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ABSTRACT

Process of NMR spectra analysis for nucleic acids is very complex. Important phase
required for cross-peaks assignment is process of finding NOE pathways — magnetization
transfer pathways between protons of consecutive residues engaged in base-pair creation, and
assignment on the basis of found pathways. Because of the small differences in chemical shift
values for RNA molecules and existence of only four types of residues, unambiguous assignment
of cross-peaks is time-consuming process. Research done in out Laboratory and prof.
J. Blazewicz Bioinformatics Laboratory resulted in system for analysis NOE pathways on the
basis of tabu-search algorithm (1). Unfortunately, despite high computational speed this solution
require additional expert knowledge. Moreover because it doesn't use various important
information, needed for unambiguous and automatic finding of NOE pathways, it isn't efficient
enough. In 2013 program using chemical shifts statistics and FLYA algorithm was created. This
algorithm can assign most of cross-peaks in aromatic-anomeric region (2).

The purpose of my research was to design and implement of informatics system for
multidimensional NMR spectra analysis for [°C,"’N] labeled RNA. This system called RNA
NOEpathfinder will considerably automatize process of NOE pathways finding, cross-peaks
assignment and create structural restraints.

I created program, that perform automatic NMR spectra analysis, reduce noise, split
spectra into regions, and search for correlations between various spectra. These correlations are
used to partially assign some of the cross-peaks. In the next steps, using given RNA sequence
and its secondary structure (dot-bracket format), short pathway fragments are generated in
aromatic-anomeric region. These fragments are assigned to sequence and combined with each
other to create pairs, that are combined with each other again. Subsequently gaps between
fragments and missing pathway fragments at the ends are filed. During each step part of the
worst solutions are removed, generated pathways are clustered and scored. Finding NOE
pathways allow to assign remaining cross-peaks, and generate distance restraints, that may be
used in modeling procedure with molecular dynamics. Program is located on computational
server and access is given through web interface located at
http://rnanoepathfinder.ibch.poznan.pl. In RNA NOEpathfinder program automatic peak picking
procedure implemented in Felix 2007 (Felix NMR Inc.) program and Topspin 3 (Bruker) are
utilized. Peak list generated that way are used as input data. Moreover RNA NOEpathfinder
allow to introduce modified nucleotide residues using its internal files system.



I. CEL PRACY

Proces analizy widm NMR dla kwaséw nukleinowych jest bardzo zlozony. Istotnym jego
etapem, koniecznym dla przypisania sygnalow, jest wyznaczenie tzw. ,,$ciezek NOE”- $ciezek
transferu magnetyzacji pomigdzy protonami kolejnych reszt nukleotydowych zaangazowanych
w tworzenie par zasad i przypisaniu sygnatow na podstawie wyznaczonych w ten sposob
sciezek. Ze wzgledu na niewielkie roznice warto$ci przesunig¢ chemicznych dla RNA i obecno$¢
jedynie czterech rodzajow reszt nukleotydowych, jednoznaczne przypisanie sygnatéw jest
niezwykle czasochtonne. Dotychczas prowadzone badania w naszej Pracowni i Pracowni
Bioinformatyki prof. J. Btazewicza zaowocowaly systemem analizy Sciezek NOE w oparciu
o algorytm tabu-search. (1). Niestety system ten, mimo duzej szybko$ci obliczen, wymaga
dodatkowej wiedzy eksperckiej (pracy eksperymentatora) i nie uwzglednia wielu istotnych
informacji, bez ktérych jednoznaczne i1 automatyczne wyznaczenie $ciezek NOE nie jest
wystarczajaco efektywne. W 2013 roku ukazat si¢ program, ktdry na podstawie opracowanych
statystyk dotyczacych wartosci przesuni¢¢ chemicznych oraz wykorzystaniu algorytmu FLYA,
moze dokonywacé przypisywania wigkszosci sygnatow w regionie aromatyczno-anomerycznym
(2).

Celem moich badan bylo zaprojektowanie i zaimplementowanie informatycznego
systemu analizy widm wielokierunkowych NMR dla znakowanych [C,""N] RNA, ktory w
duzym stopniu zautomatyzuje proces generacji Sciezek NOE, przypisywania sygnatow
1 wyznaczania wigzow strukturalnych o nazwie RNA NOEpathfinder.

Stworzylem program, ktory automatycznie analizuje widma NMR, redukuje szumy,
dzieli widma na regiony, a nastgpnie wyszukuje korelacje pomigdzy sygnatami na réznych
widmach. Na podstawie tych korelacji przypisywana jest czg$¢ sygnatow. W dalszych krokach
korzystajac z podanej sekwencji RNA 1 struktury drugorzedowej (format dot-bracket) program
ten generuje krotkie fragmenty $ciezek NOE w regionie aromatyczno-anomerycznym, ktore
nastgpnie dopasowuje do sekwencji 1 kombinuje ze soba. Tak powstate pary nastgpnie
kombinatorycznie laczy ze soba a nastgpnie uzupetnia luki pomigdzy fragmentami §ciezek oraz
brakujace fragmenty na koncach $ciezek. Na kazdym etapie odrzucana jest czg$¢ najgorszych
rozwiazan, a uzyskane $ciezki sa nastgpnie klastrowane na podstawie podobienstwa i oceniane.
Wyznaczenie $ciezek NOE pozwala na przypisanie pozostatych sygnalow oraz stworzenie
wigzéw odlegtosciowych, ktore moga by¢ wykorzystywane do modelowania czasteczki
z wykorzystaniem metod dynamiki molekularnej. Program ten jest umieszczony na maszynie
obliczeniowej, a dostgp do niego odbywa si¢ poprzez webserwis zlokalizowany pod adresem
http://rnanoepathfinder.ibch.poznan.pl. Program RNA NOEpathfinder wykorzystuje mozliwos¢
automatycznego zaznaczania sygnatow, jaka jest zaimplementowana w programie Felix 2007
(Felix NMR Inc.) oraz Topspin 3 (Bruker). Tak wyznaczone sygnaty sa przekazywane jako dane
wejsciowe. Ponadto program RNA NOEpathfinder zawiera system modyfikowalnych plikéw



wewngtrznych, dzigki ktorym istnieje mozliwo$§¢ m.in. wprowadzania modyfikacji reszt

nukleotydowych.
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II. CZESC LITERATUROWA

II.1  Wprowadzenie
Czasteczki kwasow nukleinowych, do ktérych zalicza si¢ DNA (kwas deoksyrybonukleinowy)

i1 RNA (kwas rybonukleinowy) sa dlugimi liniowymi polimerami. Odpowiadaja one za
przechowywanie 1 przekazywanie informacji genetycznej w komorce. Czasteczki RNA petnig
ponadto wiele kluczowych funkcji w komorce. Zalicza si¢ do nich przede wszystkim udziat
w ekspresji genow. W komodrce wystepuja cztery gtdéwne typy czasteczek RNA:

*  mRNA - informacyjny (matrycowy) RNA
* tRNA — transportujacy (transferowy) RNA
* rRNA - rybosomowy RNA
* ncRNA — nickodujacy RNA

mRNA

Czasteczki informacyjnego RNA tworza réznorodna grupg czasteczek, ktérej zadaniem
jest przenoszenie informacji genetycznej. Srednia dlugo$é mRNA dla ssakéw wynosi 2,2 tysiaca
zasad (3). Czasteczki te sa rozpoznawane 1 wigzane przez rybosomy, gdzie stuza jako matryca
dla syntezy biatek. Na koncach czasteczek mRNA znajduja si¢ regiony niekodujace, tzw. UTR
(ang. untranslated regions). W regionach tych czesto tworza si¢ ztozone struktury drugo-

1 trzeciorzgdowe majace wptyw na ekspresje genow.

tRNA
Czasteczki tRNA stanowia okoto 15 procent RNA obecnego w komorce (4). Struktura

drugorzedowa czasteczek tRNA ma ksztatt , liScia koniczyny” przedstawiony na rysunku 1 (5).
Czasteczki tRNA zawieraja liczne modyfikowane lub hipermodyfikowane reszty nukleotydowe.
Struktura trzeciorzgdowa przypomina liter¢ ,L” na koncach ktoérej znajduje si¢ ramig
antykodonowe 1 akceptorowe (rysunek 2). Ramie¢ akceptorowe posiada charakterystyczna
sekwencje CCA, do ktoérej wiaze sig aminokwas.

Czasteczki tRNA pelnia istotng rolg w translacji. Wiaza si¢ one specyficznie do syntetaz
aminoacylo-tRNA, ktore do ich 3' konca dotaczaja aminokwas odpowiadajacy antykodonowi
danego tRNA. Aminoacylowane tRNA sa wykorzystywane w syntezie tancucha
polipeptydowego na rybosomie. Czasteczki tRNA o sekwencji antykodonu komplementarnej do
sekwencji mRNA sa przylaczane w miejscu A, po czym nastgpuje dotaczenie aminokwasu do

rosnacego tancucha polipeptydowego, a czasteczka tRNA zajmuje miejsce P.

rRNA

Czasteczki rRNA stanowia okolo 80% puli RNA w komorkach (4) i wraz z biatkami
wchodza w sktad rybosomow (rys. 3). Rybosomy sktadaja si¢ z duzej i matej podjednostki, ktore
u Eucaryota maja stale Svedberga 60S 1 40S a u Procaryota 50S i 30S odpowiednio. Rybosomy
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Rys. 1.

T-loop

Variable
region

Anticodon loop

Struktura drugorzedowa tRNA Rys. 2. Struktura przestrzenna tRNA z drozdzy,
czlowieka kodujacego alanine, rysunek PDB ID: 2TRA

pobrany z bazy tRNAdb

(http://trna.bioinf.uni-leipzig.de)

odpowiadaja za katalizowanie reakcji dotaczania aminokwaséw do syntetyzowanego bialtka.
Role katalityczna pelnia w tym przypadku czasteczki rRNA, ktore znajduja si¢ we wszystkich
kluczowych miejscach dla tego procesu (6). Rybosom prokariotyczny ze wzgledu na roznice
w budowie wzgledem rybosomu eukariotycznego stanowi jeden z bardziej istotnych celow

terapeutycznych (7).

Rys. 3.

Struktura przestrzenna rybosomu z Thermus Thermophilus, PDB ID: 2WDK, 2WDL
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NcRNA

Wykazano, ze az 90% eukariotycznego, genomowego DNA moze ulegaé transkrypcji
(8, 9). Niewielki procent z tej puli (1-2%) koduje biatka, podczas gdy wigkszo$¢ stanowia
czasteczki niekodujacego RNA. Do czasteczek ncRNA zaliczamy takie czasteczki jak: miRNA,
piRNA, siRNA, IncRNA, eRNA czy RNA zwigzane z promotorem. Oto ich krotka
charakterystyka. MiRNA sa to krotkie (20-24 reszty nukleotydowe) czasteczki odpowiedzialne
za regulacje okolo 50% genéw (8, 10). Powstaja w wyniku ci¢¢ katalitycznych struktur
spinkowych przez enzymy Drosha i Dicer (8, 11, 12). Oddzialuja z biatkiem Argonaute
wchodzacym w sktad kompleksu RISC wyciszajacego geny. PIRNA sa krotkimi (24-31 reszt
nukleotydowych) czasteczkami wchodzacymi w oddziatywanie z biatkami Pivi (8, 13). Ich
gtowna rola jest blokowanie aktywnosci transpozonowej podczas rozwoju linii zarodkowych
(8,14). SiRNA sa to krotkie (20-24 nukleotydowe), dwuniciowe czasteczki powstajace
w wyniku cig¢ katalitycznych przez biatko Dicer i biorace udziat w wyciszaniu gendéw poprzez
oddzialywanie z kompleksem RISC. SiRNA moga réwniez wpltywaé na ekspresj¢ gendéw
poprzez zwigkszanie heterochromatynizacji DNA (8, 15). LncRNA sa klasyfikowane jako
czasteczki o dlugosci powyzej 200 reszt nukleotydowych, ktore charakteryzuja si¢ lokalizacja
jadrowa, niskim stopniem zachowawczosci 1 ekspresja (8, 16). Ich rola w komorce jest bardzo
zroznicowana. Czasteczki eRNA ulegaja ekspresji w rejonach enhancerowych w zwiazku
z czym posiadaja specyficzne dla nich wzorce metylacji. Ich dlugo$¢ waha si¢ w granicach 0.1
do 9 tysigcy par zasad (8, 17). Sugeruje si¢ ich rolg jako aktywatoréw transkrypcji. Czasteczki
RNA zwigzane z promotorem to szereg czasteczek wiazacych si¢ w rejonach promotorowych
genow. Ich dlugo$¢ moze wynosi¢ od 16 do ponad 200 reszt nukleotydowych. Wiadomo, ze
wplywaja na proces transkrypcji, jednak ich doktadna funkcja nie jest w pelni poznana (8, 18).

Poza wymienionymi wyzej rodzajami czasteczek, istnieja rowniez czasteczki snoRNA
(ang. small nucleolar RNA), ktore biora udzial w modyfikowaniu czasteczek rRNA (19).
Czasteczki RNA sa rowniez wykorzystywane jako startery (tzw. fragmenty Okazaki), podczas
syntezy nowego DNA na nici op6znionej. Istotnym odkryciem byla obserwacja, ze czasteczki
RNA sa tez odpowiedzialne za autokatalityczny splicing, co byto pierwszym dowodem na
aktywno$¢ katalitycznag RNA (20). Istnieja rowniez tzw. ryboprzetaczniki, ktére znajduja sig
w mRNA 1 poprzez wiazanie si¢ z okreslona czasteczka zmieniaja swoja strukturg przestrzenna,
czym zmieniaja poziom ekspresji genu kodowanego przez dane mRNA.

Dla wielu wirusow RNA stanowi jedyny material genetyczny przenoszacy informacje
genetyczne. Takie rodziny wiruséw jak Paramyxoviridae, Rhabdoviridae, Arenaviridae,
Bunyaviridae czy Orthomyxiviridae maja genom w postaci pojedynczej nici RNA (-), Reoviridae
zawieraja dwuniciowe czasteczki RNA, natomiast wirusy z rodzin Retroviridae, Hepadnaviridae

1 Caulimoviridae wykorzystuja odwrotna transkryptaz¢ do przepisania czasteczek RNA na DNA
(21).
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II.2 Budowa RNA

Czasteczki kwaséw nukleinowych sa to biopolimery zbudowane z rybonukleotydéw
potaczonych wigzaniami 3'-5' fosforodiestrowymi.
Nukleotydy sktadaja sig z:

e zasady azotowe]

* czgsci cukrowej

* grupy fosforanowe;j

Budoweg nukleotydow przedstawilem na rysunku 4.
NH, NH,

XN

N N
4 N
IR GO S S

HO—F—0 HO—P—O N
| e | o
Skl OH

OH H OH HO
Rys. 4. Wzory strukturalne nukleotydéw — 1) deoksynukeotyd adeninowy, 2- rybonukleotyd adeninowy,

na niebiesko zaznaczono grupe wodorotlenows oraz atom wodoru réznigce te czasteczki

Wyr6zniamy cztery podstawowe rodzaje zasad

N, " 7 " azotowych wystepujace w czasteczkach RNA:
Ng N '-5\2 15 adening, guaning, cytozyng 1 uracyl.
RN HNT NN .
H 2 H W czasteczkach  DNA  zamiast  uracylu
1 2 wystepuje tymina (rysunek 5). Nukleozydy w
NH
A ’ NS NI fancuchu potaczone sa poprzez wiazania 3'-5'
S P e, fosfodiestrowe. Kolejnosé¢ ulozenia
o 0TS o ,
H H H poszczegdlnych reszt w czasteczce RNA
& s 5 nazywamy jej sekwencja nukleotydowa.
Rys. 5. Wzory zasad azotowych: 1 - adenina, 2 -
guanina, 3 - cytozyna, 4 — tymina, 5 -
uracyl
Konformacja

Strukture przestrzenna oligonukleotydéw najczeéciej przedstawia sig¢ w postaci
wspotrzednych w trojwymiarowym uktadzie wspotrzednych kartezjanskich. Mozna rowniez
opisa¢ ja z wykorzystaniem katow torsyjnych pomigdzy okre§lonymi atomami. Dla czasteczek
RNA sa to katy: o (0O3’-P-05’-C5’) , B (P-O5’-C5’-C4’) , y (O5’-C5’-C4’-C3’) , § (C5’-C4’-
C3’-03’), € (C4’-C3’-03’-P) , C (C3’-03’-P-0O5’) oraz kat x (04'-C1'-N9-C4 — dla puryn lub
04'-C1'-N1-C2 — dla pirymidyn), ktére zaznaczytem na rysunku 6. Okreslenie katéw dla zasad

azotowych nie jest konieczne, gdyz ich pier§cienie sa praktycznie ptaskie. Czes¢ cukrowa moze
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przyjmowac rozne konformacje. Z jednej strony mozna je opisaC za pomocq pieciu katow
torsyjnych (vo, Vi, V2, V3, V4), Z drugiej strony pierscien cukrowy dazac do minimalizowania
naprezen moze przyjmowac jedynie pewne konformacje, ktére mozna opisa¢ za pomoca
dwoch parametrow: kata pseudorotacji P oraz
amplitudy pofaldowania (22, 23). Zaleznos¢
kata pseudorotacji od konformacji
przedstawitem na rysunku 7. Dla czasteczek
RNA najczesciej spotykana jest konformacja
C3'-endo, natomiast dla DNA konformacja
C2'-endo. Kat x definiuje orientacje zasady
azotowej wzgledem czeSci cukrowej. Jesli

atom O2 pirymidyny lub N3 puryny znajduje

sie ,,nad” pierScieniem czeSci cukrowej mozna

mowi¢ o konformacji syn, w przeciwnym
Rys. 6. Katy torsyjne zaznaczone
pojedynczym  nukleotydzie
czerwono katy o, B,y , 8§, £, ( na
niebiesko kat N-glikozydowy x.

2: wypadku jest to konformacja anti.

Rys. 7. Kolo pseudorotacji opisujace konformacj¢ reszty cukrowej. E (ang. envelope) — jeden atom
wysuniety poza plaszcezyzn ¢ pierScienia; T (ang. fwist) — dwa atomy wysunigte poza plaszczyzn
¢ pierscienia. Znaki ,,+” i ,,—” oznaczaj warto$¢ dodatnia lub ujemng kata torsyjnego (24).
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Pary zasad

Poszczegodlne reszty nukleotydowe moga by¢ zaangazowane w tworzenie par zasad
z innymi resztami nukleotydowymi. Nukleotydy posiadaja trzy krawedzie zlokalizowane na
zasadzie azotowej, ktore moga by¢ wykorzystane do tworzenia wiazan wodorowych z innymi

zasadami. Zostalo to przedstawione na rysunku 8.

3 %
2 %_ C}Q!@Q@
X o o
<G % \2\0 o
1 <
L NH\ 2 S NHY\ &
%5®$ % @ Y %
T\ % o &I\ &
0
[ ~ )x\ Q I N > ®
HO—P—0 o N o\ Q HO—P—0 o N Q
Q OH 3]
OH -;:'@ é
OH oH | Krawedz cukrowa OoH ox [ KrawedZ cukrowa
Rys. 8. Krawedzie, ktore moga zosta¢ wykorzystane przez nukleotydy do tworzenia par zasad.

Przyklady tworzonych par zasad
Najczesciej spotykane jest tworzenie par zasad typu Watson-Crick/Watson-Crick pomiedzy

resztami guanozyny i cytozyny oraz adenozyny i urydyny (rys. 9). Niemniej w znanych
strukturach RNA stanowia one okoto 60% wszystkich par zasad. Poznane niekanoniczne pary
zasad zostaly =zebrane w Dbazie danych Database of non-canonical base pairs
(http://prion.bchs.uh.edu/bp_type/) (25).

" H N/H
N \N’H ------ O\ CHy N 5) ------
- A\ (/ /) N\—H-— N/ A\
N / \N ----- H—N /N N—H >7N
/ —/ N — /
R N N
R N O/\/’ \R i A
/
H
N\ M 0
N N
7
el
N
/ —
. T
3
Rys. 9. Kanoniczne pary zasad 1- para A-T; 2- para G-C; 3 — para A-U
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Tworzenie par zasad umozliwia powstanie trwalych struktur zbudowanych z dwoch
antyrownolegtych nici RNA. Uklad taki, nazywany helisa RNA jest dodatkowo stabilizowany
poprzez oddziatywania warstwowe réwnolegle utozonych par zasad. Znane sa trzy gléwne
rodzaje helis: A, B oraz Z (rys. 10). Helisy A 1 B sa prawoskretne, natomiast Z — lewoskrgtna
(26). Dla czasteczek RNA typowa jest forma A (27).

Rys. 10. Poréwnanie struktur przestrzennych helis: A, B, Z DNA (PDB ID: 3V9D, 3IXN, 2HTT
odpowiednio)

Uull4

Rys. 11. Trojka zasad U:A-U znajdujaca si¢ w strukturze RNA telomerazy ludzkiej (PDBID: 2K95).

Trojki zasad

W czasteczkach RNA mozna znalez¢ trojki zasad, ktore tworza ze soba wiazania
wodorowe. Powstaja one w miejscach, gdzie jednoniciowy fragment czasteczki RNA wchodzi w
oddzialywanie z rejonem dwuniciowym (28). Fragment jednoniciowy moze oddzialtywaé
z dwuniciowym zaréwno w duzym jak i matym rowku helisy. Na rysunku 11 przedstawitem

trojke zasad znajdujaca sig¢ w strukturze pseudowezta RNA telomerazy ludzkie;.
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Platforma adenozynowa

Jest to motyw strukturalny, w ktérym dwie kolejno utozone adenozyny uktadaja sie
w jednej ptaszczyznie 1 tworza wiazania wodorowe niezaleznie od tworzenia oddziatywania typu
Watsona-Cricka z reszta urydyny przez druga z adenozyn. Ponizej platformy adenozynowe;j
znajduje si¢ niekanoniczna para zasad typu Hoogsteena (A-U lub G-U), ktora stabilizuje taka
strukture. Pierwszy motyw platformy adenozynowej odkryto w domenie P4-P6 grupy I intronu

z Tetrahymena (rys. 12).
A 225

U 249

A 226

Rys. 12. Motyw platformy adenozynowej, PDB ID: 1HR2

Suwaki rybozowe

Motyw suwakéw rybozowych (ang. ribose zippers) wystgpuje dos¢ powszechnie
w strukturach RNA. Wystepuje on, gdy obserwujemy wigzania wodorowe pomigdzy atomem N3
puryny lub O2 pirymidyny a grupami 2'-OH drugiej nici, co wida¢ na rysunku 13.

Rys. 13. Suwaki rybozowe w domenie P4-P6 zmutowanego intronu grupy I z Tetrahymena, PDB ID:
1L8V. Kolorem zielonym zaznaczylem wigzania wodorowe.

Motyw spinki do wlosow

Motyw spinki do wloséw jest najczgéciej wystgpujacym motywem strukturalnym.
Powstaje on na skutek tworzenia par zasad w pojedynczej nici RNA. Cze$¢ reszt
nukleotydowych tworzy petle terminalna (ang. ferminal loop), podczas gdy pozostate tworza
trzon petli (ang. stem) (rys. 14).
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Rys. 14.

Struktura przestrzenna motywu spinki Rys. 15. Struktura petli czteronukleotydowej

do wlosow, PDB ID: 2KVN

Pe¢tla czteronukleotydowa.

AGUU, PDB ID: 1K4B.

