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Streszczenie

Gléwnym celem prezentowanej rozprawy doktorskiej byto stworzenie nowych
programéw komputerowych stuzacych do przewidywania oddziatywan RNA z matymi

czasteczkami (np. potencjalnymi lekami) 1 jonami metali.

Realizacja niniejszego projektu ma znaczenie dla postepu badan nad biologia
RNA. RNA oraz jego funkcje sa obecnie jednymi z najintensywniej badanych obszarow
biologii molekularnej. Tak szeroki zakres prac wynika z niedawno odkrytego faktu,
iz czasteczki te sg nie tylko nos$nikami informacji genetycznej, ale biorg tez udziat
w wielu kluczowych dla organizmu procesach, m.in. odkryto, ze dzigki wlasciwosciom
katalitycznym i/lub regulatorowym maja ogromny wplyw na ekspresj¢ informacji

genetycznej.

W celu zrozumienia molekularnych mechanizméw dzialania RNA niezb¢dna
jest wiedza o jego strukturze i oddzialywaniach z innymi czasteczkami, gdyz to one
determinujg jego funkcje. W przypadku, gdy istniejg struktury krystaliczne mozliwa jest
analiza oddzialywan RNA z innymi zwigzkami — zaréwno z jonami, czy ligandami, ale
takze bialkami 1 kwasami nukleinowymi. W przypadku, gdy dane te nie sg dostgpne,
jedyng alternatywa jest skorzystanie z narzedzi bioinformatycznych. Koniecznos$é
podjecia realizacji prezentowanego projektu jest motywowana brakiem wydajnych

I W pelni automatycznych narzedzi tego typu.

Powstate w realizacji prezentowanej pracy doktorskiej narzedzia umozliwiaja
modelowanie kompleksow struktur RNA z jonami metali i niskoczasteczkowymi
ligandami. Ocena sily wigzania opiera si¢ na potencjalach statystycznych
wyprowadzonych z bazy danych znanych struktur. Podejscie to zostalo wcze$niej
z powodzeniem zastosowane przez inne grupy badawcze do modelowania kompleksow
matych czasteczek z biatkami (np. w metodzie DrugScore). W ramach niniejszego
projektu zostal stworzony potencjal anizotropowy bazujacy na wzajemnych
odleglosciach atoméw RNA 1 jonu metalu/atoméw liganda, jak 1 na ich wzajemnej
orientacji w przestrzeni. W oparciu 0 ten potencjal opracowano oprogramowanie
komputerowe MetalionRNA, ktore wyznacza prawdopodobne miejsca wigzania jondw
metali w dowolnej czasteczce RNA o znanej strukturze przestrzennej oraz
oprogramowanie LigandRNA, ktore stuzy do przewidywania miejsc wigzania

i relatywnej sity wigzania RNA z niskoczasteczkowymi ligandami.



1. Wstep

Jeszcze do niedawna uwazano, ze no$nikiem informacji genetycznej w komorce
jest kwas deoksyrybonukleinowy (DNA), natomiast bialka pelnig funkcje enzymow.
Kwas rybonukleinowy (RNA) byt postrzegany jedynie jako posrednik miedzy tymi
czgsteczkami. Dopiero odkrycie S. Altmana (Guerrier-Takada, Gardiner i wsp. 1983)
I T. Cecha (Kruger, Grabowski i wsp. 1982) w latach 80-tych dwudziestego wieku
diametralnie zmienito ten poglad. Dowiedli oni bowiem, ze RNA moze posiadac
katalityczne whasciwosci, za co zostali uhonorowani nagrodg Nobla w dziedzinie chemii
juz w 1989 roku. RNA jest obecnie jedyng czasteczkg zaobserwowang w naturze, ktora
moze zarowno przechowywac informacj¢ genetyczng (np. materiat genetyczny wirusow
RNA zawarty jest w kwasie rybonukleinowym) jak i posiada¢ wtasciwosci katalityczne
(Westhof i Auffinger 2006).

Dzi$ juz wiadomo, ze RNA to nie tylko relikt pozostaty po tzn. hipotetycznym
$wiecie RNA. Swiadcza o tym ciggte odkrycia waznych funkcjonalnie czasteczek RNA,
ktore maja wptyw na ekspresj¢ informacji genetycznej, whasciwosci katalityczne czy
regulatorowe (Pyle 2002, Grosshans i Filipowicz 2008). Obecnie znanych jest wiele
klas czasteczek RNA, w tym dobrze juz poznane mRNA, tRNA i niezwykle istotne
rRNA, a takze wiele odkrytych niedawno i1 wciaz stabo poznanych niekodujacych
biatka RNA (ncRNA, ang. NonCoding RNA). W celu zrozumienia rol petnionych przez
NCRNA niezbedna jest wiedza o jego strukturze i oddziatywaniach z innymi zwigzkami,
gdyz to one bezposrednio determinujg jego funkcje (Tinoco i Bustamante 1999,
Eddy 2001). Wiele z poznanych ncRNA posiada dobrze okreslong strukture
przestrzenng, stabilizowang przez jony metali (DeRose 2003) (Rozdziat 1.1 ,Rola
kationébw w procesie zwijania si¢ i stabilizacji struktur RNA”) (Holbrook 2008), gdyz
przeprowadzenie reakcji enzymatycznych wymaga precyzyjnego ulozenia atomow
w przestrzeni (Westhof i Auffinger 2006). To wtasnie dzigki poznaniu struktury
przestrzennej rybozymow i regulatorowych RNA (Hoogstraten i Sumita 2007) mozna
bylo wnioskowa¢ o mechanizmach ich dziatania. Badania nad oddziatywaniami RNA
z ligandami stwarzajg ogromne perspektywy dla wspoétczesnej medycyny (Erdmann,
Barciszewski 1 wsp. 2006, Wheeler, Sobczak i wsp. 2009, Mulhbacher, St-Pierre
I wsp. 2010). Obecnie w wielu osrodkach na $wiecie prowadzone sg prace nad ich
wykorzystaniem w terapii chorob bakteryjnych, wirusowych, nowotworowych oraz

zwyrodnieniowych. W kazdym z wyzej wyniesionych przypadkow uzyskanie



pozadanego efektu terapeutycznego bedzie mozliwe dzigki odpowiednio
przygotowanym ligandom, oddziatujacym w pozadany sposob z RNA. Dlatego tez, tak
wazne jest poznanie mechanizmow oddzialywania RNA z innymi czasteczkami, a co za
tym idzie, mozliwo$¢ przewidywania miejsc ich wigzania. Doswiadczalne badanie
struktury RNA oraz jego oddzialywan z innymi zwigzkami pozostaje procedura
czasochlonng i kosztowna, uzalezniong od specjalistycznego sprzgtu. Alternatywa jest
zastosowanie metod komputerowych. Niniejsza praca przedstawia program
MetalionRNA, ktéry pozwala na identyfikacje miejsc wigzania si¢ jonOw magnezu,
sodu i potasu w strukturach RNA oraz program LigandRNA stuzacy do oceny

I rankingu p6z liganda/ow zwigzanych z czasteczkami RNA.

1.1. Oddzialywania RNA z jonami metali

Rola kationow w procesie zwijania si¢ i stabilizacji struktur RNA

RNA jest liniowym polimerem ztozonym z reszt rybonukleotydowych
polaczonych wigzaniami fosfodiestrowymi. Rybonukleotydy sktadaja si¢ z cukru
rybozy, jednej z zasad azotowych (adeniny, guaniny, cytozyny lub uracylu) oraz kwasu
fosforowego. Reszty nukleotydowe wystepujace w RNA tworzg skomplikowang sie¢
oddziatywan, powodujac, ze RNA ma nie tylko struktur¢ pierwszorzedowa (sekwencja),
ale rowniez moze tworzy¢ strukture drugo-, trzecio- i czwartorzgdows. Poniewaz
fancuch glowny RNA jest ujemnie naladowany neutralizacja elektrostatycznego
odpychania si¢ jego elementdw poprzez wigzanie dodatnio natadowanych kationow jest
niezwykle istotna, gdyz tylko wtedy RNA jest w stanie utworzy¢ struktury wyzszego
rzedu (w szczegolno$ci trzecio- i czwartorzedowe) (Heilman-Miller, Thirumalai
i wsp. 2001, Woodson 2005, Travers, Boyd i wsp. 2007). Badania nad zwijaniem si¢
RNA dowiodly, zZe stabilno$¢ struktur znaczaco wzrasta w obecnosci jedno-
(W szczegolnoéci Na* i K*) (Holmstrom, Fiore i wsp. 2012) i dwuwarto$ciowych (Mg2+)
kationow  (Urbanke, Romer i wsp. 1975). Jednoczesnie udowodniono,
ze dwuwartosciowe kationy Mg® stabilizuja strukture RNA silniej niz jony
jednowartosciowe w tym samym stezeniu (Romer i Hach 1975, Stein i Crothers 1976,
Tan i Chen 2010). Im wyzsza byla koncentracja ujemnego tadunku RNA na jego
powierzchni, tym wiecej kationdw Mg2+ znajdowato si¢ w tych miejscach. Zjawisko to

wynika zaro6wno z faktu, ze kationy magnezu sa dwuwarto$ciowe i ich mniejsza liczba



(niz kationow jednowarto$ciowych) wystarcza do zbalansowania ujemnego tadunku
RNA, jak iz faktu, ze ich promienie sg mniejsze (promien jonowy magnezu wynosi
~0,72 A, natomiast sodu ~1,02 A i potasu ~1,38 A), przez co miesci sie ich wigcej na
ograniczonej powierzchni czasteczki RNA (Petrov, Bowman i wsp. 2011). Z tych tez
powodéw uwaza sig, ze ,.silne” oddzialywania kationéw Mg”>* odpowiedzialne sa za
stabilizacj¢ struktury przestrzennej RNA (Serra, Baird i wsp. 2002, Draper 2004,
Draper 2008).

Charakterystyka oddziatywar RNA z Mg

Formowanie si¢ wigzania RNA z jonem metalu odbywa si¢ w Srodowisku
wodnym. Energia oddzialywania elektrostatycznego pomiedzy kationem a czasteczka
wody zalezy zarowno od tadunku kationu, jak i jego wielkosci. Mg®* moze utworzy¢
bezposrednie wigzanie o o$miokatnej symetrii z szeScioma czasteczkami wody, na ktore
moga si¢ pozniej naklada¢ wigzania z jej kolejnymi warstwami. Obliczenia teoretyczne
wraz z analizami do$wiadczalnymi sugeruja, ze wartos¢ zmiany entalpii swobodnej
przy solwatacji wynosi -455 kcal mol® (Markham, Glusker i wsp. 2002).
Dla poréwnania, warto$ci tej energii dla wiekszego, jednowarto$ciowego jonu K, ktory
bezposrednio moze zwigza¢ osiem, badz dziewig¢ czasteczek wody, wynosi jedynie
-80 kcal mol™ (Draper, Grilley i wsp. 2005).

Wyréznia sie trzy typy wigzania kationow Mg?* do RNA (Draper 2004, Draper,
Grilley i wsp. 2005).

e Pierwszy typ to bardzo silne wigzania, gdy kationy sa czesciowo chelatowane przez
ujemnie naladowane atomy tlenu z tancucha glownego RNA, z ktorymi
bezposrednio oddziatuja (patrz: Rycina 1, Panel A).

e Drugi typ wigzania wyroznia si¢, gdy solwatowane kationy stabilnie wigzg si¢
do RNA poprzez jedng warstwe czasteczek wody (patrz: Rycina 1, Panel B).

e Trzeci typ to wigzanie I\/Ig2+ do RNA poprzez wigcej niz jedng warstwe wody. Ten
typ wiazania jest najstabszy i najmniej stabilny. Kationy zmieniaja swoje potozenia
przy powierzchni RNA, oddzialuyjac z nim jedynie elektrostatycznie,
bez bezposredniego kontaktu i bez zaburzania uktadu czastek wody zwigzanych

z jonem (patrz: Rycina 1, Panel C).



s

o ala

Rycina 1. Trzy typy wiazania si¢ jonéw Mg®* z RNA. Na czerwono zaznaczono tlen, na szaro wodor,
natomiast magnez zaznaczony zostat na zielono. Panel A) MgZJr bezposrednio zwigzany z atomami RNA.
Panel B) Mg** oddziatujacy z RNA poprzez jedng warstwe wody. Panel C) Mg®* oddziatujacy z RNA
poprzez wigcej niz jednag warstwe wody. (Draper, Grilley i wsp. 2005).

Jony a aktywnosé biologiczna RNA

Jony metali nie tylko wspomagaja proces zwijania si¢ RNA i stabilizuja jego
strukturg. Udowodniono, Ze niekiedy obecno$¢ jonu jest niezbedna, by czasteczka RNA
mogta stac si¢ katalityczne aktywna (DeRose 2002, Schnabl i Sigel 2010). Do tego typu
RNA Katalitycznie aktywnych (rybozymow) naleza:

e rybozym  typu  ,glowy  miotka” (ang. hammerhead ribozyme)
(O'Rear, Wang i wsp. 2001);

e rybozym typu ,,spinki do wtosow” (ang. hairpin ribozyme) (Walter i Burke 1998);

e rybozym  wirusa  zapalenia  watroby typu D  (rybozym  HDV)
(Murray, Seyhan i wsp. 1998, Nakano, Chadalavada i wsp. 2000);

ktore sa samo-wycinajagcymi si¢ czasteczkami RNA, wystepujacymi glownie
w prymitywnych wiroidach i wirusach (Ferre-D'Amare i Scott 2010). Na przyktad,
podczas replikacji genomu wirusa mozaiki tytoniowej, rybozym typu ,,glowy miotka”
rozcina jego liniowe kopie, oraz prawdopodobnie odpowiada za ich dalszg ligacje
w forme kolistg (Scott, Martick i wsp. 2009).

Oraz:

e introny grupy | i Il, ktore katalizuja reakcj¢ wycinania wtasnych intronow (Piccirilli,
Vyle i wsp. 1993, Shan, Kravchuk i wsp. 2001, Li, Costa i wsp. 2011);

e rybonukleaza P (RNaseP), ktora bierze udziat w dojrzewaniu konca 5’ tRNA
u bakterii, archcowcoéw czy eukariontow (Beebe, Kurz i wsp. 1996, Christian,

Kaye i wsp. 2000, Reiter, Osterman i wsp. 2012);



e ryboprzetacznik fluorkowy. Odpowiada on za ekspresje genéw: odpowiedzialnych
za transport jonow fluorkowych, enzyméw wigzacych si¢ z fluorkami oraz kilku
biatek o nieznanej funkcji (Baker, Sudarsan i wsp. 2012). Ryboprzetaczniki szerzej

zostaly opisane w Rozdziale 1.2 ,,Ryboprzetaczniki”.

1.2. Oddzialywania RNA z ligandami

Funkcja wiclu RNA =zalezy od ich oddzialywan z innymi czasteczkami
w komorce (Rivas i Eddy 2001, Thomas i Hergenrother 2008, Fulle i Gohlke 2010,
Dieterich i Stadler 2013). W szczeg6lnosci, aktywnos¢ biologiczna wielu niekodujacych
RNA jest regulowana poprzez przylaczanie si¢ do nich matych zwigzkow,
niskoczasteczkowych ligandéw. Ponizej przedstawiono znane czasteczki NCRNA tego

rodzaju.

Ryboprzelqczniki

Ryboprzetaczniki  to  elementy regulatorowe  wystepujace  najczgsciej
w regionach niepodlegajacych translacji na koncu 5’ (5-UTR) bakteryjnego mRNA.
Znane sa rozne mechanizméw dzialania ryboprzetacznikow, na przykiad poprzez
alternatywne skladanie, jednak najwiecej z nich reguluje ekspresje informacji
genetycznej w odpowiedzi na przylaczenie si¢ liganda (Deigan i Ferre-D'Amare 2011).
Ryboprzetaczniki tego typu skladaja si¢ z dwoch domen: aptameru i platformy
ekspresyjnej. Aptamer bezposrednio wigze si¢ z ligandem, co wplywa na zmiang
struktury przestrzennej platformy ekspresyjnej, a przez to na ekspresj¢ zakodowanego
genu (Garst, Edwards i wsp. 2011). W wigkszosci przypadkow przytaczenie si¢ liganda
blokuje ekspresje regionu kodujacego, ale znane sg tez przypadki, gdy obecnos¢ liganda
powoduje jego indukcj¢ (Montange i Batey 2008). Ligandy wigzace si¢
Z ryboprzetgcznikami to szeroki wachlarz zwigzkéw, poczawszy od wspomnianych
wczesniej jonow metali (Rozdziat 1.1 ,Jony a aktywno$¢ biologiczna RNA”)
az po ztozone metabolity (Deigan i Ferre-D'Amare 2011). Tabela 1 prezentuje znane

ligandy oddziatujace z ryboprzetacznikami oraz ich charakterystyke.



Nazwa i struktura chemiczna liganda

Funkcja ryboprzetacznika

Glicyna (identyfikator PDB: GLY)

O

Ryboprzelacznik glicynowy
reguluje synteze i transport glicyny
(Mandal, Lee i wsp. 2004).

Glutamina (identyfikator PDB: GLN)

Ryboprzelacznik glutaminowy
reguluje metabolizm glutaminy i azotu
oraz krotkich peptydow o nieznanej
funkcji (Ames i Breaker 2011).

Lizyna (identyfikator PDB: LYS)

mz

Ryboprzelacznik lizynowy
kontroluje syntezg i transport lizyny
(Grundy, Lehman i wsp. 2003,
Rodionov, Vitreschak i wsp. 2003,
Sudarsan, Wickiser i wsp. 2003).

Adenina (identyfikator PDB: ADE)

N
N SN
A

Ryboprzelacznik adeninowy
reguluje synteze i transport puryn
(kontroluje ekspresj¢ regulonu PurR)
(Johansen, Nygaard i wsp. 2003,
Mandal i Breaker 2004).

Guanina (identyfikator PDB: GUN)

Ryboprzelacznik guaninowy

reguluje syntezg i transport puryn
(kontroluje ekspresje regulonu PurR)
(Johansen, Nygaard i wsp. 2003, Mandal,
Boese i wsp. 2003).

Glukozamino-6-fosforan (GLCcNG6P, identyfikator
PDB: GLP)

Ryboprzelacznik gimS

reguluje syntez¢ GLcN6P, ktory jest
podstawowym sktadnikiem $ciany
komorkowej bakterii (Hampel i Tinsley
2006, Klein i Ferre-D'Amare 2006,
Cochrane, Lipchock i wsp. 2007).

Ryboprzelacznik TPP

reguluje syntezg i transport tiaminy,
jak i podobnych metabolitow
(Mironov, Gusarov i wsp. 2002,
Rodionov, Vitreschak i wsp. 2002).




Mononukleotyd flawinowy
(identyfikator PDB: FMN)
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Ryboprzelacznik FMN

odpowiedzialny za ekspresje genu LacZ,
reguluje synteze i transport ryboflawiny

(wit. B,)(Mironov, Gusarov i wsp. 2002,
Winkler, Cohen-Chalamish i wsp. 2002).

ow

[ TLIID

Ryboprzelacznik PreQ;
reguluje syntezg i transport
pre-kweozyny;

(Roth, Winkler i wsp. 2007).

Tetrahydrofolat (identyfikator PDB: THL)
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Ryboprzelacznik Tetrahydrofolat
reguluje synteze i transport
tetrahydrofolatu

(Trausch, Ceres i wsp. 2011).

S-adenozylo-L-homocysteina
(identyfikator PDB: SAH)
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Ryboprzelacznik SAH

reguluje metabolizm
S-adenozylo-L-homocysteiny
(Edwards, Reyes i wsp. 2010, Batey
2011).




S-Adenozylo-L-metionina
(identyfikator PDB: SAM)

N

S
A
0

© AN

Ryboprzelacznik SAM

reguluje synteze i transport metioniny
(Epshtein, Mironov i wsp. 2003,
Winkler, Nahvi i wsp. 2003, Corbino,
Barrick i wsp. 2005, Fuchs,

Grundy i wsp. 2006)

Cykliczny diguanozynomonofosforan
(c-di-GMP, identyfikator PDB: C2E)

N

e

A

<

Ryboprzelacznik c-di-GMP
reguluje ekspresje gendw kontrolowanych

przez sygnalng czasteczke c-di-GMP
(Zhou, Sayre i wsp. 2012)

Adenozylokobalamina
(AdoCbl, identyfikator PDB: B12)

Ryboprzelacznik AdoCbl

kontroluje metabolizm kobalaminy (wit. B1,)
(Nahvi, Sudarsan i wsp. 2002, Borovok,
Gorovitz i wsp. 2006, Warner,

Sawvi i wsp. 2007)

Tabela 1. Znane ligandy oddziatujace z ryboprzetacznikami oraz ich charakterystyka.




Ryboprzetaczniki wystepuja znacznie czgsciej u bakterii niz w komodrkach
eukariotycznych (Auslander, Ketzer i wsp. 2010). Jest to rezultatem cze¢stego narazenia
bakterii na zmiany srodowiska, w wyniku czego musiaty one wyksztatci¢ mechanizmy
umozliwiajagce im szybkie reagowanie na nowe warunki (Gripenland, Netterling
I wsp. 2010). Za ich wysoka zdolno$¢ adaptacji odpowiadajag migdzy innymi wiasnie
ryboprzetaczniki, ktére, niczym sensory, sterujg ekspresja odpowiednich genow
W odpowiedzi na zmiany w otoczeniu (pojawienie si¢ badz brak danego metabolitu).
Jest to szczegdlnie istotne dla szczepow patogennych, ktore stajg si¢ wirulentne
w odpowiedzi na sygnat gospodarza, aby obroni¢ si¢ przed jego systemem odpornosci
(Geissmann, Possedko i wsp. 2006). Przyktadowo ryboprzetacznik guaninowy jest
Kluczowy dla zjadliwosci gronkowca ztocistego (S. aureus) w komorkach ssakéw
(Mulhbacher, St-Pierre i wsp. 2010). Powyzsze fakty sprawiaja, iz ryboprzetaczniki
sg potencjalnym celem dzialania lekéw antybakteryjnych, w szczegdlnosci na szczepy
bakterii opornych na antybiotyki. Obecnie prowadzone sg badania nad wykorzystaniem
ryboprzetacznika lizynowego, guaninowego, TPP czy FMN (Mulhbacher, Brouillette
i wsp. 2010) w takiej terapii.

