CA--C-U-CA-GGCCCA-C--

UC-G--AA--U-C-CC--C-U-AG-GGGACG-C--

UC-A--AG--U-C-CA--C-U-CA-GGCCCA-C--

UC-G--AA--U-C-CC--C-U-AG-GGGACG-C--

UC-G--AU--U-C-CG--C-G-CC-UCGGCA-CCA

UC-G--AU--U-C-CG--C-G-CC-UCGGCA-CCA

UC-G--AU--U-C-CG--C-U-CC-UCGGCA-CCA

UC-G--AU--U-C-CG--C-U-CC-UCGGCA-CCA

UC-A--AA--U-C-CG--G-C-CC-CCGCAA-CCA

UC-A--AA--U-C-CG--G-C-CC-CCGCAA-CCA

UC-G--AA--U-C-CG--G-G-CC-CUG-GC----

UC-G--AA--U-C-CG--G-G-CC-CUG-GC————

PC-A--GA--U-C-CA--G-U--C-UCC---——--

UC-A--AG--U-C-CC--G-C-CC-CCGGCA-CCA

UC-A--AG--U-C-CC--G-C-CC-CCGGCA-CCA

130



> 2bte B.pdb

UC-A--AG--U-C-CC--G-C-CC-CCGGCA-CCA

UC-A--AG--U-C-CC--G-C-CC-CCGGCA-CCA

UC-A--AG--U-C-CC--G-C-CC-CCGGCA-CCA

UC-G--AA--U-C-CU--C-G-UA-CCCCAG-CCA

UC-A--AG--U-C-CC--G-C-CC-CCGGCA-CCA

UC-G--AA--U-C-CU--C-G-UA-CCCCAG-CCA

PC-G--AU--C-C-AC--A-G-AA-UUCGCA-CCA

UC-G--AA--U-C-CU--C-G-UA-CCCCAG-CCA

UC-A--AG--U-C-CC--C-G-CG-GGCCCA-CCA

UC-A--AG--U-C-CC--C-G-CG-GGCCCA-CCA

UC-G--AG--U-C-CU--C-C-CG-CCGCCA-C--

PC-G--AU--C-C-AC--A-G-AA-UUCGCA-CCA

UC-G--AC--U-C-CG--C-U-CG-GGACUA-CC-

UC-G--AC--U-C-CG--C-U-CG-GGACUA----

UC-G--AA--U-C-CG--G-G-CC-CUG-GC————

UC-G--AA--U-C-CG--G-G-CC-CUG-GC————

GCCGG-GGUGGCGGA-AU-GGGU--AGACGCGCA-UGAC AUCAUGUGCGCAA--—-—-——————- GCGU-GCGGGU
> 2v0g_B.pdb B

GCCGG-GGUGGCGGAA-- GGUA--GAC-GCGCA-UGAC_ AUCAUGUGCGCAA-————————--- G-CGUGCGGGU
> 2v0g_F.pdb

GCCGG-GGUGGCGGAA-- GGUA--GAC-GCGCA-UGAC_ AUCAUGUGCGCAA-————————--- G-CGUGCGGGU
> leuq B.pdb
G-GGG-UAUCGCCAAGC---GGU--AAG-GCACC-GGAU-UCUGAUUCCGGC-—=====—=————— AG-CGAGGU
> 2bte E.pdb

GCCGG-GGUGGCGGA-AU-GGGU--AGACGCGCA-UGAC AUCAUGUGCGCAA-—————————- GCGU-GCGGGU
> leuy B.pdb
-GGGG-UAUCGCCAAGC---GGU--AAG-GCACC-GGAU-UCUGAUUCCGGCA--==—==———— A--G-CGAGGU
> 20w8_0.pdb
GCGGA-UUUAGCUCAGU--UGGG--AGA-GCGCC-AGAC-UGAAAAUCUGGAG-—=——=————— G-UC-CUGUGU
> lexd B.pdb
-GGGG-UAUCGCCAAGC---GGU--AAG-GCACC-GGAU-UCUGAUUCCGG-A-——=-—==————— G-GU-CGAGGU
> 1j2b_C.pdb
GGGCC-CGUGGUCUAGUU-GGUC--AUG-ACGCC-GCCC-UUACGAGGCGGAG——=——=————— G-UC-CGGGGU
> 1j2b_D.pdb

GGGCC-CGUGGUCUAGUU —-———-—-——-— G-ACGCC-GCCC-UUACGAGGCGGAG-—==—=——==——— G-UC-CGGGGU
> 2csx _C.pdb
GGCGG-CGUAGCUCAGC--UGGU-CAGA-GCGGG-GAUC-UCAUAAGUCCCAG-—=—==————— G-UC-GGAGGU
> 2csx_D.pdb
GGCGG-CGUAGCUCAGC--UGGU-CAGA-GCGGG-GAUC-UCAUAAGUCCCAG--————————— G-UC-GGAGGU
> lefw D.pdb
GGAGC-GG4AGUUCAGD--CGGD-DAGA-AUACC-UGCC-UQUC/CGCAGGGG—~~——~=——=—~ 7-UC-GCGGGO18UPC-G--AG--U-C-CC--G-P-CC-GUUCC-----
> 2gnh_2.pdb
GCGGA-UUUAGCUCAGU--UGGG--AGA-GCGCC-AGAC-UGAAAAUCUGGAG--=——=————- G-UC-CUGUGU
> 2d6f_F.pdb
AGUCC-CGUGGGGU--AG-UGGU--AAU-CCUGCUGGGC-UUUGGACCCG-GC——===—————— G-AC-AGCGGU
> 2d6f_E.pdb
AGUCC-CGUGGGGU--AG-UGGU--AAU-CCUGCUGGGC-UUUGGACCCG-GC-—==—==-———— G-AC-AGCGGU
> 2du5_D.pdb
—-—-GCC-AGGGUGGCAGA---GGGGCUUU-GCGGC-GGAC-UUCAGAUCCGCUUU--=—=————— A--C-CCCGGU
> 2du6_D.pdb
—-—-GCC-AGGGUGGCAGA---GGGGCUUU-GCGGC-GGAC-UCUAGAUCCGCUUU--=—=————— A--C-CCCGGU
> lh3e B.pdb
GGGCA-GGUUCCCGAG.---GGCCAAAG-GGGAC-GGUC-UGPAAAACCGUUGGCGU-A.GCCUU--C-GCUGGT

PC-G--"A--U-C-CA--G-C-C--CUGCCC-A--
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