Petla czteronukleotydowa jest to specjalny przypadek motywu spinki do wlosow, ktory

warto wyr6ézni¢ ze wzgledu na jego stabilno$¢ oraz czesto$¢ wystepowania wsroéd naturalnie

wystepujacych motywow strukturalnych (rys. 15). Stanowi on ponad potowe wszystkich struktur
spinkowych RNA. Petle te najczgscie] maja sekwencje UNCG, GNRA Iub CUYG, gdzie N to
dowolny nukleotyd, R - puryna a Y — pirymidyna (29). Najbardziej stabilne sa petle GNRA, gdyz

w obrebie petli G tworzy parg zasad typu sheared z A. Pgtle czteronukleotydowe typu GNRA

specyficznie wiaza si¢ do wielu motywow strukturalnych RNA.

Styki

Rys. 16.

Styk (ang. junction) jest tworzony przez trzy
lub wigcej helis taczacych si¢ w jednym
miejscu. Styki trojcztonowe w RNA moga
pehi¢ rolg ryboprzetacznikow lub rybozymow
(30). Styki trojcztonowe najczesciej przyjmuja
ksztatt zblizony do litery Y (rys. 16), ktory jest
stabilizowany przez wspolosiowe
oddziatywania warstwowe (oméwione dalej)
oraz inne oddzialywania pomigdzy helisami.

Przyktadem  styku  trojczlonowego  jest

Struktura przestrzenna tl‘()jCZlOIlOWCgO rybozym hammerhead_ Peh]ac llStQ Znanych

styku, PDB ID: 1IEKW

stykow mozna znalez¢ w bazie RNAJuncion Database (http://rnajunction.abec.nciferf.gov/) (31).
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Pe¢tle wewnetrzne i wybrzuszenia

Rys. 17. Struktura dupleksu RNA zawierajacego
jednonukleotydowe wybrzuszenie, PDB
ID: 2K41

Zwrot U

Petle wewngtrzne to struktury powstajace na
skutek braku parowania jednej lub kilku reszt
nukleotydowych ~w  strukturze helikalnej.
Reszty, ktore nie tworza par zasad ulegaja
wypetleniu. Liczba niesparowanych reszt moze
by¢ identyczna lub r6zna w obu niciach, przez
co powstaja odpowiednio pgtle symetryczne
i niesymetryczne. Jesli jedna lub kilka reszt
ulega wypetleniu tylko w jednej nici, to
mozemy mowi¢ o wybrzuszeniach (ang.
bulge). Takie wybrzuszenie przedstawilem na
rysunku 17 (32).

Jest to motyw petli terminalnej, w ktorej nastgpuje zwrot o 180 stopni. Zwrot U

charakteryzuje si¢ specyficznym uktadem oddziatywan stabilizujacych, w ktore zaangazowane

sa pierwsza 1 trzecia reszta (iminowy atom wodoru pierwszej reszty oddziatuje z tlenem grupy

fosforanowej trzeciej reszty, a grupa 2'-OH pierwszej reszty z atomem N7 trzeciej). Najbardziej

znanym przykladem zwrotu U jest rami¢ antykodonowe czasteczek tRNA (rys. 18) (33).

Rys. 18.

Czasteczka tRNA z zaznaczong petla zawierajaca zwrot U (Kolor niebieski), PDB ID: 2TRA
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Motyw oddzialujacych petli

Motyw oddzialujacych petli (ang. kissing loops) powstaje, gdy reszty nukleotydowe
nalezace do roznych petli terminalnych tworza ze soba pary zasad (rys. 19). Pierwszy raz
struktura ta zostata opisana dla petli TAR wirusa HIV (34). Struktura ta stabilizowana jest przez
jony magnezu. List¢ motywow oddziatujacych petli, podobnie jak listg znanych stykow mozna
odnalez¢ w bazie RNAJunction.

Rys. 19. Motyw oddzialujacych petli, PDB ID: 1KIS. Reszty nukleotydowe zaangazowane w
oddzialywanie zaznaczylem kolorem niebieskim i rézowym.

Rys. 20. Czasteczka tRNA z zaznaczonymi ramieniem akceptorowym (kolor zielony) oraz ramieniem T
(kolor niebieski) bioracymi udzial we wspélosiowym oddzialywaniu warstwowym, PDB ID:
2TRA
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Wspolosiowe oddzialywania warstwowe

Struktury helikalne moga si¢ wzajemnie stabilizowaé poprzez wspotosiowe
oddzialywania warstwowe. Do sytuacji takiej dochodzi, gdy dwie helisy sa ulozone jedna nad
druga tak, ze terminalne pary zasad obu helis moga ze soba oddziatywa¢ warstwowo.
Oddzialywanie takie mozna zaobserwowaé¢ na przyklad w strukturze rybozymu typu
hammerhead oraz czasteczkach tRNA (rys. 20).

Pseudowezly

Précz prostych petli, czasteczki RNA moga tworzy¢ bardziej skomplikowane struktury,
w ktorych dwie nici oddzialuja w ten sposob, ze tworzona jest petla, ktora oddziatuje
z fragmentem jednoniciowym nie nalezacym do tej pgtli (rys. 21, 22). Struktur¢ taka mozna

qC’GC ,,rozpla(taé”‘ bez roz.rywania wia(za'ﬁ

& : A,G'C,GG' Au kowalencyjnych. Poniewaz obecnie
u'qCGC'V Cu 37 w strukturach RNA znajdowanych jest coraz
cuAfG'i wigcej pseudoweztow, sa one katalogowane w
UA AR bazie PseudoBase++ (35)
YA Ag (http://pseudobaseplusplus.utep.edu/). Do
J wizualizacji struktury drugorzedowej mozna

Rys. 21. Struktura drugorzedowa pseudowezla wykorzysta¢  oprogramowanie Pseudoviewer

- aptamer  przeciw  odwrotnej (http://wilab.inha.ac.kr/pseudoviewer2/).
transkryptazie wirusa HIV-1 (36)

Rys. 22. Struktura przestrzenna pseudowezla odpowiadajacego za regulacje przesuniecia ramki odczytu
z wirusa Pea Enation Mosaic Virus Type I; PDB ID: 1KPZ
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G-kwadrupleksy i trypleksy

G-kwadrupleksy sa czasteczkami o duzej zawartosci reszt guanozyny, ktdre przyjmuja

charakterystyczna form¢ zawierajaca tetrady guanozynowe (rys. 23). G-tetrady te stabilizowane

! H - sa przez kationy jednowarto$ciowe
. )\ ,H’NYN | N>_ zlokalizowane ~ w  kanale  utworzonym

~N N~ H
_ N N/ w centrum  G-kwadrupleksu  oraz  przez
Ny —=o" ol‘ ) oddzialywania warstwowe z sasiadujacymi
N—H . e ..
H_N>7 N\H\ K" H\N4< G-tetradami (37). Istotna rolg¢ w stabilizacji
H, \|o /O:S_<N kwadrupleksow pelni tez kierunkowo$é wiazan
. 4</N | N /N\_ - wodorowych w G-tetradach, bioracych udziat
: N/)\N’H/ Y w oddziatywaniach warstwowych.

/ H

a H G-kwadrupleksy moga mie¢ roézna topologig,

Rys.23.  Struktura tetrady guanozynowej, na wynikajaca z odmiennego ulozenia fancuchéw

czerwono zaznaczony jon potasu, na wzgledem siebie. Wyrdézniamy kwadrupleksy
niebiesko zaznaczone atomy tworzace
biorace udzial w tworzeniu wigzan
wodorowych: tlen grupy karbonylowej Reszty nukleotydowe niezaangazowane
06 i atom wodoru H1 oraz atom azotu
N7 i atom wodoru H2.

rownolegte, antyréwnolegle oraz hybrydowe.

w tworzenie G-tetrad formuja laczace je petle
(rys. 24) (37).

I

Rys. 24. Wystepujace w strukturach G-kwadruplekséw petle: A- boczne, B — przekatne, C — zewnetrzne
37).

Odkryto rowniez struktury, ktore zbudowane sa z trzech nici kwasu nukleinowego.

Przyktadem moze by¢ struktura pseudowezla wystepujacego w RNA wchodzacym w skiad

telomerazy (38) przedstawiona na rysunku 25. Trzecia ni¢ asocjuje do duzej bruzdy dupleksu

tworzonego przez pozostate nici.
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Rys. 25. Struktura przestrzenna potréjnej helisy znalezionej w RNA telomerazy z drozdza
Kluyveromyces lactis, PDB ID: 2M8K
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II.3 Spektroskopia NMR kwasow nukleinowych

Badanie struktury przestrzennej biomolekut pozwala na lepsze zrozumienie
mechanizmow reakcji oraz interakcji czasteczek ze soba. Badania te pozwalaja z jednej strony
poszerzy¢ wiedze dotyczaca funkcjonowania organizméw, a z drugiej umozliwiaja
projektowanie  lekow nowych  generacji  wykorzystujacych  poznane  wlasciwosci

makroczasteczek.

Do badan struktury biomolekut shuzy szereg metod badawczych.
Metody te mozna podzieli¢ na:

* metody wykorzystujace rdznice mas czasteczkowych

* metody okreslania ksztattu makroczasteczek ze $rednia rozdzielczoscia
* metody okreslania struktury z rozdzielczo$cia atomowa

* metody obliczeniowe

Do metod wykorzystujacych réznice mas czasteczkowych zalicza si¢ przede wszystkim
spektrometri¢ masowa oraz sekwencjonowanie, dzigki ktorym mozna pozna¢ masg i strukture
pierwszorzedowa makromolekuly. Rozwijanych jest rowniez wiele metod wykorzystujacych
modyfikowanie lub rozcinanie poszczegdlnych reszt, dzigki czemu uzyskuje si¢ informacje
o strukturze drugo- lub trzeciorzgdowej. Dla RNA do takich metod naleza metody
wykorzystujace cigcia enzymatycze (39), z wykorzystaniem jondw otowiu (40) czy metoda
SHAPE (ang. selective 2"-hydroxyl acylation analyzed by primer extension) (41).

Do metod wyznaczania struktur przestrzennych ze S$rednia rozdzielczoscia stuza
mikroskopia sit atomowych (AFM) oraz mikroskopia elektronowa (cryoEM). Pierwsza z tych
metod wykorzystuje oddzialywania migdzyatomowe migdzy mikroskopem a badana
powierzchnia (42), natomiast druga polega na obserwacji elektronow przechodzacych przez
probke w warunkach kriogenicznych (43). Pewne informacje o konfiguracji czasteczek,
np. dotyczace skretnosci helisy mozna uzyska¢ dzigki dichroizmowi kolowemu - CD
(ang. Circular Dichroism) (44).

Metody pozwalajace na rozwiazywanie struktur z dokladno$cia atomowa to
krystalografia oraz spektroskopia NMR. Pierwsza z tych metod wykorzystuje ugigcie promieni
rentgenowskich na strukturze krystalicznej zbudowanej z czasteczek badanego zwiazku. Obecnie
metoda ta mozna uzyskiwaé struktury o rozdzielczoéci ponizej 1 A (45) oraz struktury duzych
makromolekut oraz kompleksow (46). Gtowna wada tej metody jest konieczno$¢ uzyskania
krysztatu, niemozliwo$¢ uzyskania informacji o regionach mato ustrukturalizowanych oraz
mozliwo$¢ wystapienia lokalnych zmian struktury powstatych w wyniku tworzenia krysztatu.
Spektroskopia NMR pozwala na badanie struktur przestrzennych w roztworze, czyli warunkach
bardziej zblizonych do fizjologicznych (47). Pozwala réwniez na badania dynamiki czasteczek

oraz regiondw nieuporzadkowanych. Glowna wada tej metody sa problemy w rozwiazywaniu
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struktur zwiazkéw o duzych masach czasteczkowych. Najwigksza czasteczka RNA rozwiazana
za pomoca spektroskopii NMR jest fragment RNA HIV-1 o dhlugosci 155 nukleotydow,
zawierajacy sygnat pakowania wirusa (48).

Ze wzgledu na trudnosci zwiazane z uzyskaniem danych eksperymentalnych, czgsto
stosuje si¢ metody modelowania molekularnego. Modelowanie molekularne wykorzystuje dwa
przeciwne podejscia — modelowanie homologiczne, w ktdrym do uzyskania modelu struktury
przestrzennej wykorzystuje si¢ znane struktury albo modelowanie ,,ab initio” - opierajace sig
o dynamike molekularna. Metody te pozwalaja na badania zaro6wno na poziomie atomowym (49)
jak 1 ,,gruboziarnistym” (ang. Coarse-grained), gdzie pojedyncza reszta jest reprezentowana
tylko przez jeden lub kilka weztow (50). W naszym zespole (Zespot Struktury i Funkcji RNA)
rozwijana jest nowa metoda przewidywania struktury przestrzennej czasteczek RNA
zaimplementowana w oprogramowaniu RNAComposer (http://rnacomposer.cs.put.poznan.pl/)
(51, 52). W metodzie tej wykorzystywane sa krotkie fragmenty znanych struktur przestrzennych
czasteczek RNA, ktore nastgpnie sa taczone w wigksza strukture.

Struktury przestrzenne poznanych czasteczek sa zdeponowane w bazie PDB
(ang. Protein Data Bank) (http://www.rcsb.org) (53). Na dzien 17 sierpnia 2015 roku, liczba
struktur zdeponowanych w bazie PDB wyniosta 111241 (rys. 26). Wigkszo$¢ z nich stanowia
struktury biatek. Znacznie mniejsza grupg stanowia czasteczki kwaséw nukleinowych, w tym
1581 struktur czasteczek DNA, 1103 struktur czasteczek RNA, oraz 5050 komplekséw biatko -
kwas nukleinowy. Jednoczesnie okoto 42% struktur czasteczek RNA (nie uwzgledniajac
kompleksow) jest rozwiazanych za pomoca spektroskopii NMR. Dla poréwnania, w przypadku
biatek jest to okoto 9%.

2014 “——
2012  ——
2010 _——

0 20000 40000 60000 80000 100000 m Rocznie
mSuma

Rys. 26. Liczba struktur RNA zdeponowanych w bazie PDB na przestrzeni kolejnych lat
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I1.3.1 Zjawisko rezonansu

Jadro atomowe obdarzone jest spinem jadrowym. Jest to wektor momentu pedu
wynikajacy z ruchu obrotowego jadra. Warto$¢ spinu zalezy od spinowej liczby kwantowej
1 przyyjmuje wartosci bedace wielokrotnoscia ‘2. Kazde jadro posiadajace niezerowy spin
jadrowy posiada moment magnetyczny p=yhl, gdzie h to kre§lona stata Plancka, I — spin jadrowy
a y to wspolczynnik giromagnetyczny. Warto§¢ wspolczynnika giromagnetycznego zalezy od
rodzaju jadra. Zjawisko rezonansu mozna obserwowac dla jader posiadajacych moment
magnetyczny (czyli jader posiadajacych niezerowy spin jadrowy). Poniewaz jadra posiadajace
spin wigkszy niz 2 posiadaja rowniez moment kwadrupolowy, sygnaty dla nich sa relatywnie
szerokie. Z tego powodu do badan nad czasteczkami RNA wykorzystuje si¢ migdzy innymi jadra
'H, C, "N, *'P i "F posiadajace spin Y.

Tabela 1. Wladciwo$ci magnetyczne wybranych jader atomowych (54)

Atom |Izotop |Spinowa Moment Wspblczynnik Czestotliwosé Czutos¢ Naturalna
liczba magnetyczny | giromagnetyczny |rezonansowa dla | detekcji zawarto$¢
kwantowa pola 1T

H 'H 0.5 2.79277 2.675 42.577 1.0 99.98

H 1 0.85735 0.411 6.536 0.009 0.0156

B B 3 1.8007 0.288 4.575 0.02 18.83

"B 1.5 2.6880 0.858 13.660 0.165 81.17
C BC 0.5 0.70216 0.673 10.705 0.016 1.108
N “N 1 0.40369 0.193 3.076 0.001 99.635

"N 0.5 -0.28298 -0.271 4315 0.001 0.365

0 2.5 -1.8930 -0.363 5.772 0.029 0.037

F F 0.5 2.6273 2.517 40.055 0.834 100.0

Si »Si 0.5 -0.55492 -0.531 8.460 0.079 4.70

P ’'p 0.5 1.1316 1.083 17.235 0.066 100.0

Umieszczenie czasteczki w silnym polu magnetycznym B, spowoduje powstanie
dyskretnych stanéw energetycznych dla atomow wchodzacych w jej sktad. Wektor precesji spinu
jadra dla atomu o poldéwkowym spinie jadrowym jest wtedy zorientowany rownolegle lub
antyrownolegle do kierunku pola magnetycznego (rys. 27 A). Roznica energii pomigdzy tymi
stanami zalezy od wartosci indukcji zewngtrznego pola magnetycznego (By) oraz rodzaju jadra.
Roéznica ta wplywa na obsadzenie obu stanéw energetycznych, co z kolei przeklada si¢ na
czuto$¢ eksperymentow. Ta zalezno$¢ wywotala potrzebe budowania coraz silniejszych
magnesOw, by poprawic¢ stosunek sygnatu do szumu.

Dziatajac na probke polem elektromagnetycznym o odpowiednio dobranej czgstotliwosci
mozna stymulowac¢ przej$cie z nizszego stanu energetycznego na wyzszy. Spektroskopia NMR

polega na obserwacji absorpcji energii podczas przejScia pomigdzy stanami energetycznymi
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(rys. 27 B). Zmieniajac czgstotliwos¢ mozna w ten sposdb otrzyma¢ widmo NMR. Metoda ta
nosi nazwe metody fali ciagtej (ang. continuous wave) — CW NMR. Mozna stosowac réwniez
zmiang pola magnetycznego przy statej czgstotliwosci naswietlania (ang. field sweep) , jednak
juz w latach siedemdziesiatych ubieglego wieku zaniechano tej metody.

A B

R -
B, 6 ‘ 6 Q B,
‘ ‘ (’ E=hv

Rys. 27. A) Przedstawienie orientacji wektora precesji spinéw jadrowych dla atoméw o poléwkowym
spinie jadrowym w silnym polu magnetycznym, B) Przejscie pomig¢dzy stanami o réznej energii
po spelnieniu warunku rezonansu. B, — wektor indukcji pola magnetycznego.

Aby uzyska¢ widmo wyzej opisana metoda potrzebna jest znaczna ilo§¢ czasu, gdyz
nalezy dokonywa¢ pomiaru dla wielu czgstotliwosci po kolei. Obecnie stosuje si¢ metode
wykorzystujaca fransformacje Fouriera (FT NMR), w ktorej za pomoca nawet pojedynczego
pomiaru mozna uzyska¢ widmo. Metoda ta polega na naswietlaniu probki pojedynczym silnym
sygnalem o czegstosci zblizonej do czestosci Larmora, czyli czgstosci precesji spinu jadrowego
(54). Sygnat ten trwa najczg$ciej kilkadziesiat mikrosekund i wychyla magnetyzacj¢ o okreslony
kat — najczesciej 90° (m/2) od potozenia réwnowagi w kierunku osi y. Wektor magnetyzacji
zaczyna precesj¢ wokot osi z 1 z czasem powraca do potozenia rownowagi (rys. 28). Rzut
precesji na o$ y jest rejestrowany przez odbiornik i1 zapisany w postaci sygnatu precesji
swobodnej tzw. FID (ang. Free Induction Decay). Wykonanie operacji matematycznej,
transformacji Fouriera na tych danych powoduje otrzymanie takiego samego widma jak
w przypadku spektroskopii NMR fali ciaglej. Przez lata opracowano wiele réznych rodzajow
widm, ktoére uzyskuje si¢ poprzez dodawanie dodatkowych impulsow o okreslonej sile,
czestotliwos$ci, ksztalcie oraz odstgpie czasowym od pozostatych impulséw. Przyktadem proste;j
techniki moze by¢ technika echa spinowego (54). Technike te stosuje si¢ w celu wyeliminowania
efektu niejednorodnosci pola, ktére wystepuje w réznych czeéciach probki, co przektada sig na
gorszy ksztatt sygnatow. Jesli roztozymy wektor magnetyzacji na sumg elementarnych
momentdw magnetycznych, to po przylozeniu impulsu /2 mozemy zaobserwowac rozwijanie
si¢ magnetyzacji w wachlarz sktadowych. Jesli po czasie T przylozymy impuls nt to poszczego6lne
sktadowe beda dazyly do zbieznosci, ktora osiagna po czasie 21. W tym momencie w cewce
odbiorczej (opisanej w rozdziale ,Budowa spektrometru NMR”) pojawi si¢ zaindukowane
napigcie — echo spinowe.
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Rys. 28. Uzyskiwanie sygnalu NMR w przypadku spektroskopii wykorzystujacej transformacje
Fouriera; a — uklad w stanie r6wnowagi; b — impuls; ¢ — wychylenie i precesja magnetyzacji; d —
sygnal indukcji swobodnej (FID); e — widmo NMR.

I1.3.2 Przesunigcie chemiczne

Absorpcjg energii podczas zjawiska rezonansu rejestruje si¢ w postaci widma. Na widmie
tym widoczne sa sygnaty absorpcyjne dla czgstotliwosci dla ktorych zaszlo zjawisko rezonansu.
Ze wzgledu na to, zZe czgstotliwo$¢ zalezy od przylozonego wektora indukcji pola
magnetycznego do okreslania potozenia sygnatu na widmie stosuje si¢ wielko§¢ bezwymiarowa -
przesuniecie chemiczne (§). Jednostka przesuniecia chemicznego jest 10 lub inaczej ppm

(ang. parts per milion). Warto$¢ przesunigcia chemicznego wynosi:
6 = (Vsubstance - Vreference)/ Vo

gdzie Vbsance 10 czgstotliwosé rezonansowa dla jadra badanej probki, Vreference t0 czgstotliwosé
rezonansowa wzorca, a /vo to cz¢stotliwos¢ podstawowa spektrometru.

Przesunigcie chemiczne danego sygnatu mierzy si¢ wzgledem potozenia sygnatu wzorca.
W tym celu najczgéciej wykorzystywany jest TMS (tetrametylosilan). Wzorzec moze by¢
zewnetrzny (wprowadzany do probowki w wezszej proboéwce) oraz wewngtrzny — dodawany do

badanego preparatu. Warto$¢ przesunigcia chemicznego dla danego typu jadra moze si¢ r6znic.
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Wrynika to z tego, ze ciagle poruszajace si¢

elektrony oddzialuja z zewngtrznym polem

magnetycznym By, przez co nastgpuje zmiana

Bo ich ruchu, co z kolei przektada si¢ na

B \ stworzenie indukowanego pola magnetycznego

e o zwrocie przeciwnym do By (rys. 29). Pole to

Rys.29.  Przeslanianie jadra przez chmurg powoduje ekranowanie lub odstanianie jader
ckronowa (OB, sewnctrme e omowych.  Najwiekszy  wplyw 1
ekranowanie danego

jadra maja elektrony znajdujace si¢ w jego bezposrednim sasiedztwie, w zwiazku z czym
gldéwnym czynnikiem wplywajacym na warto$¢ przesunigcia chemicznego dla danego jadra jest
jego otoczenie chemiczne (55).