Rybosomowy RNA

Rybosomowy RNA (rRNA) nie wystepuje i nie funkcjonuje niezaleznie, ale
wraz z ponad pig¢cdziesigcioma rdéznymi biatkami stanowi integralng cze$¢ rybosomu.
Rybosom, nazywany tez komoérkowa maszyneria syntezy biatek, jest najwigkszym
I najbardziej ztozonym enzymem o catkowitej masie ponad dwoch milionow Daltonow
(Poehlsgaard i Douthwaite 2005). To za jego posrednictwem odbywa si¢ proces
translacji genow na biatka, ktory jest kluczowy dla wszystkich zyjacych komorek.
Rybosomy wystepuja zarowno w komorkach eukariotycznych, jak i prokariotycznych,
jednak obserwuje si¢ roznice w ich budowie. To wtasnie dzigki nim istnieje mozliwos¢
zastosowania antybiotykéw blokujacych translacje u bakterii bez ryzyka, ze zablokuja

one translacje w rybosomie gospodarza (Poehlsgaard i Douthwaite 2005).

Rybosom u prokariontow sktada si¢ z dwoch podjednostek: 30S oraz 50S,
0 réznych wspolczynnikach sedymentacji. Mniejsza podjednostka (30S) ztozona jest
z 16S rRNA oraz okoto 20 biatek (oznaczanych S1-S20). Z kolei duza podjednostka
(50S) sktada si¢ z dwoch czasteczek rRNA: 5S oraz 23S, a takze z ponad 30 biatek
(L1-L36). Rybosomowe biatka w znacznej mierze petnig jedynie role strukturalne.



Za funkcje rybosomu, a przez to oddziatywania z innymi czasteczkami odpowiadaja
komponenty zbudowane z RNA (Douthwaite, Fourmy i wsp. 2005). To RNA tworzy
struktury: centrum peptydylotransferazy (ang. Peptidyl Transferase Center, PTC)
w duzej podjednostce czy centrum dekodujgcego (ang. decoding center) w matej
podjednostce, ktore ze wzgledu na swoje kluczowe role sg celem wielu antybiotykoéw
(Bottger 2006, Foloppe, Matassova i wsp. 2006, Dunkle, Xiong i wsp. 2010). Ponizej

przedstawiono znane klasy antybiotykow wigzace si¢ z TRNA.

W PTC w duzej podjednostce rybosomu.

e Makrolidy (erytromycyna, azytromycyna (Hansen, Ippolito i wsp. 2002),
klarytromycyna (Schlunzen, Zarivach [ wsp. 2001), tylozyna
(Ban, Nissen i wsp. 1999), spiramycyna (Poulsen, Kofoed i wsp. 2000),
karbomycyna A, roksytromycyna, troleandomycyna) — antybiotyki te powoduja
przedwczesne zakonczenie syntezy tancucha peptydowego (zahamowanie
translokacji  peptydylotransferazy) poprzez blokade przemieszczania — si¢
powstajacego  peptydu. W konsekwencji  prowadzi todo odlaczenia sig
peptydylo-tRNA od rybosomu (Ban, Nissen i wsp. 1999, Poulsen,
Kofoed i wsp. 2000, Hermann 2005).

e Ketolidy (telytromycyna, cetromycyna) — to semi-syntetyczna grupa antybiotykow,
stworzona na podstawie makrolidu — erytromycyny. Zamiast bocznego pierscienia
aromatycznego zawieraja one grupe ketonowa przy weglu C3, a pozycje 11 oraz
12 potaczone zostalty w pierscien heterocykliczny. Leki te oddzialuja w podobny
sposob jak ich pierwowzory, lecz wykazuja znacznie wigksza skutecznos$e,
szczegbdlnie  pod wzgledem  zwalczania  opornych  szczepow  bakterii
(Wilson, Harms i wsp. 2005).

e Linkozamidy (klindamycyna) — wiaza si¢ do miejsca PTC na dnie tunelu wzdtuz
jego osi, uniemozliwiajagc w ten sposob zwigzanie si¢ substratu (Douthwaite 1992).

e Streptogramina A i B (A: wirginiamycyna M, dalfoprystyna; B: chinuprystyna),
antybiotyki te blokuja formowanie si¢ wigzania peptydowego, wigzac si¢
na poczatku tunelu PTC (Porse i Garrett 1999).

e Pleuromutyliny (tiamulina, walnemulina) — blokujg powstawanie wigzania

peptydowego bezposrednio przez oddzialywanie ze substratem, wigzacym sig



zardwno do miejsca

(Schlunzen, Pyetan i wsp. 2004).

akceptorowego jak i donorowego

e Inne: anizomycyna, chloramfenikol, blastycydyna S, sparsomycyna — blokuja

powstawanie wigzania peptydowego (Hansen, Moore i wsp. 2003).

Tabela 2 przedstawia wybrane struktury antybiotykow z wyzej wymienionych klas.

Rycina 2 przedstawia przyktadowy antybiotyk — erytromycyne zwigzany z rRNA

w PTC duzej podjednostki rybosomu.

Makrolidy

Erytromycyna (identyfikator PDB: ERY)
(Schlunzen, Zarivach i wsp. 2001)

Troleandomycyna (identyfikator PDB: TAO)
(Berisio, Schluenzen i wsp. 2003)

Karbomycyna A (identyfikator PDB: CAl)
(Hansen, Moore i wsp. 2003)

Roksytromycyna (identyfikator DPB: ROX)
(Schlunzen, Zarivach i wsp. 2001)

Ketolidy

Telytromycyna (identyfikator PDB: TEL)
(Berisio, Harms i wsp. 2003)

Cetromycyna (identyfikator PDB: 773)
(Schlunzen, Harms i wsp. 2003)




Streptogramina A

Streptogramina B

Wirginiamycyna M (identyfikator PDB:VIR)
(Hansen, Moore i wsp. 2003, Tu,
Blaha i wsp. 2005)

Chinuprystyna (identyfikator PDB: ---)
(Harms, Schlunzen i wsp. 2004, Tu,
Blaha i wsp. 2005)
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Linkozamid

Pleuromutylina

Klindamycyna (identyfikator PDB: CLY)
(Douthwaite 1992, Porse i Garrett)

Tiamulina (identyfikator PDB: MUL)
(Schlunzen, Pyetan i wsp. 2004)

o)

Inne (Hansen, Moore i wsp. 2003)

Blastycydyna S (identyfikator PDB: BLYS)
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Sparsomycyna (identyfikator PDB: SPS)
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Anizomycyna (identyfikator PDB: ANM)

Chloramfenikol (identyfikator PDB: CLM)
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Tabela 2. Wybrane antybiotyki wiazace si¢ z rRNA w duzej podjednostce rybosomu.




Rycina 2. Erytromycyna zwigzana w duzej podjednostce rybosomu Deinococcus (kod PDB: 1JZY).

W matlej podjednostce rybosomu.

e Aminoglikozydy (streptomycyna, higromycyna B (Brodersen,
Clemons i wsp. 2000), paromycyna (Vicens i Westhof 2001), tobramycyna
(Vicens i Westhof 2002), genetycyna (Vicens i Westhof 2003), apramycyna
(Han, Zhao i wsp. 2005)) — oddziatujg z centrum dekodujacym zajmujgc miejsce A
(akceptor aminoacylowy) 1 w ten sposob zaklocajac interakcje kodonu (w mRNA)
z antykodonem. Prowadzi to do zaburzenia odczytu informacji genetycznej
I zahamowania  syntezy  bialek  (Carter, Clemons i  wsp. 2000,
Poehlsgaard i Douthwaite 2005, Wilson, Harms i wsp. 2005).

e Tetracykliny — blokujag wigzanie si¢ aminoacylo-tRNA do kompleksu mRNA
z rybosomem (Brodersen, Clemons i wsp. 2000, Pioletti, Schlunzen i wsp. 2001).

e Oksazolidynony (linezolid) — blokujg translacj¢ poprzez inhibicj¢ tworzenia si¢
kompleksu inicjujgcego. To pierwsze chemicznie zsyntetyzowane antybiotyki
anty-rybosomowe (Patel, Yan i wsp. 2001).

e Inne: spektynomycyna (Carter, Clemons i wsp. 2000); paktamycyna
(Brodersen, Clemons i wsp. 2000); edeina (Pioletti, Schlunzen i wsp. 2001).



Tabela 3 przedstawia wybrane struktury antybiotykow z wyzej wymienionych klas.
Rycina 3 przedstawia przyktadowy antybiotyk — hygromycyne B zwiazany z rRNA

centrum dekodujgcego W matej podjednostce rybosomu.

Aminoglikozydy

Streptomycyna (identyfikator PDB: SRY)
(Carter, Clemons i wsp. 2000)

Paromycyna (identyfikator PDB: PAR)
(Vicens i Westhof 2001)
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Higromycyna B (identyfikator PDB: HYG)
(Brodersen, Clemons i wsp. 2000)

o}

Apramycyna (identyfikator PDB: AM2)
(Han, Zhao i wsp. 2005)

Oksazolidynon

Tetracyklina

Linezolid (identyfikator PDB: ZLD)
(Patel, Yan i wsp. 2001)
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Tetracyklina (identyfikator PDB: TAC)
(Pioletti, Schlunzen i wsp. 2001)

Inne

Spektynomycyna (identyfikator PDB: SCM)
(Carter, Clemons i wsp. 2000)

Paktamycyna (identyfikator PDB: PCY)
(Brodersen, Clemons i wsp. 2000)

Tabela 3. Wybrane antybiotyki wigzace sie z rRNA w matej podjednostce rybosomu.




Rycina 3. Hygromycyna B zwigzana w matej podjednostce rybosomu Thermus (kod PDB: 1HNZ).

Rybozymy

Rybosom nie jest jedynym celem aminoglikozydow. Zwiazki te blokujg: miejsce
rozpoczgcie si¢ dimeryzjacji HIV-1 RNA (Ennifar, Paillart i wsp. 2006), wycinanie
intronow grupy I (Park, Kim i wsp. 2000), rybozymy HDV (Chen, Wu i wsp. 1997) czy
rybozymy typu ,glowy milotka” =z kilku wiroidéw atakujacych ro$liny
(Borda i Sigurdsson 2004). Wigcej informacji na temat rybozyméw znajduje sie
w Rozdziale 1.1 ,,Jony a aktywnosc¢ biologiczna RNA”.

Istnieje rowniez wiele opublikowanych prac o potencjale terapeutycznym
katalitycznych RNA. Najczesciej rybozym typu ,glowy milotka”, ktory jest
najmniejszym i najlepiej poznanym rybozymem, wykorzystywany jest jako podstawa
do projektowania modyfikowanych rybozyméw o dziataniu terapeutycznym, czutych na
obecno$¢  specyficznego liganda  (Soukup 1 Breaker 1999, Auslander,
Ketzer i wsp. 2010, Mastroyiannopoulos, Uney i wsp. 2010).



Sily fizyczne uczestniczgce w oddzialywaniach RNA z ligandami

Ligandy wiagza si¢ do czasteczek RNA niekowalencyjnie, co oznacza, ze sila
tych oddziatywan jest wypadkowg wielu rodzajéw oddziatywan sktadajacych si¢ na nie
atomow. Poniewaz czgsteczki RNA sg silnie, ujemnie natadowane, ligandy wigzace si¢
do nich, sa z reguly natadowane dodatnio. Znane sa jednak przypadki wigzania si¢
anionéw do RNA (Kieft, Chase i wsp. 2010). Oddziatywania sktadajace si¢ na site
wigzania kompleksu RNA z ligandem to przede wszystkim klasyczne oddzialywania
elektrostatyczne, bezposrednie oddziatywania polarne, wodorowe, hydrofobowe
I hydrofilowe czy van der Waalsa. Nalezy jednak podkresli¢, ze obecno$¢ jonow
znajdujacych si¢ zarowno w rozpuszczalniku jak i zwigzanych z RNA ma ogromny

wplyw na oddziatywania RNA z ligandami i je moduluje.

1.3. Modelowanie struktury kompleks6w RNA z jonami metali

I ligandami

W celu zrozumienia rol pelnionych przez RNA niezbedna jest wiedza o jego
strukturze i oddziatywaniach z innymi czasteczkami, gdyz to one bezposrednio
determinujg jego funkcje (Eddy 2001, DeRose 2003). Istnieja doswiadczalne metody
rozwigzywania struktur kompleksow RNA z jonami metali i ligandami (a takze
z biatkami i innymi kwasami nukleinowymi), ktore daja wiele informacji na temat tych

oddziatywan. Do najpopularniejszych z nich naleza:

e krystalografia rentgenowska,
o spektroskopia magnetycznego rezonansu jadrowego (ang. Nuclear Magnetic
Resonance, NMR),

e mikroskopia elektronowa.

Doswiadczalne metody wyznaczania struktury RNA 1 jego kompleksow
sg czasochtonne 1 drogie, a niekiedy niemozliwe jest ich zastosowanie.
(Scott i Hennig 2008). W takiej sytuacji alternatywa pozostaje skorzystanie z narzedzi
bioinformatycznych, ktére  wspieraja  badania  do$wiadczalne 1  stanowig

ich uzupetnienie.



Komputerowe przewidywanie miejsc wigzania RNA z jonami metali

Poprawne zidentyfikowanie miejsc wigzania i dodanie jonow metali do struktur
RNA (a takze biatek), ktorych niekiedy w nich brakuje (np. struktury rozwigzywane
za pomocg NMR), a nickiedy sa btednie oznaczone (np. jako czasteczka wody) jest
kluczowe dla przeprowadzenia dynamiki molekularnej. W zwiazku z tym istnieje wiele
funkcji 1 programow do tego stworzonych, ktore najczgsciej zawarte
sg W oprogramowaniu towarzyszgcym metodom do dynamiki (np. CHARMM (Brooks,
Brooks i wsp. 2009)). Obecnie rowniez wiele przegladarek do struktur oferuje funkcje
dodawania jonéw (np. Chimera (Pettersen, Goddard i wsp. 2004)). Wszystkie te metody
wyznaczaja elektrostatyczne pole sit dla zadanej struktury i w najbardziej korzystnych
energetycznie miejscach umieszczaja jony. Metody te dobrze sprawdzajg si¢ dla biatek,
ktore to posiadaja zroznicowany tadunek na powierzchni. Jednak nie zawsze daja dobry
rezultat dla kwaséw nukleinowych, gdyz te sa calkowicie ujemnie natadowane.
Powstalo wigc kilka alternatywnych podejs¢ do tego zagadnienia. Wiekszos¢ z nich
modeluje wlasciwosci fizyko-chemiczne zadanego systemu. Hermann i Westhof
(Hermann i Westhof 1998) zastosowali dynamik¢ brownowska (ang. Brownian
Dynamics, BD) do przeprowadzenia symulacji zachowania si¢ kationow w polu
elektrostatycznym, a w konsekwencji do przewidzenia miejsc ich wigzan w strukturach
RNA. Misra i Draper (Misra i Draper 2000) stworzyli analityczny model, stosujac
nieliniowe réwnanie Poissona-Boltzmanna (PB) do opisu zaleznosci energii
i stechiometrii pomiedzy wiazaniem jonu Mg?* a zwijaniem sic RNA. Tan i Chen
(Tani Chen 2005, Tan i Chen 2010) takze zbudowali swo6j model oddzialywan
Opierajac si¢ na teorii PB. Umozliwit on modelowane oddziatywan elektrostatycznych
i sterycznych jondow bezposrednio zwigzanych z RNA, a do przewidywania
oddziatywan jonow stabo zwigzanych uzyli modelu pola $redniego. Zaleta wszystkich
wymienionych metod jest fakt, ze umozliwiaja one badanie zadanego systemu przy
dowolnych parametrach zdefiniowanych przez uzytkownika (np. temperatura, stezenie
jonoéw, obecno$¢ innych czgsteczek itd.). Niemniej jednak, metody te sa bardzo
kosztowne obliczeniowo | wymagaja eksperckiej wiedzy zarowno do ich zastosowania
jak 1 interpretacji wynikoéw. Niemozliwa jest tez automatyzacja procesu ich uzycia, stad
nie zostaly one uwzglednione w poroéwnaniu skutecznosci metod w prezentowanej

pracy.



Program FEATURE (Liang, Banatao i wsp. 2003) natomiast stanowi przyktad
zautomatyzowanego oprogramowania, ktore jest dostepne poprzez serwer internetowy,
gdzie mozliwe jest przeprowadzenie przewidywan ,.online” dla zadanej czasteczki
(WebFEATURE). FEATURE zostat wytrenowany do przewidywania jonow magnezu
w strukturach RNA poprzez uczenie nadzorowane. Jego zbidr uczacy skladal sig¢
zarowno z pozytywnych, jak i negatywnych przyktadow miejsc wigzania kationow
Mg®*. Mg? natomiast zostaly podzielone na dwie grupy — te ,silnie” zwiazane
bezposrednio z RNA (ang. site-bound) oraz te ,,stabo” zwigzane, fluktuujace wokot
powierzchni RNA (ang. diffused). W sumie w stworzonym modelu statystycznym
uwzgledniono 126 fizyko-chemicznych i strukturalnych czynnikow, ktore uczestnicza
badz wplywaja na powstanie kompleksu RNA z jonami Mg*".

Komputerowe przewidywanie oddzialywan RNA z ligandami

Do przewidywania oddzialywan RNA z ligandami stosuje si¢ dokowanie
molekularne (ang. molecular docking). Jest to metoda, ktéra na drodze obliczeniowej
pozwala na dopasowanie malych czasteczek (ligandow) do innego zwiazku lub jego
fragmentu, zwanego receptorem. Poniewaz funkcjonalne znaczenie czasteczek RNA
zostalo odkryte stosunkowo niedawno dotychczasowe badania oddziatywan
koncentrowaly si¢ gtownie na strukturach biatkowych. Istnieje wigc szereg metod
umozliwiajgcych analizy oddzialywan biatek z biatkami, badz biatek z ligandami
(programy do dokowania AutoDock, GOLD, Surflex itd.), ktorych jakos$¢ przewidywan
jest bardzo wysoka (Kellenberger, Rodrigo i wsp. 2004, Bottegoni 2011).
Wozrost zainteresowania oddzialywaniami RNA z ligandami w ostatniej dekadzie,
spowodowat rozwoj metod do dokowania i powstanie funkcji oceny dla RNA,
mozliwych do zaimplementowania w istniejacych juz programach dla biatek. Wynika to
z faktu, iz glownymi problemami zwigzanymi z dokowaniem molekularnym sa:
wygenerowanie po6z liganda bliskich natywnej oraz wyszukanie tej pozy w licznych
rezultatach dokowania. O ile istniejgce programy do dokowania dla biatek doskonale
radza sobie z pierwszym zadaniem rowniez w przypadku RNA, o tyle nie sprawdzaja
si¢ one w tym drugim (Detering i Varani 2004, Li, Shen i wsp. 2010). Dlatego tez wiele
grup zajmujacych si¢ przewidywaniem oddziatywan RNA z ligandami (rowniez
w przypadku niniejszego projektu) zdecydowalo si¢ na uzycie juz istniejgcych

programow do dokowania w celu wygenerowania alternatywnych péz liganda



w strukturze  RNA. Skupily si¢ one natomiast na stworzeniu funkcji oceny

wygenerowanych kompleksow, by efektywnie wybierac¢ te bliskie struktury natywnej.

Morley i Afshar jako pierwsi zaproponowali specyficzng funkcje oceny dla
kompleksow RNA z ligandem. Rozszerzyli oni funkcjonalno$¢ swojego programu
do dokowania dodajgc empiryczng funkcje RiboDock (lub rDock) do oceny poz
ligandow w strukturach RNA (Morley i Afshar 2004). Ich funkcja uwzglednia bardzo
szeroki zakres oddziatywan miedzymolekularnych, typowych dla wigzania ligandoéw
w strukturach RNA. Sg to wigzania wodorowe, oddzialywania lipofilowe, steryczne,
dodatnio natadowane oddziatywania wegiel-akceptor, oddzialywania warstwowe
pier§cieni aromatycznych (ang. stacking interactions), odpychanie par donor-donor
| akceptor-akceptor oraz zmiana entropii w procesie wigzania. Funkcja ta zostata

sparametryzowana i testowana na zbiorze jedynie 10 kompleksow.

Moitessier i wsp. (Moitessier, Westhof i wsp. 2006) stworzyli funkcje oceny
ograniczong jedynie do oddzialywan RNA z aminoglikozydami. Funkcja ta zostala
zaimplementowana w programie do dokowania biatek AutoDock (Morris, Huey
I wsp. 2009). Opiera si¢ ona na wyliczeniu energii oddziatywan miedzyczasteczkowych,
na ktora sktada si¢ miedzy innymi energia oddzialywan dynamicznie zwigzanych
czasteczek wody. Bardzo istotng cechg tej metodologii jest fakt, ze autorzy dodatkowo

wprowadzili mozliwos¢ dokowania elastycznego.

DrugScoreRNA jest empiryczng funkcja zaproponowang przez Gohlke i wsp.
(Pfeffer i Gohlke 2007). Funkcja ta opiera si¢ na izotropowym potencjale statystycznym
(zaleznym tylko od odlegtosci), ktory zostal wyprowadzony ze znanych struktur
kompleksow RNA z ligandami. Metodologia ta zostata z powodzeniem zastosowana juz
wczesniej, przez ta samg grupg badawcza, do stworzenia funkcji ocen dla kompleksow
biatek z lignadami (Gohlke, Hendlich i wsp. 2000). To podejscie zaktada, ze silg
oddziatywania miedzy atomem liganda 1 atomem RNA, znajdujacych si¢ w danej
odleglosci od siebie, mozna oszacowac na podstawie znormalizowanej funkcji rozktadu
par tych atomoéw. Funkcja rozkladu par atoméw z Kkolei zostata wyprowadzona
ze znanych kompleksow w postaci statystyk kontaktow miedzyatomowych. Oryginalny
potencjat DrugScoreRNA otrzymano z 670 krystalograficznie rozwigzanych
komplekséw kwasow nukleinowych z ligandami i z biatkami. Funkcja ta réwniez

zostala zaimplementowana w programie AutoDock.



Dock®6 to zbior programéw i skryptow do przeprowadzenia dokowania ligandow
do struktur biatek, jednak ostatnio jego funkcjonalno$¢ zostala rozszerzona réwniez
do dokowania ligandow do struktur RNA (Lang, Brozell i wsp. 2009). Procedura
tasklada si¢ z nastepujacych krokéw: wygenerowanie sfer reprezentujacych
powierzchni¢ receptora oraz wybdr tych sfer, ktore definiuja miejsce/a aktywne.
Mozliwy jest wybor najwigkszego klastra sfer, gdy nie ma zadnej informacji o miejscu
wigzania si¢ liganda do czgsteczki receptora (najwigkszy klaster teoretycznie znajduje
si¢ w najbardziej korzystnym z punktu widzenia energetycznego miejscu receptora, stad
dokowanie do tego miejsca moze da¢ poprawne rezultaty). Mozliwy jest tez wybor sfer
w okreslonym promieniu od dowolnego miejsca zdefiniowanego przez uzytkownika,
w przypadku, gdy znane jest w przyblizeniu miejsce wigzania liganda. Nastepny krok to
wyznaczenie tak zwanej siatki (ang. grid). Na tym etapie tworzy si¢ mapa energetyczna
uktadu na podstawie potozen sfer i powierzchni receptora. Kolejny krok stanowi
wlasciwe dokowanie liganda. Polega ono na dopasowywaniu zadanej czasteczki do
receptora. Program Dock6 daje mozliwo$¢ przeprowadzenia dokowania sztywnego
(ang. rigid body docking) oraz elastycznego (ang. flexible docking). Dokowanie sztywne
polega na dopasowywaniu liganda do receptora w sposob sztywny, bez jakichkolwiek
modyfikacji tej czasteczki. Dokowanie elastyczne natomiast daje mozliwo$¢ dokowania
ligandow do takich receptorow, do ktorych zdaja si¢ one nie pasowa¢ bez zmiany
konformacji. Dock6 najpierw identyfikuje sztywne fragmenty liganda (np. pier§cienie
aromatyczne), a nastepnie tworzy wiele alternatywnych konformacji, np. przez obroty
sztywnych fragmentow wokot wigzan pojedynczych. Nastepnie kazda wygenerowana
poza jest poddawana ocenie. Program Dock6 oferuje az dziewie¢ funkcji oceny,
roznigcych si¢ zlozono$ciag obliczeniowa oraz podstawami teoretycznymi (Kuntz,
Blaney i wsp. 1982). Program  Dock6 zostal omowiony  szerzej

w Rozdziale 3.3 ,,Dokowanie ligandow do struktur RNA”.

Najnowszym z programéw do dokowania ligandow do struktur RNA jest
MORDOR (ang. MOlecular Recognition with a Driven dynamics OptimizeR) stworzony
przez Guilberta i Jamesa (Guilbert i James 2008). Bazuje on na metodologii podobnej
do Dock6 i podobnie jak on wykorzystuje klasyczne pole sitowe mechaniki
molekularnej w trakcie procesu dokowania. Jego zdolnos¢ identyfikacji pdz liganda
bliskich strukturze natywnej jest porownywalna z rezultatami Dock6, lecz Dock6 jest
3~10 razy szybszy (Lang, Brozell i wsp. 2009).



Ocena faktycznej jakosci modeli

Zardwno komputerowe wyznaczanie miejsc wigzania jonéw w strukturach
RNA, jak i dokowanie do niego ligandow, jest rodzajem teoretycznego przewidywania.
Jak w przypadku kazdego przewidywana, nigdy nie daje ono stu procentowej pewnosci,
ze jego wynik jest poprawny. Nawet najdoktadniejsza funkcja oceny moze wytypowaé
niepoprawne miejsce wigzania jonu czy konformacje liganda, wigc kazdy otrzymany
wynik powinien zosta¢ poddany dodatkowej weryfikacji. Jesli istnieje rozwigzana
dos$wiadczalnie struktura modelowanego kompleksu najpewniejsza metoda jest
porownanie z nig otrzymanego rezultatu. Jednakze komputerowe przewidywanie
oddziatywan miedzy czasteczkami stosuje si¢ najczesciej w przypadkach, gdy struktura
natywna nie jest znana, badz poszukuje si¢ alternatywnych inhibitorow znanego
receptora. W takim przypadku zaleca si¢ zastosowanie ponizszych technik, w zalezno$ci

od posiadanych danych, np.:

e pordéwnanie wigzOw (otrzymanych doswiadczalnie z mutagenezy czy sieciowania
molekularnego);

e sprawdzenie podobienstwa Struktur generowanych komplekséw (np. przy pomocy
Klasteryzacji);

e analiza konfliktow sterycznych;

e analiza rozktadu potencjatu elektrostatycznego na powierzchni czasteczek;

e analiza stereochemiczna;

e wizualna ocena wynikow.



2. Cel pracy

Celem prezentowanej pracy doktorskiej byto stworzenie nowych programéw
komputerowych stuzacych do przewidywania oddzialywan RNA z jonami metali
(program MetalionRNA) 1 niskoczgsteczkowymi ligandami (program LigandRNA).
Podejscie zastosowane w obu programach jest takie samo i1 opiera si¢ na potencjatach
statystycznych wyprowadzonych z bazy danych znanych struktur kompleksow RNA
z jonami metali i ligandami. Ponadto celem pracy bylo przetestowanie powstatych
programOw na zbiorze znanych kompleksow RNA z jonami metali (MetalionRNA)

oraz z ligandami (LigandRNA).

Dodatkowym zadaniem praktycznym bylo uzycie programu LigandRNA
do przeprowadzenia wirtualnej analizy przesiewowej (ang. Virtual Screening, VS)
dla struktury centrum peptydylotransferazy bakteryjnych rybosomow, ktora jest celem
dzialania wielu antybiotykéw. W najblizszej przysztosci (poza ramami projektow
badawczych opisanych w niniejszej rozprawie) planowana jest weryfikacja
doswiadczalna przewidzianych potencjalnych nowych inhibitorow rybosomu
bakteryjnego, bedzie ona przeprowadzona w laboratorium prof. Bujnickiego

W Miedzynarodowym Instytucie Biologii Molekularnej i Komorkowej w Warszawie.



3. Materialy i metody

3.1. Potencjal statystyczny

Potencjaly statystyczne moga postuzy¢é do opisu oddziatywan migdzy
czgsteczkami, a w przypadku niniejszego projektu, do opisu oddziatywan mi¢edzy RNA
a jonami metali i ligandami. Naleza do grupy potencjatéw empirycznych, zbudowanych
na podstawie zbioru rzeczywistych, rozwigzanych eksperymentalnie, struktur.

Oddziatywania mig¢dzy biomolekutami mozna opisa¢ przy pomocy enerdii
swobodnej Gibbsa, ktorej zmiana wigze si¢ ze stalg wigzania Ky (ang. binding constant).
(Sippl 1993, Sippl 1995):

AG® = —RTInkK,

gdzie R oznacza stala gazowa, T temperatur¢ bezwzgledng uktadu, a K, wyraza si¢

wzorem:

[RNA - ligand]

Ky = [RNA][ligand]

gdzie [RNA---ligand] to stezenie kompleksow RNA z ligandem (jony metali sg
szczegdlnym przypadkiem jednoatomowych ligandow), natomiast [RNA] i [ligand]
to stezenia niezwigzanych sktadnikow tego kompleksu. Potencjaty statystyczne bazuja
na zatozeniu, ze warto$¢ energii swobodnej Gibbsa moze zosta¢ 0szacowana
na podstawie statystyk wystepowania kontaktow pomiedzy poszczegdlnymi atomami
oddziatujacych ze soba molekut. W przypadku niniejszego projektu sa to wspomniane
oddziatywania miedzy RNA a jonami metali, badz atomami liganda. Statystyki
kontaktow miedzyatomowych wyprowadzone zostaty ze struktur znanych kompleksow
(zdeponowanych w bazie PDB (ang. Protein Data Bank)). Podejscie to zostato juz
wczesniej z powodzeniem zastosowane przez inne grupy badawcze do opisu
oddziatywan bialek 1 RNA 1z ligandami (Gohlke, Hendlich i wsp. 2000,
Pfeffer i Gohlke 2007) (patrz: Rozdziat 1.3 ,,Modelowanie struktury kompleksow RNA
z jonami metali i ligandami”). Autorzy wymienionych metod stworzyli potencjaty
izotropowe, bazujagce jedynie na odlegloSciach migdzy atomami. W niniejszej pracy

stworzony potencjal jest anizotropowy, co oznacza, ze poza odlegloSciami pomiedzy



poszczegdlnymi atomami, uwzglednione zostaly takze tworzone przez nie katy.
Rycina 4 prezentuje réznice w obu podejéciach. Wprowadzenie parametru kata
znaczgco zmniejszylo przedzialy opisujace przestrzen wokol atomow RNA,
co w rezultacie udoktadnito potencjat i pozwolito na bardziej szczegotowe ujecie

specyficznosci oddziatywan.

A

Rycina 4. Panel A) idea potencjatu izotropowego, zaleznego tylko od odleglosci, w tym przypadku
miedzy atomem RNA 04’ a Mg?" (zielona sfera). Panel B) idea potencjatu anizotropowego zaleznego
zardwno od odleglo$ci migdzy para atoméw RNA 04’ a Mg®* jak i od kata tworzonego przez atomy pary
[C4’, 047 Mg?.

Omawiany potencjat statystyczny zostal wyprowadzony w oparciu o rozktad
Boltzmanna. Polegalo to na przelozeniu n-elementowej funkcji  korelacji
9™(dy,as,....dn,an), na potencjal statystyczny W(dy, o ....dn, o), ktory reprezentuje

energie swobodng Gibbsa, przy uzyciu nastepujacej formuty:

W®™(dy, ay;...dy, ay) = —RTIng™ (dy, aq; ... dy, o)

gdzie g(”) oznacza czg¢sto$¢ wystepowania kontaktow pomiedzy jonem (badz atomem

liganda) ¢ a wszystkimi zdefiniowanymi parami atoméw RNA [a, b]



(patrz: Rozdziat 4.1 ,,Anizotropowy potencjat statystyczny”); d oznacza odleglos¢
pomiedzy atomem C a atomem b; a oznacza kat pomiedzy atomami (a, b, c).

W niniejszym projekcie funkcja korelacji g™ zostata obliczona ze wzoru:

m) .
9" obserwowane (dl’ A5 - dnr an)

g(n) oczekiwane (dl’ Aq; e dnl an)

g(n) (dl; aq; .. dnl an) =

gdzie g™gpserwowane t0 Znormalizowana liczba oddziatywan migdzy para atomdéw RNA
[a, b] a kationem/atomem liganda ¢, w przedziale odlegtosci/kata (d, &), ktora zostata
zaobserwowana w przygotowanym wcze$niej w celu wyprowadzenia potencjatow
zestawie komplekséw o znanej strukturze. Poniewaz przedziaty przestrzeni opisywane
przez wartosci odleglosci d i kata o majg rdzng objetos¢ (im wigksza wartos$¢ d tym
wigksza objetos¢ dla tego samego kata a), konieczne byto wprowadzenie normalizacji.
Polegato ono na podzieleniu liczby kontaktow w odpowiednich przedziatach odlegtosci

i katow (d, a), przez wartosci objetosci odpowiadajacych im przedziatow V:
2
V(d,a) = §n[(d + Ad)? — d®)|cos(a + Aa) — cos |

Natomiast g(n)oczekiwane reprezentuje liczbe oczekiwanych kontaktoéw pomiedzy
para atomoéw RNA [a, b] a kationem/atomem liganda ¢, w przedziale odlegtosci/kata
(d, a). W przypadku prezentowanego potencjalu warto$¢ ta zostala wyznaczona

na podstawie wartos$ci utamkow molowych atomow danego typu:

g™ A1; ey An) = Xpgp) * Ye * g™ aq;...dy, ay)

oczekiwane (dl‘ obs_catlkowite (dl'

gdzie X[a, by Oraz Y. reprezentuja odpowiednio utamki molowe: par atomow RNA typu
[a, b] oraz kationéw/atoméw liganda typu c, natomiast g(”)obsfca;kow,-,e reprezentuje

catkowitg liczbe obserwowanych kontaktow w przedziale odlegltosci/kata (d, o).

Rycina 5 przedstawia przyktad potencjatu wyprowadzonego dla oddzialywan pary
atoméw RNA [P, OP2] oraz Mgz+. Panel A) przedstawia funkcje g(”)obserwowane przed

normalizacja. Panel B) przedstawia potencjat statystyczny w,



Rycina 5. Panel A) Potencjat statystyczny otrzymany dla pary RNA [P, OP2] (na rycinie [a, b]) oraz
jonow Mg?* (na rycinie przyktadowe potozenie tego jonu c). Panel B) Znormalizowany potencjat
statystyczny, przedstawiony na Panelu A. Potencjat ukazany jest w skali szarosci (im ciemniejszy kolor
tym mniejsza warto$¢ potencjatu).

3.2. Przygotowanie zbiorow uczacych i testowych

Zbiory MetalionRNA
Do stworzenia zbioru uczacego i testowego wykorzystane zostato 113 struktur

pobranych z bazy danych PDB (Rose, Beran i wsp. 2011) (patrz: Tabela 4),

ktore spetniaty nastgpujace kryteria:

e zawieraly RNA oraz jeden, badZz wigcej jonéw (magnezu, sodu lub potasu) z nim
zwigzanych;

e zostaly rozwigzane przy uzyciu krystalografii rentgenowskiej, a ich rozdzielczosc¢
nie przekraczata 2 A dla struktur RNA z Mg® i 3A dla struktur z K* i Na".
Kryterium to wynika bezposrednio z faktu, iz rozdzielczo$¢ struktur rozwigzanych
przy pomocy tej techniki jest kluczowym czynnikiem dla wtasciwego rozpoznania
typu i pozycji kationu, a jedynie struktury o najwyzszej jakosci mogly postuzyé
do stworzenia wiarygodnego potencjatu statystycznego. Przyjecie wyzszego progu
(3 A) dla struktur z K™ i Na" wynika z faktu, iz tylko dla takiego zakresu udalo sic
pozyskac¢ liczbe struktur wystarczajacg do stworzenia rzetelnych statystyk;

e mialy najlepsza rozdzielczo$¢ sposrod struktur, w ktorych identyczno$¢ sekwencji

RNA przekraczata 90%.



Ponadto, by zapewnié, ze kationy, ktoére postuzyly do wyprowadzenia
potencjatu, oddziatujg jedynie z czgsteczka RNA, ze struktur zostaly usuniete kationy,
ktore znajdowaty sie w odlegtosci blizszej niz 9 A do atomu innego niz atom RNA,

wody lub do innego kationu.

Do przeprowadzenia dodatkowego testu programu MetalionRNA postuzyto
116 struktur z bazy PDB (patrz: Tabela 5):
e zawierajacych DNA i co najmniej jeden Mg2+;
e rozwigzanych przy pomocy krystalografii, o rozdzielczo$ci lepszej niz 3 A;
e 0 najlepszej rozdzielczo$¢ sposrod struktur, w ktorych identycznosé sekwencji DNA

przekraczata 90%.

Dodatkowo, do wyprowadzenia potencjalu MetalionRNA ze zbioru uczacego
programu FEATURE postuzyty struktury, ktorych identyfikatory PDB zawiera Tabela
6.

Kompleksy RNA z Mg

Kompleksy RNA z Na*

Kompleksy RNA z K*

1D4R, 1DFU, 1DUL, 1EHZ,
1EVV, 1F27, 1FUF, 1HQ1, 117],
1IK5, 1J1U, 1JID, 132V, 1L2X,
1LNT, INUJ, INUV, 1PJO,
1XPE, 2A43, 2ANR, 2G3S,
2G91, 20E5, 201Y, 2Q1R,
2QEK, 2R1S, 2R20, 2R8S,
2VAL, 2775, 272Y6, 310D,
354D, 3CGS, 3D2V, 3DIL,
3GAO, 3GVN, 3JXQ, 3LA5,
3MEI, 3NKB, 30IN, 3P4A,
437D, 468D, 469D, 470D

1F7Y, 1J6S, 1J8G, 1L2X, 1L3Z,
1IMDG, INTA, INTB, 1Q93,
1VBY, 1XPE, 1Y6T, 2DQO,
2GDlI, 2GXB, 20J0, 2P7D,
2R20, 3BNT, 3DIL, 3L25, 420D,
434D, 437D

1DUL, 1FFY, 1HCS, 1JBR,
1JBS, 1L2X, 1P79, 1QU2, 1SDS,

1Y39, 1YRJ, 1ZCI, 2ANR,
2AWE, 2FCX, 2FDO, 2GDlI,
2GRB, 201J, 201Y, 2QBZ,

2QEK, 3BNP, 3BNQ, 3BNS,
3CUL, 3DIL, 3DIX, 3DVV,
3F2Q, 3FAR, 3FTF, 3FTM,
3G78, 3GX5, 3I1BK, 3LOU,

3LQX

Tabela 4. Lista kodow z bazy danych PDB struktur RNA z jonami magnezu, sodu i potasu, uzytych do
wyprowadzenia potencjalu statystycznego oraz przeprowadzenia walidacji krzyzowe;.




Kompleksy DNA z Mg**

101D, 109D, 119D, 150D, 159D, 184D, 1BDN, 1D23, 1D33, 1D35, 1D38, 1D41, 1D45, 1D49, 1D57,
1D60, 1D63, 1D8X, 1DA1, 1DA3, 1DCG, 1DJ6, 1DNF, 1DNZ, 1DPL, 1EDR, 1EI4, 1IEMO, 1EN3,
1EN9, 1ENN, 1F609, 1FD5, 1FMS, 1FQ2, 1FTD, 1G8N, 113T, 1147, 11CK, 11H1, 1IKK, 1IXJ, 1JGR,
1LJX, 1LP7, IM6F, 1IN10O, INGT, INRS, 1P1Y, 1PUY, 1QP5, 1R3G, 1RQY, 1545, 1UE2, 1UHX,
1VAQ, 1VRO, 1VZK, 1XVK, 1XVR, 1Y8L, 1ZPI, 208D, 253D, 267D, 291D, 292D, 2B0K, 2B1B,
2B1D, 2B3E, 2D25, 2D34, 2DCG, 2DES, 2DP7, 2DZ7, 2ELG, 2FIl, 2GVR, 2H9IS, 2JJA, 2PIS, 2WNA,
303D, 306D, 308D, 313D, 335D, 336D, 355D, 360D, 370D, 382D, 383D, 392D, 3DNB, 3EY0, 3GDD,
3GGK, 3IFF, 3LPV, 3LTR, 403D, 412D, 423D, 428D, 431D, 442D, 455D, 5ANA, 5DNB, 8BNA

Tabela 5. Lista kodow z bazy danych PDB struktur DNA z jonami magnezu, uzytych do dodatkowych
testow.

Kompleksy ze zbioru uczacego programu FEATURE

1CX0, 1DRZ, 1DUH, 1EHZ, 1EVV, 1F27, 1FIR, 1GID, 1HRZ2, 119V, 1JJ2, 301D, 354D, 357D, 364D,
429D, 430D, 462D

Tabela 6. Lista kodow z bazy danych PDB struktur ze zbioru uczacego programu FEATURE.

Zbiory LigandRNA
Do stworzenia zbioru uczgcego i testowego wykorzystanych zostato 251 struktur

pobranych z bazy danych PDB (patrz: Tabela 7), ktore spetniaty nastgpujace kryteria:

e zawieraly RNA oraz jeden, badz wigcej ligandow z nim zwigzanych;
e mialy najlepsza rozdzielczo§¢ sposrod kompleksow z tym samym ligandem,
w ktorych identyczno$¢ sekwencji RNA przekraczata 90%;

¢ ligandy byty organiczne (np. nie byty to jony).

Ponadto, by zapewni¢, ze ligandy, ktore postluzyty do wyprowadzenia
potencjatu, oddziatlujg jedynie z czasteczka RNA, ze struktur zostaly usuniete ligandy,
ktére znajdowaty sie w odleglosci blizszej niz 6 A do atomu innego niz atom RNA,

wody lub do jonu.