Ze wzgledu na podobienstwo w budowie chemicznej — linie reznonasowe dla jader
znajdujacych si¢ w okreslonej grupie chemicznej zazwyczaj maja podobne warto$ci przesunigc
chemicznych. Linie rezonansowe obserwowane na widmach NMR powstaja w wyniku
usrednienia sygnaldow pochodzacych od jader czasteczek znajdujacych si¢ zar6wno w roznej
orientacji przestrzennej wzglgdem pola magnetycznego jak i1 posiadajacych rézna konfiguracje
przestrzenna wynikajaca z obrotu grup atomoéw wzgledem wigzan chemicznych. Réznice w
warto$ciach lokalnego pola magnetycznego wynikajace z efektoéw ekranowania stanowia
najczesciej niewielki procent pola Bo. W zwiazku z tym rejestracja dobrej jakosci widma

wymaga niezwykle czulej aparatury pomiarowe;.

I1.3.3 Objetosci i intensywnosci sygnalow

Zardwno intensywnos¢ 1 objetos¢ sygnatu sa proporcjonalne do ilosci jader, od ktorych
pochodzi ten sygnat. Amplituda sygnatu moze si¢ jednak r6zni¢ ze wzgledu na roézna szerokosé
1 multipletowo$¢ sygnatow. W zwiazku z tym bardziej uzyteczna wydaje si¢ objetos¢ danego
sygnalu. Porownujac objgtosci sygnaldow mozna migdzy innymi rozpozna¢ ktore sygnaty naleza
do poszczegbdlnych zwiazkéw w mieszaninie lub znalez¢ grupy chemiczne posiadajace kilka

identycznych magnetycznie jader.

11.3.4 Sprze¢zenie spinowo—spinowe

Spin jadrowy powoduje staba polaryzacj¢ magnetyczna elektronéw otaczajacych dane
jadro. Polaryzacja ta jest przekazywana dalej poprzez wiazania chemiczne (rys. 30). W ten
sposOb pole magnetyczne wokot drugiego jadra jest wzmacniane lub ostabiane. Zjawisko to
nazywamy sprze¢zeniem spinowo—spinowym. Jesli rozpatrujemy przypadek jader o spinie
potoéwkowym, to dla pél magnetycznych wykorzystywanych w spektroskopii magnetycznego
rezonansu jadrowego populacja spindéw zorientowanych réwnolegle lub antyrownolegle jest

prawie identyczna. W zwiazku z tym ostabienie lub wzmocnienie pola magnetycznego jest tak
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samo prawdopodobne. Prowadzi to do powstania dwdch linii rezonansowych dla drugiego jadra

(rys. 31). Poniewaz energia tych oddziatywan zalezy od orientacji molekut a nie od

B,

Rys. 30. Transfer polaryzacji powloki
elektronowej (czerwona strzalka)
wywolanej przez spin jadrowy (czarna
strzalka) przez wigzanie chemiczne.

Rys. 31.
skalarnego.

12
*J(Hz)
Rys. 32.

indukcji pola, linie te sa oddzielone od siebie o
od
zewngtrznego warto$¢. Z tego powodu wartosé
oddziatywanie
skalarnego

stala, niezalezna natezenia  pola

okreslajaca  to stalg

sie¢ W
jednostkach czgstotliwosci (Hz). W przypadku

sprzgzenia podaje
sprzezenia przez jedno wiazanie ('J) moéwimy
o sprzgzeniu jader bezposrednio ze soba
zwiazanych, przez dwa wigzania (%)

sprzezeniu geminalnym a przez trzy (J) —

sprze¢zeniu wicynalnym.

Fragment widma jednowymiarowego 'H NMR, na ktérym zaznaczono stala sprzezenia

<

Zaleznos$¢ wartoSci stalej sprzezenia w zaleznosci od wartosci kata torsyjnego (24).
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Dla sprzezen wicynalnych istnieje zalezno$¢ pomiedzy katem torsyjnym ¢ tworzonym
przez te wigzania a wartosciq stalej sprzezenia. ZaleznosSc ta jest opisana rownaniem Karplusa:
*J=A+B*cosp+C*cos2¢. Wartosci A, B i C sa rézne dla réznych grup zwigzkéw i wyznacza sie
je doswiadczalnie. Dla katéw torsyjnych bliskich 0° lub 180° wartoSci statej sprzezenia sa

najwieksze, natomiast dla katow bliskich 90° stata sprzezenia jest bliska 0 (rys. 32).

I1.3.5 Efekty relaksacyjne

Po wzbudzeniu podczas pomiaru, jadro powraca do stanu rownowagi. Dzieje si¢ to dzigki
efektom relaksacyjnym. Relaksacja zachodzi ze wzgledu na lokalne zaburzenia, ktore wplywaja
na orientacj¢ spinu. Wyrdzniamy dwa rodzaje relaksacji: relaksacja spin—sie¢ (podiuzna) oraz
relaksacja spin—spin (poprzeczna).

Relaksacja spin-sie¢ dotyczy magnetyzacji zgodnej z kierunkiem pola magnetycznego.
Relaksacja podluzna polega na oddaniu energii zaabsorbowanej podczas wzbudzenia, do
otoczenia. W duzym stopniu zalezy ona od poruszajacych si¢ lokalnych dipoli magnetycznych.
Czasem T okresla si¢ czas, ktory liczac od zakonczenia impulsu RF potrzebny jest do ustalenia
roOwnowagowego namagnesowania. Wplywa on w znaczacym stopniu na ksztatt 1 intensywnos¢
sygnalu rejestrowanego na widmie.

Relaksacja spin—spin polega na utracie spdjnosci magnetyzacji dla wzbudzonego uktadu
jader. Dzieje si¢ to poprzez niejednorodnos$ci i1 fluktuacje pola magnetycznego, ktore
umozliwiaja oddzialywanie ze soba poszczegdlnych spindéw. W polaczeniu z ruchami

czasteczkowymi prowadzi to do powstawania rozbiezno$ci w fazie.

I1.3.6 Budowa spektrometru NMR

Spektrometr magnetycznego rezonansu jadrowego jest zbudowany magnesu
nadprzewodzacego, w $rodku ktérego umieszczona jest sonda. Sonda zawiera przede wszystkim
cewki nadawcza 1 odbiorcza, oraz zestaw cewek poprawiajacych jednorodno$¢ pola
(ang. shimming). Dostepnych jest wiele rodzajow sond, ktére umozliwiaja pomiary na kilku
kanatach jednoczesnie. W magnesie mozna zainstalowa¢ rowniez tzw. kriosondg, ktéra dzigki
schtodzeniu elementéw elektronicznych w bezposrednim otoczeniu pomiaru pozwala na znaczna
poprawe stosunku sygnatu do szumu na widmach. Sonda polaczona jest z konsola poprzez uktad
wzmacniaczy oraz opcjonalnych filtrow. Konsola jest nadzorowana przez uzytkownika poprzez
stacje robocza. Dodatkowo spektrometr moze by¢ wyposazony rowniez w stacje kontroli

temperatury lub robota do automatycznej zmiany probek.
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Rys. 33. Schemat nowoczesnego spektrometru NMR z wyposazeniem. 1) Magnes, 2) Sonda, 3) Cyfrowa
konsola wysokiej rozdzielczosci, 4) Stacja kontrolna, 5) Wzmacniacz sygnahu, 6) Jednostka
kontroli temperatury, 7) Robot do zmiany prébek.

I1.3.7 Rejestracja widm NMR

Aby otrzyma¢ widmo NMR najpierw nalezy przygotowac probke do badan. Najlepiej
jesli uzyty rozpuszczalnik nie posiada atoméw wodoru, dzigki czemu sygnal od rozpuszczalnika
nie bedzie utrudnial odczytywania innych sygnatow. W tym celu stosuje si¢ rozpuszczalniki
deuterowane. Dla czasteczek RNA wykorzystuje si¢ wode deuterowana. W celu maksymalnej
eliminacji zawarto$ci H,O oraz HDO, probke mozna dwukrotnie odparowa¢ z woda
deuterowana. Aby uzyskaé¢ informacje o atomach wodoru wymienialnych z woda stosuje si¢
mieszaning 90% H20 1 10% D20, natomiast sygnat wody wygasza si¢ za pomoca jednej z kilku
technik wygaszania wody, np. z wykorzystaniem techniki rzezbienia wzbudzenia z gradientami
(ang. water suppression using excitation sculpting with gradients) (56). W celu uzyskania jak
najwigkszego stezenia w jak najmniejszej objetosci stosuje si¢ probowki 3mm, ktorych budowa
pozwala zredukowac objeto$¢ do okoto 200 pl.

Do wykonywania pomiarow wykorzystuje si¢ specjalne oprogramowanie, ktore pozwala
na zmian¢ parametrow eksperymentoOw, zebranie danych 1 wstgpna analize¢ wynikow.
Przykladowe oprogramowanie stuzace do uruchamiania eksperymentéw przedstawilem na
rysunku 34.
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Rys. 34. Icon NMR - przykladowe oprogramowanie stuzace do wykonywania eksperymentow

Probke podczas pomiarOw mozna rotowaé, co pozwala na uzyskanie wigkszej
jednorodnosci pola magnetycznego, jednak ze wzgledu na coraz bardziej doskonate magnesy,
wykonywane z duza doktadnos$cia proboéwki oraz bardzo czyste rozpuszczalniki nie zawsze to
jest konieczne.

Podczas wykonywania eksperymentu wazne jest, by nat¢zenie pola miato caty czas taka
sama wartos¢. W tym celu wykorzystuje si¢ kompensacje zaburzen zewnetrznych zaleznych od
czasu, tzw. lock, ktory pozwala na wykrycie i1 korektg dryftu pola magnetycznego. Jako sygnat
lock'u wykorzystuje si¢ sygnal od deuterowanego rozpuszczalnika. Nastgpnie wykonuje si¢
optymalizacj¢ jednorodnosci pola (ang. shimming) dzigki ktérej mozna uzyska¢ lepsza
rozdzielczo$¢ sygnatéw. Kolejnym krokiem jest tuning i1 matching, ktére odpowiadaja za
dostrojenie cewek do czestotliwosci badanego jadra oraz dopasowanie do standardowej
impedancji uktadu. Nastgpnie wyznacza si¢ optymalne wzmocnienie sygnatu i rejestruje widmo
NMR. Uzyskany ta droga sygnal FID przede wszystkim poddaje si¢ transformacji Fouriera,
a nastgpnie dopasowuje fazg, zaznacza sygnaly (ang. peak picking), ktére mozna nastgpnie

zintegrowac.
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I1.3.8 Wielowymiarowe widma NMR

Jedna z technik, ktore miaty znaczacy wptyw na rozwdj i wykorzystanie spektroskopii
NMR do badan strukturalnych jest opracowanie techniki widm wielowymiarowych. Pozwalaja
one na rozdzielnie 1 korelowanie naktadajacych si¢ na siebie sygnatow. Widma te wykonuje si¢
stosujac sekwencj¢ impulséw rozdzielonych w czasie, z ktérych ostatni jest impulsem IT1/2.
Zmieniajac odstep pomigdzy sygnatami mozna zarejestrowac seri¢ widm, ktore nastgpnie
poddaje si¢ transformacji Fouriera, dzigki czemu uzyskuje si¢ widmo 2D lub o wigkszej liczbie
wymiaréw (57).

Na przestrzeni lat opracowano wiele widm wielowymiarowych, wykorzystujacych rézne
sekwencje w celu uzyskania réznych informacji. Ponizej przedstawitem kilka wybranych
rodzajéow eksperymentow, ktére znajduja szerokie zastosowanie w badaniach struktury
przestrzennej RNA.

Widma korelacyjne COSY (ang. Correlation Spectroscopy) pozwalaja na uzyskanie
informacji o sprzezonych ze soba spinach jadrowych (62, 63). Dla sprzezonych ze soba jader na

widmie

widoczny jest sygnal korelacyjny, ktorego

@ przesunigcie chemiczne w obu wymiarach

Z}ozona multipletowa struktura
sygnaléw widocznych na widmie 2D
DQF-COSY

odpowiada warto§ciom przesunig¢cia chemicznego
dla oddziatujacych jader. Istnieje wiele odmian
techniki COSY, przykladowo znaczna poprawe
jakosci widma COSY mozna uzyska¢ poprzez
zastosowanie filtra dwukwantowego, ktory filtruje
przejscia jednokwantowe. Uzyskuje si¢ w ten
sposob widmo DQF-COSY (ang. Double Quantum
Filtered), ktére znacznie tatwiej zinterpretowac
(64, 65, 66). Sygnaty widoczne na widmach DQF-
COSY posiadaja zlozona multipletowa strukturg

(rys. 38).

Widma HSQC (ang. Heteronuclear Single-Quantum Correlation Spectroscopy)

pozwalaja na obserwacj¢ sprz¢zen pomigdzy jadrami réznych pierwiastkow chemiczych
(67, 68). Odbywa si¢ to przez transfer polaryzacji pomigdzy sprz¢zonymi jadrami, przy czym
wykorzystuje si¢ transfer od jadra "H do heterojadra X a nastgpnie z powrotem do jadra 'H.
W efekcie tego procesu, na widmie 2D HSQC widoczne sa sygnaly korelacyjne pomigdzy
jadrami oddzielonymi od siebie pojedynczym wigzaniem atomowym. W przypadku kwasow
nukleinowych wykorzystuje si¢ gtéwnie widma 'H-""C HSQC oraz 'H-""N HSQC.

Widma HMBC (ang. Heteronuclear Multiple Bond Correlation Spectroscopy) podobnie
jak widma HSQC pozwalaja na uzyskanie informacji o sprz¢zeniach pomigdzy jadrami réznych

pierwiastkow chemicznych, przy czym na tych widmach widoczne sa sygnaty korelacyjne
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pomigdzy jadrami oddzielonymi o dwa, trzy a czasem tez cztery wigzania atomowe (69).

Widma TOCSY (ang. Total Correlation SpectroscopY) pozwalaja na identyfikacje catych
systeméw sprzg¢zonych ze soba spinow (70, 71, 72). Ze wzgledu na zalezno$¢ odkryta przez
Karplusa, sa wykorzystywane gtéwnie w przypadku czasteczek DNA, w ktorych konformacja
2'-endo (w przeciwienstwie do 3'-endo) przektada si¢ na duza warto$¢ sprze¢zenia spinowo-
spinowego dla calego pierscienia cukrowego.

Widma NOESY (ang. Nuclear Overhauser Enhancement Spectroscopy) pozwalaja na
obserwacje sprzezen dipolowych pomiedzy jadrami atoméw wodoru (73). W tym celu
wykorzystuje sie sekwencje impulsow, w ktorej na sygnat detekcji skladajq sie dwa impulsy
oddzielone od siebie o tzw. czas mieszania T (ang. mixing time). Podczas tego czasu czes¢
magnetyzacji jest przekazywana do jader znajdujacych sie w bezposrednim sasiedztwie
w przestrzeni.  Efekt ten jest proporcjonalny do odwrotno$ci széstej  potegi

odleglosci, w zwigzku z czym mozna go

Rys. 39.  Rysunek przedstawiajacy w
schematyczny sposob mozliwe

obserwowac dla jader atoméw wodoru oddalonych
od siebie o mniej niz okolo 5A (rys. 39). Poprzez
zwiekszenie czasu mieszania mozna uzyskac
silniejsze sygnaly korelacyjne, jednak w takiej
sytuacji wielkos$¢ efektu NOE przestaje by¢ wprost
odwrotnie proporcjonalna do szdstej potegi
odleglosci. W zwigzku z czym najczesciej
wykonuje sie serie widm NOESY z r6znymi

czasami mieszania, aby z jednej strony ulatwic

sprzeienia dipolowe dla jader atoméw ~ Przypisania sygnatow a z drugiej uzyskac bardziej
nalezacych do oddalonych od siebie

reszt nukleotydowych, dokladne wiezy (opisane dalej).

11.3.9 Izotopowe wzbogacanie probek

Naturalna zawarto$¢ izotopéw wegla 1 azotu o pozadanych wlasciwosciach
magnetycznych (*C, "N) w czasteczkach jest niewielka. Ponadto sygnaty 'H, C i "N dla
czasteczek RNA charakteryzuja si¢ staba separacja na widmie. Skutkuje to problemami
z przypisaniem sygnatow, zwlaszcza dla wigkszych czasteczek. Wykorzystanie probek
wzbogaconych izotopowo (‘H, “C, '*N) pozwala miedzy innymi na zmniejszenie nakladania sie
sygnatéw na siebie oraz wykonywanie wielowymiarowych eksperymentéw heterojadrowych.

W celu uzyskania probek wzbogaconych izotopami o pozadanych wilasciwosciach
magnetycznych wykorzystuje si¢ dwa gtowne podejscia (57, 58, 59, 60, 61):

* czasteczka jest znakowana podczas syntezy chemicznej
* czasteczka jest znakowana podczas syntezy enzymatycznej
Jesli chodzi o synteze chemiczna, to wykorzystuje ona sekwencyjne dotaczanie jednostek

nukleotydowych rozpoczynajac najczgsciej od 3' konca. Wszystkie centra nie biorace udzialu
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w reakcji sa blokowane dzigki odpowiednim grupom ochronnym, ktére sa usuwane odpowiednio
pomiedzy cyklami i po zakonczeniu syntezy. Metoda ta pozwala na uzyskanie w pehi
selektywnego znakowania. Ponadto uzyskane czasteczki bardzo dobrze nadaja si¢ do polaczenia
z innymi czasteczkami RNA poprzez ligacj¢. Gldéwnym ograniczeniem tej metody jest wielko$¢
czasteczki, do okoto 55 nukleotydow, oraz wysoka cena znakowanych izotopowo nukleotydow.
Synteza RNA in vitro odbywa si¢ poprzez transkrypcje z wykorzystaniem polimerazy T7
oraz znakowanych nukleotydéw. Metoda ta cho¢ pozwala na uzyskanie dtuzszych czasteczek ma
pewne wady. Najwazniejsza z nich jest nichomogennos$¢ 3' i 5' koncdéw oraz pewne wymagania
dotyczace sekwencji znajdujacej si¢ na 5' koncu. Z tego powodu wymagane dodatkowe
oczyszczanie na zelu poliakrylamidowym lub rozdzial poprzez jedna z metod chromatografii
(74). Mozna réwniez zastosowa¢ sekwencje rybozymoOw umieszczonag w bezposrednim
sasiedztwie syntezowanej czasteczki, ktore wycinaja z transkrybowanego fragmentu pozadany
taficuch oligonukleotydowy (75). Znakowane nukleotydy najtatwiej uzyska¢ dzigki hodowli
komorek na medium zawierajacym “NH4Cl i *Cs-Gle lub “C-metanol. Z tak uzyskanej hodowli
izoluje si¢ RNA i trawi do poziomu pojedynczych nukleotydow, ktére podzniej mozna

wykorzysta¢ do syntezy.
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I1.4 Rozwigzywanie struktur przestrzennych w oparciu o metody

spektroskopii NMR

I1.4.1 Charakterystyczne regiony na widmach NMR dla kwaséw nukleinowych

Kwasy nukleinowe zbudowane sa z reszt nukleotydowych o podobnej budowie.
Powoduje to grupowanie si¢ linii rezonansowych w okre$lonych zakresach przesunigé
chemicznych, przedstawionych w tabeli numer 2. Dzigki temu na widmach wielowymiarowych
mozemy obserwowac charakterystyczne regiony (rys. 40). Regiony te mozna analizowaé

w duzym stopniu oddzielnie, co utatwia proces przypisywania sygnatow.

Tabela 2. Zakresy spektralne przesuni¢¢ chemicznych charakterystyczne dla poszczegélnych atoméw
w resztach rybonukleotydowych.

Zakres Protony
6.5 ppm — 8.5 ppm H2 (adenozyny), H6 (pirymidyny), H8 (puryny)
5.25 ppm — 6.25 ppm H1’, H5 (pirymidyny)
3.8 ppm — 5.2 ppm H2’, H3’, H4’, H5’ , H5"
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Rys. 40. Widmo 2D NOESY z zaznaczonymi charakterystycznymi regionami. Czerwonym kolorem

zaznaczylem region aromatyczno-anomeryczny H6/H8-(H1’HS), niebieskim rejon H1’-
(H2’,H3’,H4’,HS’), fioletowym region aromatyczno-aromatyczny H6/H8- H6/HS8, zielonym — rejon
H6/H8-(H2’,H3’,H4’,H5’), a czarnym pozostale rejony.
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I1.4.2 Rozwigzywanie struktury w oparciu o analiz¢ sekwencyjnych sciezek NOE

Atomy nalezace do kolejnych reszt nukleotydowych sa ze soba sprzezone dipolowo i jesli
reszty te naleza do regionu, ktory jest regularng helisa to mozna dla nich zaobserwowac
charakterystyczna $ciezke transferu magnetyzacji (rys. 41). Na widmach 2D NOESY jest to
widoczne w postaci sygnatow korelacyjnych pomigdzy dwoma atomami tej samej reszty oraz
atomami tej samej 1 kolejnej reszty nukleotydowej. Sygnaty te mozna potaczy¢ prostopadtymi do
siebie odcinkami. Przyktadem takiej $ciezki jest $Sciezka NOE H6/H8; — H1'G-H6/H8)
(rys. 42).

Rys. 41. Transfer magnetyzacji pomi¢dzy jadrami wodoru nalezacymi do kolejnych reszt

nukleotydowych

Analiz¢ widma przy pomocy techniki sekwencyjnych $ciezek NOE ufatwia analiza
innych widm. Przyktadowo z widma DQF-COSY mozna uzyska¢ informacj¢ o warto$ciach
przesunie¢ chemicznych dla jader HS 1 H6 nalezacych do pirymidyn a z widma 1H 13C HSQC
informacj¢ o przesunigciu chemicznym dla H2 adenozyn, oraz informacje¢ o mozliwych
natozeniach sygnaléw korelacyjnych na widmie NOESY. W przypadku natozonych sygnatow
przydatna moze si¢ okaza¢ analiza symetrycznego regionu, gdyz ze wzgledu na rézna
rozdzielczo$¢ widma w poszczegdlnych wymiarach w symetrycznym regionie sygnaly te moga
okazac¢ sig lepiej rozdzielone.

Analize najlepiej rozpoczaé od regionu aromatyczno-anomerycznego, gdyz znajduje si¢

tam tylko jeden rodzaj sciezek NOE. Uzyskane przypisania mozna wykorzysta¢ do wyznaczenia
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sciezki HI'-H2', w sktad ktorej wchodza stosunkowo silne sygnaty, a nastgpnie Sciezek H6/H8 —
H2' oraz H6/H8 — H3'. W zaleznosci od obecnosci 1 intensywnosci sygnatow na widmie, mozna
tez wyznaczy¢ $ciezki H6/H8 — HS', H6/HS8 — H5", H6/H8 — H4' lub ich fragmenty.
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Rys. 42. Sekwencyjna $ciezka NOE w regionie aromatyczno-anomerycznym dla  wzajemnie

komplementarnego dupleksu o sekwencji 5'-CAGAUCUGAGC-3'. Kolor czerwony — sygnaly
pochodzace od oddzialywan H5-H6 pirymidyn, kolor czarny — sygnaly wchodzace w sklad $ciezki
NOE, kolor niebieski — pozostale sygnaly.

I1.4.3 Wyznaczanie wigzow strukturalnych

Na podstawie analizy widm NMR mozna wyznaczy¢ szereg wigzow, ktore sa niezbgdne
dla rozwiazania struktury przestrzennej badanej czasteczki. Zaliczaja si¢ do nich wigzy
odlegtosciowe oraz wigzy na katy torsyjne (76).