Kompleksy RNA z ligandami

1AJU, 1AKX, 1AMO, 1ARJ, 1BYJ, 1EHT, 1EI2, 1ET4, 1EVV, 1F1T, 1F27, 1F7U, 1FJG, 1FMN, 1FUF,
1FYP, 1G4Q, IHNW, 1HNX, 1HNZ, 1197, 119V, 1IBL, 1J5A, 1J7T, 118G, 1JZX, 1JZY, 1JZ2Z, 1K01,
1K73, 1K8A, 1K9M, 1KC8, 1KD1, 1KOC, 1KOD, 1KQS, 1LC4, 1LVJ, IM1K, 1M90, IMWL, 1N32,
INS33, IN8R, INBK, INEM, 1NJM, INJN, INTA, INTB, INWY, 1015, 109M, 10ND, 1P9X, 1PBR,
1Q81, 1Q8N, 1QD3, 1IRAW, 1SM1, 1TN2, 1TOB, 1U8D, 1UTS, 1UUD, 1UUI, 1VQ6, 1VQ8§, 1VQL,
1VQOM, 1VQN, 1VS5, 1XBP, 1XMQ, 1XPF, 1Y26, 1YHQ, 1YI12, 1Y1J, 1YIT, 1YJW, 1YRJ, 1YYK,
2A04, 2AU4, 2B57, 2BEO, 2BEE, 2CKY, 2DQQ, 2EES, 2EEU, 2ESI, 2ES), 2ET3, 2ET4, 2ET5, 2ETS,
2F4S, 2FAT, 2F4U, 2FCX, 2FCY, 2FCZ, 2FDO0, 2G32, 2G5K, 2G5Q, 2G9C, 2GCV, 2GDlI, 2GIS, 2GQ4,
2GUN, 2H0Z, 2HHH, 2HOG6, 2HOJ, 2HOM, 2J00, 2JUK, 2KXM, 2NPY, 2NZ4, 203V, 203W, 203X,
203Y, 20ES5, 20E8, 20GN, 20GO0, 201J, 2P7E, 2PWT, 2QAM, 20QB9, 2QBA, 2QEX, 2Q0U, 2Q0W,
2Q0Y, 2Q0Z, 2QP0, 2QP1, 2QWY, 2TOB, 2TRA, 2UUB, 2UUC, 2UXB, 2UXD, 2VQE, 2W89,
2WDG, 2WRN, 2XQD, 2Z4L, 2274, 2775, 3B4A, 3B4B, 3B5S, 3BNQ, 3C44, 3C5D, 3C7R, 3CC4,
3CMA, 3CPW, 3CQS, 3D0U, 3D2G, 3D2V, 3D2X, 3DF1, 3DF3, 3DIG, 3DIL, 3DIO, 3DIQ, 3DIR,
3Dl1Y, 3DJ0, 3DJ2, 3DLL, 3DS7, 3DVV, 3DW4, 3E5C, 3E5E, 3E5F, 3EGZ, 3F2Q, 3FO6, 3G4M,
3G4S, 3G6E, 3G71, 3G9C, 3GAO, 3GCA, 3GER, 3GLP, 3GOT, 3GS1, 3GS5, 3GX2, 3GX3, 3GX5,
312S, 3IQR, 3J0U, 3L3C, 3LA5, 3MXH, 3NPB, 3NPQ, 30AT, 30FC, 30FR, 30FZ, 30HJ, 30HZ,
3013, 3015, 30WW, 3SD1, 3SD3, 3SFS, 3SKIl, 3SKL, 3SKR, 3SKZ, 3SLM, 3SLQ, 3SUH, 3SUX|
3T1Y, 3TD1, 3TZR, 3UXQ, 3UXR, 3UZ3, 3UZ4, 3UZL, 3UZM, 3V7E

Tabela 7. Lista kodow z bazy danych PDB struktur komplekséw RNA z ligandami, uzytych do
wyprowadzenia potencjatu statystycznego oraz przeprowadzenia walidacji krzyzowe;j.

LigandRNA — Wybor kompleksow do zbioru testowego

Wszystkie 251 kompleksoéw RNA z ligandami zostatlo manualnie podzielonych
na klastry wedlug struktury chemicznej ligandow. W sumie otrzymano 62 Klastry.
Tabela 8 prezentuje identyfikatory PDB ligandow, jakie znalazty si¢ w poszczegolnych
Klastrach. Nastepnie przeprowadzono seri¢ dokowan wybranych kompleksow
(przy uzyciu programu Dock6) w celu wygenerowania péz liganda o r6znym RMSD.
Wybor kompleksow byt prowadzony w taki sposdb, zeby uzyskaé zbior testowy
0 mozliwie najwigkszej roznorodnosci ligandow. Preferowane byly tez te struktury,

ktore zostaty uzyte wezesniej przez inne grupy badawcze do testowania ich metod.

Ostatecznie do zbioru testowego wiaczono 42 kompleksy RNA z ligandami
(patrz: Tabela 9), dla ktorych program Dock6 wygenerowat od 69 do 1000 po6z liganda
($rednio 798 pdz na kompleks) i przynajmniej jedna poza miata RMSD o wartosci <2 A

w stosunku do struktury referencyjnej. W omawianym zbiorze testowym znalazlo sig¢




wszystkie 10 struktur ze zbioru testowego programu RiboDock (Morley i Afshar 2004),
sze$¢ z 11 z zestawu testowego funkcji oceny dla aminoglikozydow (Moitessier,
Westhof i wsp. 2006), 21 z 36 uzytych do testow DrugScoreRNA (Pfeffer i Gohlke
2007) oraz 30 z 50 struktur ze zbioru testowego programu Dock6 (Lang, Brozell
I wsp. 2009). Ponadto zbior testowy LigandRNA pokrywat si¢ ze zbiorami testowymi
do oceny dziatania programéw do dokowania biatek uzytymi dla RNA w przypadku
20 struktur z 36 (Detering i Varani 2004) i 33 z 60 (Li, Shen i wsp. 2010).

Nazwa klastra Identyfikatory PDB ligandow

maly zwiazek organiczny D2X, PYI, ACE, IPA, GOL, TSE, MPD, TRS,
CMY, OLZ, SLZ, SPD, CIR, S9L, SPM, NEG,
ACA

puryna ADE, HPA, 2BP, A2F, XAN, 6AP, 6GU, 6GO,
TEP, PQO

6-pyr XXX, KSG

aminokwas PHA, ARG, GND, HRG, LYS

podobny do kanamycyny LLL, TOY, KAN, GET

podobny do neomycyny NMY, PAR

podobny do neomycyny — aromatyczny tancuch | JS5, LHA

boczny

sruba molekularna G80, MUL, G34

nukleozyd purynowy 3AD, GNG, GMP, DGP, 5GP, AMP, SAH, EEM,
GTP

piranoza G6P, GLP

pochodna pirymidyny 5AZ, 3AY

podobny do spiramycyny ERY, CTY, ZIT, CAl, SPR, TYK, ROX, TAO

tetracyklina TAC, CTC

podobny do kwasu tetra-hydrofoliowego FFO, THF, FOzZ

tiamina TPS, TPP

pozostate ligandy nalezace do jednoelementowych | TEL, ANM, P14, SRY, P12, PA2, AB9, N30,

klastrow AB6, P13, PCY, AM2, ZLD, MGR, IEL, ROS,

VIR, CLM, CLY, FMN, WIN, T8B, RIO, DOL,
AKN, SYB, LIV, JS4, GOB, CNC, SIN, PPU,
SAM, SFG, SS0, BLS, N33, D2X, PY1, 1PE, SPS,
HYG, MES, SCM, PMZ, BTN, HMT

Tabela 8. Klastry ligandow i ich identyfikatory PDB.




kod Chemiczna nazwa liganda | identyfikator Klaster liganda Najmniejsza
PDB PDB liganda warto$¢ RMSD [A]
pozy

1 198n zielen malachitowa MGR 666 11

2 2f4u (2r)-4-amino...* ABG6 6. piranoza.r.r 0,8

3 luts rbt550 P13 65-6-n6 1,8

4 20e5 apramycyna AM2 66. piranoza. 0,3

piranoza

5 luud rbt203 P14 6-i-amidy 1,6

6 luui rbt205 P12 6-n6 1,2

7 2et8 neomycyna A XXX 6-pyr 0,7

8 203x NB33 N30 6-pyr-fur 0,5

9 1nbk kwas 2-amino-5- GND aminokwas 1,3

guanidynowalerianowy

10 | 1koc arginina ARG aminokwas 1,3

11 | 1aju arginina ARG aminokwas 1,5

12 1f1t N,N'- tetrametylorozamina ROS anthracen 1,1

13 | 1fmn flawina FMN flavina 14

14 | 2fcz rybostamycyna RIO fur-6-pyr 0,6

15 | 1byj gentamycyna C1A LLL podobny do 0,3
kanamycyny

16 | 1mwl genetycyna GET podobny do 0,4
kanamycyny

17 | 1ltob tobramycyna TOY podobny do 0,7
kanamycyny

18 | 2tob tobramycyna TOY podobny do 1,0
kanamycyny

19 | 2g5q amikacyna AKN podobny do 0,5

kanamycyny - dtugi
1. boczny

20 | 1pbr paromycyna PAR podobny do 0,5
neomycyny

21 | 1fyp paromycyna PAR podobny do 0,6
neomycyny

22 | lnem paromycyna PAR podobny do 0,6
neomycyny

23 1j7t paromycyna PAR podobny do 1,1
neomycyny

24 | 1lei2 neomycyna NMY podobny do 1,8




neomycyny

25 | 2be0 2"-0-[n ... ** JS5 podobny do 1,1
neomycyny -
aromatyczny 1.
boczny
26 | 2pwt paromycyna PM-11-162 LHA podobny do 1,6
neomycyny -
aromatyczny 1.
boczny
27 | 2fdo liwidomycyna A LIV podobny do 1,4
neomycyny-pyr
28 | 2bee | 2"-O-[N-(3-(aminopropylo) JS4 podobny do 1,7
2-aminoetylo]paromycyna neomycyny - z 1.
bocznym
29 | 2ogn pleuromutylina G80 $ruba molekularna 1,0
30 1xbp tiamulina MUL sruba molekularna 1,0
31 | 1eht teofilina TEP puryna 0,2
32 | 1y26 adenina ADE puryna 0,4
33 | 1amO adenozynomonofosforan AMP nukleozyd 0,9
purynowy
34 | 3gx2 sinefungina SFG analog nukleozydu 0,5
purynowego
35 | 3d2x 3-[(4-hydroksy...*** D2X nukleotyd 14
(pirymidyna)
36 | 1xpf spermina SPM maty zwigzek 1,3
organiczny
37 | 1lkod cytrulina CIR maty zwiazek 1,7
organiczny
38 1fjg spektynomycyna SCM spektynomycyna 0,3
39 | lhnw tetracyklina TAC tetracyklina 0,6
40 | 3sux tetrahydrofuran THF podobny do kwasu 0,4
tetra-

hydrofoliowego
41 | 2gdi pirofosforan tiaminy TPP tiamina 1,3

42 | 1f27 biotyna BTN poskrecany 0,8

Tabela 9. Zbior testowy programu LigandRNA.
*(2R)-4-amino-N-((1R.2S.3R.4R.5S)-5-amino-4-[(2-amino-2-deoksy-alfa-D-glukopyranozylo)oksy]-2-
{2-[(3aminopropylo)amino]etoksy}-3-hydroksycykloheksylo)-2-hydroksybutanoamid
**2"-O-[N-(3-(aminometylo)-pyridina)-2-aminoetylo]paromycyna
***3-[(4-hydroksy-2-metylopyrymidyna-5-yl)metylo]-
5-2{[(R)hydroksy(fosfonooksy)fosforylo]oksy}etylo)-4-metylo-1.3-tiazolo-3-ium




3.3. Dokowanie ligandéw do struktur RNA

Dock6

W niniejszej pracy pakiet Dock6 zostal wykorzystany do wygenerowania
alternatywnych poéz ligandow (o réznym RMSD do struktur natywnych) dla
komplekséw ze zbioru testowego programu LigandRNA. Ponadto otrzymane z niego
wyniki zostaly uwzglednione w poréwnaniu metod do dokowania dla RNA, poniewaz
program ten posiada takg funkcjonalno$¢ (Lang, Brozell i wsp. 2009). Wiecej
informacji na temat zbioru testowego znajduje si¢ w Rozdziale 3.2 ,Przygotowanie
zbior6w uczacych 1 testowych”, a na temat programu Dock6é w Rozdziale

1.3 ,,Komputerowe przewidywanie oddzialywan RNA z ligandami”.

Przed procesem dokowania zarowno struktura receptora, jak i liganda musza
zosta¢ uprzednio przygotowane. We wszystkich przypadkach do przygotowania
czasteczek zostat uzyty program UCSF Chimera (Pettersen, Goddard i wsp. 2004).
Posiada on wbudowang funkcje ,,Dock Prep”, umozliwiajaca automatyczne
przygotowanie struktur z dodawaniem wodoré6w oraz tadunkow elektrostatycznych
wlacznie (do wszystkich receptorow 1 ligandow zostalo zastosowane pole sit
CHARMM27 (MacKerell, Banavali i wsp. 2000)). Program UCSF Chimera zostal

réwniez uzyty do generowania powierzchni molekularnej czasteczek RNA.

Generowanie sfer opisujacych kieszen Kkatalityczng zostalo wykonane
programem z pakietu Dock6 (Sphgen). Minimalny, jak i maksymalny rozmiar
generowanych sfer, pozostat taki, jak w ustawieniach domyslnych, tj. odpowiednio
14 A i 40A. Zakres ten pozwolil zaro6wno na umieszczanie sfer w waskich
przestrzeniach receptora, jak i w szerokich. Do selekcji sfer znajdujacych si¢ w miejscu
aktywnym postuzyt program Sphere_selector (z pakietu Dock6). Umozliwia on wybor
sfer znajdujacych si¢ w zadanej odlegtosci od liganda, jesli jego potozenie jest znane.
Opcja ta stosowana jest najczeSciej podczas dokowania liganda w znanym miejscu
wigzania si¢ innego zwigzku. Jednak w przypadku niniejszego projektu postuzyta ona
do wygenerowania p6z o r6znym RMSD dla znanych ligandow ze zbioru testowego

komplekséw RNA z ligandami.

Generowanie siatki odbywato si¢ przy pomocy programu Grid (pakiet Dock6)
z wykorzystaniem ustawien domyslnych. Dokowanie (program Dock6) réwniez odbyto

si¢ z uzyciem ustawien domyslnych, by zwigkszy¢ liczbg generowanych poz,



zmodyfikowane zostaly jedynie parametry: max_orientations = 1000 (w celu
zwigkszenia liczby generowanych konformacji) oraz min_anchor size = 1 (by program
mogt w dowolny sposéb porusza¢ ligandem. Im mniejszy jest sztywny rdzen liganda,

tym wicksze modyfikacje w strukturze liganda sa mozliwe).

Surflex

W niniejszej pracy uzyto programu do dokowania do biatek — Surflex
(Jain 2003) (z uzyciem parametréw domys$lnych) do przeprowadzenia wirtualnej
analizy przesiewowej dla struktury centrum peptydylotransferazy bakteryjnych
rybosomow. Do przygotowania struktury receptora, tak jak w przypadku dokowania
przy uzyciu Dock6, postuzyt program UCSF Chimera. Jako zrédlo potencjalnych
inhibitor6w zostat wykorzystany zbior zwigzkéw lekopodobnych (ang. drug-like)
zbazy ligandow ZINC (Irwin, Sterling i wsp. 2012). Dla kazdego liganda
wygenerowane zostato 10 p6z. Podczas dzialania program Surflex tworzy prototyp
liganda, tzw. ,,protomol”, begdacy duza, sztuczng czasteczka pasujaca do kieszeni
katalitycznej. Jesli ligand pasuje do struktury ,,protomola” (badz jej czgséci) oceniany
jest wysoko. W przypadku niniejszego projektu Surflex zostat uzyty jedynie do
wygenerowania p6z ligandow, a do ich oceny zostal wykorzystany program

LigandRNA.

3.4. Metody i miary uzyte do ewaluacji programow

RMSD

Srednia odlegto$¢ pomigdzy odpowiadajacymi sobie atomami (ang. Root Mean
Square Deviation, RMSD) jest miara wykorzystywang do poréwnywania struktur.
Wyraza jak bardzo dwie struktury sg do siebie podobne. RMSD jest liczone przy

pomocy nastepujacego wzoru:

RMSD(X,Y) = -

gdzie X i Y to porownywane struktury, (Xi - yi) to dystans pomiedzy kolejnymi,
odpowiadajgcymi sobie atomami w tych strukturach, a n to liczna atomow. Typowo

warto$é RMSD wyraza sie w Angstremach [A].



W niniejszej pracy miara RMSD zostala wykorzystana do pordéwnania
przewidzianych jonow metali oraz p6z ligandow ze strukturami referencyjnymi podczas

fazy testowania programow.

Sprawdzian krzyZowy

Sprawdzian krzyzowy (ang. cross validation) jest metoda statystyczna,
polegajaca na podziale zbioru testowego na podzbiory, a nastgpnie wykorzystaniu
czesci z tych podzbioréow jako zbioru uczacego, na ktorym zostaje wytrenowana

metoda, a pozostatej czesci zbiorow jako zbioru testowego dla tej metody.

Podczas testowania programu MetalionRNA zastosowana zostala 5-krotna
walidacja, co oznacza, ze zbior struktur zostat podzielony na pig¢¢ réwnych podzbiordw.
Nastepnie kolejno kazdy z nich byl brany jako zbidr testowy, a pozostale cztery

tworzyty zbior uczacy do wyprowadzenia potencjatu statystycznego.

Program LigandRNA natomiast byl testowany w taki sposob, ze zbior
kompleksow RNA z ligandami zostal podzielony na podzbiory wedlug struktury
chemicznej ligandow. Nastgpnie wybrany klaster byt usuwany ze zbioru struktur,
a struktury z pozostatych klastrow tworzyty zbior uczacy. W kolejnym kroku program
LigandRNA ocenial pozy ligandow wygenerowane przy pomocy programu Dock6
(patrz: Rozdziat 3.3 ,,Dock6™) dla wybranych struktur z usunigtego wczesniej klastra.
Procedura ta miala na celu zapewnienie, ze te same ligandy (badZz podobne) nie znajda

si¢ jednoczesnie w zbiorze uczacym i zbiorze testowym.

Krzywa ROC
Krzywe ROC (krzywe charakterystyki odbiornika; ang. Receiver Operating
Characteristic) w niniejszej pracy postuzyty do oceny jakosci wynikow sprawdzianu

krzyzowego dla programu MetalionRNA.

Program MetalionRNA, na podstawie potencjatu statystycznego obliczonego dla
calej przestrzeni otaczajacej struktur¢ RNA, przewiduje potencjalne miejsca wigzania
si¢ kationow. Na potrzeby omawianego testu program MetalionRNA wygenerowat dla
kazdej testowanej struktury maksymalng liczbg przewidywan tak, by zapeinilty one cata
przestrzen wokol niej. Przewidziane jony opisane s3 oceng - wyliczong dla nich

warto$cig potencjatu statystycznego. Ponadto, poprzez porownywanie przewidywan



MetalionRNA z danymi referencyjnymi, mozna sklasyfikowaé przewidziane kationy do

czterech wymienionych ponizej kategorii:

e wynik prawdziwie dodani (ang. True Positive), oznaczony skrétem TP — jon metalu
poprawnie przewidziany jako oddziatujacy z RNA;

e wynik falszywie dodatni (ang. False Positive), oznaczony skrétem FP — jon metalu,
ktory w strukturze referencyjnej nie wystepuje, jednak zostat przewidziany;

e wynik falszywie ujemny (ang. False Negative), oznaczony skrotem FN -
jon metalu, ktory wystepuje w strukturze referencyjnej, natomiast nie zostat
przewidziany;

e wynik prawdziwie ujemny (ang. True Negative), oznaczony skrotem TN —

jon metalu stusznie nieprzewidziany w danym miejscu.
W celu wykreslenia krzywej ROC oblicza si¢ warto$¢ dwoch parametrow:
odsetek poprawnych przewidywan (ang. True Positive Rate, TPR)
TPR=TP/P
oraz odsetek niepoprawnych przewidywan (ang. False Positive Rate, FPR)
FPR =FP/N

dla ro6znej liczby przewidzianych jonéw. Przykladowo, zaczynajac od przewidywania
0 najlepszej ocenie, za kazdym razem zwigksza si¢ liczba rozpatrywanych przewidywan
o jedno (kolejne co do wartosci oceny). Przewidywania znajdujace si¢ w obrgbie
zadanej odleglosci (ang. cut-off distance) od prawdziwego jonu zostang oznaczone jako
TP, a te ktore sg zbyt daleko jako FP. Liczba jondow znajdujacych si¢ w strukturze
referencyjnej to warto$¢ pozytywow P (ang. Positives), natomiast warto$¢ negatywow
N (ang. Negatives) to liczba wszystkich wygenerowanych przewidywan, dla danej
struktury, pomniejszona o wartos¢ P. W celu liczbowego wyrazenia jako$ci
przewidywania wylicza si¢ tez warto$¢ pola powierzchni pod krzywg ROC (ang. Area
Under Curve, AUC).



3.5. Narzedzia programistyczne

Narzedziem programistycznym wykorzystywanym w badaniach opisanych
W niniejszej  rozprawie  doktorskiej  jest  jezyk  programowania  Python

(http://www.python.org/). Jest to jezyk skryptowy oparty o programowanie obiektowe.

Jego waznag cechg jest niezalezno$¢ od systemu operacyjnego — napisany w nim
program bedzie dziatat na kazdej platformie, dla ktorej dostepne sa interpretery jezyka
Python. Ponadto, istnieje wiele bibliotek rozszerzajacych jego podstawows
funkcjonalno$¢. W realizacji niniejszego projektu zastosowano specjalistyczny pakiet
bioinformatyczny — BioPython (Cock, Antao i wsp. 2009), utatwiajacy prace¢ z danymi

biologicznymi na poziomie struktury przestrzennej.

3.6. Wizualizacja wynikéw

Ryciny struktur kompleksow RNA z jonami metali i ligandami zostaty

wykonane przy uzyciu programu: PyMol (DeLano 2002) (http://www.pymol.org/).

Wszystkie grafy i wykresy wykonane zostaly przy uzyciu programu

do rysowania wykreséw Gnuplot (http://www.gnuplot.info/) oraz programu do obrobki

graficznej Gimp (http://www.gimp.org/).

3.7. Sprzet komputerowy

Tabela 10 przedstawia sprz¢t komputerowy wykorzystany do stworzenia

| testowania programow MetalionRNA oraz LigandRNA.

Komputer PC 32 bit, 4 rdzenie: Intel® Core™ 2.83GHz, 8G RAM, Ubuntu 12.10, 1386.

64 bit, 6176 weztow obliczeniowych, sumaryczna moc obliczeniowa: 54.27
Klaster komputerowy

. TFLOPS, wielko$¢ pamigci systemowej: 10.208 TB, Scientific Linux
ee

CERN SLC release 5.6 (Boron).