W celu uzyskania wiezow odlegltosciowych 'H-'H nalezy poddaé¢ analizie widmo na
ktérym zarejestrowany jest efekt NOE, przykladowo 2D NOESY. Objgtos¢ sygnalu
korelacyjnego NOE jest odwrotnie proporcjonalna do odlegtosci pomiedzy protonami od ktorych
on pochodzi. Wigzy mozna otrzymac jedna z trzech metod:

* poprzez bezposrednie poréwnanie sygnatow korelacyjnych i1 diagonalnych (ang. direct

comparison of cross and diagonal peaks)
* poprzez metody iteracyjne (ang. reference structure based iterative methods)
* poprzez przyblizenie dla pary izolowanych spinow (ang. isolated spin pair
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approximation — ISPA)

W  Pracowni Biomolekularnego NMR w naszym instytucie stosuje si¢ trzecia
z wymienionych metod. Wykorzystujac sygnaly korelacyjne, dla ktérych odlegtos¢ jest znana
i stala mozna obliczy¢ $rednia odleglos¢ pomigdzy protonami, dla ktérych obserwuje si¢ efekt
NOE wedlug wzoru:

I'ij6=(sz/ Vij)I‘W26

gdzie 1 to odlegtos¢ pomigdzy protonami, od ktérych pochodzi dany sygnat, r., — odlegtos¢ dla
wybranego wzorca, a Vij i V, to odpowiednio objetos¢ wzorcowa i objetos¢ wybranego sygnatu.
Jako sygnaly wzorcowe w przypadku kwaséw nukleinowych wykorzystuje si¢ sygnaty
korelacyjne H5-H6 pirymidyn, ktére sa zarowno intensywne, jak i tatwe do przypisania na
podstawie widma COSY. W niektorych przypadkach mozna réwniez wykorzysta¢ sygnaty H5'-
H5" a w przypadku DNA réwniez H2' — H2". Poniewaz widma 2D NOESY sa symetryczne, dla
kazdej odleglosci otrzymujemy dwa sygnaty, ktorych wartosci objgtosci nalezy usredni¢. Aby
wykorzysta¢ wigzy do obliczen struktury nalezy okresli¢ dla nich zakres tolerancji.
Wykorzystuje si¢ w tym celu okreslony procent wartos$ci danego sygnatu zarowno in plus jak i in
minus lub klasyfikuje do ré6znych grup sygnatéw o odgornie okreslonych zakresach.

Wigzy na katy torsyjne wyznaczane sa na podstawie doktadnej analizy réznych widm
NMR. Dla katéw torsyjnych w czasteczce, dla ktérych mozna zaobserwowac sprzgzenie
spinowo-spinowe mozna obliczy¢ warto$¢ kata na podstawie rownania Karplusa.
W czasteczkach RNA sa to miedzy innymi sprzg¢zenia H1'-H2' ktérych wielkos¢, lub brak
obserwowalnych sygnatow na widmie DQF-COSY, pozwala na natozenie wigzOW na
konformacj¢ pierscienia cukrowego (77, 78). Wielkos$¢ kata torsyjnego x (kat tworzony przez
atomy O4'-C1'-N9-C4 puryn lub O4'-C1'-N1-C2 pirymidyn) mozna oszacowac na podstawie
analizy odleglosci pomiedzy protonem H1' a H6 lub H8. Dla nietypowej konformacji syn,
warto$¢ odleglosci wynosi pomiedzy 2 a 2,5 A, co mozna zaobserwowa¢ w postaci znacznie
wiekszych wartosci objetoSci sygnaléw na widmie. Wiezy na katy o i { mozna natozy¢ na
podstawie analizy przesunie¢ chemicznych atoméw jader fosforu *'P (76, 79). Wiezy na katy [
i € naklada sie na podstawie analizy sprzezen skalarnych pomiedzy atomem P a H3'.1) i H5'g),

a nakat y na podstawie wartosci sprzezen pomiedzy protonami H4' a H5' i H5".

I1.4.4 Tworzenie modelu w oparciu o metody dynamiki molekularnej

W celu stworzenia modelu czasteczki RNA w oparciu o dane eksperymentalne uzyskane
dzigki spektroskopii magnetycznego rezonansu jadrowego najczesciej wykorzystuje si¢ metody
dynamiki molekularnej. Obliczenia te polegaja na rozwigzywaniu rownania ruchu Newtona w
okreslonym polu sitowym, dla niewielkich okreséw czasu. Zmiany konformacji czasteczki

wplywaja na jej energi¢ potencjalng zgodnie ze zdefiniowanym polem sitowym. Nastepnie
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stosuje si¢ minimalizacj¢ energii w ktorej wykorzystuje si¢ semiempiryczne pole sitowe. Sa one
opisane potencjatem V:

V=Vgono+V ancLetVrors TVvov+VeL +Vexe.

gdzie VeonotVanoetVrorstVvov Vel to potencjaly odpowiadajace za poprawne wartosci
oddziatywania Van der Waalsa,

odpowiada za

dlugosci wiazan, katow ptaskich, katow torsyjnych,
VEXP.

eksperymentalnie, w tym wigzy odleglosciowe 1 wigzy katowe. Przykladowe wartosci

oddzialywania elektrostatyczne odpowiednio. dane uzyskane
parametréw wykorzystywanych podczas obliczen przedstawilem w tabeli 3 (80).

Obliczenia mozna prowadzi¢ w przestrzeni katow torsyjnych (TAMD — Torsion Angle
Molecular Dynamics), co znaczaco zmniejsza liczbg stopni swobody czasteczki i1 utatwia
tworzenie modelu (81, 82). Rozwiazanie to zostalo zaimplementowane migdzy innymi

w programach XPLOR (83, 84) oraz CYANA (85).

Tabela 3. Przykladowe parametry poszczegélnych etapéw dynamiki molekularnej w przestrzeni katéw
torsyjnych

Etap 1 Etap 2 Etap 3 Etap 4
Dynamika Powolne schladzanie |Powolne schtadzanie | Minimalizacja
wysokotemperaturow | TAMD (kartezjanski uktad | metoda gradientow
a TAMD wspolrzednych) sprzezonych

temperatura 20000 K 20000 K=>3000 K |3000K=>300K -

liczba krokow 8000 10000 6000 1200

dhugos¢ kroku 0,008 ps 0,007 ps 0,003 ps -

At 64 ps 70 ps 18 ps -

Whoe 2=>175 100 215 200

Waihedral 100 100 200 200

Wiaw 5=>0,3 0,3=>1,0 1,0 1,0
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II.5S Algorytmy shluzace do przypisywania sygnalow na widmach NMR

Proces przypisywania sygnatow stanowi jeden 2z najtrudniejszych 1 najbardziej
czasochtonnych etapow rozwiazywania czasteczek metodami spektroskopii NMR. Dla biatek
zaproponowano szereg rozwiazan wykorzystujacych rézne algorytmy, jednak ze wzgledu na
liczne réznice rozwiazania te nie moga zosta¢ jednak z sukcesem wykorzystane do
automatycznej analizy widm NMR dla czasteczek RNA. Pierwszy algorytm dedykowany dla
RNA zaproponowano w 1990 roku. Bazowat on na zredukowanej macierzy odleglosci
(ang. reduced adjacency matrix) oraz procedurze wycofywania (ang. backtracking) (86).

W 2004 roku w naszym zespole (Zespot Struktury i Funkcji RNA) wspoélnie z zespotem
prof. J. Blazewicza zaproponowano rozwiazanie bazujace na teorii grafow (1). W rozwiazaniu
tym sygnaty wchodzace w sktad $ciezki to wezly grafu. W zatozeniu graf jest prosty, czyli kazdy
wezel 1 kazda krawedz wystepuja tylko raz w danej $ciezce. Algorytm probuje dotaczy¢ nowa
krawedz do istniejacej $ciezki tak dtugo jak to jest mozliwe. Nastgpnie sprawdzana jest zgodnos¢
z danymi wprowadzonymi przez eksperymentatora. Ostatnim krokiem jest usunigcie czgsci
krawedzi 1 proba zastapienia ich nowymi zgodnie z wyzej opisana procedura. Do danych
eksperckich zaliczaja si¢ w tym przypadku dlugos¢ $ciezki, objgtosci sygnatdow, rozdzielczos¢
widma, naktadajace si¢ sygnaty, wielko$¢ okreslajaca jaka odleglo$¢ nalezy interpretowac jako
dublety, lista wykluczonych sygnatow, sekwencja RNA, poczatkowe sygnaty, przypisane
sygnaty, sygnaly korelacyjne H5-H6. W tym samym roku zaproponowano rowniez inne
podejscie (87), w ktorym wykorzystano algorytm ewolucyjny.

W 2005 roku dla celéw generowania $ciezek NOE wykorzystano algorytm tabu search
(88). Algorytm ten opiera si¢ na wyszukiwaniu lokalnym, podczas ktéorego dodawany jest
pojedynczy wezel (sygnal) Sciezki 1 kazdorazowej ocenie otrzymanego rozwiazania.
W zaproponowanym podejsciu procz najlepszego rozwiazania, do dalszych obliczen
wykorzystywane sa takze inne, najbardziej obiecujace rozwiazania. Podej$cie to okazato si¢
szybsze 1 bardziej precyzyjne od algorytmu ewolucyjnego. W tym przypadku réwniez
skuteczno$¢ algorytmu jest bardzo zalezna od dodatkowych informacji eksperckich dotyczacych
$ciezki 1 poszczegoOlnych sygnatow.

Do rozwiazywania nieregulanych struktur RNA, zawierajacych wybrzuszenia réwniez
wykorzystano metody heurystyczne — zarowno algorytm tabu search jak i1 beam search (89).
Obie metody daja dobre rezultaty, ale aby uzyskaé jeszcze lepsze wyniki powinny zostad
bardziej dostosowane do analizy widm dla nieregularnych struktur RNA

Innym podejSciem jest metoda oparta o statystyki przesuni¢¢ chemicznych dla
poszczeg6lnych reszt nukleotydowych w okreslonym otoczeniu chemicznym (2). Na podstawie
dostgpnych w bazie BMRB - Biological Magnetic Resonance Data Bank dostepnej na stronie
http://www.bmrb.wisc.edu/ opracowali doktadne statystyki przesuni¢¢ chemicznych dla jader

atomoéw wegla 1 wodoru kazdej z reszt zaangazowanych w tworzenie par zasad
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z komplementarna nicia RNA. Na podstawie tych danych, dzigki wczesniej
zaimplementowanemu algorytmowi FLYA (90) stworzyli mozliwo$¢ przypisywania sygnalow
dla czasteczek RNA, ktorych reszty sa zaangazowane w tworzenie par zasad z komplementarna
niciag. Algorytm ten dokonuje przypisan na podstawie mapowania rzeczywistych
i przewidzianych na podstawie zadanych regul sygnatdow oraz wykorzystuje algorytm
ewolucyjny 1 znajdywanie minimum lokalnego w celu maksymalizacji wartosci oceny.

Problem znajdowania $ciezki NOE na widmach 3D mozna przedstawi¢ jako problem
znalezienia najdluzszej $ciezki o uporzadkowanych kolorach (ang. Orderly Colored Longest
simple Path problem) (91, 92). Dla tak zdefiniowanego problemu zaproponowano dwa
matematyczne modele :

* model wykorzystujacy cykliczny, skierowany graf c-dzielny (ang. cyclic c-partite
directed graph)
* model wykorzystujacy cykliczny, skierowany graf c-spojny (ang. cyclic c-connected
directed graph)
Oba modele wykorzystano do obliczen metoda Branch & Cut. Oba rozwiazania pozwalaja na
rozwiazanie zalozonego problemu dla duzej liczby sygnaloéw korelacyjnych, co przetestowano na
sztucznie wygenerowanych danych testowych.

Wedle mojej najlepszej wiedzy, przedstawione wyzej rozwiazania nadal nie pozwalaja na
w pelni automatyczna analiz¢ wielowymiarowych widm NMR dla dlugich, znakowanych
izotopowo czasteczek RNA. Ponadto kazde z powyzszych rozwiazan wymaga wstepnej i cz¢sto

czasochtonnej obrobki widm NMR przez eksperymentatora.
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III. MATERIALY I METODY

III.1 Jezyk programowania Python
Program RNA NOEpathfinder jest napisany w jezyku Python (http://www.python.org).

O wyborze jezyka zadecydowalo kilka czynnikdéw. Przede wszystkim prosta sktadnia, podczas
tworzenia ktorej postawiono na czytelnos¢ kodu. Druga istotna cecha tego jezyka jest to, ze
nalezy on do jezykéw orientowanych obiektowo (ang. object-oriented programming languages).
Programowanie obiektowe pozwala na wyodrebnianie fragmentéw kodu w postaci klas
petniacych okreslone role w systemie. Kazda z klas moze posiada¢ przypisane do niej dane oraz
metody — czyli funkcje, za pomoca ktérych mozna operowa¢ na tych danych. Kolejnymi
istotnymi kwestiami sa powszechne wykorzystanie jezyka Python w bioinformatyce, dobre
wsparcie techniczne, udostgpnienie przez réznych programistow modulow pozwalajacych na
tatwiejsza obrobke danych, mozliwos¢ dotaczania moduléw napisanych w innych jezykach
(C++, Java - http://www.jython.org, R - http://rpy.sourceforge.net) oraz wsparcie dla
wielowatkowosci. Ponadto istnieja projekty znacznie wplywajace na szybkos$¢ dzialania
programu (np. Cython - http://cython.org, PyPy - http://pypy.org). Potaczenie prostej
1 przejrzystej sktadni oraz jezyka orientowanego obiektowo pozwolito mi na stosunkowo szybkie
testowanie roznych algorytmow 1 rozwigzan poszczegoélnych problemdw, integracje danych
1 dotaczanie nowych elementoéw w miar¢ pojawiajacych si¢ potrzeb.

W celu zapewnienia duzej szybkosci obliczen oraz minimalizacji czasu oczekiwania,
program RNA NOEpathfinder wykorzystuje wielowatkowos¢, ktdora umozliwia prowadzenie
obliczen rownolegle na kilku procesorach. Poszczegélne obliczenia sa dzielone na podobnej
wielko$ci zadania, np. wyszukanie krétkich fragmentow Sciezek NOE, rozpoczynajace si¢ od
réznych punktow startowych. Po zakonczeniu danej partii obliczen, zbidr rozwiazah danego
problemu jest synchronizowany.

W poczatkowej fazie wdrazania program byl uruchamiany za pomoca PyPy —
alternatywnej implementacji jgzyka Python, ktéra wykorzystuje ideg¢ komplacji fragmentéw
kodu przed jego uruchomieniem - JIT (ang. just-in-time compilation). Dzigki temu zwigkszyta
si¢ szybkos¢ obliczen oraz zmniejszyta ilo§¢ wymaganej pamigci obliczeniowej. Niestety jedna z
bibliotek programistycznych (Matplotlib) okazata si¢ by¢ niekompatybilna z PyPy. Ponadto
pojawily sig liczne problemy z wielowatkowos$cia oraz potaczeniem z interfejsem uzytkownika.
W zwiazku z tym na chwil¢ obecna program jest uruchamiany za pomoca standardowe;j
implementacji jezyka Python, jednak w przysztosci planuj¢ migracj¢ na PyPy.

Obliczenia prowadzace do przypisania sygnatow sa kosztowne obliczeniowo. Poniewaz
trudno osiagna¢ satysfakcjonujace moce obliczeniowe na komputerach w laboratoriach NMR,
najlepszym rozwiazaniem jest udostgpnienie zasobéw do obliczen poprzez strong internetowa.
Rozwiazanie takie pozwala réwniez na uniknigcie problemow zwiazanych z instalacja na

réznego rodzaju maszynach posiadajacych odmienne systemy operacyjne oraz aktualizacja
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oprogramowania. Interfejs webowy, ktéry szerzej opisalem w rozdziale ,,Webserwer RNA
NOEpathfinder”, stworzylem za pomoca wzorca projektowego (ang. framework) Django

opisanego w rozdziale ,,Wzorzec projektowy Django”.

II1.2 Biblioteki programistyczne i skrypty

Python posiada wbudowane standardowe biblioteki, ktore pozwalaja na rozwiazywanie
roznych, czgsto spotykanych zadan.
Tabela 4. Biblioteki standardowe jezyka Python wykorzystane do stworzenia programu RNA NOEpathfinder.

Biblioteka Opis

re Biblioteka pozwalajaca na wyszukiwanie okreslonych wzorcéw w tekscie oraz
manipulacje nimi.

0s, SyS Biblioteki umozliwiajace wspoldzialanie z systemem operacyjnym oraz wykorzystanie
obiektow i funkcji interpretera jezyka Python.

argparse Biblioteka pozwalajaca na tatwe przetwarzanie parametréw podanych w linii komend za
poleceniem uruchomienia programu

datetime Modul pozwalajacy na wykonywanie réznych operacji na danych dotyczacych czasu
1 daty.

PyYAML Biblioteka do obstugi formatu YAML, ktory pozwala na przechowywanie ztozonych

danych w pliku i jest czytelny dla uzytkownika

logging Biblioteka pozwalajaca na zapisywanie etapéw dzialania programu wraz
z ostrzezeniami 1 blgdami w pliku tekstowym.

unittest Biblioteka utatwiajaca wykonywanie testoéw jednostkowych, czyli testowania kazdej
z metod i funkcji w kazdej klasie.

Oproécz bibliotek wiaczonych do programu Python, istnieje bardzo duza liczba bibliotek
udostepnianych 1 rozwijanych przez réznych uzytkownikow. Cze$¢ z nich wykorzystatem
w programie RNA NOEpathfinder, zarbwno w czg$ci obliczeniowej jak i w obrgbie webserwera.

Aby umozliwi¢ wygodna edycje 1 konwersje réznych danych wykorzystywanych
w programie RNA NOEpathfinder wykorzystalem bibliotek¢ PyYAML (http://pyyaml.org/).
YAML (http://yaml.org/) to prosty format tekstowy, ktory jest zaréwno czytelny dla uzytkownika
jak 1 pozwala na tatwe wczytywanie danych i tworzenie z nich odpowiednich struktur
w programie, ktore mozna potem tatwo wykorzysta¢. Biblioteka ta postuzyta przede wszystkim
do importowania parametréw oraz plikow wewnetrznych programu.

Kolejna biblioteka jest Matplotlib (http://matplotlib.org/), ktéra postuzyta mi do
automatycznego tworzenia wykresow przedstawiajacych poszczegolne fazy obliczen oraz ich
wyniki. Plikami wynikowymi sa pliki graficzne w formacie PNG (ang. Portable Network
Graphics), ktore pozwalaja na bezstratny zapis danych przy zachowaniu niewielkiej wielkos$ci
plikow, co jest szczegolnie istotne w przypadku systemow webserwerowych.

Ponadto podczas tworzenia oprogramowania wykorzystalem bibliotekg¢ logbook, ktora
byta bardzo przydatna do testow jednostkowych.
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II1.3 Wzorzec projektowy Django

Do stworzenia interfejsu webowego wykorzystatem wzorzec projektowy Django w wersji
1.5 (https://www.djangoproject.com/) (93). Jest to oprogramowanie, ktére pozwala na tworzenie
dynamicznych stron www. System ten jest napisany w jezyku Python i udostgpniony na licencji
BSD (ang. Berkeley Software Distribution License) umozliwiajacej jego szerokie wykorzystanie.
Na jego wybor zdecydowatem si¢ ze wzgledu na jego uniwersalno$¢ oraz tatwos¢ tworzenia
spersonalizowanych rozwiazan internetowych z wykorzystaniem jezyka Python, duza liczbe
funkcjonalnych dodatkéw oraz szerokie wsparcie na forach internetowych.

Jedna z najistotniejszych cech Django jest implementacja architektury Model-Szablon-
Widok (ang. Model-Template-View), w ktore] nastepuje oddzielenie logiki biznesowej (poziom
modelu) od logiki aplikacji (poziom widoku) oraz wygladu (poziom szablonu). Dzigki temu
mozliwa jest tatwa zmiana zaro6wno dzialania webserwisu, architektury bazy danych oraz

wygladu strony bez zmiany pozostalych elementoéw strony.

II1.4 Biblioteki wykorzystane w interfejsie webowym

Kluczowa funkcjonalnos$cia w systemie webserwerowym jest rejestracja oraz logowanie
uzytkownikéw do serwisu. Podczas rejestracji wykorzystywane sa kody CAPTCHA, ktore sa
generowane dzigki aplikacji django-simple-captcha 0.4.0 pobranej ze strony https://django-
simple-captcha.readthedocs.org/en/latest/. Wszystkie przesytane pliki sa zabezpieczone przed
nieuprawnionym dostgpem dzigki mechanizmowi zaimplementowanemu w aplikacji django-
private-files (https://bitbucket.org/vvangelovski/django-private-files/src), co szerzej opisalem
w rozdziale ,,Bezpieczenstwo serwisu”. Z kolei statystyki na stronie wyswietlane sa dzigki
wykorzystanej przeze mnie aplikacji django-tracking (https://bitbucket.org/codekoala/django-
tracking). Dostep do panelu administracyjnego dodatkowo zabezpieczylem z pomoca django-

admin-honeypot (https://github.com/dmpayton/django-admin-honeypot).

III.5 Baza danych PostgreSQL

Dane wysylane przez uzytkownikéw do systemu webserwerowego musza zostac
zapisane, by mogly by¢ pozniej wykorzystane. W tym celu najlepiej jest wykorzysta¢ baze
danych. Django posiada wbudowane mechanizmy utatwiajace wykorzystanie réznych baz
danych. Poczatkowo wykorzystywatem bazg¢ SQLite (http://www.sqlite.org/), w ktorej dane
zapisywane s3 w pojedynczym pliku na dysku, jednak moje testy wykazaly, ze niektore skrypty
aktualizujace 1 pobierajace informacje z bazy danych moga powodowaé czasowe blokowanie
webserwisu. Problem ten rozwigzalem zmieniajac bazg danych na PostgreSQL
(http://www.postgresql.org/), ze wzgledu na doswiadczenie uzyskane podczas pracy nad innymi
projektami.

Baza danych PostgreSQL jest systemem zarzadzania bazami danych, rozwijanym przez
PostgreSQL Global Development Group. PostgreSQL jest dostepny na otwartej licencji The
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PostgreSQL Licence, ktora umozliwia szerokie wykorzystanie oprogramowania bazodanowego
w roznych systemach informatycznych, w szczegdlnosci w webserwisach 1 stronach

internetowych.

II1.6 System kolejkowy

Aby umozliwi¢ ptynne korzystanie z webserwisu podczas trwania obliczen, oraz by
zabezpieczy¢ serwer przed nadmiernym obcigzeniem wynikajacym z jednoczesnego
uruchomienia kilku zadan obliczeniowych, niezbgdne okazatlo si¢ wprowadzenie systemu
kolejkowego. Pierwotnie bylo to moje autorskie rozwigzanie oparte o plik tekstowy z lista
eksperymentéw oraz skrypt powloki uruchamiany przez program Cron. Niestety rozwiazanie to
okazato si¢ malo efektywne i trudno rozwijalne a w niektérych okolicznosciach moglo
powodowa¢ problemy z uruchomieniem zadania. Jednocze$nie okazato sig, ze obliczenia beda
uruchamiane na tym samym serwerze na ktorym bedzie si¢ znajdowaé strona internetowa.
W zwiazku z tym do kolejkowania zdecydowalem si¢ na uzycie oprogramowania Celery
(http://docs.celeryq.org/en/latest/), RabbitMQ (http://www.rabbitmqg.com/) oraz biblioteki
dedykowane;j dla wzorca projektowego django — Django-celery
(https://pypi.python.org/pypi/django-celery). Oprogramowanie to pozwala na duza dowolnos¢
w konfiguracji  uruchamiania zadan przy zachowaniu mozliwosci  wykorzystania
wielowatkowo$ci. Wdrozenie tego rozwiazania wigzalo si¢ z refaktoryzacja czesci obliczeniowe;j
oraz wlaczeniu jej w strukture katalogow webserwisu, ale jednoczes$nie uzyskatem mozliwos¢
tatwiejszego zapisu danych do bazy danych.