Tabela 10. Sprze¢t komputerowy.


http://www.python.org/
http://www.pymol.org/
http://www.gnuplot.info/
http://www.gimp.org/

4. Wyniki

4.1. Anizotropowy potencjal statystyczny

W ramach niniejszego projektu zostaly stworzone potencjaty statystyczne
opisujgce oddzialywania RNA z jonami metali 1 ligandami. Obydwa potencjaty
powstaly na tej samej bazie teoretycznej opisanej szerzej w Rozdziale 3.1 ,,Potencjat
statystyczny”, roznig si¢ jedynie pod wzgledem zdefiniowanych typow: par atomow
RNA i atoméw liganda.

Oddzialywania RNA 7 jonami metali

W przypadku oddziatywan RNA z jonami metali kluczowa role odgrywaja
atomy tlenu i azotu, dlatego tez to one zostaty zdefiniowane jako atomy ,,oddziatujace”
b w parze atoméw RNA [a,b]. Zdefiniowane pary prezentuje Tabela 11.
Atomy a z pary atoméw RNA sg z kolei kowalencyjnie zwigzane z b i stuza

do wyznaczania kata (a , b, c), gdzie ¢ to jon metalu: Mg?*, K* lub Na".

ol By Lancuch _boczny Lancuch b.oczny Lancuch boczny | Lancuch boczny
adeniny guaniny cytozyny uracylu
P, OP1 C2,N1 C2,N1 C2,N3 C2,N3
P, OP2 C2, N3 C2, N2 C2,02 C2,02
P, O5’ C4, N3 C2,N3 C4, N3 C4, N3
Cr, o4’ C5, N7 C4, N3 C4, N4 C4,04
Cc2’, 02’ C6, N1 C5, N7
C3, 03’ C6, N6 C6, N1
C4', 04’ C8, N7 C6, 06
Cs5', O5' C8, N7

Tabela 11. Pary atomow RNA zdefiniowane do wyprowadzenia potencjatu RNA z jonami metali.

Przyktadowy rozktad potencjatu wokot pary atoméw RNA [P, OP2] dla
oddziatywan z Mg* zostal juz zaprezentowany w Rozdziale 3.1 ,Potencjat
statystyczny” (Rycina 5, Panel B). Ponizej jeszcze raz zostal przedstawiony ten sam
potencjal (Rycina 6), lecz zaznaczono na nim trzy obszary 0 najnizszej wartosci
potencjatu (po dwa razy kazdy, poniewaz rozklad jest symetryczny). Warto zauwazyc,

. . g . 2+ .
ze obszary te reprezentuja trzy mozliwe stany przyjmowane przez Mg~ zwigzany




z RNA (Draper 2004), (Rozdziat 1.1 ,,Charakterystyka oddzialywan RNA z Mg®™).
(1) Pierwszy obszar odpowiada chelatowanemu kationowi Mg** (2) Drugi wyrézniony
obszar odpowiada stanowi wigzania, w ktorym posredniczy jedna warstwa czasteczek
wody, natomiast (3) obszar reprezentuje sytuacje, w ktorej kation Mg®* pozostaje

uwodniony i oddziatuje z RNA poprzez wigcej niz jedng warstwe czasteczek wody.

Rycina 6. Potencjal statystyczny dla pary atoméw RNA [P, OP2] i kationu Mg?*. Trzy zaznaczone
obszary (po dwa razy kazdy, poniewaz wykres jest symetryczny) odpowiadajg trzem mozliwym stanom
ktére przyjmuje Mg?* zwiazany z RNA (patrz: Rozdziat 1.1 ,,Charakterystyka oddziatywan RNA z
Mg?"*)(Draper 2004). Zrédto: (Philips, Milanowska i wsp. 2012).

Potencjat statystyczny, wyprowadzony dla pozostatych par atoméw RNA
(Tabela 11) zostat dotagczony do niniejszej rozprawy na ptycie CD w postaci plikéw
tekstowych (patrz: ,,Zataczniki”). Przyjeto nastepujaca konwencje nazewnictwa plikow:
tancuch gtéwny/reszta nukleotydu (B — tancuch gtowny (ang. Backbone), A — adenina,
G - guanina, C — cytozyna, U — uracyl); typ pary atoméw RNA (atom a, atom b);
typ kation (MG, K, NA). Np.B Cl’, O4’' NA.txt. Format pliku z potencjatem
uzyskanym dla pary atoméw RNA [C1’, 04'] i Na* demonstruje Rycina 7. W pierwszej
i drugiej kolumnie znajdujg si¢ kolejno warto$ci odleglosci d i kata a opisujgce

przedziaty przestrzeni, natomiast w trzeciej kolumnie znajduja si¢ odpowiadajgce



Im wartosci potencjatu. Zarowno nazewnictwo plikéw jaki i ich format sprawiaja, ze
potencjat jest tatwy w implementacji w programach do dokowania oraz mozliwa jest
jego wizualizacja przy uzyciu dowolnego narzedzia do generowania grafow czy

wykresow (Np. Mathematica, MatLab czy Gnuplot).

2.875 95.0 0.0176736547563
J 25 50.0 0.0150604973256
J k2S5 65.0 0.0150604973256
3. 375 55.0 0.0259734373767
3. 375 60.0 0.0129867186883
3.625 65.0 0.0113134946589
3.875 60.0 0.0198878939627
3.875 100.0 0.009594394695134
4.125 5.0 0.00880880630546

Rycina 7. Przyktadowy fragment pliku z potencjatem statystycznym wyprowadzonym dla pary atomow
RNA [C1’, 04'] z lancucha gléwnego oraz jonu Na*. W pierwszej kolumnie znajduje sie warto§¢
odlegtosci wyrazona w Angstromach, w drugiej warto$¢ kata wyrazona w stopniach, natomiast trzecia
kolumna zawiera warto$¢ potencjatu dla tego przedziatu przestrzeni.

Oddzialywania RNA z ligandami

W przypadku oddziatywan RNA z ligandami wszystkie atomy RNA s3 istotne,
ze wzgledu na réznice w strukturach chemicznych poszczegélnych ligandow z nim
oddziatujacych. Dlatego tez lista par RNA (przez co, atoméw b zdefiniowanych jako
,oddziatujace”) zostala rozszerzona (patrz: Tabela 12). Atomy ligandow
¢ sklasyfikowano wedlug nastepujacego podzialu: wegiel sp (C.1), wegiel sp? (C.2),
wegiel sp® (C.3), wegiel w pierScieniach aromatycznych (C.ar), wegiel
w ugrupowaniach amidynowych i guanidynowych (C.cat), azot sp (N.1), azot sp? (N.2),
azot sp® (N.3), natadowany dodatnio azot sp® (N.4), azot w pierScieniach aromatycznych
(N.ar), azot w wigzaniach amidowych (N.am), azot w ugrupowaniach amidynowych
i guanidynowych (N.pl3), tlen sp? (0.2), tlen sp® (O.3), tlen w grupach karboksylowych
i fosforanowych (O.co2), siarka sp® (S.2), siarka sp* (S.3), sulfony (S.02), fosfor
sp® (P.3), fluor (F), chlor (Cl). Podzial ten zostal dokonany wedlug notacji typow
atomow Tripos (SYBYL Molecular Modeling Software, 7.3;
Tripos Inc.: St. Louis, MO, 2006).
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adeniny guaniny cytozyny uracylu

2, cr’ N3, C2 N3, C2 N3, C2 N3, C2

C3,C2’ C4,N3 C4, N3 C4,N3 C4, N3

c4',C3’ C5,C4 C5,C4 C5,C4 C5,C4

Cs, c4 C6, C5 C6, C5 C6, C5 C6, C5

05", C5' N1, C6 N1, C6 N1, C6 N1, C6
05, P C2,N1 C2,N1 C2,N1 C2,N1
P, OP2 C6, N6 C6, 06 C2,02 C2,02
P. OP2 C8, N7 C8, N7 C4, N4 C4,04

Cs', 05’ N9, C8 N9, C8

Cc4', 04 C4, N9 C4, N9

C3’, 03’ C2, N2

Cc2', 02’

Tabela 12. Pary atomow RNA zdefiniowane do wyprowadzenia potencjatu RNA z ligandami.

Rycina 8 prezentuje rozktad wartosci potencjatu statystycznego dla wybranych
typow oddzialywan. Panel A przedstawia preferowane geometrie wigzania pary atomow
RNA [N1, C6] i atomu liganda typu C.ar. W przypadku tych oddziatywan, wystepuja
gtownie oddziatywania dalekie, zalezne od orientacji przestrzennej. Diagram ukazuje,
ze wegle w pierScieniach aromatycznych liganda najczgsciej znajduja si¢ w odlegtosci
3,5 A i pod katem 90-180° od pary atoméw RNA [N1, C6]. Biate pole otaczajace atomy
RNA wskazuje na brak wystgpowania oddziatywan tego typu w zbiorze uczacym
potencjatu. Rozktad potencjatu dla pary atomow RNA [C5', O5'] (Panel B) posiada
dobrze zdefiniowang par¢ miniméw — najciemniejsze pola w odlegtosci od atomu RNA
05" ~25A i pod katem 60~90° — odpowiadajaca preferowanym pozycjom
zajmowanym przez atom liganda typu O.3. Warto tez zauwazyC, ze wigkszo$¢
powierzchni wokot atomoéw RNA zaznaczona jest ciemnoszarym kolorem, co wskazuje
na wysokie powinowactwo atoméw tego typu do tworzenia oddziatywan polarnych.
Panel C prezentuje rozklad potencjatu dla pary atoméw RNA [P, OP1] i atomu liganda
typu N.3. W przypadku tej pary, minimum wyst¢puje w bliskiej odlegtosci od atomow
RNA, tj. ~2,5 A i pod katem 20~60°. Panel 4 natomiast przedstawia rozktad potencjatu
pary [P, OP1] i C.3. Podobnie jak w przypadku rozktadu potencjatu dla pary [C5’, O5']
i 0.3 (Panel B) wskazuje on na silne oddziatywania wystepujace migdzy atomami tej
pary, ze staba zaleznoscig przestrzenng (prawie cate pole wokol atomow liganda

zaznaczone jest na ciemnoszary).




Rycina 8. Rozktad potencjatu dla par: Panel A) [N1, C6] i C.ar. Panel B) [C5’, 05'] i O.3. Panel C)
[P, OP1]i N.3. Panel D) [P, OP1] i C.3.

Potencjat statystyczny zostat dotaczony do niniejszej rozprawy na ptycie CD
W postaci plikow tekstowych (patrz: ,,Zataczniki”’). Konwencja nazewnictwa plikow jest
taka sama jak w przypadku potencjatu stworzonego dla oddziatywan RNA z kationami
tzn.: tancuch glowny/reszta nukleotydu (B — tancuch gtéwny, A — adenina, G - guanina,
C - cytozyna, U —uracyl); typ pary atoméw RNA (atom a, atom b); typ atomu liganda
(np. N.3). Np. B_C1’, O4' N.3.txt. Format pliku z potencjatem réwniez nie ulegt
zmianie, w pierwszej i drugiej kolumnie znajduja si¢ odpowiednio wartosci odlegtosci
di kata o opisujace przedzialy przestrzeni, natomiast w trzeciej kolumnie znajdujg si¢

odpowiadajace im warto$¢ potencjatu.
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4.2. Program MetalionRNA

Charakterystyka programu MetalionRNA
Program MetalionRNA stuzy do przewidywania miejsc wigzania si¢ jondow
metali w strukturach przestrzennych RNA. Mozliwe jest przewidywanie trzech typow

jonow: magnezu, sodu i potasu.

MetalionRNA jako dane wejsciowe przyjmuje plik ze strukturg RNA
(w formacie PDB lub MOL2), nastgpnie rozpina sie¢ szeScienng wokot tej czasteczki.
Zastosowanie sieci do dyskretyzacji przestrzeni (ang. grid base approach) pozwala
na mapowanie danych statystycznych na dobrze zdefiniowane punkty w przestrzeni.
Podejscie to bylo juz z sukcesem zastosowane w przewidywaniu oddziatywan biatek
z ligandami, na przyktad w programie Dock6 czy AutoDock. Odlegto$§¢ miedzy
weztami tej sieci wynosi 0,25 lub 0,5 A. Wartoéci te zostaly tak dobrane, by minimalna
odleglo$¢ pomigdzy atomem RNA a jonem metalu byla przynajmniej jednokrotnie
wigksza. By unikna¢ niepotrzebnych obliczen, sie¢ jest rozpinana jedynie w odlegtosci
9 A od kazdej zdefiniowanej pary atoméw RNA [a, b] znalezionej w zadanej strukturze.
Jezeli w strukturze wystepuja modyfikowane reszty nukleotydow, to MetalionRNA
najpierw sprawdza jakiej reszty jest to modyfikacja, a nastepnie analizuje wszystkie
pary atomow [a, b] zdefiniowane dla niemodyfikowanej reszty tego typu. Jesli dana
para atoméw nie wystepuje w modyfikowanej reszcie, jest ona pomijana. Dodatkowo,
wezly sieci, ktore ,,zachodza” na atomy RNA s3 wykluczane z dalszych obliczen.
Nastepnie, program przypisuje wezlom sieci wartosci potencjatu statystycznego w®,
Potencjat dla weztow sieci w odlegtosci <9 A od wiecej niz jednej pary atomoéw RNA
jest sumg potencjatdw na niego si¢ sktadajacych (sytuacje taka obrazuje Rycina 9).
Nastepnie, po zakonczeniu tego procesu, MetalionRNA bierze wezel o najlepszym
potencjale statystycznym (czyli o najnizszej wartosci) i do wartosci jego potencjatu
dodaje wartoéci potencjatu weztow znajdujacych si¢ w promieniu rzeczywistego
kationu (np. w przypadku Mg®* promien ten wynosi 0,75 A). Suma ta jest jednoczesnie
oceng przewidywania. Je§li promien przewidzianego jonu metalu nie zachodzi
na wczesniejsze przewidywanie, 0 lepszej ocenie, MetalionRNA umieszcza
w centralnym wezle §rodek nowo przewidzianego kationu i usuwa wszystkie wezty
sieci, ktore postuzyty do jego wyznaczenia. Proces ten jest powtarzany az do uzyskania
100 przewidywan. Nastepnie wybierane sg przewidywania najlepiej ocenione, w liczbie

zdefiniowanej przez uzytkownika lub wyznaczonej wartosci domyslnej. Zapewnia to,



Wyniki

ze zostang wybrane przewidywania o najlepszych ocenach catkowitych (najnizszych
sumach potencjatu), a nie o najnizszych wartosciach potencjatu wezta centralnego.
Liczba domy$lna przewidywan jest obliczana na podstawie liczby reszt
nukleotydowych w danej strukturze RNA. Srednia liczba kationéw danego typu
przypadajaca na reszte zostala wyznaczona przy uzyciu zbioru 113 komplekséw RNA
z kationami, uzytych wczesniej do wytrenowania potencjatu statystycznego (Rozdziat
3.2 ,,Przygotowanie zbioréw uczacych i testowych”). Warto$¢ domyslna to $rednia

liczba jonow metalu przypadajaca na dang strukture plus jeden.
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Rycina 9. Schematyczna ilustracja sposobu obliczania potencjatu statystycznego dla weztow sieci w
odlegtosci <9 A od dwoch par atoméw RNA [P, OP2] i identyfikacja najbardziej prawdopodobnych
miejsc wigzania jonu metalu. Zrédto: (Philips, Milanowska i wsp. 2012).
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Dodatkowa  funkcjonalno$cia ~ programu  jest mozliwo$¢  obliczenia
(i wyswietlenia w przegladarce struktur) powierzchniowego potencjatu statystycznego
dla czasteczki RNA. Dla kazdego ciezkiego atomu RNA MetalionRNA zlicza wartosci
potencjatléw z poszczegdlnych weztéw sieci znajdujacych sie w odleglosci do 2,5 A
od niego i przypisuje mu warto$§¢ tej sumy — powierzchniowego potencjatu
statystycznego. W wynikowym pliku PDB ze struktura warto$ci czynnika
temperaturowego (ang. b-factor) MetalionRNA zastepuje wartosciami
powierzchniowego potencjatu statystycznego, wyliczonymi wczesniej dla kazdego
cigzkiego atomu. Dzieki temu uzytkownik ma mozliwos¢ wyswietlenia
powierzchniowego potencjalu statystycznego poprzez uzycie opcji wyswietlenia

wartosci ,, b-factor ” w dowolnej przegladarce struktur.

Ocena dziatania programu — sprawdzian krzyzowy, krzywe ROC

W celu oceny dziatania programu MetalionRNA zostat przeprowadzony
5-krotny sprawdzian krzyzowy, a otrzymane wyniki zostaty zilustrowane w postaci
krzywych ROC. Do testow zostaty uzyte trzy zestawy struktur RNA (zawierajace jeden
z trzech najcze$ciej oddziatujacych z nimi kationow: magnezu, sodu i potasu).
Dodatkowo walidacja przeprowadzona zostata na strukturach DNA oddziatujacych
Z kationami magnezu przy uzyciu potencjalu wyprowadzonego dla oddzialywan RNA
z tymi kationami. Wszystkie obliczenia MetalionRNA byly prowadzone dwukrotnie —
dla siatki o rozdzielczosci 0,25 A i 0,5 A. Promien atomu magnezu ustalony zostat

na 0,75 A, atomu sodu na 1,0 A a potasu na 1,5 A.

Rycina 10 przedstawia krzywe ROC wykreslone dla przewidywan oddziatywan
RNA z Mg*. Kazda krzywa reprezentuje inna warto$é¢ progu odciccia (ang. cut—off),
tzn. maksymalnego dystansu dzielacego przewidywanie od prawdziwego kationu, dla
ktorego to przewidywanie jest uznawane za wynik poprawny (prawdziwie dodani TP).
Wartosci tych odleglosci zostaty ustalone odpowiednio na 0,72 A (promien jonowy
magnezu — linia ciaggta, czerwona), 0,75; 1,0; 1,5; 2,0 i 3,0 A. Obliczone pola
powierzchni pod krzywymi (AUC) otrzymanymi dla nich wynoszg: 50%, 56%, 81%,
93%, 95%, 96% dla siatki o odlegtosciach miedzy weztami rownymi 0,25 A; i 62%,
62%, 81%, 95%, 96%, 97% dla siatki o odleglo$ciach miedzy weztami réwnymi 0,5 A,

Rycina 11 przedstawia krzywe ROC wykreslone dla przewidywan oddziatywan
RNA 2z sodem. WartoSci maksymalnego dystansu dzielgcego przewidywanie



od prawdziwego kationu, dla ktérej to przewidywanie jest uznawane za wynik
poprawny wynosza: 1,0 (promien jonowy sodu — linia ciagla, czerwona); 1,5; 2,0; 3,0
i 4,0 A, a odpowiadajace im wartoéci AUC: 43%, 82%, 87%, 91%, 93% (siatka 0,25 A)
i 47%, 78%, 85%, 88%, 91% (siatka 0,5 A).

Krzywe ROC dla oddziatywan RNA z jonami potasu przedstawia Rycina 12.
Otrzymane wartosci AUC po6l powierzchni pod krzywymi dla progéow odcigcia: 1,38;
1,5; 2,0; 3,0 i 4,0 A wynosza odpowiednio: 54%, 61%, 84%, 96%, 97% dla siatki
0 rozdzielczosci 0,25 A i 54%, 61%, 81%, 97%, 98%: dla siatki o rozdzielczosci 0,5 A.

Promien jonowy potasu wynosi 1,38 A.

Przewidywania miejsc wigzania jonéw magnezu W strukturach DNA, przy
pomocy potencjalu wyprowadzanego z kompleksow RNA z Mgz+, podsumowuje
Rycina 13. Powierzchnia pola pod krzywymi ROC dla progow odciecia: 0,72, 0,75; 1,0;
1,5; 2,0 i 3,0 A wynosi odpowiednio: 44%, 49%, 74%, 90%, 91%, 93% (siatka 0,25 A)
i 56%, 56%, 72%, 88%, 91%, 93% (siatka 0,5 A). Tym samym test ten dowiodl,
ze MetalionRNA generuje poprawne wyniki dla struktur DNA, ktore nie byty zawarte
w zbiorze uczacym potencjatu. Krzywe wygenerowane dla zestawu struktur DNA
sg jedynie  nieznacznie gorsze od tych otrzymanych dla przewidywan
Mg®" w strukturach RNA.
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Rycina 10. Krzywe ROC dla zestawu struktur RNA z Mg®*. Maty wykres przedstawia zakres od 0 do
0,2 A catego wykresu w skali logarytmiczne;j.
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Rycina 11. Krzywe ROC dla zestawu struktur RNA z Na*. Maty wykres przedstawia zakres od 0 do 0,2 A
catego wykresu w skali logarytmicznej.
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Rycina 12. Krzywe ROC dla zestawu struktur RNA z K*. Maty wykres przedstawia zakres od 0 do 0,2 A
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Rycina 13. Krzywe ROC dla zestawu struktur DNA z Mg?*. Maty wykres przedstawia zakres od 0 do
0,2 A catego wykresu w skali logarytmicznej.



Ocena dziatania programu — poréwnanie 7 programem FEATURE

Program FEATURE (Rozdziat 1.3 ,,Komputerowe przewidywanie miejsc
wigzania RNA z jonami metali”) stuzy m.in. do przewidywania jonéw magnezu
w strukturach RNA. Zostal przetestowany przez swoich autorow na 58-nukleotydowym
fragmencie rRNA (podjednostka 23S) pochodzacym z Bacillus stearothermophilus
(kod PDB: 1HCB8) (Liang, Banatao i wsp. 2003), z ktorym zwigzanych jest siedem
jonow Mg® ijeden K. By poréwnaé wyniki wygenerowane przez FEATURE
z wynikami otrzymanymi z programu MetalionRNA, zostaly przeprowadzone,

programem MetalionRNA, przewidywania Mg dla tej struktury, z uzyciem:

e oryginalnego potencjalu MetalionRNA, ktéry zostal wytrenowany w ramach
niniejszego projektu na 113 kompleksach RNA z jonami metali (Tabela 4),

e potencjatu wytrenowanego na zestawie uczacym FEATURE (Tabela 6).