III.7 Oprogramowanie dla danych NMR
Aby z widma NMR uzyska¢ dane niezbedne do obliczen z wykorzystaniem RNA

NOEpathfinder, nalezy zaimportowa¢ dane widmo do jednego z programoéw do przetwarzania
danych eksperymentalnych a nastgpnie r¢cznie lub za pomoca automatycznych procedur nalezy
zaznaczy¢ sygnaty widoczne na widmie.

Do zbierania danych eksperymentalnych niezbednych do testoéw, wykorzystalem
oprogramowanie Felix oraz TopSpin 3.1 (Bruker). Program Felix jest wykorzystywany
w naszym zespole do przypisywania sygnatow oraz obliczania objgtosci sygnatdw, natomiast
program TopSpin stanowi oprogramowanie dostarczane przez firm¢ Bruker do spektroskopéw
NMR wykorzystywanych w naszym Instytucie. Oba programy pozwalaja na automatyczne lub
poétautomatyczne generowanie listy sygnalow obecnych na widmach. W przypadku programu
Felix pobierane sa rowniez objgtosci, ktore mozna wykorzysta¢ do stworzenia wigzoOw
strukturalnych, w przeciwienstwie do intensywnosci ktore generuje program TopSpin. Niestety
w przypadku tego programu uzyskuje si¢ wspolrzedne na widmie, ktore nastgpnie trzeba

zamieni¢ na wartosci przesuni¢¢ chemicznych. Z tego powodu uzytkownik jest proszony
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o podanie warto$ci przesunig¢ chemicznych dla dwoch sygnatow majacych mozliwie skrajne

wartos$ci przesunie¢ chemicznych w kazdym z wymiarow.

II1.8 Inne narzedzia

Oprocz wyzej wymienionych programow i bibliotek, wykorzystatem rowniez kilka
innych programdéw i1 metodologii, ktore warto wymieni¢. Pierwszy z programow - Apache
w wersji 2.2.22 odpowiada za udostgpnianie strony w Internecie zainstalowanego na systemie
Debian (SMP Debian 3.2.51-1 x86_64).

Grafike¢ dla strony startowej stworzylem z wykorzystaniem programu Inkscape 0.48.3.1
(http://inkscape.org/) oraz Gimp w wersji 2.6.12 (http://www.gimp.org/). Szablony CSS
stworzytem z wykorzystaniem szablonu Blueprint (http://www.blueprintcss.org/). Wyglad panelu
uzytkownika oparlem o gotowy szablon wykonany w technologii  bootstrap
(https://wrapbootstrap.com/theme/detail-admin-responsive-theme-WB07061TJ)

Schematy wykorzystane w tej dysertacji, ukazujace sposdb wykorzystania programu
oraz interfejsu webowego wykonatem zgodnie z regutami BPMN (ang. Business Process
Modeling Notation). Diagramy klas 1 kolaboracji wykonatem zgodnie z konwencja UML
(ang. Unified Modeling Language). Wykresy te opracowalem za pomoca programu DIA
(https://live.gnome.org/Dia).

Zarzadzanie plikami programu realizowatem najpierw poprzez tworzenie kopii
zapasowwych oprogramowania a nastgpnie poprzez rozproszony system kontroli wersji
(oprogramowania) GIT (http://git-scm.com/). Oprogramowanie instalowalem przy uzyciu
wirtualnego S$rodowiska jezyka Python — Virtualenv (http://virtualenv.readthedocs.org
/en/latest/). Pakiety instalowalem przy uzyciu oprogramowania PIP
(https://pip.readthedocs.org/en/latest/), ktére bardzo dobrze wspdlpracuje ze $rodowiskiem
virtualenv.

Kod programu pisatem wykorzystujac zarowno dostgpny w wielu dystrybucjach linuxa
edytor tekstowy Gedit jak 1 dedykowany dla programistow program PyCharm
(https://www jetbrains.com/pycharm/), ktory ulatwia zardwno tworzenie oprogramowania
w jezyku Python oraz stron wykorzystujacych wzorzec projektowy Django, ale réwniez utatwia

pracg z oprogramowaniem GIT 1 Virtualenv.

II1.9 Dane wykorzystane w programie

Dane, ktore wykorzystalem podczas tworzenia programu RNA NOEpathfinder zostaty
zebrane z kilku réznych zrédel. Wartosci przesuni¢¢ chemicznych dla poszczegdlnych atomow
w kazdej z reszt nukleotydowych wprowadzitem korzystajac z bazy Biological Magnetic
Resonance Data Bank (http://www.bmrb.wisc.edu/). Typowe warto$ci odlegtosci pomigdzy
poszczegblnymi atomami wprowadzitem dzigki usrednieniu wartosci obliczonych dla czasteczek

RNA zdeponowanych w bazie Protein Data Bank (http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do).
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Doktadne warto$ci przesuni¢¢ chemicznych dla kazdej z reszt nukleotydowych znajdujacej sig
w okreslonym otoczeniu chemicznym wprowadzitem na podstawie danych uzupetiajacych
z publikacji dotyczacej metody przypisywania sygnatdéw w oparciu o statystyki przesunigé
chemicznych (2).
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IV. WYNIKI BADAN WEASNYCH

IV.1 Schemat logiczny dzialania programu RNA NOEpathfinder
Program RNA NOEpathfinder sktada si¢ z wielu klas i metod, ktore mozna przypisa¢ do

okreslonej funkcji 1 etapu analizy. Schematyczny podzial programu na funkcjonalne grupy
przedstawilem na rysunku 43.

Przetwarzanie plikéw formatu

Interfejs Przetwarzanie danych
wejscia - wyjscia dotyczacych czasteczki

Zarzadzanie projektem

Dodatkowe
Przypisywanie przetwarzanie
sygnatéw danych
wyjsciowych Przetwarzanie danych
Obstuga widm i procesowanie dotyczacych sygnatéw Przetwarzanie
zalezne od widma plikéw PDB

Generowanie $ciezek NOE

Przetwarzanie plikdw wewnetrznych programu

Rys. 43. Schematyczne przedstawienie funkcjonalnych czeSci programu RNA NOEpathfinder
odpowiedzialnych za przetwarzanie poszczegélnych partii danych na odpowiednich etapach
analizy.

Reprezentacja danych

Program RNA NOEpathfinder wykorzystuje szereg réoznych danych wejsciowych. Do
najistotniejszych naleza informacje dotyczace potozenia sygnatow na widmach, ich szerokosci
w kazdym z wymiarow oraz objgtosci lub intensywnosci. Dane dotyczace pojedynczego sygnatu
sa przechowywane w slowniku, gdzie kluczami sa nazwy poszczegdlnych parametrow
obejmujace roOwniez nazwy i numeracje reszt i atoméw uzyskane podczas przypisywania
sygnalow. Struktury te sa zebrane w innym slowniku, ktérego kluczami moga by¢ albo
identyfikatory z programu uzywanego do zaznaczenia sygnatow (ang. peak picking), albo
kolejne liczby naturalne. Opisana wyzej struktura jest przechowywana w obiektach klasy Peaks,
ktora pomaga zarzadza¢ sygnalami, oraz weryfikuje ich poprawnos¢, albo w obiektach jedne;j
z dziedziczacych z niej klas: FelixPeaks lub TopspinPeaks.

Oproécz danych dotyczacych sygnatow, kazde widmo jest reprezentowane réwniez przez

szereg parametrow, okreslajacych migdzy innymi rodzaj atomoéw w kazdym wymiarze czy
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warunki wykonania eksperymentu (klasa ExperimentalParameters). Dane te wraz z sygnatami
przechowywane sa w obiektach klasy Spectrum, lub jednej z dziedziczacych z niej klas. Widma
sa zorganizowane w wigksza struktur¢ w klasie Spectra pozwalajaca na wyszukanie
odpowiednich widm dla danego problemu. Regiony na widmie sa reprezentowane jako
n-poziomowa struktura stownikowa, gdzie n odpowiada liczbie wymiaréw widma,
a identyfikatorem jest numer regionu w okreslonym wymiarze. Na ostatnim poziomie tej
struktury znajduja si¢ obiekty klasy Peaks. Struktura ta przechowywana jest w obiektach klasy
Regions zawartych w Spectrum.

Parametry niezbgdne dla uruchomienia programu zgromadzone sa w klasie
InternalParameters. Struktura drugorzegdowa znajduje si¢ z kolei w obiektach klasy Molecule,
a struktura przestrzenna w obiektach PDBMolecule dziedziczacych z MoleculeData. Dane
z plikow wewnetrznych programu przetwarzane 1 gromadzone sa w obiektach odpowiednich klas
dziedziczacych z klasy TemplateElement. Wymienione wczes$niej dane zebrane sa w obiekcie
klasy InternalFormat, do ktorej referencja przekazywana jest pomig¢dzy obiektami na kazdym
etapie analizy widm NMR. Wszystkie klasy wraz z taczacymi je relacjami zostaty przedstawione

na schemacie zataczonym do rozprawy doktorskie;j.

Przebieg programu (ang. program flow)

1

A

T — — — — e e mm o o o o m o o EE o o o o o o o o e e o [ o —

Stworz eksperyment.
dodaj dane

b}

utworz wpisy w wyslij dane do zapisz wynik wyslij wynik . I
I bazie danych maszyny obliczeniowej w bazie danych obliczef

wygeneruj sciezki ‘
NOE dla innych regionow

Y
przypisz sygnaty J

usun szumy

podziel widma
na regiony

o | wczytajdane
71 wejsciowe

przygotuj dane

z plikéw wewneatrznych

na widmach

przygotuj dane wybierz widmo 2D NOESY
dotyczace czasteczki i pierwszy region

A 4 h 4

| opracuj wyniki II }‘{.'

przygotuj dane
dotyczace widm

Rys. 44. Uproszczony diagram choreografii przedstawiony zgodnie z BPMN ukazujacy przebieg
programu RNA NOEpathfinder. Liczac od gory linia przerywana zaznaczylem odpowiednio
uzytkownika, webserwer, superkomputer. W chwili obecnej rol¢ zaréwno webserwera jak
i superkomputera pelni ta sama maszyna.
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Ogo6lny schemat wspotdziatania poszczegdlnych elementéw systemu z uzytkownikiem
przedstawilem na rysunku 44. Uzytkownik posiadajacy konto wprowadza dane dotyczace
eksperymentu, poszczegélnych widm, struktury drugo- lub trzeciorzedowej oraz parametry
a nastgpnie zatwierdza je do obliczen. Tak przygotowane dane sa zapisywane w bazie danych.
Nastgpnie nastgpuje uruchomienie zadania obliczeniowego z wykorzystaniem systemu
kolejkowego. Status obliczen jest na biezaco aktualizowany w bazie danych i dostgpny poprzez
strong internetowa. Po zakonczeniu obliczen dane sa zapisywane w bazie danych i udostgpniane
uzytkownikowi. Obliczenia prowadzone na superkomputerze obejmuja:

* wczytanie parametrow

* weczytanie danych z plikdbw wewnetrznych programu lub zastgpujacych je plikow od
uzytkownika oraz przetworzenie w celu uzyskania odpowiednio wyliczonych danych
i regut

* wczytanie i przetworzenie danych dotyczacych struktury drugo- lub trzeciorzedowej
badanej czasteczki

* wczytanie widm NMR wraz z niezbednymi parametrami

* eliminacj¢ szumow na widmach

* podziat widm na regiony

» korelacj¢ poszczegdlnych sygnatldéw miedzy widmami

e przypisanie na podstawie zebranych danych czgsci sygnatow

*  wybor widma NMR o potencjalnie najlepszych wtasciwosciach dla wyznaczenia $ciezki
NOE oraz regionu na ktérym nalezy wyznaczy¢ $ciezke

* wygenerowanie stownika mozliwych potaczen pomigdzy poszczegdlnymi sygnatami

* przygotowanie funkcji oceniajacych

* wygenerowanie krotkich fragmentéw $ciezek NOE w rejonie aromatyczno-
anomerycznym oraz ich dopasowanie do sekwencji

* kombinowanie ze soba krotkich elementéw Sciezek NOE, uzupehienie luk pomigedzy
nimi i na koncach $ciezek oraz wybér optymalnej $ciezki lub Sciezek

* przypisanie sygnatow znajdujacych si¢ w wybranej Sciezce NOE

* opracowanie wynikéw, w tym graficzng reprezentacj¢ Sciezek NOE

Obsluga bledow

Podczas dziatania programu moze doj$¢ do problemdéw z przetwarzaniem danych
dostarczonych przez uzytkownika, np. z powodu btednego formatu lub braku danych. Powoduje
to sytuacje, ktore program powinien odpowiednio obstuzy¢ i poinformowaé uzytkownika
o zaistniatym problemie. Do obslugi btedow i1 ostrzezen wykorzystany zostal modut logging.
W programie RNA NOEpathfinder wykorzystuje trzy poziomy bitedoéw:

* FATAL - blad, ktorego nie da si¢ omina¢ 1 ktory powoduje powazne problemy
w dziataniu programu

* ERROR - btad, ktory powoduje, ze czg$¢ danych nie bgdzie uwzgledniona i moze
prowadzi¢ do btednych wynikow.

*  WARNING - Ostrzezenie o dziataniu, ktére cho¢ dopuszczalne, najprawdopodobniej nie
jest zamierzeniem uzytkownika
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Dodatkowo wykorzystany jest poziom INFO, ktory pozwala na poinformowanie
o prawidtowo wykonanych operacjach. Niezaleznie od wymienionego wyzej systemu stworzona
zostata klasa StatusUpdater, ktéra stuzy do aktualizacji danych na stronie internetowe;j

1 szybkiego poinformowania uzytkownika o statusie obliczen oraz potencjalnych btedach.
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IV.2 Algorytmy przetwarzania wielokierunkowych widm NMR dla RNA

IV.2.1 Rozroznianie sygnalow od szumow

Jednym z kluczowych elementow analizy widm NMR jest zaznaczenie sygnalow na
widmach. Mozna to wykona¢ re¢cznie, bazujac na doswiadczeniu eksperymentatora lub z pomoca
odpowiednich programéw. Automatyczne zaznaczanie sygnalow na widmach jest
skomplikowana procedura. W wigkszosci przypadkow polega ono na wykryciu lokalnego
maksimum ktore moze by¢ sygnalem a nastgpnie wykonanie na nim odpowiednich operacji
matematycznych. Do najprostszych metod nalezy wykorzystanie symetrii  widm
homojadrowych, w celu potwierdzenia istnienia danego sygnatlu oraz eliminacja wszystkich
sygnalow, ktorych objgto$¢ lub intensywnos¢ jest ponizej okreslonej wartosci. Czgsto stosuje sig
rowniez przewidywanie ksztaltu sygnatoéw, dzigki czemu mozna z duzym prawdopodobienstwem
okresli¢ ile 1 jakiej wielko$ci sygnaly znajduja si¢ w danym miejscu (94). Procedury te sa jednak
zalezne od jakos$ci widma i poziomu szumow. W zwiazku z tym, w wyniku wykorzystania
automatycznego znajdywania sygnatoéw uzyskuje si¢ albo niekompletna list¢ rzeczywistych
sygnatow — TP (ang. true positives), albo listg zawierajaca rdwniez blednie zaklasyfikowane
szumy - FP (ang. false positives). Problem ten jest szczegélnie istotny w przypadku widm 2D-
NOESY, na ktorych obserwuje si¢ duza liczbg mato intensywnych sygnatow.

Jednym z zatozen oprogramowania RNA NOEpathfinder jest stworzenie systemu, ktory
begdzie minimalizowat ilo$¢ pracy eksperymentatora podczas przygotowywania danych
wejsciowych. W zwiazku z tym stworzylem uproszczony system (ktory opisatem w rozdziale
,Programy towarzyszace”), ktory na podstawie listy widm automatycznie zaznacza na nich
sygnaty oraz wyznacza ich objetosci w programie Felix. Program ten korzysta z udostgpnionego
w tym programie interfejsu, oraz procedury zaznaczania sygnatow powyzej okreslonego
poziomu szumoéw. Niestety system ten nie potrafi sam oszacowaé poziomu szumow na widmie.
W zwiazku z tym czesto dochodzi do sytuacji, ze procz rzeczywistych sygnaldw, na liscie
sygnatéw znajduja si¢ rowniez btednie zakwalifikowane szumy. Brak sygnatu na liscie, moze
spowodowac trudnosci lub niemozliwos¢ ustalenia Sciezki NOE, natomiast znajdujace si¢ tam
szumy w bardzo duzym stopniu zwigkszaja czas obliczen. Z tego powodu podczas tworzenia
programu RNA NOEpathfinder, olbrzymia wage przylozytem do procedur eliminacji szumow.
Proces ten podzielitem na kilka etapow wykorzystujacych odmienne algorytmy:

* climinacja szumo6w na podstawie przewidywanej liczby sygnatow
* eliminacja szuméw dla widm homojadrowych
* ecliminacja szuméw dla widm heterojadrowych

Redukcja szumoéw na podstawie przewidywanej liczby sygnalow.

W trakcie generowania listy sygnatow tracona jest informacja dotyczaca ich ksztattu.
W zwiazku z tym najprostsza metoda eliminacji szumow jest wykorzystanie okreslonej wartosci

objetosci lub intensywnos$ci. Problem jaki si¢ w tym wypadku pojawia to wyznaczenie wartos$ci
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granicznej. W tym celu mozna jednak wykorzystaé przewidywana liczbg sygnatow. Dla
czasteczki o okreslonej strukturze drugorzedowej mozna przewidzie¢ ile sygnaléw bedzie
widoczne na danym widmie. W tym celu w moim programie wykorzystuj¢ informacje
o typowych sygnatach jakie powinny by¢ widoczne dla danej reszty, zaleznie od jej polozenia
wzgledem innych reszt nukleotydowych. Uzyskana warto$¢ N.r nie jest doktadna
1 wykorzystanie jej mogloby prowadzi¢ do utraty informacji o czg$ci rzeczywistych sygnatow.
W zwiazku z tym jako warto$¢ odcigcia N, w moim programie wykorzystuje jej wielokrotnosc.
Zadowalajace wyniki udato mi si¢ uzyskac¢ dla wartosci migdzy 1.6 * Nira 2.5 * Nier.

Zaobserwowalem, ze dla niektorych widm widoczna jest istotna réznica pomigdzy
sygnatami z listy wsrod ktorych znajduja sig sygnaly TP, a sygnatami z listy wsrod ktorych nie
znajduja si¢ TP. W moim programie probuje wykorzysta¢ ta obserwacj¢ poprzez wybor
maksymalnej warto$ci uzyskiwanej ze wzoru:
score = diff - ( ( (maxdifinrange / Nrer) * (Newr = Nret) * (Newrr - Nrer)) ¥*0.5)) )

w przedziale warto$ci Neur € <A * Nier, B * Niep>
gdzie maxdifinrange to maksymalna rdéznica objgtosci pomiedzy sygnalami z zadanego
przedziatu, wartosci A i B wyznaczytem jako 1.6 1 2.5 odpowiednio.

Procedure ta mozna wykorzysta¢ na dwoch etapach — pierwszy z nich jest to wstgpna
selekcja, natomiast drugi to eliminacja szumow po etapie podzialu widm na regiony. W moim
programie wykorzystuj¢ ja tylko na pierwszym z tych dwoch etapow ze wzgledu na ryzyko
utraty informacji o TP. Pozostale rozwiazania, opisane nizej pozwalaja na usunigcie

wystarczajacej ilosci FP.

Redukcja szumo6w dla widm homojadrowych.

Widma homojadrowe wykazuja symetri¢ osiowa. O$ symetrii stanowi diagonalna, na
ktorej mozna zaobserwowac sygnaly odpowiadajace sygnatom widma 1D. Symetrycznie po obu
stronach diagonalnej zlokalizowane sa sygnaty odpowiadajace za korelacj¢ pomigdzy sygnatami
pochodzacymi od poszczegdlnych jader. W zwiazku z tym jesli po jednej stronie widma
zaznaczony jest sygnal, ktory nie ma odpowiednika po drugiej stronie, jest on
najprawdopodobniej FP (rys. 45). Wykorzystujac t¢ wiasciwos¢ widm homojadrowych mozna
dla nich dokona¢ dalszej eliminacji szumow.

Pierwszym krokiem jest wyszukanie i zaznaczenie sygnatow znajdujacych si¢ na
diagonalnej. Procedura ta opiera si¢ o wyszukanie sygnatéw o takich samych wartosciach
przesunie¢ chemicznych w obu rozpatrywanych wymiarach w zakresie btedu. Niestety efektem
ubocznym tej procedury jest eliminacja sygnatow korelacyjnych dla jader, ktorych przesunigcia

chemiczne r6znia si¢ o niewielka wartosc.
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Rys. 45.

Rys. 46.

F1

Symboliczne przedstawienie sygnaléw na homojadrowym widmie 2D. Kolorem niebieskim
zaznaczone s3 symetryczne sygnaly (TP), natomiast kolorem czerwonym - potencjalne

szumy (FP)

®
BT I . o . : .'__-

]
L)

Widmo 2D NOESY dla wzajemnie komplementarnego oligonukleotydu.

Kolorem

niebieskim zaznaczone sg sygnaly posiadajace symetrycznie polozonego partnera, kolorem
szarym — nie posiadajace partnera a kolorem czerwonym sygnaly o ujemnej wartoSci

objetosci
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Kolejnym krokiem jest podzielenie sygnatoéw na dwie grupy — sygnaly znajdujace sig¢ ,,nad”
diagonalna oraz ,,pod” diagonalna. Nastgpnie tworzona jest struktura stownikowa w ktorej
zawarta jest informacja o mozliwych dopasowaniach sygnatow z obu stron widma wraz

z warto$ciami oceny tego dopasowania. Warto$¢ score obliczana jest wedtug wzoru:

A*(ave/2 -diff)+ B*(2-(volumesuonger/VOlumeyeaker)) dla volumesionger/ VOlumMeyweaker < 2
A*(ave/2 -diff) dla volumeyonger/ VOlumeeaker >= 2

gdzie A i B to wspodlczynniki ustalane przez uzytkownika (ich wartosci domysine sa rowne 3),
ave to srednia wielko$¢ szeroko$ci sygnalu w wybranych wymiarach, diff to odlegtos¢ od
idealnie symetrycznej pozycji sygnatow a volumesronger 1 VOlumeyeaker to 0Objgtosci silniejszego
1 slabszego sygnatu odpowiednio. Obliczona w ten sposob warto$¢ score uwzglednia zaréwno
roéznicg potozen jak i rdéznicg objgtosci sygnalow, co utatwia dopasowanie sygnatow.

Kolejnym krokiem jest stworzenie klastréw skupiajacych rozwiazania zawierajace te
same sygnaty. Tak stworzone klastry sa nastepnie przeszukiwane za pomoca algorytmu brute-
force w celu znalezienia najlepszego dopasowania kazdego z elementéw danego klastra. Sygnaty
nie posiadajace swojego odpowiednika sa odrzucane jako szumy. Potencjalne pomytki powstac
moga jedynie dla grupy bardzo silnie nalozonych sygnatow o podobnych warto$ciach objetosci.

Etap ten jest wykonywany przed procesem dopasowywania sygnalow pochodzacych od réznych

widm NMR.