Otrzymane wyniki podsumowuje Tabela 13 i Rycina 14. Program MetalionRNA
obliczyl, ze dla struktury RNA tej wielkosci (58 nt.), rozwigzanej w warunkach $redniej
koncentracji jonow, liczba jonéw magnezu z nig zwigzanych powinna wynosi¢ szesc.
Stad tez pierwsze sze$¢ przewidywan programu uznane zostaly za znaczace. Kolejne
przewidywania moga odpowiada¢ alternatywnym miejscom wigzania si¢ jonow,
potencjalnie zajmowanym np. w warunkach wyzszej koncentracji Mg2+. Posrod
pierwszych sze$ciu najlepszych przewidywan przy uzyciu oryginalnego potencjatu
MetalionRNA znalazly si¢ cztery trafne przewidywania. Odpowiadaja one pozycjom
jonéw magnezu znajdujacych si¢ w strukturze referencyjnej (kod PDB: 1HCS8). Jony
te zostaty zidentyfikowane z doktadnoscia od 0,6 do 1,9 A. Pozostale trzy jony
ze struktury referencyjnej zostaly przewidziane na pozycjach: 10, 13 1 29. Uzywajac
potencjalu wyprowadzonego ze zbioru uczacego programu FEATURE, program
MetalionRNA poprawnie przewidziat jedynie dwa jony (z doktadnoscig 0,8 i 0,6 A)
z siedmiu znajdujacych si¢ w strukturze referencyjnej. Pozostalym pigciu jonom

odpowiadaty przewidywania na pozycjach: 8, 9, 21, 29 i 33.

Posrod siedmiu jondow magnezu zwigzanych ze strukturag 1HC8, wedtug definicji
zaproponowanej przez tworcow FEATURE, dwa z nich zwigzanych jest ,.silnie”,
natomiast pozostate pi¢¢ ,stabo”. Program FEATURE posiada osobne funkcje do
przewidywania jondw obu rodzajow (patrz: 1.3 ,,Komputerowe przewidywanie miejsc

wigzania RNA z jonami metali”). Dla jonow ,,silnie” zwigzanych FEATURE uzyskat



dziewie¢ przewidywan o ,liczacej si¢ ocenie”, tzn. powyzej zdefiniowanego progu
(Liang, Banatao i wsp. 2003), natomiast dla jonow ,,stabo” zwigzanych przewidywan
bylo az 224. FEATURE poprawnie zidentyfikowat pozycje dwoch ,,silnie” zwigzanych
jonéw magnezu posrod pierwszych szeSciu najlepszych przewidywan dla tego rodzaju
jonéow (pozycje w rankingu: 2 i 5, z doktadnoscig 3,6 i 1,5 A). Jony ,stabo” zwigzane
zostaly przewidziane na znacznie podzniejszych pozycjach w rankingu jonow tego

rodzaju (8, 15, 88, 102, 202).

Program MetalionRNA, przy uzyciu obu wariantow potencjatu, przewidziat
cztery sposrod pieciu ,,stabo” zwigzanych Mgz+ ze znacznie lepszg doktadnoscig niz
FEATURE. Jedynie w przypadku jonu nr 1160 program FEATURE osiagnat lepszy
wynik, jednak dopiero na 17 pozycji w rankingu podczas, gdy program MetalionRNA
juz na szostej pozycji w swoim rankingu zidentyfikowal ten jon z akceptowalng
dokladnoscia (1,9 A). Przewidywania pozostalych dwéch ,stabo” zwigzanych
Mg?* (1161 i 1172) byty relatywnie stabe w przypadku obu metod.

Program MetalionRNA przewidzial takze jeden z dwoch ,.silnie” zwigzanych
Mg®* (*1163) z bardzo dobra dokladno$cia oraz na wysokiej pozycji w rankingu.
Uzywajac oryginalnego potencjatu: doktadnos$é 0,6 A, pozycja 3; uzywajac potencjatu
wyprowadzonego ze zbioru uczacego FEATURE: doktadnoéé 0,6 A, pozycja 4.
Dlatego jonu FEATURE réwniez uzyskat dobry wynik: dokladnos$é 1,5 A,
pozycja 5w osobnym rankingu przewidywan dla jondéw ,silnie” zwigzanych.
Drugi ,,silnie” zwigzany jon (*¥*1167) zostal przewidziany przez program MetalionRNA
z doktadnoscia 3,8 A (pozycja 10) i 1,1 A (pozycja 8) przy uzyciu dwoch
wymienionych wczesniej potencjatow. FEATURE przewidzial ten jon z dokladnoscia

3,6 A w pozycji 2.

Podsumowujac, posréd pierwszych szeSciu przewidywan MetalionRNA
poprawnie zidentyfikowat cztery z siedmiu jonéw Mg”" znajdujacych siec w strukturze
referencyjnej. Jedynie dwa przewidywania, okazaly si¢ nieprawdziwe. Podczas, gdy
FEATURE zidentyfikowat te jony ze znacznie wigksza liczbg niepoprawnych
przewidywan.

Dodatkowa ciekawostkg jest fakt, ze najlepiej ocenione przewidywanie jonu
Mg?* z rankingu FEATURE (doktadno$¢ 1,4 A) odpowiada miejscu wiazania sie K
w tej strukturze (kod PDB: 1HCS8, numer atomu w strukturze: *1162). Program



MetalionRNA zidentyfikowal ten jon na pozycji czwartej (dokladno$é 2,2 A)
w rankingu przewidywan przeprowadzonych dla jonéw potasu, natomiast trzy pierwsze
przewidywania pokrywaly si¢ z miejscami wigzania si¢ Mg2+. Jesli wzig¢ pod uwage
ranking MetalionRNA dla przewidywan jondw magnezu, miejsce wigzania si¢

K" odpowiada przewidywaniu na pozycji 18 (doktadnos¢ 1,7 A).

Mg?* MetalionRNA
(nratomu) | Zbiér uczacy MetalionRNA | Zbior uczacy FEATURE PEATERE
1159 0,8 A (1) 0,8 A (1) 1,6 A (15),0,4 A (58)
1160 1,9 A (6) 1,7 A (33) 0,6 A (17),2,0 A (8)
1161 2,9 A (29) 3,7 A (29) 1,5 A (102)
*1163 0,6 A (3) 0,6 A (4) 15 A (*5)
1164 1442 1,1A (21) 0,7 A (181), 1,6 A (88)
*1167 3,8 A (10) 1,1A(8) 3,6 A (*2)
1172 3,2 A (13) 3,4 A (9) 2,5 A (202)

Tabela 13. Poréwnanie wynikoéw dziatania programu MetalionRNA (z oryginalnym potencjatem i
potencjalem wyprowadzonym ze zbioru uczacego programu FEATURE) z wynikami dziatania programu
FEATURE. Przewidywania byty prowadzone dla struktury rRNA z podjednostki 23S (kod PDB: 1HCS).
Jony ,,silnie” zwigzane zostaly oznaczone asteryskiem.
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Rycina 14. Panel A) Struktura rRNA (kod PDB: 1HC8) z do$wiadczalnie wyznaczonymi pozycjami
jonow Mg?* (zielone sfery z etykietami). Najlepsze przewidywania dla Mg?* programu MetalionRNA
ukazane zostaty jako czerwone sfery. Panel B) przedstawia powierzchniowy anizotropowy potencjat

statystyczny obliczony dla tej struktury. Im kolor bardziej czerwony tym mniejszy potencjat i wieksze
prawdopodobienstwo wigzania si¢ jonu w tym miejscu.



4.3. Program LigandRNA

Charakterystyka programu LigandRNA

Program LigandRNA stuzy do oceny sily wigzania réznych péz liganda/ow,
w strukturach RNA, wygenerowanych wczesniej przy uzyciu zewnetrznego programu
do dokowania (np. Dock6). LigandRNA jako dane wejSciowe przyjmuje plik
z przestrzenng strukturg RNA (w formacie PDB lub MOL2) oraz plik z pozami
liganda/ow (MOL2). Nast¢pnie rozpina sie¢ wokot struktury RNA i w identyczny
sposob  jak  MetalionRNA  wyznacza wartoSci  potencjatu  statystycznego
dla poszczegdlnych weztow tej sieci. Jedyna réznica polega na tym, ze program
LigandRNA oblicza dla kazdego wezta kilka wartosci potencjatu, ktoére odpowiadaja
réoznym typom atoméw liganda. By ograniczy¢ ilo$¢ obliczen LigandRNA najpierw
sprawdza, jakie typy atomow zawiera ligand (lub ligandy) i tylko dla nich przeprowadza
obliczenia. Nastepnie program przystepuje do oceny zadanych poz liganda/ow. Ocena
pozy liganda to suma ocen tworzacych go atoméw. Ocena atomu z kolei to suma

potencjalow weziow sieci znajdujgcych si¢ w promieniu tego atomu.

Podobnie jak program MetalionRNA, program LigandRNA posiada mozliwos¢
obliczenia (i wyswietlenia w odpowiedniej przegladarce struktur) powierzchniowego
potencjatu statystycznego czasteczki RNA. Program LigandRNA oblicza warto$ci sumy
tego potencjalu dla wszystkich typéw atoméw liganda, oraz dla nastgpujacych typow
atomow osobno: O, Ci N.

Ocena dziatania programu LigandRNA

W celu oceny dziatania programu LigandRNA kompleksy RNA z ligandami
zostaly sklasteryzowane wedlug struktury chemicznej liganda, a nast¢pnie zostat
przeprowadzony sprawdzian krzyzowy. Wigcej na temat przygotowania zestawu
uczacego 1 testowego oraz wspomnianej procedury znajduje si¢ w Rozdzialach
3.2 ,,Przygotowanie zbioréw uczacych i testowych” i 3.4 , Metody i miary uzyte do

ewaluacji programow”.

Ponadto, by rzetelnie porowna¢ skuteczno$é¢ potencjatéw LigandRNA
z DrugScoreRNA, taka sama procedura zostala zastosowana rowniez do przetestowania
tego potencjatu. DrugScoreRNA zostal wpierw zaimplementowany przez autorke

niniejszej rozprawy doktorskiej. Nastgpnie potencjat ten zostal wytrenowany na tych



samych zestawach uczacych, co LigandRNA i uzyty do oceny poz ligandow
w kompleksach z zestawu testowego. W tescie uwzgledniono takze wyniki programu
Dock®6, ktory zostat uzyty do wygenerowania p6z ligandow dla kompleksow z zestawu
testowego, poniewaz podczas tego procesu przypisal on kazdej pozie swoja ocene.
Ponadto, pozy ligandéw z zestawu testowego byly rowniez oceniane przy pomocy

kombinacji LigandRNA i Dock®é.

Tabela 16 przedstawia szczegdétowe wyniki przeprowadzonego testu — wartosci
RMSD péz zidentyfikowanych jako najlepsze przez dane metody w zestawie testowym
42 kompleksow. Program LigandRNA znalazl poz¢ o najlepszej wartosci RMSD
do struktury referencyjnej (i <3 A) spoérdd wszystkich metod w 13 przypadkach.
DrugScoreRNA, =z uzyciem potencjalu wytrenowanego na zbiorze uczacym
LigandRNA, w 5 przypadkach, Docké w 8, a kombinacja metod LigandRNA-Dock6

znalazla najlepsze rozwigzanie az w 16 przypadkach.

Poniewaz zbior testowy LigandRNA pokrywa si¢ w duzym stopniu ze zbiorami
testowymi innych metod opisanych w Rozdziale 1.3 ,,Komputerowe przewidywanie
oddziatywan RNA z ligandami” (RiboDock, funkcja oceny dla aminoglikozydow,
oryginalny DrugScoreRNA i MORDOR) byto mozliwe ich poréwnanie. Tabela 16
prezentuje rowniez wyniki, opublikowane przez autorow tych metod, dla podzbioréw
struktur wspdlnych dla zbiorow testowych LigandRNA 1 danej metody. Program
RiboDock znalazt najlepsze rozwigzanie tylko w 1 z 10 analizowanych przypadkow,
funkcja oceny dla aminoglikozydéw zwroécita najlepsze rozwigzania w 2 przypadkach
zZ 6; oryginalny DrugScoreRNA w 4 z 21 a MORDOR w 10 z 32 przypadkow.

Tabela 14 i Tabela 15 prezentuja procent poprawnie zidentyfikowanych poz
przez LigandRNA, DrugScoreRNA, Dock6 i kombinacje LigandRNA-Docke6.
Poprawnie zidentyfikowana poza oznacza, ze jej wartos¢ RMSD do struktury natywnej
wynosi odpowiednio nie wiecej niz: 1,0, 1,5 lub 2 A. Test zostal przeprowadzony dla

dwoch grup kompleksow:

e dla ktérych Dock6é wygenerowal przynajmniej jedng poze z RMSD <2 A — zestaw
ten obejmuje 42 struktury, a wyniki testu przedstawia Tabela 14;

e dla ktérych Dock6 wygenerowal przynajmniej jedng poze z RMSD <1 A — zestaw
ten obejmuje 23 struktury, a wyniki testu przedstawia Tabela 15.



Przeprowadzony sprawdzian wykazal, ze wszystkie testowane metody odnajduja poze
bliska natywnej (o wartosci RMSD odpowiednio <1,0; <1,5 lub <2 A) w podobnym
procencie przypadkow. Posrod 42 kompleksow RNA z ligandami, dla ktérych Dock6
wygenerowal przynajmniej jedna poze o RMSD <2 A, najwyzej oceniona poza przez
LigandRNA, DrugScoreRNA i Dock6 miata RMSD <2 A do struktury referencyjnej
w odpowiednio 35,7%, 31,0% i 35,7% przypadkow, a RMSD <1 A w 21,4%, 14,3%
i 16,7% przypadkow. Gdy brane byty pod uwage tylko kompleksy, dla ktorych Dock6
wygenerowal przynajmniej jedna poze o RMSD <1 A do struktury natywnej, procent
ten wynosil odpowiednio: 42,9%, 28,6% i 33,3% (gdy RMSD <1 A) oraz 42,9%, 42,9%
i 47,6% (gdy RMSD <2 A).

Zastosowanie kombinacji ocen LigandRNA-Dock6 znaczaco podniosto procent
poprawnie zidentyfikowanych p6z. Wspolna ocena jest wypadkowa ocen sktadowych
tych dwdch metod, ktore jak wykazano powyzej, z osobna maja podobng skutecznos$c¢.
Z tego tez powodu wagi przypisane obu oceng sg rowne i wynosza 0,5. Laczona ocena
data 47,6% poz o wartosci RMSD <2 A w zbiorze 42 struktur oraz 61,9%, gdy
rozpatrywane sg tylko pozy, dla ktorych Dock6 wygenerowat przynajmniej jedng poze
0 RMSD <1 A. Rycina 15 przedstawia przyktad oémiu kompleksow, dla ktérych
kombinacja LigandRNA-Dock6 zidentyfikowata poz¢ podobng do struktury natywnej
(RMSD <2,5 A). Z wykreséw wynika, Ze korelacja RMSD-ocena pozy ulega poprawie
przy zastosowaniu kombinacji metod LigandRNA-Dock®.

RMSD LigandRNA DrugScoreRNA Dock6 LigandRNA-+Dock6é
<1A 21,4% 14,3% 16,7% 21,4%
<1,5A 28,6% 21,4% 23,8% 35,7%
<2 A 35,7% 31,0% 35,7% 47,6%

Tabela 14. Procent najlepiej ocenionych p6z o RMSD do struktury natywnej odpowiednio mniejszym niz
1,1,5; 2 A, uzyskany dla zbioru 42 kompleksow, dla ktérych Dock6 wygenerowat przynajmniej jedna
poze o RMSD <2 A.

RMSD LigandRNA DrugScoreRNA Dock6 LigandRNA+Dock6
<l A 42,9% 28,6% 33,3% 42,9%
<1,5A 42,9% 33,3% 38,1% 57,1%
<2 A 42,9% 42,9% 47,6% 61,9%

Tabela 15. Procent najlepiej ocenionych p6z o RMSD do struktury natywnej odpowiednio mniejszym niz
1,1,5; 2 A, uzyskany dla podzbioru kompleksow, dla ktorych Dock6 wygenerowatl przynajmniej jedna
poze o RMSD <1 A.




kod Ligand | DrugScore | Dock6 | Ligand | RiboDock Funkcja Oryginalny MORDOR
PDB RNA RNA RNA dla amino- DrugScore
i glikozydow RNA
Dock6

1g8n 1,3 1,7 7,7 1,3 - - 4,3 19
2f4u 1,0 3,0 1,9 1,0 - - - 2,0
luts 4.4 8,1 4,2 4,4 - - 5,6 4,9
20e5 0,7 3,3 5,6 0,7 - - 1,8
luud 6,4 54 5,4 6,4 - - 3,6 8,9
luui 5,6 59 1,5 15 - - 4,5 8,4
2et8 0,8 4,6 0,7 0,8 - 0,9 - 1,6
203x 0,7 0,7 2,0 0,7 - - - -
1nbk 3,0 6,1 2,6 3,0 - - 12,0 3,6
1koc 2,3 2,3 2,6 2,3 2,7 - 45 1,6
laju 2,3 5,6 53 2,3 - - 3,3 45
1f1t 11 11 1,2 1,1 - - - 0,3
1fmn 2,9 2,2 2,9 2,9 0,8 - 3,3 14
2fcz 0,6 7,2 0,9 0,6 - - - 1,7
1byj 6,8 11 7,4 6,8 1,8 - 0,7 54
Imwil 6,8 0,4 9,2 6,8 - 0,7 34 1,0
1tob 2,6 51 4.8 2,6 9,8 - 3,3 2,6
2tob 1,0 1,0 1,5 1,0 15 - 0,9 0,9
2g5q 0,7 0,7 1,6 0,7 - 15 - -
1pbr 6,2 8,3 8,5 6,2 18 - 1,1 1,6
1fyp 51 51 3,2 1,2 - - 2,8 2,5
lnem 9,2 1,6 0,6 1,1 8,7 - 2,3 1,0
1j7t 8,6 2,6 1,1 8,6 - 1,9 3,2 11
1lei2 6,9 6,9 59 6,9 - - 31 3,2
2be0 10,7 3,5 3,5 10,7 - 2,0 - 2,0
2pwt 7,6 11,2 11,4 2,1 - - - -
2fd0 4,6 3,5 3,5 4,6 - - - 1,0
2bee 9,3 9,3 9,3 9,3 - 15 - 2,0
2ogn 8,6 8,0 8,5 9,0 - - - -
1xbp 8,1 1,7 8,9 8,1 - - - -
leht 45 4,5 0,3 14 3,6 - 7,5 1,3
1y26 0,5 3,8 0,5 0,5 - - - 0,5
1am0 4.6 1,8 14 1,6 1,8 - 4,6 0,9
3gx2 0,6 0,8 4.7 0,6 - - - -
3d2x 1,6 2,2 1,9 1,6 - - - -
1xpf 3,4 6,6 6,6 34 - - - 53
1kod 1,9 51 53 1,9 3,2 - 1,7 2,0
1fjg 6,3 0,3 0,3 6,3 - - - -
1lhnw 8,3 50 50 8,3 - - - -
3sux 0,4 0,5 0,5 0,4 - - - -
2gdi 18 2,6 2,0 1,8 - - - 2,0
1f27 6,7 6,4 6,9 6,7 - - 3,6 1,0

Tabela 16. Wyniki testu programu przeprowadzonego na wybranych 42 kompleksach RNA z ligandami.
Pierwsza kolumna zawiera kody PDB kompleksoéw, nastgpne wartosci RMSD (w Angstremach) najlepiej
ocenionych p6z przez analizowane programy.
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Rycina 15. Przyktady zaleznos$ci oceny pozy i jej wartosci RMSD do struktury referencyjnej. Strzatka zostaty zaznaczone pozy zidentyfikowane przez metody jako najlepsze.



Wirtualna analiza przesiewowa

Dodatkowym testem programu LigandRNA bylto uzycie go do wytypowania
potencjalnych inhibitorow centrum peptydylotransferazy bakteryjnych rybosomow.
Najpierw, przy pomocy programu do dokowania Surflex, przeprowadzono wirtualng
analiz¢ przesiewowa dla struktury centrum peptydylotransferazy z duzej podjednostki
50S rybosomu bakterii E. coli (kod PDB: 30FQ). Struktura ta zostala wybrana
do testow poniewaz nie zawierata ona zadnego liganda w PTC, zostala rozwigzana przy
pomocy krystalografii rentgenowskiej z rozdzielczoscia 3,10 A oraz pochodzita

z E. coli, ktore to bakterie moga przybiera¢ patogenng postac.

Podczas VS dla wszystkich ligandéw z bazy danych czastek lekopodobnych
ZINC (15 798 630 zwigzkoéw) program Surflex wygenerowat po 10 p6z. Nastepnie,
przy pomocy programu LigandRNA, zostaly one ocenione, a pozy z najlepszymi
ocenami zostaly wytypowane jako potencjalne inhibitory. Poniewaz program
LigandRNA na pierwszych kilkuset pozycjach rankingu umiescit grupy zwigzkow
bardzo podobnych do siebie pod wzglgdem struktury chemicznej, wyniki programu
zostaty sklasteryzowane. Dokonano podziatu zwigzkéw w zaleznosci od liczby atoméw
cigzkich: grupa <12 atoméw ciezkich, grupa 12 at. cigzkich, grupa 13 at. ciezkich, 14,
151 16 atomow cigzkich (razem) oraz 17 1 wigcej atomow ciezkich. Grupa <12 atomow
nie byta brana pod uwage, ze wzgledu na niska specyficzno$¢ wigzania si¢ tak matych

ligandow.

Tabela 17 prezentuje najwyzej ocenione zwigzki sposrod pozostatych grup. Ich
strukture chemiczng, kod ZINC oraz liczbe tworzacych je atomoéw ciezkich. Cztery
sposrod tych zwigzkéw zostalty wybrane do dalszej analizy dos$wiadczalnej, ktoéra
zostanie przeprowadzona juz poza ramami niniejszeg0 projektu w laboratorium
prof. Janusza Bujnickiego w Miedzynarodowym Instytucie Biologii Molekularnej
| Komorkowej w Warszawie. Najwazniejszym kryterium wyboru zwigzkéw byta
wizualna ocena ich dopasowania do receptora (Rycina 16), ale réwniez dostepnosc
danego zwiazku u dostawcy. Preferowane byty tez zwigzki o wigkszej liczbie atomow.
Przypuszczalnie wytypowane zwiazki beda sie niespecyficzne wigzaé z innymi
czasteczkami w komorce, wigC niemozliwe bedzie ich zastosowanie jako lekow. Jednak
celem omawianego testu jest wykazanie, ze mozliwa jest identyfikacja zwigzkow przy

pomocy LigandRNA, ktore wigza si¢ do danego receptora.
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Tabela 17. Najwyzej ocenione zwiazki z poszczegdlnych grup (podziat wedtug liczby atoméw cigzkich)
przez LigandRNA, zwigzki wybrane manualnie do dalszych testow do$wiadczalnych zostaty zaznaczone

na czerwono.

Rycina 16. Cztery zwiazki wytypowane do testow doswiadczalnych. Kody ZINC: Panel A)
ZINC32198129. Panel B) ZINC00089474. Panel C) ZINC01509324. Panel D) ZINC26654647.
Struktura receptora — kod PDB: 30FQ.




5. Dyskusja

Wyniki opisane w niniejszej rozprawie doktorskiej koncentrujg si¢ wokot
opracowania metodologii przewidywania oddziatywan RNA z jonami metali
i ligandami. W tym celu stworzono dwa anizotropowe potencjaly statystyczne,
anastepnic programy MetalionRNA i LigandRNA, w ktorych zostaly one
zaimplementowane. Program MetalionRNA stuzy do przewidywania miejsc wigzania
jondw Mg”, K* i Na* w strukturach RNA. Program LigandRNA umozliwia ocene
roznych pdz liganda/ow w strukturze RNA. Obie metody zostaly przetestowane

| pordbwnane z konkurencyjnymi narzedziami.

Oba programy udostepnione zostaly na licencji wolnego i otwartego
oprogramowania (ang. General Public License, GPL) i dolaczone do niniejszej
rozprawy na ptycie CD (patrz: ,,Zataczniki”). Ponadto powstaty serwery internetowe,
umozliwiajgce prowadzenie obliczen ,,online”. Wigcej informacji na ten temat znajduje
si¢ w Rozdziale 5.3 ,,Serwery MetalionRNA i LigandRNA”.

5.1. Oméwienie programu MetalionRNA

Zdolnosé¢ potencjatu MetalionRNA do przewidywania miejsc wigzania jonow metali w
strukturach RNA.

Dziatanie programu MetalionRNA opiera si¢ na anizotropowym potencjale
statystycznym wyprowadzonym ze znanych kompleksow RNA z jonami metali. W celu
zweryfikowania zdolnos$ci stworzonego potencjatu do identyfikacji miejsc wigzania si¢
kationow do RNA zostal przeprowadzony pigciokrotny sprawdzian krzyzowy. Test ten
dowiodt wysokiej skuteczno$ci dziatania programu MetalionRNA. Miejsca wigzania sig
wyzej wymienionych jonéw zostaly poprawnie przewidziane w przypadku dziesigtek
krystalograficznie wyznaczonych pozycji tych jonow z réznych struktur RNA.
Co wiecej, krzywe ROC bardzo szybko osiggaja wartos¢ TPR zblizong do wartos$ci
maksymalnej (0,9~1,0), przy stosunkowo niskiej wartosci FPR (~0,2). Oznacza to,
ze posrod najwyzej ocenionych przewidywan odsetek tych niepoprawnych jest znikomy

w porownaniu z liczbg poprawnie zidentyfikowanych jonow.



Warto zauwazy¢, ze wartosci TPR dla niektorych krzywych ROC wynosza
maksymalnie ~0,7 (RNA z Mg?"), a minimalnie ~0,55 (RNA z K* i RNA z Na").
Krzywe te odpowiadajg sytuacji, gdy przewidywanie byto uznawane za poprawne, czyli
gdy warto$¢ RMSD dla przewidywanej pozycji jonu do pozycji prawdziwego jonu
ze struktury referencyjnej nie przekraczato promienia jonowego tego kationu. Takie
warto$ci TPR oznaczaja, ze od 45% do 30% jondéw w strukturach natywnych w ogole
nie zostalo przewidzianych z tak duza dokladnoscig. Dla bardziej tolerancyjnych

zakresOw progu odciecia jony te zostaly przewidziane, a wartosci TPR wynosity ~1,0.

Podobna skuteczno$¢ zostata osiggnieta w przypadku testu przeprowadzonego
na zbiorze struktur DNA z Mg®". Struktury te nie byly zawarte w zbiorze uczacym
potencjalu, a przewidywania przeprowadzono dla nich przy pomocy potencjatu
wyprowadzonego ze zbioru struktur RNA z Mg?". Test ten dowiddl, ze stworzony
potencjal statystyczny uchwycit ogoélny mechanizm wigzania si¢ kationow do kwasoéw

nukleinowych.

Poréwnanie programu MetalionRNA z innymi metodami

Jak oméwiono we wstepnie, istnieje szereg metod do przewidywania miejsc
wigzania si¢ jonow w strukturach RNA, sa to metody kosztowne obliczeniowo
i niemozliwe do uruchomienia w trybie automatycznym. Wszystkie z nich symuluja
zachowanie si¢ systemu w zalezno$ci od jego fizyko-chemicznych wlasciwosci
| parametréow zadanych przez uzytkownika. Stuzg tez innym celom niz w petni
automatyczne narzedzia takie jak MetalionRNA czy FEATURE, ktére dziataja
na zasadzie ,,czarnej skrzynki” (ang. blackbox), przez co nadajg si¢ do analizy duzej

liczby struktur. Dlatego tez te dwa typy narzedzi nie zostaty bezposrednio poréwnane.

Porownanie MetalionRNA z FEATURE ponownie dowiodto, ze MetalionRNA
identyfikuje prawdzie miejsca wigzania si¢ Mg?* w RNA z relatywnie niskim odsetkiem
przewidywan falszywie dodatnich. Niestety w tym pordwnaniu byto mozliwe jedynie
odniesienie si¢ do wynikow prezentowanych w publikacji (Liang, Banatao i wsp. 2003)
(przewidywania dla struktury 1HC8). Serwer WebFEATURE nie posiada mozliwosci
zaladowania wigcej niz jednej struktury na raz, a przy takiej probie przestaje dziatac.
Ponadto, wys$wietla bledy podczas proby zmiany parametréw i1 pobrania wynikow.
Problem zostat zgloszony autorom, lecz nie zgodzili si¢ oni na udostepnienie programu

w innej formie niz dostepny publicznie serwer. W obliczu takiej sytuacji niemozliwe



byto przetestowania FEATURE na zbiorze testowym MetalionRNA. W zamian za to,
dodatkowym testem bylo uzycie zbioru uczacego FEATURE do wyprowadzenia
potencjatu MetalionRNA, a nastepnie uzycie go do przeprowadzenia przewidywan dla
struktury 1HC8. Wyniki dowiodty, ze taki potencjal réwniez radzi sobie lepiej niz
oryginalny FEATURE, lecz nie tak dobrze jak MetalionRNA wytrenowany
na oryginalnym zbiorze. Oznacza to, ze stworzony potencjal statystyczny
MetalionRNA, opierajacy sie na odleglosciach i kagtach miedzy atomami, jest bardziej
specyficzny niz FEATURE, a zbior uczacy, ktory postuzyt do jego wyprowadzenia
pewniejszy. Najprawdopodobniej wynika to z faktu, iz oryginalny zbidr uczacy

MetalionRNA jest niemal dziesig¢ciokrotnie wigkszy niz zbior FEATURE.

Podsumowanie MetalionRNA

W ramach niniejszej pracy doktorskiej zostal stworzony program MetalionRNA,
ktory wykorzystujac potencjal statystyczny wyprowadzony ze znanych struktur PDB
przewiduje miejsca wigzania si¢ jonoOw w RNA. Przeprowadzone testy i pordwnania
dowiodly, ze jego skuteczno$¢ jest wyzsza niz dotychczas dostepnej metody

FEATURE, rowniez opierajacej si¢ na empirycznym potencjale.

Szybki wzrost liczby struktur RNA zainspirowal wprowadzenie do programu
MetalionRNA  cotygodniowych aktualizacji  statystyk. Serwer MetalionRNA
(patrz: Rozdziat 5.3 ,,Serwery MetalionRNA i LigandRNA”.) co siedem dni o tej samej
porze pobiera nowo zdeponowane struktury PDB o rozdzielczoci lepszej niz 2 A i, jesli
spetniaja one dodatkowe kryteria wyznaczone dla kompleksow RNA z Mg2+, RNA z K*
czy RNA z Na* (opisane szerzej w Rozdziale 3.2 ,,Przygotowanie zbioréw uczacych i
testowych”), dotacza je do zbiorow uczacych potencjalu, ktory przeliczany jest na
nowo. Dzigki tej procedurze liczba struktur o gorszej rozdzielczosci (2-3 A) bedzie
stopniowo przewyzszana przez te o lepszej, co w rezultacie doprowadzi do ulepszania
potencjalu. Serwer MetalionRNA oferuje wybor pomigdzy oryginalnym potencjatem

statystycznym prezentowanym w tej pracy a najnowszym.

Program MetalionRNA moze zosta¢ wykorzystany jako wuzupetnienie
doswiadczalnego rozwigzywania struktury przestrzennej RNA. Na przyktad, niepewne
miejsca wigzania si¢ kationow z danych do$wiadczalnych moga zosta¢ potwierdzone
poprzez poroéwnanie ich z wynikami uzyskanymi z MetalionRNA. Ponadto,

MetalionRNA moze rowniez zaproponowac¢ miejsca wigzania si¢ jonow w strukturach,



w ktorych ich brak, np. w strukturach NMR (Shen, Cai i wsp. 1995) czy modelach
teoretycznych. Takie miejsca wigzania mozna nastgpnie potwierdzi¢ do$wiadczalnie
przy pomocy metody Fentona. Wykorzystuje ona fakt, ze jony Mg2+ moga zostac
zastgpione przez Fe?*, ktore w roztworze wodnym powodujg powstanie rodnikow
hydroksylowych, tnacych fancuch gtéwny RNA. Dzi¢ki identyfikacji miejsc cigcia, juz
przy pomocy standardowych metod biochemicznych, mozliwe jest okreslenie
przyblizonego miejsca wiazania sic kationu Fe?, a co za tym idzie Mg?

(Berens, Streicher i wsp. 1998).

Niewatpliwg zaletg programu MetalionRNA jest fakt, ze jest on szybki, tatwo
dostepny przez przyjazny uzytkownikowi serwer internetOwy 0raz, ze nie wymaga
on specjalistycznej wiedzy 1 umiejgtnosci do jego uruchomienia i interpretacji wynikow.
Miejsca wigzania si¢ jondw przewidziane przez MetalionRNA sg zwracane w postaci
rankingu od miejsca ocenionego jako najbardziej prawdopodobne az do najmniej
prawdopodobnego. Dzigki temu uzytkownik tatwo moze wnioskowaé o sile wigzania
jonéw, czy decydowa¢é ile z nich jest przewidywaniami ,,silnymi”, np. w warunkach

zwigkszajacego si¢ stgzenia jondw w roztworze.

5.2. Omoéwienie programu LigandRNA

Zdolnosé potencjatu LigandRNA do przewidywania oddzialywan RNA 7 ligandami

W celu zweryfikowania zdolno$ci stworzonego potencjatu do identyfikacji poz
liganda bliskich natywnym przeprowadzono test na zbiorze 42 kompleksow. By test byt
jak najbardziej obiektywny, struktury te zostaly wybrane w taki sposob, zeby
zagwarantowa¢ mozliwie jak najwigksza rdznorodnos¢ ligandéw. Dodatkowo
zapewniono, ze struktury testowe, ani im podobne, tzn. nalezace do tego samego
klastra, nie znajdowaty si¢ w zbiorze uczacym potencjatu, ktory postuzyt do oceny

wygenerowanych dla nich poz.

Przeprowadzony test dowiodt wysokiej skutecznosci dziatania LigandRNA.
Stworzony program poprawnie wybrat pozy ligandow bliskie tym rozwigzanym

do$wiadczalnie w wielu roznych strukturach RNA. Az w przypadku 20 sposrod



23 struktur, dla ktorych istniata poza o RMSD <1 A, program wybrat pozy liganda
bliskie natywnym (tzn. z RMSD <3 A).

Dodatkowym testem dla programu LigandRNA byto uzycie go do oceny poz
ligandow otrzymanych z VS przeprowadzonego dla PTC duzej podjednostki rybosomu
bakteryjnego. Najwyzej ocenione pozy zostaly poddane klasteryzacji i manualnej
analizie, a cztery z nich wytypowano do dalszych badan do$wiadczalnych. Sa one
obecnie prowadzone w laboratorium prof. Bujnickiego w Migdzynarodowym Instytucie
Biologii Molekularnej i Komoérkowej w Warszawie. JeSli zaproponowane ligandy
okazalyby sie inhibitorami badanego regionu, test ten ostatecznie dowiodiby

skuteczno$ci dziatania LigandRNA.

Porownanie programu LigandRNA 7 innymi metodami

Poréwnanie programu LigandRNA z alternatywnymi metodami wykazato,
ze odsetek  najlepszych  wynikow  wygenerowanych przez LigandRNA  jest
poréwnywalny z metoda MORDOR (okoto 31% przypadkoéw) i wyzszy od wynikow
metod RiboDock, DrugScoreRNA czy Dock6 (patrz: Tabela 16). Ponadto, program
LigandRNA jako jedyny sposrod testowanych metod znalazt poze bliska natywnej
w przypadku dwoch kompleksow. Pierwszy z nich to aptamer RNA w kompleksie
z cytruling (kod PDB: 1KOD). LigandRNA najwyzej ocenil poze o RMSD 1,9 A,
natomiast Dock6 i DrugScoreRNA odpowiednio o RMSD réwnym 5,3 i 11,2 A. Drugi
kompleks to struktura rRNA centrum dekodujacego ze zwigzanym z nig antybiotykiem,
apramycyng (kod PDB: 20ES5), dla ktorego LigandRNA zidentyfikowal poze
0 odlegtosci RMSD 0,7 A, natomiast Dock6 poze o RMSD 5,6 A, a DrugScoreRNA
0 3,3 A. Obie struktury i zwigzane z nimi ligandy, a takze pozy najlepiej ocenione przez
LigandRNA, prezentuje Rycina 17.



Rycina 17. Panel A) Aptamer RNA w kompleksie z cytruling (kod PDB: 1KOD). Panel B) Centrum
dekodujace rybosomu w kompleksie z apramycyna (pdb id: 20ES). Doswiadczalnie rozwigzane pozy
ligandow przedstawione sg na jasnoniebiesko, natomiast pozy wygenerowane przy pomocy Dock6

i ocenione najwyzej przez LigandRNA ukazane sg na r6zowo.

Ocena tgczona LigandRNA-Dock6

Z przeprowadzonego testu, ktorego wyniki podsumowujg Tabela 14 i Tabela 15,
wynika, ze zaréwno program LigandRNA jak i Dock6 wybieraja pozy bliskie
natywnym ze zblizong skuteczno$cig. Dodatkowo biorac pod uwage fakt, ze metody
te opieraja si¢ na skrajnie roznych podejsciach (empirycznym i pola sit), zdecydowano
si¢ na polaczenie ocen tych dwdéch metod i sprawdzenie skutecznosci takiego
mieszanego podejscia. Wagi przypisane ocenom obu programow byly rowne i wynosity

0,5, gdyz, jak wspomniano, programy te wykazaty w tescie podobna skutecznosc¢.

Zgodnie z oczekiwaniami, zastosowanie taczonej oceny LigandRNA-Dock6
przyniosto zwickszenie odsetka poprawnych przewidywan. Dowodzi tego zaréwno fakt,
ze polepszony zostal wspoétczynnik korelacji pomiedzy oceng a wartoSciami RMSD
poszczegolnych poz (patrz: Rycina 15), jak i wynik poréwnania z innymi metodami.
Liczba najlepszych rozwigzan mieszanej metody jest wyzsza niz kazdej z nich
zastosowanej z osobna. Co wigcej, poprawnie wytypowata ona pozy bliskie natywnym
w przypadku dwoch kompleksow, dla ktorych zawiodly pozostate podejécia. Wspodlna
ocena LigandRNA-Dock6 zaowocowata identyfikacja p6z o odlegtosciach RMSD
rownym 21,2 A odpowiednio dla kompleksow: aminoglikozydu z grupa L-HABA
zwigzang z rRNA centrum dekodujacego oraz paromycyny rowniez zwigzang z centrum
dekodujacym, w okolicy miejsca A (kody PDB: 2PWT, 1FYP). Przedstawione wyniki

prezentuje Rycina 18.



Rycina 18. Panel A) rRNA centrum dekodujacego w kompleksie z aminoglikozydem z grupg L-HABA.
Panel B) rRNA miejsca A w kompleksie z paromycyna. Do§wiadczalnie rozwigzane pozy ligandow
przedstawione sg na jasnoniebiesko, natomiast pozy wygenerowane przy pomocy Docké i ocenione
najwyzej przez kombinacj¢ ocen LigandRNA-Dock6 ukazane sa na rézowo.

Wzrost poprawnosci otrzymywanych wynikéw w przypadku zastosowania
oceny taczonej LigandRNA-Dock6 najprawdopodobniej wynika z faktu, Ze generowatly
je funkcje o bardzo réznym, przez co komplementarnym, charakterze. LigandRNA jest
empirycznym potencjatlem statystyczny podczas, gdy Dock6 ocenia pozy liganda

na podstawie kalkulacji energii oddziatywan.

Podsumowanie LigandRNA

W ramach prezentowanej pracy doktorskiej zostal stworzony program
LigandRNA. Wykorzystuje on potencjal statystyczny wyprowadzony ze znanych
struktur PDB do oceny pdz ligandow w strukturach RNA, ktére zostaly wygenerowane
przez niezalezne narzedzia. Dowiedziono, ze stworzony potencjal dziata z wieksza
skuteczno$cig niz istniejace metody. Potaczenie ocen LigandRNA i1 Dock6 daje
dodatkowe zwickszenie doktadnosci przewidywan, dlatego tez zalecane jest uzycie

LigandRNA z tg metoda.

Program LigandRNA jako jedyna metoda, sposrod wymienionych w testach,
umozliwia ocenienie pdéz ligandow wygenerowanych przez roézne narzedzia do
dokowania. Ponadto, jako jedyny jest szybki i latwy w uzyciu, dostepny poprzez serwer
internetowy. Uzytkownik nie musi posiada¢ specjalistycznej wiedzy, czy

dos$wiadczenia, by uzyska¢ wiarygodne wyniki. LigandRNA jako rezultat obliczen



zwraca ranking zadanych p6z liganda/6w w zalezno$ci od otrzymanych przez nie ocen,

z czego uzytkownik moze fatwo wnioskowac o sile wigzania.

Ciekawostka moze by¢ fakt, ze program LigandRNA postuzyl do oceny
wynikéw dokowania przeprowadzonego przez autorke niniejszej rozprawy na konkurs
RNA Puzzles (Cruz, Blanchet i wsp. 2012). Konkurs ten jest organizowany od trzech
lat, a jego idea =zostala zaczerpnig¢ta z konkursu modelowania biatek, CASP.
Grupy naukowcow z catego $wiata staja przed zadaniem wymodelowania struktury
przestrzennej RNA. Dostepne sa dla nich jedynie informacje o sekwencji
nukleotydowej, czy, jak w przypadku tegorocznego konkursu, o strukturze chemicznej
liganda. Zadanie polegalo na wymodelowaniu struktury ryboprzelacznika i jego
kompleksu z zadanym ligandem, 5-hydroksytryptofanem. Do dokowania zostat uzyty
program Dock6, nastgpnie otrzymane pozy zostaly ocenione przy pomocy LigandRNA
oraz oceny laczonej LigandRNA-Dock6, ktore w omawianym przypadku daty zgodny
wynik 1 przedstawialy ten sam ranking. Najwyzej ocenione dwie pozy z dokowania,
ktore zostaly wystane na konkurs, prezentuje Rycina 19. Wyniki zmagan nie sa jeszcze

Znane.

Rycina 19. Struktura modelu ryboprzetacznika oraz dwie najwyzej ocenione pozy 5-hydroksytryptofanu
Z nim zwigzane.



5.3. Serwery MetalionRNA i LigandRNA

Zarowno program MetalionRNA, jak i LigandRNA s3 bezptatnie dostgpne

na serwerach internetowych pod adresami: http://metalionrna.genesilico.pl/ oraz

http://ligandrna.genesilico.pl/. Serwery  zostaly  zaimplementowane  przez

mgr Kaje Milanowska.

Serwer MetalionRNA umozliwia przewidzenie zdefiniowanej, badz domyslne;j
liczby jonow magnezu sodu lub potasu w dowolnej strukturze przestrzennej RNA
(lub DNA) przestanej przez uzytkownika. Formularz umozliwia zatadowanie pliku
(w formacie PDB) lub podanie kodu PDB struktury, ktora nastgpnie serwer sam pobiera
z bazy danych PDB. Dodatkowo serwer umozliwia zdefiniowanie wartosci innych niz
domyslne: minimalnej odlegtosci miedzy przewidywanymi jonami oraz ich promienia.
Ponadto uzytkownik moze wybra¢ rozdzielczo$¢ sieci, na ktorej prowadzone
sg obliczenia (0,25 lub 05A) oraz typ potencjatu (potencjat zaprezentowany
w publikacji (Philips, Milanowska i wsp. 2012) lub zaktualizowany). W wyniku
dziatania serwer zwraca pliki PDB z przewidzianymi jonami oraz ze struktura RNA
i policzonym dla niej powierzchniowym potencjatem statystycznym (w wynikowym
pliku PDB kolumna z wartoscig czynnika temperaturowego (ang. b-factor)

jest zastgpiona warto$ciami powierzchniowego potencjatu statystycznego).