Redukcja szumo6w dla widm heterojadrowych

Widma heterojadrowe, a w szczegdlnosci widmo "H-"C HSQC sa wykorzystywane do
wykrywania sygnaléw pochodzacych od okreslonych rodzajow jader, na przyktad sygnatow od
jader H2 adenozyn, lub H5/H6 pirymidyn oraz do wykrywania warto$ci przesuni¢¢ chemicznych
dla ktorych moze wystgpowaé nakladanie sygnaldéw na innych widmach. Z tego powodu
redukcja szumoéw do mozliwie niskiego poziomu przy zachowaniu wszystkich widocznych
sygnatéw petni duza rolg w programie RNA NOEpathfinder.

Metode redukcji szumoéw omowie na przykladzie widma 'H-"C HSQC, dla ktorego
optymalizowalem ta metode. Widmo 'H-">C HSQC mozna podzieli¢ na regiony co dokladnie
omowitem w rozdziale ,,Wyszukiwanie regionow na widmach”, w ktorych wystgpuja sygnaty
pochodzace od okreslonych typow jader. Jednocze$nie wyznaczane sa regiony ,,puste”, na
ktorych nie powinny by¢ widoczne zadne sygnaly. W zwiazku z tym wszelkie sygnaty ktore
znajduja si¢ w tych regionach moga zosta¢ potraktowane jako FP i na ich podstawie oszacowanie
poziomu szumow. Ze wzgledu na mozliwo$¢ pojawiania si¢ stosunkowo silnych FP,

zdecydowatem si¢ doda¢ dodatkowe ograniczenie, ktore do wyznaczania poziomu szumow nie
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wykorzystuje utamka najsilniejszych FP na widmach, przez co nie jest tracona informacja o TP

o niewielkiej objetosci lub intensywnosci.

IV.2.2 Wyszukanie region6w na widmach

Dla regularnej prawoskregtnej helisy $ciezki NOE sa widoczne w okreslonych regionach
na widmach NOESY. Z tego powodu aby wyznaczy¢ $ciezki NOE dla danej czasteczki najlepiej
jest osobno analizowaé poszczegdlne regiony. W tym celu nalezy poprawnie wykry¢ polozenie
tych regionow na widmie. Zadanie to realizowane jest przez obiekt klasy RegionsFinder, ktora
w wyniku zwraca warto$ci graniczne poszczegdlnych regiondéw. Najprostszym rozwigzaniem
bytoby wykorzystanie statych warto$ci przy ktorych nastgpowalby podziat na poszczegodlne
regiony, ale w niektorych przypadkach moze si¢ okaza¢ ze kilka sygnatow zostanie blednie
zaliczonych do innego regionu niz tego do ktérego naleza. Ponadto dla zmodyfikowanych par
zasad moga wystapi¢ niewielkie réznice jesli chodzi o granice regionow na widmie NOESY. Aby
umozliwi¢ prawidlowe wyszukanie regionéw i zapewni¢ jak najwigksza uniwersalno$¢,
zastosowatem potaczenie kilku algorytmow wyszukiwania, ktore nastgpnie sa uzywane do
wspolnego wyznaczenia najbardziej prawdopodobnej wartosci rozdzielajacej poszczeg6Olne

regiony.

Wyszukanie wedlug wartosci okreslonych w szablonie

Jak wspomnialem wyzej, najtatwiejsza metoda jest wyszukanie regiondw w oparciu
o ustalone warto$ci, uzyskane przez obliczenia prowadzone w klasie TemplateRegions.
Dodatkowo jesli w miejscu podziatu znajduje si¢ sygnat lub sygnaly, to wyszukiwane jest
najblizsze miejsce, gdzie mozna dokona¢ podzialu. Niemniej testy wykazaly, ze w niektorych
przypadkach tak przygotowane wartosci podzialu widma moga znaczaco odbiega¢ od wartosci
oczekiwanych. W zwiazku z tym wycofatem to rozwiazanie z programu RNA NOEpathfinder.

Niemniej warto$ci odcinajace oraz zakresy regiondw sa wykorzystywane przez pozostale

algorytmy.

Wyszukanie wedlug najwi¢kszych obszaréw bez sygnalow

Pomigdzy poszczegdlnymi regionami zawierajacymi okre$lone sygnaly najczesciej
obserwuje si¢ obszary catkowicie pozbawione sygnatdéw. Mozna to wykorzysta¢ w celu
wyznaczenia wartosci przesuni¢¢ chemicznych oddzielajacych regiony. W tym celu algorytm
sortuje sygnaty wedlug przesuni¢¢ chemicznych w wybranym wymiarze. Nastgpnie wyszukuje
wybrana liczbe najwigkszych roznic pomigdzy przesuni¢ciami chemicznymi. Procedura jest
powtarzana dla kazdego z wymiaréw. Dodatkowo, aby poprawnie wyznaczy¢ regiony nawet w
przypadku istnienia duzej ilosci szumow (FP), lub pojedynczych stabych sygnatow pomigdzy
regionami, procedura jest wykonywana dla 40, 50, 60, 70 i 80 procent najsilniejszych sygnalow

na widmie.
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Metoda ta jest stosunkowo mato czuta na szumy. Jest jednak bardzo wrazliwa na
obecnos$¢ pojedynczych FP o stosunkowo duzej objgtosci majacych przesunigcia chemiczne
oddalone od typowych zakresow rzeczywistych regiondow. Z tego powodu przed wykonywaniem
wyszukania regiondw z uzyciem tej metody — eliminowane sa najpierw regiony, ktore nie
zawieraja ani jednego sygnalu a nastgpnie eliminowane sa te sygnaly, ktore nie naleza do
zadnego z pozostatych regiondw i dopiero na tak przygotowanych danych prowadzone sa
obliczenia. Moze si¢ rowniez zdarzy¢, ze metoda ta moze powodowac bi¢dne zakwalifikowanie

stabych sygnalow na widmie do danego regionu.

Wyszukanie wedlug klastrow

W celu wyszukania regiondw, mozna wykorzysta¢ klastrowanie danych. W tym celu
wykorzystalem zmodyfikowany algorytm UPGMA (ang. Unweighted Pair Group Method with
Arithmetic Mean). Algorytm ten polega na tym, ze z catego zbioru sygnaléw wybierane sa dwa
sygnaty dla ktérych réznica wartosci przesuni¢¢ chemicznych w wybranym wymiarze jest
najmniejsza. Nastgpnie dla tych sygnalow tworzony jest zmodyfikowany wpis zawierajacy
srednia, maksymalna 1 minimalng warto$¢ przesunigcia chemicznego w tym wymiarze oraz
informacj¢ o calkowitej liczbie sygnatow z jakich zostal utworzony. Wpis ten zastgpuje
w zbiorze sygnaty, z ktorych zostat utworzony. Warto$¢ Srednia jest uzywana podczas
poréwnywania warto$ci przesunigcia chemicznego wraz z innymi sygnalami. Nastgpnie krok ten
jest powtarzany tak dtugo, az pozostanie liczba wymiaréw zdefiniowana przez dane wejSciowe.
Kolejnym krokiem jest wybranie okreslonej (przez obiekt klasy TemplateRegions) ilosci
przesunie¢ chemicznych, ktére rozdzielaja poszczegdlne podzbiory, co odbywa si¢ poprzez
obliczenie wartosci $rednich pomigdzy maksymalna wartos$cia przesunig¢cia chemicznego dla
jednego regionu i minimalng dla kolejnego. Klastrowanie to wykonywane jest dla kazdego
z wymiaréw widma osobno.

Metoda ta jest bardzo czuta na szumy lub sygnaty od innych zwiazkéw nie wchodzace
w sktad regionow, gdyz jesli posrod sygnaléw w programie, pojawia si¢ sygnaly lub szumy
o warto$ciach oddalonych od wartosci typowych dla rzeczywistych regioné6w na widmie, moga
powstacé regiony ztozone wylacznie z szumdw, a rzeczywiste regiony moga zosta¢ potaczone
w pojedynczy region. Problem ten rozwiazatem poprzez dodatkowa modyfikacje algorytmu
UPGMA. Nowa wersja algorytmu najpierw wyszukuje sygnaty znajdujace si¢ najblizej $rodka
kazdego z idealnych regiondw wyznaczonych przez obiekt klasy TemplateRegions. Nastepnie
dotacza kolejne sygnaty tylko do klastra zawierajacego jeden z wyszukanych sygnatow. W ten
sposob unika si¢ wyszukiwania regionéw w miejscach gdzie one nie wystgpuja oraz zapewnia

wyszukanie kazdego ze zdefiniowanych regionow.
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Polaczenie wyszukanych wartosci i wybor przesunigcia

Po wyszukaniu klastréw oraz najwigkszych roéznic w warto$ciach przesunigé
chemicznych konieczne jest polaczenie tych danych w celu uzyskania jak najbardziej
wiarygodnego wyniku. W tym celu na podstawie wyznaczonych klastrow wybiera si¢ graniczne
warto$ci przesuni¢¢ pomigdzy tymi klastrami i tworzy z nich przedziaty, ktérym przypisuje si¢
warto$¢ wspodlczynnika istotnosci.

Kolejnym krokiem jest dodanie informacji uzyskanych dzigki obliczeniom najwigkszych
roznic przesuni¢¢ chemicznych pomigdzy posortowanymi sygnatami. Jest to osiagane poprzez
wybieranie czesci wspolnej z dotychczasowymi przedziatami. Operacja ta jest powtarzana dla
wszystkich zbiorow zawierajacych okreslony procent najsilniejszych sygnalow. Czgs¢ wspolna
otrzymuje dodatkowy punkt oceny. Nienaktadajace si¢ fragmenty przedziatéw sa usuwane, gdyz
testy wykazaty, ze pozostawienie tych fragmentéw moze prowadzi¢ do btednych wynikéw. Z tak
uzyskanego zbioru wybierane sa S$rodki tych przedziatow, ktore maja najlepsze wartosci
punktacji (rys. 47, 48).
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Rys. 47. Przykladowe widmo 2D NOESY. Granatowymi liniami zaznaczone sa regiony wyszukane

przez program RNA NOEpathfinder
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Rys. 48. Przykladowe widmo 'H-*C HSQC . Granatowe linie wyznaczaja regiony wyszukane przez

program RNA NOEpathfinder

Wybieranie regionow na widmach

Obiekt klasy RegionsFinder zwraca warto$ci oddzielajace poszczegdlne regiony na
widmie. W celu uzyskania struktury stownikowej zawierajacej sygnaty podzielone na regiony,
w ktorej kluczami sa numery poszczegoélnych regionéw, konieczna jest procedura podzialu na
regiony. Zadanie to realizowane jest przez obiekt klasy Spectrum zawierajacy sygnaly nalezace
do analizowanego widma. W zwiazku z tym, ze RNA NOEpathfinder zaprojektowalem do pracy
z praktycznie dowolng liczba wymiardéw, idealnym rozwiazaniem okazata si¢ rekurencja. Dla
kazdego wymiaru na widmie, zbior sygnatow jest dzielony na regiony w tym wymiarze. Kazdy
z tak uzyskanych zbioréw jest przekazywany dalej do podzialu w kolejnym z wymiarow.
Uzyskane zbiory sygnalow w postaci obiektow klasy Peaks zapisywane sa pod odpowiednimi
indeksami w strukturze stownikowe;.

Zeby utatwi¢ podzial na regiony, dla kazdego zbioru widm wykonanych w tych samych
warunkach, warto$ci oddzielajace poszczegolne regiony dla wymiaréw protonowych sa
obliczane na podstawie widma 2D NOESY a nastgpnie wykorzystywane we wszystkich

pozostatych widmach wykonanych w tych samych warunkach.

Sygnaly blednie zakwalifikowane do danego regionu

Dla niektorych czasteczek RNA moze zdarzy¢ sig sytuacja, ze dla jednego lub kilku
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sygnalow warto$¢ przesunigcia chemicznego znajdzie si¢ w rejonie charakterystycznym dla
sygnalow pochodzacych od innych jader. W tym celu stworzylem dodatkowy algorytm
zaimplementowany w klasie ImpositionsManager, ktory na podstawie widm '"H*C HSQC
w wielu przypadkach potrafi znalez¢ sygnaly od takich jader i przenies¢ je do wilasciwych
regionéw na widmie. Metoda ta polega najpierw na wyszukaniu regionéw na widmie 'H"”C
HSQC, w ktorych nie powinno by¢ sygnatéw. Nastgpnie program sprawdza, do ktérego
sasiadujacego regionu jest temu sygnatowi najblizej (procentowo) oraz czy znajduje si¢ on
blisko, czy daleko od sasiadujacego regionu. Warto$¢ odcinajaca wyznaczylem na 10%
szerokosci danego regionu. Nastepnie korzystajac z danych uzyskany z korelowania ze soba
sygnalow z réznych regionow (ktory opisalem w kolejnym rozdziale) znajdywane sa sygnaty
powiazane z danym sygnalem na réznych widmach. Sygnaly te sa nastgpnie przenoszone do
wlasciwych regionow na widmach. Metoda ta jest stosunkowo czuta na btedy 1 szumy, w

zwiazku z czym uwzgledniane sa tylko te sygnaly na widmie HSQC, ktdérych intensywnos$¢ jest

wigksza niz 25% najstabszych sygnatow na tym widmie.

IV.2.3 Korelacja sygnaléw miedzy widmami

Zbior widm przekazanych do obliczen nie musi pochodzi¢ z pojedynczej serii
eksperymentow. Eksperymenty moga zosta¢ wykonane w rdznej temperaturze, z uzyciem wody
deuterowanej lub zawierajacej mieszaning H,O 1 D,O, z buforami zawierajacymi rdzne sole lub
w roznych stezeniach. Moze to powodowac, ze wartosci przesunie¢ chemicznych dla sygnatow
na widmach wykonanych w réznych warunkach nie bgda si¢ na siebie idealnie naktadac.
Mozliwe sa dwie gldwne sytuacje — przesunigcie potozenia sygnalow dla pojedynczego jadra
oraz przesunigcie wszystkich sygnatow na widmie. Pierwsza z wymienionych sytuacji moze by¢
pozadana, gdyz umozliwia rozdzielenie nalozonych na siebie sygnalow nalezacych do
odmiennych ukladéw spinowych. Rozdzielenie sygnalow moze umozliwi¢ tatwiejsze
przypisanie sygnatow oraz pozwoli¢ na wyznaczenie wigkszej iloSci wigzéw strukturalnych.
Niemniej stanowi ona wyzwanie z programistycznego punktu widzenia, gdyz uniemozliwia
korelowanie sygnatow poprzez proste dopasowanie warto$ci na dwoch widmach.

W celu wyeliminowania tego problemu, stworzylem algorytmy zaimplementowane
w klasie Spectralmposer, pozwalajace na korelowanie sygnaléw z uwzglednieniem wyzej
wymienionych probleméw. Algorytm bazuje na zalozeniu, ze wszystkie sygnaty moga zostaé
przesunigte o ta sama wartos¢ w kazdym z wymiardéw, a ponadto kazdy z sygnaldéw moze by¢
dodatkowo przesunigty o inng niezalezna warto$¢ w kazdym z wymiardw na widmie.

Pierwszym etapem jest znalezienie wymiardw, w ktérych wykorzystane sa te same
rodzaje jader dla dwoch réznych widm n-wymiarowych. Dla tych widm nastgpnie sa sprawdzane
informacje z pliku wewngtrznego, ktory odpowiada za rodzaje dostgpnych widm. Znalezione
regiony beda tymi ktore beda na siebie naktadane. W zwiazku z tym kolejnym krokiem jest

,»Splaszczenie” widma poprzez potaczenie odpowiednich regionéw we wszystkich pozostatych
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wymiarach dla obydwoch widm. Jesli widmo nie ma wyznaczonych regiondéw, korelowane sa
wszystkie sygnaty obecne na widmach.

Jesli widma sa tego samego typu to wykonywany jest uproszczony proces normalizacji
objetosci. W tym celu obliczana jest catkowita objetos¢ sygnatéw na obydwu porownywanych
regionach i obliczany jest mnoznik, jakiego nalezy uzy¢ na warto$ciach objgtosci sygnalow
jednego z widm, aby wartosci byly w miar¢ porownywalne.

Dla kazdej pary sygnatow w obydwu analizowanych regionach (lub catych widmach),
dla kazdego z wymiarow, ktore sa poréwnywane obliczana jest odlegto$¢ pomigdzy nimi.
Nastepnie obliczana jest ,,odleglo$¢” sygnatow na widmie dla kazdej pary sygnatow z obu widm,
liczona tak jakby korelowane sygnaty znajdywaly si¢ na jednym widmie. Jesli uzyskana warto$¢
jest mniejsza niz wspotczynnik odcigcia zdefiniowany w parametrach eksperymentu, to
tworzony jest wektor, o ktory beda przesunigte wszystkie pozycje sygnatow na jednym z widm
podczas dalszych etapow nakladania sygnalow. Wspolczynnik odcigcia powinien by¢
stosunkowo niewielki, zeby zmniejszy¢ mozliwo$¢ kombinacji 1 jednocze$nie odpowiednio
duzy, by méc uwzglednié rzeczywiste przesunigcie sygnatléw na widmach.

Kolejnym krokiem jest ponowne obliczenie odleglosci uwzgledniajacej wektor
przesunigcia, dla kazdego wektora i kazdej pary sygnatéw widocznych na widmach. Jesli widma
sa tego samego typu to nastgpuje takze pordwnanie wzglednych objgtosci sygnatow, gdyz
odpowiadajace sobie sygnaly na widmach tego samego typu powinny mie¢ poréwnywalne
wartosci, co jest bardzo przydatne dla znalezienia odpowiadajacych sobie sygnatéw. Jest to
szczegOlnie przydatne w sytuacji jesli proces eliminacji szumow z widma nie przebiegt
prawidtowo i obok wilasciwego sygnatu znajduje si¢ FP. Warto§¢ wzglednej objetosci jest
mnozona przez zadany wspotczynnik 1 dodawana do odleglosci. Warto$ci te sa zapisywane w
odpowiedniej strukturze stownikowej, gdzie kluczami sa indeksy dla obu sygnatéw. Dla kazdego
z sygnatdéw wybierany jest nastgpnie ten, ktéry ma najmniejsza warto$¢. Obliczana jest catkowita
suma wartosci 1 wybierane jest rozwigzanie posiadajace najmniejsza sumg obliczonych wartosci

odleglosci sygnatow.
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Podczas tworzenia algorytmu oraz w celu weryfikacji poprawnosci jego dzialania
wykonatem serig testow. Obejmowaly one korelowanie ze soba widm 2D NOESY o roznych
parametrach oraz widm 'H-">C HSQC i DQF-COSY z widmami 2D NOESY. Testy te pokazaty,
ze praktycznie niemozliwe jest korelowanie ze soba widm 2D NOESY bez wykorzystania
objetosci lub intensywnosci sygnatow, a wartos¢ wspdtczynnika dla objetosci moze przetozy¢ sig
na bledne korelacje. W przypadku korelowania widm '"H-"C HSQC z widmami 2D NOESY,
kwestia kluczowa okazaty si¢ szumy na pierwszym z tych widm.

W przysztosci mozna réwniez rozwina¢ wspomniany algorytm o korelacje przesunigc
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sygnatéw, co moze ulepszy¢ wyszukiwanie przesuni¢¢ catych systeméw spinowych o okreslona

wartos¢ w jednym z wymiarow.

Rys. 49. Nalozone na siebie dwa widma 2D NOESY dla wzajemnie komplementarnego
oligonukleotydu. Kolorem czerwonym i niebieskim zaznaczone sg sygnaly na obu widmach,

wyraznie wida¢ przesunigcie polozenia sygnaléow o niewielka warto$¢ przesunigcia
chemicznego.

Czesciowe przypisanie sygnalow

Uzyskane korelacje sygnalow sa wykorzystane do czeSciowego przypisania sygnatow,
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gdyz w niektorych regionach widma "H-"C HSQC i DQF-COSY znajduja si¢ tylko sygnaly od
jader okreslonych grup atomoéw. Pozwala to przyktadowo na znalezienie systeméw spinowych
tworzonych dla jader H2 reszt adenozyn lub zidentyfikowanie sygnaléw korelacyjnych H5-H6
na widmie NOESY. Wymaga to wstgpnych przypisan grup sygnaléw co opisalem dokladniej
w rozdziale ,,Przypisanie sygnaléw nie nalezacych do s$ciezek NOE”. Wstepne przypisanie
sygnalow na widmie NOESY, realizowane w klasie Assignmenter, dzigki danym uzyskanym
z klasy ImpositionsManager, jest praktycznie niezbedne dla poprawnej oceny $ciezek NOE,
gdyz pozwala dopasowa¢ wygenerowana S$ciezke do sekwencji nukleotydowej. Najpierw
znajdywane sa sygnaty z widm HSQC 1 COSY, ktoére zostaly juz przypisane i nast¢pnie sygnal na
widmie NOESY majacy najbardziej zblizona warto$¢ przesunigcia chemicznego (wybrany dzigki
korelowaniu widm ze soba) zostaje przypisany na tej podstawie (rys. 50). Aby przypisania te
byly uzyteczne do tworzenia $ciezek NOE, informacje z przypisanych sygnatow na widmach
NOESY sa przekazywane na cale uklady spinowe, oraz nanoszone w obu wymiarach
protonowych widma. Przypisania na cate uktady spinowe nie sa wykonywane, gdy dana wartos¢

przesunigcia chemicznego posiadaja sygnaly pochodzace od réznych atoméw.
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Rys. 50. Widmo 2D NOESY dla wzajemnie komplementarnego oligonukleotydu. Kolorem zéltym
zaznaczone s3 sygnaly posiadajace cze$ciowe przypisanie

IV.2.4 Wybor optymalnego rodzaju sciezki NOE do obliczen

Na widmie NOESY mozna obserwowaé wiele sekwencyjnych S$ciezek transferu

mangetyzacji. Nalezy do nich migdzy innymi $ciezka H1' — H6/H8 w rejonie aromatyczno-
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anomerycznym. W przypadku wprowadzenia do badanej czasteczki modyfikowanych reszt
nukleotydowych, $ciezki takie musza uwzglednia¢ sygnaty korelacyjne pochodzace od nowych
atomow. Aby zapewni¢ maksymalna swobode wyboru sekwencji nukleotydowej podczas
korzystania z programu RNA NOEpathfinder, stworzylem seri¢ plikow wewngtrznych oraz
system klas, ktore procesuja dane z tych plikéw. Klasy wraz z ich funkcja przedstawitem
w tabeli 5.

Jednym z wyzwan jakie napotkatem bylo stworzenie algorytmu, ktéry bylby w stanie
wyznaczy¢ optymalny rodzaj $ciezki NOE do rozpoczgcia obliczen oraz zdefiniowaé reguly
wedlug ktorych ta Sciezka ma by¢ tworzona. Ostatecznie pierwszy z tych problemow
rozwiazatem w trzech etapach:

* stworzenie mozliwych rodzajow $ciezek NOE
» sprawdzenie, czy kazdy rodzaj $ciezki jest poprawny
* ocena kazdego rodzaju $ciezki NOE i1 wybranie optymalnego

Tabela 5. Klasy odpowiadajace za przetwarzanie plikow wewnetrznych programu oraz ich gléwne zadania.

Nazwa klasy Funkcja

TemplateAtomType Reprezentacja poszczegolnych pierwiastkéw chemicznych
TemplateResidue Reprezentacja poszczegolnych reszt nukleotydowych
TemplateAtomInResidue Reprezentacja atomow zajmujacych okreslone pozycje w danych

resztach nukleotydowych wraz z typowymi dla nich warto$ciami
przesuni¢¢ chemicznych

TemplateSpectrum Reprezentacja widm oraz ich wlasciwosci 1 typu atomow
obserwowanych na nich w kazdym z wymiarow

TemplateRegions Wyznaczenie mozliwych podzialdow widm na regiony, co szerzej
opisatem w rozdziale ,,Wyszukanie regionéw na widmach”

TemplateVisibleCrosspeaksFro Przetwarzanie informacji o sygnatach, ktére mozna obserwowaé na
mResidues danym typie widm NMR

TemplateTypicalConnections ~ Przetwarzanie informacji o odleglosciach migdzyatomowych dla
poszczegblnych par atomow

TemplatePathways Wyszukanie mozliwych $ciezek NOE oraz wybor najbardziej
optymalnej do rozpoczgcia obliczen

TemplatePathwayRules Stworzenie regut wyboru i oceny $ciezek NOE oraz ich fragmentow

TemplateAnalyser Organizacja sekwencyjnego przetwarzania danych przez wyzej

wymienione klasy

Etap tworzenia mozliwych rodzajow $ciezek NOE to wyszukanie zestawow atomow dla
kazdej reszty nukleotydowej na podstawie informacji uzyskanych dzigki instancji klasy
TemplateTypicalConnections. Stworzenie pelnej listy wszystkich mozliwych typow Sciezek
okazalo si¢ bardzo zlozone obliczeniowo, w zwiazku z czym wprowadzilem pewne
ograniczenie, a mianowicie, ze jeden z typow atomoéw obecnych w $ciezce musi naleze¢ do

zbioru (H1', H2', H3', H4', H5"). Drugi etap polega na weryfikacji, czy w kazdej z potencjalnych
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sciezek znajduje si¢ element taczacy dwie dowolne reszty. Nastgpnie kazdy rodzaj sciezki NOE
jest oceniany na podstawie tego, czy znajduje si¢ w regionie w ktérym jest mato sygnatow, oraz
czy wszystkie sygnaty korelacyjne w zaproponowanej $ciezce naleza do jednego regionu.
Przeprowadzone przeze mnie testy pokazaty, ze spelnione sa zatozenia i dla niemodyfikowanych
reszt nukleotydowych wybierana jest S$ciezka HI1'-H6/H8 w regionie aromatyczno-
anomerycznym.

Znacznie trudniejszym zadaniem okazalo si¢ stworzenie spojnych i1 prostych regut
tworzenia i oceny S$ciezek NOE dla wybranego rodzaju $ciezki. Reguly te kilkukrotnie
zmieniatem dopasowujac do wymagan programu w danej chwili oraz upraszczajac ich forme.
Ostatecznie przyjety forme stownika, w ktorym kluczami sa nazwy poszczegoélnych regut,
a wartos$ci okres$laja nazwy reszt, atomoéw oraz pozostale parametry danej reguly. Istnieja dwa
gtowne rodzaje regul: dodaj sygnat posiadajacy wskazane przypisania oraz nie dodawaj sygnatu
posiadajacego dane przypisania. Przykltadowa regula jest nie wilaczanie do $ciezek NOE
w regionie aromatyczno-anomerycznym sygnatow, ktore w jednym z wymiaroOw sa przypisane
jako sygnaty pochodzace od protonow H2 adenozyn.

Kolejnym parametrem, ktory moze by¢ wykorzystywany do oceny sekwencyjnych
sciezek NOE jest intensywnos$¢ sygnatow wchodzacych w sktad $ciezki, a raczej rozktad
intensywnos$ci w obrgbie §ciezki. Sygnaty korelacyjne pomigdzy jadrami atoméw nalezacych do
tej samej reszty sa zazwyczaj znacznie silniejsze od sygnatéw korelacyjnych pomigdzy jadrami
atomow nalezacych do kolejnych reszt nukleotydowych. W zwiazku z tym program sprawdza,
czy roznica pomiedzy Srednig wartoscia wzorcowych odlegtosci dla obu typow sygnatow jest
wigksza niz 10% $rednich wartosci wzorcowych odlegtosci dla wszystkich sygnalow
wchodzacych w sklad $ciezki NOE. Wynik ten jest przekazywany w programie jako regula
,strongerweaker” 1 wykorzystywany podczas oceny zarowno fragmentéw jak i catych Sciezek
NOE.

Do oceny sa réwniez wykorzystywane sygnaly z innych regiondéw. Jesli dla kolejnych
dwoch sygnatow wchodzacych w sktad ocenianej $ciezki NOE istnieje sygnat korelacyjny
w innym regionie (przede wszystkim w regionie aromatyczno-aromatycznym), to te dwa sygnaty
z duzo wigkszym prawdopodobienstwem stanowia kolejne elementy rzeczywistej Sciezki NOE.
W programie RNA NOEpathfinder w takiej sytuacji dodawane sa dodatkowe punkty do
catkowitej oceny. Wykorzystanie sygnatow informacji pochodzacej z innych regiondw wiaze si¢
jednak z dodatkowymi problemami. W przypadku jesli sygnat korelacyjny nie zostal zaznaczony,
lub kolejne elementy $ciezki NOE maja bardzo podobna warto$¢ przesunigcia chemicznego,
program moze gorzej oceni¢ niektore fragmenty Sciezek NOE tylko ze wzgledu na to, ze dla
niektorych ocenianych fragmentow $ciezek istnieje wigcej sygnalow korelacyjnych. Z tego
powodu w sytuacji gdy na widmie widocznych jest wiele naktadajacych sig na siebie sygnatow —
lepiej jest zmniejszy¢ liczbg punktow przyznawanych za znalezienie sygnatu korelacyjnego
W innym regionie widma.

Do oceny $ciezek NOE moga rowniez zosta¢ wykorzystane sygnaly korelacyjne z tego
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samego regionu, ktore juz zostaly przypisane do danego typu jadra atomowego. Przyktadowo
sygnaly, ktore zostaty przypisane do jader atomoéw H2 w regularnych dupleksach RNA moga
tworzy¢ korelacje do atomow HI1' tej samej (i), nastgpnej (i+1), naprzeciwleglej (j) oraz kolejnej

po naprzeciwleglej (j+1) reszty. Mozna ta informacj¢ wykorzysta¢ do oceny danej $ciezki NOE.

IV.2.5 Generowanie Sciezek w rejonie aromatyczno-anomerycznym widma NOESY

Pierwszym etapem jest czeSciowe przypisanie sygnatow na widmie NOESY, ktore
opisatem w rozdziale ,Korelacja sygnatow migdzy widmami”. W regionie aromatyczno—
anomerycznym takimi sygnatami sa sygnaty korelacyjne HS5-H6 pirymidyn oraz sygnaty
pochodzace od protondow H2 adenozyn. Przypisanie to odbywa si¢ w dwodch etapach.
W pierwszym z nich przypisywane sa te sygnaty, dla ktorych istnieje korelacja z innym widmem,
natomiast w drugim etapie przypisywane sa te sygnaly, ktore maja takie same wartosci
przesunig¢ chemicznych w wymiarze, dla ktérego sa przypisane. W przypadku sygnatow ktorych
w jednym z wymiaréw warto$ci przesunie¢ chemicznych sa bardzo zblizone, sygnaty te nie sa
przypisywane ze wzgledu na mozliwos¢ pomytki. Wyjatkiem jest sytuacja, gdy analizowane sa
korelacje pomigdzy sygnatami na widmach DQF-COSY i1 NOESY. W tym przypadku
bezposrednio skorelowane sygnaty sa przypisywane.

Kolejnym etapem jest wybranie mozliwych polaczen pomigdzy poszczegdlnymi
atomami, ktoére beda mogly wejs¢ w sktad nowo generowanych $ciezek NOE. Tworzony jest
stownik, gdzie dla kazdego sygnatu wybierane sa takie sygnatly, ktore w danym wymiarze nie
przekraczaja 1.3 szeroko$ci danego sygnatu. Warto$¢ ta zapewnia stworzenie potaczenia
w przypadku natozonych sygnatéw o niecharakterystycznym ksztatcie. Dopasowanie w tym
wymiarze jest zapisywane w stowniku, co jest wykorzystywane w pdzniejszych etapach
tworzenia widma. Co wigcej na tym etapie na podstawie danych dotyczacych wartosci
przesuni¢¢ chemicznych dla ktérych moze wystgpowaé naktadanie sygnatow oraz
wczesniejszych przypisan, eliminowane sa sygnaly, ktore nie wchodza w skiad Sciezki NOE.
W przypadku warto$ci przesunig¢ chemicznych dla ktorych moze wystgpowac naktadanie sig
sygnatéw, tworzone jest dane potaczenie, by unikna¢ sytuacji w ktoérej prawidtowa sciezka NOE
nie zostanie wygenerowana. Z tworzonych polaczen wykluczane sa te, dla ktorych istnieja juz
czgSciowe przypisania, ktore eliminuja je ze $ciezki NOE (H2 adenozyn, HS pirymidyn).
Wyjatek stanowia pofaczenia, dla ktérych moze wystepowaé nakladanie si¢ sygnatow.
Rozwiazanie takie znacznie ulatwia dalsza analiz¢ oraz zmniejsza liczbg obliczen, gdyz nie
trzeba kazdorazowo poroéwnywac wartosci przesuni¢¢ chemicznych dla dwodch sygnatow by
sprawdza¢, czy moga one tworzy¢ kolejne elementy $ciezki NOE. Na tym etapie niezwykle
istotne jest aby zaznaczone sygnaly dla widma byly pozbawione wszystkich lub prawie
wszystkich szumow, gdyz falszywe sygnaty pochodzace od szuméw moga spowodowac znaczne
zwigkszenie czasu obliczen dla dalszych etapéw analizy.

Kolejnym etapem jest wygenerowanie krotkich fragmentow $ciezek NOE, domyslnie

taczacych 7 sygnatéw nalezacych do $ciezki. W tym celu program wybiera najsilniejsze sygnaty,
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ktore nie zostaly wezesniej wykluczone ze $ciezki NOE, ani nie sa przypisane do jader atomoéw
H5 1 H6 pirymidyn. Dodatkowo dla kazdego z takich fragmentéw tworzone sa specjalne
stowniki ukazujace mozliwosci dalszych potaczen po obu stronach danego fragmentu. Ze
wzgledu na duza mozliwos¢ powstatych kombinacji, cz¢$¢ najgorzej ocenionych rozwiazan jest
odrzucana. Dla etapu tworzenia krotkich fragmentow przyjatem zalozenie, ze dany sygnal nie
moze si¢ pojawia¢ w danym fragmencie dwukrotnie, nawet w przypadku mozliwego naktadania
sygnatlow. W pewnych rzadkich sytuacjach moze to powodowaé problemy ze znalezieniem
sciezki, jednak uzytkownik oprogramowania moze je rozwiaza¢ poprzez rgczna korekte
i uzupehienie sygnaldow obecnych na widmie lub zmiang parametréw. Do oceny tych
fragmentow wykorzystywana jest funkcja oceniajaca, ktora uwzglednia réznice w wartosciach
przesunig¢ chemicznych dla sygnatéow (artefakty automatycznego wyszukiwania sygnatow),
mozliwa ilo$¢ sygnatow dla danej warto$ci przesunigcia chemicznego oraz to czy kolejne
sygnaty wchodzace w sklad fragmentu sa na przemian stabsze i silniejsze. Ponadto sprawdzane
jest, czy dla danej pary sygnatoéw w $ciezce w innym regionie istnieje sygnal posiadajacy takie
same wartosci przesuni¢¢ chemicznych, jak warto$ci przesunig¢ chemicznych, ktérymi réznia sig
kolejne elementy $ciezki NOE.

Tak wygenerowane krotkie fragmenty sa nastepnie dopasowywane do sekwencji
nukleotydowej. W tym przypadku wykorzystywana jest inna funkcja oceniajaca, ktora oprocz
wyzej wymienionych elementdow uwzglednia réwniez to czy dla danego przesunigcia
chemicznego istnieje sygnat H5/H6 pirymidyn, co pozwala na wyeliminowanie tych dopasowan,
gdzie tej wartosci przesunigcia chemicznego odpowiadata by puryna. Ponadto sprawdzane sa
inne sygnaty w regionie aromatyczno-anomerycznym dla danej wartosci przesuni¢¢ chemicznych
oraz to czy na podstawie danych z plikdbw wewngtrznych programu, sa one typowymi sygnatami.
Poniewaz mozliwosci przypisan jest kilkukrotnie wigcej niz samych fragmentow Sciezek, na tym
etapie ponownie odrzucana jest czg¢$¢ najgorszych rozwiazan.

Nastgpnym etapem jest tworzenie blokow ztozonych z dwoch dopasowanych fragmentow
sciezki NOE, pomigdzy ktéorymi brakuje pewnej liczby sygnatdéw. Jest to uzyskane poprzez
kombinatoryczne dopasowywanie wszystkich fragmentow, a nastgpnie dzigki wczesdniej
wygenerowanym stownikom mozliwych potaczen znajdywane sa mozliwo$ci uzupetnienia luki
pomigdzy fragmentami. Nowo powstaly wigkszy fragment §ciezki jest rowniez oceniany, aby
wyeliminowac jak najwigcej btednych rozwigzan na tym etapie.

W kolejnym kroku tak utworzone bloki sa laczone ze soba — na zasadzie pierwszy
element nastgpnego bloku jest drugim elementem poprzedniego bloku. Procedura ta jest
powtarzana tak dlugo, az nie dojdzie do sytuacji, gdzie na koncach nie pozostanie do
uzupehnienia kilka sygnatéw. W tym momencie bloki sa ze soba taczone i ponownie oceniane,
a nastepnie uzupeliane sa brakujace elementy na kofcach, po czym znéw nast¢puje ocena
sciezek. Tak powstate potencjalne $ciezki NOE sa do siebie dopasowywane, by ostateczne

rozwiazanie obejmowato wszystkie mozliwe do wyznaczenia $ciezki na widmie. Na tym etapie
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ocenie poddawana jest tylko liczba elementow wszystkich $ciezek

przesuni¢¢ chemicznych.
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Rys. 51. Region aromatyczno-anomeryczny widma 2D NOESY dla wzajemnie komplementarnego

oligonukleotydu. A — kolorem czerwonym zaznaczono wszystkie mozliwe polaczenia pomiedzy
sygnalami, B — kolorem czerwonym zaznaczono polaczenia wchodzace w sklad rzeczywistej

sciezki NOE
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IV.2.6 Przypisanie sygnalow nie nalezacych do sciezek NOE

Po przypisaniu sygnatow nalezacych do $ciezek NOE mozliwe jest rowniez przypisanie
innych sygnalow- nie nalezacych do $ciezek NOE. W tym celu program RNA NOEpathfinder
wykonuje wyszukiwanie w dwodch krokach. W pierwszym wyszukuje wartosci przesunigé
chemicznych, dla ktérych nie ma pelnego przypisania sygnatow, nastgpnie tworzy mozliwe
przypisania osobno dla kazdego sygnatu, nast¢pnie sprawdza najlepsze mozliwosci dla catego
przesunigcia chemicznego. Tak uzyskane zestawy przypisan sa nastgpnie kombinowane ze soba
1 wybierane jest najlepsze rozwiazanie. Dzigki temu mozna na przyktad przypisa¢ sygnaty
pochodzace od H2 adenozyn. W drugim kroku przypisywane sa pozostale sygnaty, przy czym
w przypadku mozliwosci przypisania danego sygnalu do réznych atomoéw, wybierane jest
rozwiazanie, dla ktdrego istnieje najbardziej zblizony wpis w plikach wewngtrznych programu.

Na chwilg obecna funkcjonalno$¢ ta jest przetestowana jedynie dla regionu aromatyczno-
anomerycznego, gdzie przypisywane sa w szczegolnosci sygnaty pochodzace od jader atomow
H2-HT1', sygnaty H5-H6/H8 pochodzace od roznych reszt, a sygnaty H5-H6 pirymidyn sa
przypisywane do danej reszty. W pewnych szczegolnych przypadkach przypisanie wszystkich
sygnatéw moze okaza¢ si¢ niemozliwe. Dotyczy to przede wszystkim sytuacji, w ktorych
nieprzypisane sygnaty pochodzace od réznych jader atomowych maja bardzo podobne warto$ci
przesunig¢ chemicznych.

Na podstawie przypisan oraz znanych objgtosci sygnatdéw, mozna stworzyé wigzy
odlegtosciowe. Podstawa do utworzenia wigzoéw odleglosciowych jest poréwnanie objgtosci
danego sygnatu oraz sygnatow wzorcowych, dla ktérych odleglos¢ pomiedzy atomami jest
wzglednie stata. Tworzenie oraz przeksztalcanie wigzéw mozna wykonaé za pomoca wczesniej
stworzonego przeze mnie programu TotalRestraints, opisanego w rozdziale ,,Programy

towarzyszace”.

IV.2.7 Generowanie $ciezek w innych regionach widma NOESY

Na podstawie przypisan sygnaldéw znajdujacych si¢ w regionie aromatyczno-
anomerycznym mozliwe jest wyznaczenie $ciezek w innych regionach widma NOESY.
Najprostszym przyktadem jest Sciezka HI1'-H2', ktéra w wigkszosci przypadkow zawiera
najsilniejsze sygnaty w regionie H1'-H2'/H3'/H4'/H5'. Program RNA NOEpathfinder wyszukuje
sygnaty, ktore na podstawie korelacji z widmem 'H-"C HSQC pochodza od sygnatow H2' oraz
pochodza od jader sygnatow, ktorych odlegltos¢ w badanej czasteczce jest porownywalna do
wartosci z plikdbw wewnetrznych programu. Na tej podstawie tworzona jest §ciezka NOE w tym
regionie. W podobny sposdb moga by¢ wykonane proby wygenerowania innych $ciezek NOE.
Na chwilg obecng metoda ta nie jest przetestowana ani udostgpniona w wersji online programu.
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IV.2.8 Analiza widm 3D

Do analizy wigkszych czasteczek RNA, ze wzgledu na silne naktadanie si¢ sygnatow na
widmach 2D konieczne jest wykorzystanie czasteczek znakowanych izotopem wegla C lub PN,
ktore umozliwiaja wykonywanie widm wielowymiarowych. Dzigki temu uzyskujemy migdzy
innymi rozseparowanie sygnatow na widmach, co znacznie utatwia analizg.

Oprogramowanie RNA  NOEpathfinder zaprojektowalem tak, by umozliwi¢
wykorzystanie danych pochodzacych z widm wielowymiarowych a w szczegdlnosci z widm 3D
NOESY-HSQC. W tym celu wszystkie klasy i metody stworzytem w ten sposob aby umozliwi¢
analiz¢ danych wielowymiarowych. Dopasowanie to polega migdzy innymi na kazdorazowym
sprawdzaniu w ktérych wymiarach zebrane zostaty dane dotyczace ktdrego rodzaju jadra, oraz
wykorzystaniu metod rekurencyjnych dla celéw dzielenia widma na regiony oraz wybierania
danych z danego regionu. Wigkszo$¢ informacji specyficznych dla widm wielowymiarowych
jest analizowane we wstepnych etapach przetwarzania danych z widm. Na etapie tworzenia
sciezek NOE oraz przypisywania sygnatoéw, algorytmy sa praktycznie identyczne z tymi dla
widm dwuwymiarowych. Niemniej na chwilg¢ obecna program wymaga wielu testow na
rzeczywistych danych pochodzacych z widm N-wymiarowych oraz poprawek i1 udoskonalen

ktore okaza si¢ niezbedne podczas tych testow.

IV3 Integracja oprogramowania RNA NOEpathfinder i RNAComposer

Stworzony przeze mnie program ma na celu ulatwienie rozwiazywania problemow
zwiazanych z rozwiazywaniem struktur przestrzennych czasteczek RNA w oparciu o dane
uzyskane dzigki spektroskopii NMR. Aby moéc lepiej realizowac ten cel, mozna potaczy¢ zalety
modelowania czasteczek RNA w oparciu o znane struktury zaimplementowane w programie
RNAComposer (51, 52) stworzonym w Zespole Struktury 1 Funkcji RNA oraz analizy danych
eksperymentalnych z wykorzystaniem programu RNA NOEpathfinder. Integracja jest mozliwa

na dwa zupetnie rézne sposoby, opisane ponizej.

Wykorzystanie modeli przestrzennych dla celow wyznaczania Sciezek NOE

RNA NOEpathfinder potrzebuje informacji o sekwencji oraz strukturze drugorzedowe;j
czasteczki. Dane te moga zosta¢ wprowadzone w formacie Dot-Bracket. Niemniej program RNA
NOEpathfinder pozwala na wykorzystanie w tym celu modelu czasteczki zbudowanego
w programie RNAComposer lub za pomoca innych metod modelowania molekularnego.
Koordynaty przestrzenne musza by¢ dostarczone w formacie PDB. Dzigki wykorzystaniu klas
oraz danych z programu PDBinout opisanego w rozdziale ,,Programy towarzyszace”, program
RNA NOEpathfinder jest w stanie przeanalizowa¢ plik dostarczony w dowolnej wersji formatu
PDB. Plik PDB jest wczytywany przez obiekt klasy PDBReader, ktory generuje obiekt klasy

PDB. Wygenerowany obiekt posiada zlozona strukturg stownikowa w ktorej przechowywane sa
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obiekty klasy Residue, ktore z kolei zawieraja obiekty klasy Atom. Ta ztozona struktura
umozliwia uwzglednienie poszczegdlnych modeli, tancuchow lub fragmentéw tancuchow
podczas przetwarzania plikéw PDB. Nastepnie dzigki metodom zaimplementowanym w klasie
FormatDetector, na podstawie danych wczytanych przez klas¢ FormatReader wyszukiwany
jest schemat nazewnictwa poszczegdlnych atomow, najbardziej zblizony do formatu
wejsciowego pliku PDB. Nastgpnym etapem jest wyszukanie par zasad. Odbywa sig to na prostej
zasadzie zmierzenia odlegto$ci migdzy kluczowymi atomami zbudowanego modelu PDB,
a nastgpnie przeszukaniu listy odlegtosci w celu znalezienia okre$lonych wartosci ktore uzylem
do wyszukania okreslonych par zasad. W ten sposéb mozna uzyska¢ rzeczywisty obraz
tworzonych par zasad oraz odleglosci migdzyatomowych w czasteczce kwasu nukleinowego.
Wartosci odlegtosci obliczone na podstawie wstgpnego modelu moga w przysztosci postuzy¢ do
automatycznego wyznaczenia Sciezek NOE dla struktur zawierajacych wybrzuszenia lub rejony
jednoniciowe. Z kolei wartosci odleglosci migdzyatomowych moga zostaé wykorzystane do
ulepszenia funkcji oceniajacych. Podobne rozwiazanie zostalo zaproponowane dla algorytmu
FLYA, gdzie struktury uzyskane z programu RNAComposer zostaly wykorzystane jako dane

wejsciowe do obliczen (100).

Wykorzystanie wigzow z danych eksperymentalnych w oprogramowaniu RNAComposer
Oprogramowanie RNAComposer pozwala na wprowadzanie danych eksperymentalnych
w postaci wigzéw strukturalnych. Dane uzyskane z programu RNA NOEpathfinder mozna
wykorzysta¢ do stworzenia wigzéw odlegtosciowych, ktore nastgpnie mozna wykorzysta¢ do
wygenerowania struktury, co przetozy si¢ na jako$¢ modelowania, w szczego6lno$ci na etapie

udoktadniania struktury przestrzenne;j.