Serwer LigandRNA natomiast umozliwia ocen¢ zadanych péz liganda
(akceptowany format pliku: MOL2) w strukturze RNA (akceptowany format pliku:
PDB lub kod PDB). Podobnie jak w przypadku programu MetalionRNA uzytkownik
moze wybra¢ typ potencjatu (taki jak prezentowany w publikacji LigandRNA lub
zaktualizowany). Ponadto, dla p6z wygenerowanych przy pomocy programu Dock6
istniecje  mozliwo$¢  wyznaczenia  lgczonej  oceny  kombinacja  metod:
LigandRNA-Dock6. Wynikiem dziatania serwera jest plik tekstowy z rankingiem
I oceng poz (od najlepiej ocenionej az po najgorsza) oraz cztery pliki PDB ze strukturg
RNA i policzonym dla niej powierzchniowym potencjalem statystycznym:
dla wszystkich typow atomoéw liganda oraz dla atomow: C, N i O. Wyglad strony
powitalnej serwera LigandRNA prezentuje Rycina 20.


http://metalionrna.genesilico.pl/
http://ligandrna.genesilico.pl/

WELCOME TO

LigandRNA
A ligand binding site predictor

LigandRNA is a novel bioinformatic method for predicting ligand-binding sites in RNA
structures.

Rycina 20. Zrzut ekranu ze strony powitalnej serwera LigandRNA.



5.4. Ograniczenia i perspektywy rozwoju

Ograniczenia i perspektywy rozwoju MetalionRNA

Wszystkie omawiane w niniejszej pracy programy do przewidywania miejsc
wigzania kationow umozliwiaja przewidywanie jedynie Mg®*. Obecna implementacja
MetalionRNA jest zdolna do przewidywania miejsc wiazania Mg**, K* i Na*. Sa to trzy
rodzaje kationow, ktére najczesciej wigza si¢ z RNA. W czasie powstawania
niniejszego projektu, byly to jedyne jony, dla ktérych w bazie PDB znajdowata si¢
wystarczajaco duza liczba struktur do stworzenia wiarygodnego potencjatu
statystycznego. Jednak w ostatnich latach obserwuje si¢ znaczacy wzrost liczby
rozwigzanych doswiadczalnie kompleksow RNA 1 jonow metali, co w przysztosci
powinno umozliwi¢ stworzenie potencjatu statystycznego réwniez dla innych typow

jonoéw (np. Ca?").

Szybki wzrost liczby rozwigzanych struktur nie oznacza jednak mniejszej liczby
btedoéw. Szczegdlnie w strukturach o gorszej rozdzielczoéci >3 A zdarza sie, Ze kationy
blednie zidentyfikowane sa jako czasteczki wody, poniewaz zaréwno H,O jak i Mg?*
i Na© posiadaja po dziesig¢ elektrondw i niemozliwe jest ich latwe rozréznienie.
Identyfikacja jonow metali jest rowniez trudna w przypadku struktur rozwigzywanych
za pomocg NMR. W zwigzku z tym czesto ich w nich brakuje. Stad tez warto bytoby
oceni¢ jak program MetalionRNA radzi sobie z przewidywaniem miejsc wigzania
jonoéw w strukturach o gorszej jakosci, a nastgpnie wprowadzi¢ konieczne modyfikacje
potencjatu i programu, by przystosowa¢ go do pracy z tego rodzaju danymi. Obecnie
nie ma ograniczen, co do rozdzielczos$ci struktur, dla ktorych robione sg przewidywania,

jednak zaleca sie uzycie struktur o rozdzielczosci <3 A, gdy jest to mozliwe.

Prezentowana wersja programu MetalionRNA posiada funkcje wyznaczenia
domyslnej liczby jonéw dla RNA. Liczba ta jest stata i zalezna jedynie od jego dtugosci
(liczby reszt nukleotydowych). W kolejnych implementacjach wprowadzenie stgzenia
jonéw jako parametru pozwolitoby na mniej restrykcyjne wyznaczanie liczby
przewidywan. Wymagatoby to doglebnej analizy znanych struktur i stworzenia funkcji
zalezno$ci liczby obecnych jonéw od stezenia jonow, przy jakim RNA zostalo

skrystalizowane, oraz jego wielkosci.



Poréwnanie z FEATURE zasugerowato, ze kationy wspotzawodnicza ze sobg
0 najbardziej atrakcyjne energetycznie miejsca w trakcie wigzania si¢ z RNA.
Moze $wiadczy¢ o tym fakt, ze miejsce wiazania K™ zostato zidentyfikowane przez
FEATURE jako Mg*, a w rankingu MetalionRNA dla jonéw K* najlepsze
przewidywania znajdowaly si¢ w miejscach wiazania Mg”". Warto wiec rozwazyé
umozliwienie przeprowadzenia przewidywan dla réznych typéw jonow jednoczes$nie,
co zblizytoby proces przewidywania do warunkéw panujacych w komoérce. Bedzie
to mozliwe dopiero, gdy liczba struktur rozwigzanych przy réznym stezeniu roznych
jondéw osiggnie poziom wystarczajacy do stworzenia statystycznie istotnego zbioru

uczacego i testowego.

Ograniczenia i perspektywy rozwoju LigandRNA

Niewatpliwg zaletg programu LigandRNA jest fakt, ze moze on postuzyé
do oceny poz ligandow wygenerowanych dowolng metodg, przy uzyciu réznych
programow. Daje to mozliwo$¢ porownania wynikéw otrzymanych z réznych narzedzi
do dokowania przy pomocy niezaleznej funkcji oceny. Jednak, fakt, ze program
LigandRNA nie posiada wlasnego modutu do generowania pdz ligandow jest tez
ograniczeniem jego funkcjonalno$ci. Uzytkownik musi siega¢ po zewnetrzne narzedzia,
ktore nie zawsze s3 tatwe w uzyciu. Problem staje si¢ jeszcze powazniejszy
w przypadku, gdy program do dokowania w ogodle nie wygeneruje pozy o RMSD
bliskim strukturze natywnej. Wtedy niemozliwe jest znalezienie przez LigandRNA
poprawnego rozwigzania, gdyz takie nie istnieje. Dlatego tez nastepnym krokiem
W rozwoju programu LigandRNA powinna by¢ proba stworzenia wewnetrznej funkcji
do generowania p6z, badz tez integracja LigandRNA 2z istniejacym narzedziem

do dokowania (np. AutoDock).

Pierwszy krok w tym kierunku zostal juz wykonany. Program LigandRNA moze
zosta¢ uzyty do oceny poz ligandow wygenerowanych przy pomocy Dock6, przy
uwzglednieniu oceny przypisanej przez ten program. Dock6 szuka optymalnej pozy
W przestrzeni rozwigzan poprzez identyfikacje tej wigzacej sie najkorzystniej pod
wzgledem energetycznym. Istnieje, wigc mozliwo$¢, ze Dock6 osiggnie minimum
lokalne 1 nie znajdzie najlepszego rozwigzania. Dzigki asyscie LigandRNA sktadowa
oceny pochodzi roéwniez z potencjatu statystycznego, co zwigksza szanse na odrzucenie

p6z z lokalnego minimum 1 znalezienie tej bliskiej natywne;.



Na dzien dzisiejszy zarowno do wyznaczenia potencjatu statystycznego, jak i do
przewidywan LigandRNA, stuzg tylko cztery podstawowe typy reszt nukleotydow
(adeniny, guaniny, cytozyny lub uracylu). Modyfikowane reszty sg traktowane w taki
sposob, jak gdyby byly swoimi niemodyfikowanymi pierwowzorami. Oznacza to,
ze dodatkowe atomy z modyfikacji nie s3 brane pod uwage w obliczeniach.
Oraz, ze w takich resztach cze$§¢ zdefiniowanych par atoméw moze zostaé
nieodnaleziona. Dowiedziono, ze wptyw modyfikowanych reszt na statystyki i ksztatt
potencjatu jest znikomy. Zarowno brane pod uwage (w formie opisanej powyzej), jak
I zupelnie ignorowane w obliczeniach, nie zmieniajag wyniku przewidywan (dane nie sg
prezentowane w niniejszej pracy). Jednakze, z biologicznego punktu widzenia ich
obecno$¢ jest kluczowa dla wigzania si¢ wielu ligandow. Na przyktad metylacje
znaczaco zmniejszaja sile wigzania rRNA z antybiotykami. Dlatego tez niezwykle
istotne dla dalszego rozwoju LigandRNA byloby uwzglednianie modyfikowanych reszt,

a w szczegolnosci dodatkowych atomow i nadanie im specjalnych wag w obliczeniach.

Wspdolne perspektywy rozwoju MetalionRNA i LigandRNA

Kolejnym krokiem w rozwoju programow MetalionRNA i LigandRNA mogtaby
by¢ proba ich integracji zar6wno ze soba nawzajem jak i z innymi narzedziami do
komputerowego modelowania struktur 1 ich komplekséw. Podejscie takie wpisuje si¢
W najnowsze trendy badan, ktore ktadg nacisk na ,,globalne” podejscia do zagadnienia
oddziatywan miedzy czasteczkami w komorce. Istnieje silna potrzeba badania struktur
i ich dynamiki nie tylko w konteks$cie pojedynczych czasteczek, czy kompleksow
(np. biatko-biatko, biatko-ligand, biatko-kwas nukleinowy, kwas nukleinowy-ligand),
ale coraz wickszy nacisk ktadzie si¢ na analiz¢ duzych systemow takich jak kompleksy
makromolekularne zlozone z wielu komponentéw. Szybki rozwdj i1 coraz wigksza
skuteczno$¢ technik do przewidywania struktur, analizy dynamiki molekularnej czy
dokowania molekularnego pozwala na badanie calych systemow powigzanych ze sobg
komponentow W taki sposéb aby jak najlepiej odwzorowa¢ oddzialywania wystepujace
w komorce. Takie kompleksowe podejscie pozwala nie tylko bada¢ coraz wigksze
systemy, ale takze przewidywa¢ mechanizmy dziatania maszyn molekularnych
regulujacych podstawowe procesy zyciowe w komorce, ale przede wszystkim daje

szanse na odkrycie sposobow ich kontroli np. w celach terapeutycznych.



Potaczenie obu metod daloby mozliwo$¢ dokowania ligandow do struktur RNA
w warunkach przypominajacych ich prawdziwe $rodowisko w komorce, w ktorym
wystepuja jony oddziatujace z molekutami. Jest to o tyle kluczowe, ze obecnos¢ jonow
znajdujacych si¢ zard6wno w rozpuszczalniku jak 1 zwigzanych z RNA znaczaco
moduluje oddziatywania RNA z innymi zwigzkami. W zwigzku z tym niezwykle istotne
jest uwzglednienie wpltywu kationow w procesie dokowania. Niestety wickszos¢
programoéw do tego stuzacych, zarowno tych dla biatek, jaki i RNA (np. Dock6)
zupelnie ignoruje te czasteczki, uproszczajac w ten sposob obliczenia, ale réwniez
Znaczaco zmniejszajac szans¢ na znalezienie poprawnego rozwigzania. Dziatanie takiej
kompleksowej metody mogloby odbywac si¢ na nastgpujacej zasadzie. W pierwszym
kroku, jeszcze przed przeprowadzeniem wiasciwego dokowania, modut MetalionRNA
dodatby jony do struktury RNA a nastepnie w kolejnym kroku modut LigandRNA
generowalby pozy zadanego liganda i ocenial je juz z uwzglednieniem powstatego
wplywu jondéw. Poniewaz wiadomo jest, ze niektére ligandy tworza wigzanie z RNA
tylko i wylacznie poprzez jon metalu, mozliwa bytaby tez funkcja dokowania liganda
ze wezesniej zdefiniowanym jonem w strukturze receptora, ktory nie znajdowalby

si¢ tam bez obecnosci liganda.

Innym zastosowaniem programu MetalionRNA mogloby by¢ potaczenie go
z programami do komputerowego modelowania struktur przestrzennych RNA,
z uzyciem szablonu (Rother, Rother i wsp. 2011) czy tez de novo (Das i Baker 2007).
Takie potaczenie datoby nadziej¢ na otrzymanie modeli z jonami, przez co blizszych
strukturom natywnym. Programy ab initio (Parisien i Major 2008, Das, Karanicolas
I wsp. 2010) ktore symulujg zwijanie si¢ fancucha RNA zyskatyby jednak najbardzie;,
gdyz jak wspomniano w Rozdziale 1.1 ,Rola kationow w procesie zwijania si¢ i
stabilizacji struktur RNA” kationy maja kluczowy wplyw na ten proces i tylko

W ich obecnosci struktura moze przybra¢ poprawng formg trzeciorzedowa.

Programy do modelowania wielopodjednostkowych —makrokompleksow
(Wriggers 2010, Tjioe, Lasker i wsp. 2011) réwniez moglyby zosta¢ wzbogacone
zardbwno o modul MetalionRNA jaki 1 LigandRNA. Dodanie jonow metali czy ocena
poprawnosci umiejscowienia zadanych ligandéw pozwoliloby na urealnienie
generowanych modeli oraz poprawe ich jakosci. Dodatkowym zastosowaniem modutu

LigandRNA mogtaby by¢ mozliwo$¢ poszukiwania inhibitorow zbudowanych



juz kompleksow, ktore oddziatywatyby z kilkoma jednostki rozpatrywanego systemu

(np. na ich pograniczu).

W dalszej perspektywie nalezatoby zaprojektowac platforme wielozadaniowa
do modelowania struktur od pojedynczych czgsteczek (biatek, kwasow nukleinowych),
po kompleksy zlozone z wielu komponentéw, az po cale systemy oddziatujacych
ze sobg kompleksow. Wlaczenie w tego typu procedury metod do przewidywania
lokalizacji jondéw i ligandow z cata pewnoscig zwigkszytoby skutecznos$¢ przewidywan,
ale przede wszystkim upodobnitoby opis srodowiska czasteczek do tego wystepujacego

w komorce (bogatego w jony, ligandy i wodg).

Perspektywy zastosowania anizotropowego potencjatu statystycznego

Opracowany przez autorke niniejszej pracy anizotropowy potencjat statystyczny
(patrz: Rozdziat 3.1 ,Potencjal statystyczny”) posiada nieoceniong cech¢ tatwego
dostosowania go do opisu innych typow oddziatywan, takich jak RNA z biatkami czy
bialek z bialkami, jonami metali, ligandami. Do tego celu wymagana jest jedynie
zmiana definicji par atomdéw receptora oraz typéw atomow liganda. Przyktadowo
w przypadku przewidywania oddzialywan biatek z jonami metali konieczne byloby
stworzenie listy par atoméw reszt aminokwasowych oraz zdefiniowanie typow jondw
znimi oddziatujacych. Wykonania tego zadania podjat si¢ juz lic. Krzysztof
Formanowicz, ktory podczas swojego licencjatu zmodyfikowal potencjal MetalionRNA
oraz zaimplementowal go w metodzie do identyfikacji miejsc wigzania kationow
w strukturach biatek. Metoda ta zostala nazwana MetalionProt 1 shuizy do
przewidywania pozycji pigciu rodzajow kationow (sodu, potasu, magnezu, cynku
| zelaza). Przeprowadzone testy oraz porownanie z analogicznymi metodami daty
zadowalajgce wyniki, co $wiadczy o uniwersalnosci proponowanego potencjatu
I mozliwosci przeniesienia go na kolejne typy oddziatywan (np. biatek z ligandami).
Program MetalionProt dalej bedzie rozwijany w grupie prof. Bujnickiego, a sam
potencjal zostanie wiaczony do nowego programu do modelowania homologicznego

struktur przestrzennych biatek uwzgledniajacego obecnos¢ jonow.



5.5. Modelowanie struktury kompleksow RNA z ligandami a

komputerowe projektowanie lekow

Ostatnimi laty znaleziono wiele katalitycznych czasteczek RNA, ktore poprzez
oddziatywania ze specyficznymi ligandami pelnig niebagatelne funkcje w komorce.
Odkrycia te spowodowaty spekulacje na temat mozliwosci zastosowana tych czasteczek
i ich wlasciwosci w nauce czy medycynie. Wiele grup podjeto t¢ tematyke i obecnie
prowadzi badania nad oddziatywaniami RNA z ligandami. Rosngce zainteresowania
badaczy tym polem nauki sprowokowato tez duzy postep w dziedzinie komputerowego
przewidywania oddziatywan. Metody teoretyczne sg szybsze i tansze od tradycyjnych
doswiadczen laboratoryjnych. Dlatego tez wzrasta potrzeba ich tworzenia, a stosowanie
jest coraz powszechniejsze. O tej tendencji $wiadczy chociazby fakt, ze na tegorocznym
konkursie  RNA Puzzles jednym ze =zadan bylo wymodelowania struktury
ryboprzetacznika i jego kompleksu z zadanym ligandem, 5-hydroksytryptofanem.

Komputerowe poszukiwanie inhibitorow ryboprzelgcznikow

Stosunkowo duza liczba ryboprzetacznikéw wystepujaca w bakteriach sktania
do prob ich wykorzystania jako celow dla lekow przeciwbakteryjnych. Na przyktad,
prowadzone sg badania nad wykorzystaniem ryboprzelacznika guaninowego w terapii
przeciw infekcjom powodowanym przez S. aureus (Ster, Allard i wsp. 2013). Jest on
interesujacym celem, gdyz znany jest analog liganda wigzacego si¢ z tym
ryboprzetacznikiem (2,5,6-triaminopirymidyn-4-ol, PC1), ktory blokuje syntezg
monofosforanu guanozyny, co skutkuje $miercig bakterii. Trwajg rowniez prace nad
znalezieniem inhibitorow innych ryboprzetacznikow. Poszukiwane sa homologi
ligandow, ktore silnie wigzalyby si¢ z wybranym przelacznikiem RNA, ale nie
oddziatywaty rownocze$nie z innymi RNA lub biatkami w komérce (Blount i Breaker
2006, Long, Ji i wsp. 2010). Poza klasycznymi badaniami przesiewowymi in vitro
istnieja dwa podejscia teoretyczne do tego problemu. Pierwsze z nich, to zastosowanie
VS jako pierwszego etapu badan. Pozwala to na wstepne przesianie tysigcy zwiazkow
w stosunkowo krotkim czasie i przy minimalnych kosztach, by wytypowaé zbior
zwiagzkow do dalszych analiz. Technika ta jest juz z powodzeniem stosowana podczas
poszukiwania ligandow wigzacych si¢ z biatkami (Badrinarayan i Sastry 2011,
Ou-Yang, Lu i wsp. 2012). Obecnie sa podejmowane pierwsze proby jej wykorzystania
dla celéow RNA (Penchovsky i Stoilova 2013). Przyktadowo, odkryto cztery nowe



ligandy oddzialujace z ryboprzetacznikami purynowymi, co zostalo potwierdzone
doswiadczalnie (Daldrop, Reyes i wsp. 2011). Program LigandRNA doskonale wpisuje
si¢ w trend tych badan, gdyz oferuje mozliwos¢ oceny pdz ligandéow z VS. Inng
technikg jest proba zaprojektowania zwigzku w zaleznosci od konformacji

I wlasciwosci fizyko-chemicznych receptora (Billingsley 2008, Jentzsch i Hines 2012).

Ograniczenia metod komputerowych

Struktury rybozyméw charakteryzuja si¢ duzo mniejsza stabilnoscig niz enzymy
biatkowe. Sprawia to, ze dokowanie do kwaséw nukleinowych jest tematyka znacznie
trudniejsza, ze wzgledu na duze zmiany konformacyjne, jakie moga zachodzi¢ podczas
wigzania si¢ liganda. By zwigkszy¢ stabilnosci struktur wprowadzane sa modyfikacje
zasad reszt nukleotydowych, lecz te z kolei moga negatywnie wptywac na zdolnosci
katalityczne rybozymu (Sioud 2006). Kolejnym problemem jest wybor miejsc
docelowych w mRNA, ktory jest kluczowy dla przeprowadzenia VS, dokowania czy
chemioinformatycznego zaprojektowania leku. Nalezy réwniez pamigta¢, ze wyniki
otrzymane metodami in silico czy de novo sg przewidywaniami komputerowymi

| zawsze wymagaja potwierdzenia przy pomocy badan do§wiadczalnych.



6. Whnioski

W wyniku prac, ktore opisane zostalty w niniejszej rozprawie doktorskiej,

Oopracowano.
e anizotropowy potencjat statystyczny opisujacy oddzialywania RNA z jonami

magnezu, sodu i potasu;

e narzedzie MetalionRNA do przewidywania miejsc wigzania si¢ jondéw magnezu,

sodu i potasu w strukturach przestrzennych RNA;

e anizotropowy  potencjal  statystyczny  opisujacy  oddziatywania = RNA

z niskoczgsteczkowymi ligandami;

e narzedzie LigandRNA do oceny i1 rankingu po6z liganda/6w w strukturach

przestrzennych RNA.



Zalaczniki

Potencjal statystyczny (CD)
Na plycie CD zalaczony zostat potencjat statystyczny.

Kod programow MetalionRNA oraz LigandRNA (CD)
Na plycie CD zalgczony zostal kod programéw MetalionRNA, LigandRNA oraz
skrypty stuzace do wyliczenia potencjaléw statystycznych.

Zbior plikow PDB wykorzystanych do wytrenowania potencjalow oraz
przeprowadzenia testow programoéw (CD)

Wszystkie pliki wykorzystane do wyprowadzenia potencjalow, a takze do
przeprowadzenia testow programow MetalionRNA oraz LigandRNA, nagrano na plyte
CD dotaczong do rozprawy doktorskiej. Dla kazdego testowanego kompleksu RNA

z ligandem dotaczono takze zestaw wygenerowanych poz.
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