IV4 Testy oprogramowania

Program RNA NOEpathfinder wymagat bardzo starannego testowania. Odbywalo si¢ ono
na czterech poziomach:

* testowanie klas i metod

* testowanie zintegrowanych mechanizméw

* testowanie catego programu dla danych testowych
* testowanie interfejsu uzytkownika

W celu przetestowania poszczegolnych klas 1 metod, stworzylem szereg testow
jednostkowych (ang. unittest). Za pomoca tych testow sprawdzilem mozliwie duzo kombinacji
danych wejsciowych 1 wynikéw obejmujace losowe przypadki oraz wartosci skrajne. Testowanie
zintegrowanych mechanizmoéw wykonatem czg¢sciowo w oparciu o mechanizmy testow
jednostkowych a czg$ciowo rgcznie badajac wpltyw poszczegdlnych elementow na dzialanie

oprogramowania. Testy interfejsu webowego wykonalem poprzez szczegdlowa rgeczna analize
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poszczeg6lnych stron systemu.

Testy catego oprogramowania dla danych testowych =zawierajacych widma 2D
wykonalem wykorzystujac widma i przypisania dla matych czasteczek RNA, uzyskane w przez
Dorote Gudanis oraz przeze mnie w Pracowni Biomolekularnego NMR w naszym Instytucie.
Testy wybranych algorytméw testowatem rowniez na czasteczkach zbadanych przez Lukasza
Popende oraz Magdaleng Malgowska. Cato$ciowe testy oprogramowania przeprowadzitem dla
dwoch czasteczek:

1. Czasteczka 1 - wzajemnie komplementarny dupleks z wystajacymi 3' koncami
o sekwencji 5' — CAGAUCUGAGC — 3', testy na danych surowych
2. Czasteczka 2 - wzajemnie komplementarny dupleks o sekwencji 5' — GCAGCUGC - 3',

testy na danych poddanych wstepnemu przygotowaniu.
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W przypadku testow dla czasteczki 1 testowalem przede wszystkim mozliwos¢
znalezienia prawidtowej $ciezki w przypadku kiedy nie sa zaznaczone wszystkie sygnaty na
widmie 2D — NOESY (ze wzgledu na silne nalozenie sygnatéw) oraz wystgpuje wiele szumow
btednie zakwalifikowanych jako sygnaly. Specjalnie przygotowane testy wykazaly, ze napisany
przeze mnie program pozwala na wygenerowanie rzeczywistej $ciezki NOE. Niestety testy te
ukazaty rowniez problemy 1 ograniczenia. Poniewaz dane zawieraly szumy blednie

zakwalifikowane jako sygnatly, a nie zawieraly wszystkich sygnalow widocznych na widmach,
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konieczne byto umozliwienie wielokrotnego wykorzystania tego samego sygnatu jako elementu
sciezki. W ten sposob znaczaco zwigkszyta si¢ ilo§¢ mozliwych kombinacji na kazdym z etapow
generowania $ciezki. Ponadto funkcje oceniajace nie mogly nadawaé duzych kar za wielokrotne
wykorzystanie tego samego sygnatu, ani w duzym stopniu uwzglednia¢ réznicy w wartosciach
przesunigcia chemicznego pomigdzy kolejnymi elementami $ciezki, gdyz powodowatoby to
znacznie nizsza oceng rzeczywistej Sciezki (rys. 52). Brak tych elementéw oceny wymusit
obnizenie kryteriow wyboru najlepszych krotkich fragmentow $Sciezki NOE, co przetozyto sig na
dalsze zwigkszenie liczby analizowanych kombinacji. Ze wzgledu na ograniczone zasoby
sprzetowe przeznaczone do obliczen (w szczegdlnosci pamie¢ RAM) musiatem zdefiniowad
dodatkowe ograniczenia, ktore eliminowaly czgs¢ nieprawidlowych fragmentow $ciezki NOE.
W ten sposob udalo si¢ uzyskac listg¢ mozliwych $ciezek NOE, wérod ktorych znalazla sig ta
wlasciwa. Warto$¢ nadana prawidlowej sciezce NOE byla nizsza niz znaczacej liczby innych,
nieprawidlowych §ciezek NOE. Liczne i1 czasochtonne proby optymalizacji funkcji oceniajacej

nie daty w tej kwestii znaczacej poprawy.

Rys. 52. Rejon aromatyczno-anomeryczny widma NOESY dla czasteczki 1. Kolorem czarnym
zaznaczona jest Sciezka NOE, a zielonymi prostokatami naloZone na siebie grupy sygnalow
w tym sygnaly wchodzace w sklad $ciezki NOE.

Doswiadczenia i problemy z testami dla czasteczki 1 sktonity mnie do zmiany cze¢sci
zatozen oraz uproszczenia testow. Z tego powodu w przypadku testow dla czasteczki 2
testowatem mozliwo$¢ uzyskania szybkich wynikow w przypadku gdy dane zostaly wstgpnie
przygotowane. Gtowna zmiana ktorej dokonatlem byta edycja regionu aromatyczno-
anomerycznego na widmie 2D NOESY, w obrgbie ktorego dokonatem rgcznego zaznaczenia
brakujacych sygnatow oraz usunigcia nadmiarowych. Ze wzgledu na niewielka dlugosé
czasteczki zdecydowatem si¢ réwniez na zwigkszenie dlugosci generowanych fragmentow
$ciezki oraz wykluczenie w obliczeniach mozliwos$ci tworzenia $ciezek w ktorych jeden sygnat
pojawia si¢ wigcej niz jeden raz. Dla czasteczki 2 udalo sig uzyska¢ prawidtowa $ciezkg NOE, a
warto$¢ nadana przez funkcj¢ oceniajaca byla wyzsza niz dla pozostatych wygenerowanych
sciezek NOE.
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IV.S Webserwer RNA NOEpathfinder

IV.5.1 Schemat dzialania webserwisu

Jak wspomnialem wcze$niej, dostgp do oprogramowania RNA NOEpathfinder odbywa

si¢ poprzez strong internetowa pod adresem http://rnanoepathfinder.ibch.poznan.pl (rys 53).

RNA Epathfirf_gderf"

Institute of Bioorganic Chemistry, Polish Academy of Sciences :
Department of Structural Chemistry and Biology of Nucleic Acids,

Group of RNA Structure and Function

Home Welcome to RNA NOEpathfinder, automated NMR spectra analysis
Tools tool for RNA molecules.
Help RNA NOEpathfinder is a tool for automatic analysis of mutlidimensional NMR data for RNA and other nucleic acids. Tool allow
About analysis of various spectra including NOESY, DQF-COSY, 'H-"°C HSQC and NOESY-HSQC.
References Analysis includes: automatic noise detection and elimination, detection of regions, imposition of different spectra one into
Links another, generation of NOE pahtways, assigment of cross-peaks and finally preparation of results for structure calculation.
Contact us

Your account

useric: |

Passworc: |

All spectra should contain high signal to noise ratio, and if possible should contain all existing peaks. Accepted peak formats:

Felix (Accelrys), Topspin (Bruker).

Faorgot your password?

— Touss RNANOEMMMderegimionanlogsreauied

Number of visitors

Current jobs

Visitors online

Number of users

N = o

User name Creation date

Total number of experiments

Number of currently submitted anonymous waiting Oct. 14, 2013, 11:26 a.m.

experiments 4
anonymous waiting Oct. 2, 2013, 9:09 a.m.
anonymous waiting Sept. 23, 2013, 12:55 p.m.
anonymous waiting Sept. 23, 2013, 8:47 a.m.

Terms of use Privacy policy Contact us Tomasz Woizniak

Rys. 53. Schemat graficzny webserwisu RNA NOEpathfinder na przykladzie strony startowej.

Aby uzytkownik moégl uruchomi¢ wiasne obliczenia, niezbgdna jest jego rejestracja
poprzez strong internetowa. Podczas rejestracji nalezy poda¢ hasto oraz adres e-mail, na ktory
zostanie wystany link aktywacyjny. Ponadto nalezy poda¢ swoje imig, nazwisko oraz nazwe
instytucji oraz wybra¢ opcj¢ czy chce si¢ pozosta¢ anonimowym w systemie. Formularz
rejestracyjny jest zabezpieczony kodem CAPTCHA (ang. Completely Automated Public Turing
test to tell Computers and Humans Apart), ktory zapobiega masowemu tworzeniu kont przez
roboty, co utrudniatoby funkcjonowanie serwisu. (rys. 54).

Wszystkie dane, wlacznie z haslem uzytkownik moze w kazdej chwili zmienié
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iuaktualni¢. W przypadku zapomnienia hasta uzytkownik moze je zmieni¢ korzystajac

RNA NOEpathfinder webserver - registration 7 generowanego linku przesylanego na adres e-

e-mail . . ..
mail podany podczas rejestracji.

password:

Po zalogowaniu, uzytkownik kierowany jest na

repeat password:

wlasna strong startowa, gdzie moze zobaczy¢

name:

gtbwne parametry swojego konta. Aby

university/company/private: I'OZpOCZE{é OthZGnla tI'ZGba StWOI‘ZYé nOWy

anenymons “ eksperyment. Eksperyment mozna stworzy¢ na

securty code: e trzy rézne sposoby: Poprzez kreatora
| \

By registering | accept: terms of use and privacy policy eksperymentu’ meChaanm WCZytywanla
danych z plikéw archiwum oraz poprzez
Rys. 54. Formularz rejestracyjny w serwisie skopiowanie Istniejacego eksperymentu

RNA NOEpathfinder. uzytkownika.

Kreator eksperymentu pozwala na r¢czne dodanie informacji o strukturze drugorzedowe;j
lub przestrzennej czasteczki, listy sygnatow obecnych na widmach oraz ustalenia parametrow

startowych (rys. 55).

RNA N}:'»)Eparhﬁnder

@ Not selected ~

Z Experiment wizard

Experiment name
# Experiment 1

wizard

Name:

Rys. 55. Kreator eksperymentu w panelu uzytkownika.

Kopiowanie eksperymentu jest stworzone w celu umozliwienia uzytkownikowi
szybkiego przetestowania innego zestawu parametrOw do obliczen. Jest to szczegélnie
przydatne, gdy z roznych powodow nie mozna uzyskac prawidlowej sciezki NOE (rys. 56).

Wcezytywanie danych z archiwum jest prostym mechanizmem, ktéry pozwala na
ponowne wczytanie wezesniej uzytych danych, reczne przygotowanie plikow, ktore beda potem

uzyte lub poélautomatyczne wygenerowanie tych plikow. W celu ulatwienia pobierania
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1 przetwarzania tych danych z programu Felix stworzylem skrypt napisany w jezyku Python,

ktory szerzej opisatem dalej w rozdziale ,,Programy towarzyszace”.

RNA P‘I}E’)Epal‘hﬁndef @ Not selected ~ wozniak.tomasz nail.com -

2] Copy experiment

NAME STATUS CREATION DATE

Home

Running 16:51 - 19.10.2014
experiments

Experiment

Copy

experiment

experiment

Experiment

ools

Rys. 56. Kopiowanie eksperymentu w panelu uzytkownika

Dla listy sygnatéw przygotowanej w formacie Felix potrzebna jest dodatkowo lista
objetosci tych sygnatow oraz specjalny plik, w ktérym umieszczone sa informacje
o przesunigciach chemicznych dwoéch bardzo oddalonych od siebie sygnatow. Dane te sa
niezbedne do konwersji warto$ci uzywanych w obrgbie oprogramowania Felix i do zmiany
wartosci potozen sygnatow w kazdym z wymiaréw na warto$ci wyrazone w ppm. Dodatkowo
konieczna jest informacja w jakiej temperaturze, pH, jakim buforze i1 rozpuszczalniku zostata
przygotowana probka, co umozliwia automatyczny wybor widm do obliczen.

Po starcie eksperymentu uzytkownik jest informowany o postepach oraz zakonczeniu
obliczen. Dane te sa wyswietlane na stronie eksperymentu z wykorzystaniem technologii AJAX
(ang. Asynchronous JavaScript and XML) dzigki czemu informacje te pojawiaja si¢ prawie
natychmiastowo. Po zakonczeniu eksperymentu uzytkownik moze pobra¢ pliki wynikowe,
wsrod ktorych znajduja sig pliki z wygenerowanymi $ciezkami oraz obliczonymi przypisaniami
sygnalow.

Wsrod wynikow obliczen sa nie tylko dane w postaci tekstowej, lecz rowniez diagramy
1 wykresy, ktore w przejrzysty sposob wizualizuja dany etap obliczen. Tak wygenerowane
wykresy sa przedstawiane uzytkownikowi na stronie danego eksperymentu (rys. 57). Informacje

o eksperymencie w fazie obliczen oraz dane przedstawione na diagramach pozwalaja na

81



przerwanie obliczef, wprowadzenie stosownych zmian oraz ponowne uruchomienie obliczen.
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Rys. 57. Przykladowy diagram wizualizujacy wyniki dzialania algorytmu eliminacji szumow.

Niebieskim kolorem zaznaczone sa pozostawione sygnaly, czerwonym kolorem sygnaly o
ujemnej objetosci, odcieniami szaroSci sygnaly odrzucone na pierwszym etapie eliminacji
szumow a pomaranczowym sygnaly odrzucone na drugim etapie eliminacji szuméw.

Panel uzytkownika pozwala rowniez na przejrzenie listy eksperymentéw oraz listy
eksperymentdéw oczekujacych w kolejce na obliczenia. Informacje o wydarzeniach w systemie sa
przekazywane uzytkownikowi poprzez system powiadomien a kontakt z administratorem jest
umozliwiony poprzez panel kontaktowy przypominajacy wygladem pocztg mailowa. Webserwis
wyposazytem rowniez w funkcjonalno$¢ "blog" zapewniajaca latwe umieszczanie
1 modyfikowanie informacji o serwisie, oraz prosty samouczek.

W momencie pisania rozprawy doktorskiej trwaja prace zwiazane z umozliwieniem
uzytkownikowi wprowadzenie zmian do obliczen praktycznie na kazdym etapie. Przyktadowo
uzytkownik powinien mie¢ mozliwo$¢ edycji wartosci przesuni¢¢ chemicznych definiujacych

regiony na widmie lub edycji automatycznie usuwanych sygnatow.

IV.5.2 Bezpieczenstwo serwisu

Konieczno$¢ zapewnienia bezwzglednego dziatania serwera RNA NOEpathfinder jest

silnie zwigzana z zagadnieniami bezpieczenstwa serwisu internetowego. Uzyskanie dostgpu do
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niepublikowanych danych przez osoby niepowolane mogtoby by utrudni¢ badania lub nawet
umozliwi¢ konkurencyjnemu laboratorium szybsze rozwiazanie danego problemu. W zwiazku
z tym podczas projektowania, tworzenia oraz wdrazania programu RNA NOEpathfinder wiele
uwagi 1 wysitku poswigcitem kwestiom bezpieczenstwa aplikacji 1 ochronie danych
uzytkownika.

Bezpieczenstwo systemu informatycznego, a w tym wypadku systemu RNA
NOEpathfinder mozna traktowa¢ w odniesieniu do nastgpujacych kwestii:

1. bezpieczenstwo strony internetowe;j

2. bezpieczenstwo aplikacji uruchamianej na maszynie obliczeniowe;]
3. bezpieczenstwo fizyczne serwera i superkomputera

4. bezpieczenstwo zwigzane z czynnikiem ludzkim

Bezpieczenstwo fizyczne jest zapewnione poprzez umieszczenie komputerow
w pomieszczeniach do ktorych dostgp jest ograniczony do wybranych osob i kontrolowany.

Pozostate kwestie omowitem ponize;j.

Bezpieczenstwo strony internetowej

Aby zabezpieczy¢ strong internetowa przed mozliwymi atakami, przede wszystkim
wykorzystalem istniejacy wzorzec projektowy do tworzenia stron internetowych. Podejscie takie
ulatwia zachowanie bezpieczenstwa, gdyz wiele mechanizmow zabezpieczajacych jest
wbudowanych we wzorzec projektowy i1 wystarczy z nich odpowiednio korzysta¢. Ponadto
popularno$¢ wzorca projektowego zapewnia duze wsparcie w przypadku luk bezpieczenstwa,
ktore sa usuwane w kolejnych wersjach oprogramowania.

Bezpieczenstwo webserwisu obejmuje szereg kwestii. Zaliczaja si¢ do nich miedzy
innymi:

» zabezpieczenie komunikacji z uzytkownikiem

* zabezpieczenia zwiazane z logowaniem do systemu i dostgpem do danych

» zabezpieczenie przed atakami typu CSRF 1 XSS

* zabezpieczenie przed atakami SQL injection

* zabezpieczenie przed nieuprawnionym dost¢pem do panelu administracyjnego

» zabezpieczenie przed usuni¢ciem danych i skasowaniem konta
Ponizej omowitem wybrane aspekty zwigzane z bezpieczenstwem.

Zabezpieczenie komunikacji z uzytkownikiem zapewnitem poprzez zaimplementowanie
szyfrowanego poftaczenia ze strona internetowa za posrednictwem protokotu https
(ang. Hypertext Transfer Protocol Secure). Rozwiazanie takie bardzo utrudnia ataki typu
,cztowiek pomiedzy” (ang. man in the middle), w ktorym osoba majaca dostep do komputera,
tacza lub potaczenia bezprzewodowego przez ktore odbywa si¢ komunikacja moze przechwycic¢
komunikacj¢ oraz wysyta¢ wlasne pakiety danych.

Zabezpieczenia zwigzane z logowaniem do systemu to przede wszystkim wprowadzenie

kodu CAPTCHA, ktory pozwala na automatyczne odrdznienie cztowieka i robota, co w pewnym
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stopniu zabezpiecza przed automatycznym masowym zaktadaniem nowych kont. Niemniej
system ten nie jest odporny na ataki, w ktorych kopia tego kodu jest przekazywana do innych
serwisoOw w ktérych rzeczywiste osoby wpisuja poprawny kod, na zamawianie ustugi famania
kodéw CAPTCHA oraz zlozone algorytmy rozpoznawania tekstu na wygenerowanym kodzie.
Ze wzgledu na charakter serwisu oraz ograniczone korzysci jakie mozna uzyskaé, ataki tego typu
wydaja si¢ mato prawdopodobne.

Hasto podawane przez uzytkownika nie jest weryfikowane pod wzgledem
bezpieczenstwa, uzytkownik jest sam odpowiedzialny za podanie bezpiecznego hasta.

Dostgp do przesylanych plikow jest zapewniany dzigki ~mechanizmowi
zaimplementowanemu w aplikacji django-private-files. Aplikacja ta weryfikuje czy zalogowany
1 nieanonimowy uzytkownik jest wtadcicielem danego pliku i tylko jesli te warunki sa spelnione
plik moze zosta¢ wyswietlony pobrany lub usunigty przez uzytkownika.

Ataki CSRF (ang. Cross-site request forgery) polegaja na wykonywaniu czynnoS$ci
w serwisie bez wiedzy 1 zgody osoby atakowanej, np. usuwanie plikow lub eksperymentow
poprzez kod uruchomiony na innej stronie. W celu zabezpieczenia przed tego typu atakiem
wykorzystalem dostgpne w Django oprogramowanie posredniczace (ang. middleware), ktore
zabezpiecza przed tego typu atakami w przypadku danych przesytanych metoda POST poprzez
dodawanie specjalnego kodu. Ataki typu XSS (ang. Cross-site scripting) polegaja na
,wstrzyknigciu” niepozadanego kodu na strong wyswietlang uzytkownikowi. Mechanizm
szablonéw (ang. femplates) w Django ma domy$lna opcje usuwania tagow, ktore sa niezbedne
do uruchomienia ,wstrzyknigtego” kodu. Zadbalem o to, by w webserwisic RNA
NOEpathfinder wszystkie pola w formularzach wypelianych przez uzytkownikow byly
chronione przez ten mechanizm, dodatkowo wprowadzilem wlasne zabezpieczenie filtrujace tagi
w przypadku funkcjonalnosci ,,blog”, umozliwiajac poprawne formatowanie tekstu.

Ataki typu SQL injection polegaja na wywotywaniu polecen SQL poprzez specjalnie
skonstruowane wyrazenia wprowadzane do formularzy na stronie internetowej. Podobnie jak
w poprzednim przypadku, aby uniknaé¢ tego niebezpieczenstwa wykorzystalem domys$lne
zabezpieczenia wykorzystywane przez Django, ktore wykrywaja i neutralizuja ataki tego typu.
Ponadto dane przesytane w postaci tekstowej w formularzach lub w postaci plikow i paczek nie
sa uruchamiane na maszynie obliczeniowej, tylko przetwarzane przez stworzone przeze mnie
oprogramowanie, ktore w przypadku wystania niebezpiecznego kodu poinformuje uzytkownika
ze plik jest nieprawidlowy.

Ze wzgledu na to, ze administrator ma wglad we wszystkie dane, konieczne byto
dodatkowe zabezpieczenie panelu administracyjnego. W tym celu ustawitem putapke, tzw.
honeypot na osoby chcace uzyskan nieuprawniony dostep do panelu administracyjnego. Putapka
ta znajduje sig pod domys$inym adresem panelu administracyjnego
(http://rnanoepathfinder.ibch.poznan.pl/admin/), natomiast rzeczywisty system administracyjny
zostal przesunigty pod inny adres (zabezpieczenie poprzez utajenie).

Skasowanie danych wynikowych, eksperymentu, oraz konta musi by¢ potwierdzone
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hastem. Zabezpiecza to przed usunigciem konta i danych w przypadku niewylogowania sig
uzytkownika z systemu. Niestety w takim przypadku osoba nieuprawniona, korzystajaca
z komputera uzytkownika, ktory nie zdotal si¢ wylogowa¢ moze uzyska¢ dostep do wrazliwych
danych.

Bezpieczenstwo zwigzane z czynnikiem ludzkim

Ta klasa probleméw jest stosunkowo ztozona i czgsto jest wykorzystywana do
nieautoryzowanego dostgpu do systemu. Rozwiazaniem jakie wprowadzitem jest przede
wszystkim spdjna polityka bezpieczenstwa, ktoéra doktadnie okresla zachowania ktore
administrator powinien podja¢ podczas pracy z programem RNA NOEpathfinder, zarowno przy
logowaniu przez strong internetowa jak 1 taczeniu si¢ bezpiecznym polaczeniem z serwerem

stron www lub maszyna obliczeniowa. Do polityki tej naleza migdzy innymi:

* logowanie uzyciem bezpiecznego potaczenia

* dhugie trudne do ztamania hasto

* monitoring serwera

* monitoring aplikacji (honeypot, analiza ruchu uzytkownikéw, analiza liczby odwiedzin)
* testy bezpieczenstwa przed wprowadzeniem zmiany

* wszelkie testy prowadzone sa przed wprowadzeniem zmian na serwer

* okresowe tworzenie i niszczenie kopii bezpieczenstwa

IV.6 Programy towarzyszgce

Podczas moich wcze$niejszych badan oraz na etapie tworzenia programu do analizy
widm wielokierunkowych wielokrotnie pojawiala si¢ potrzeba stworzenia skryptow
1 programoéw, ktére wykonywaloby czgsto powtarzajace si¢ przeksztalcenia. W tym celu
stworzytem szereg programéw przedstawiony w tabeli 7.

Tabela 7. Oprogramowanie

Nazwa programu Wykonywane zadania

SPEC (SpectraExtractor)  Automatyczne pobranie potozen sygnatow z widm NMR zdefiniowanych w
odpowiednim pliku

PDBinout Konwersja i dopasowanie formatu PDB do jego wariantow wykorzystywanych i
tworzonych przez roéznego rodzaju oprogramowanie oraz tworzenie wilasnych
odmian tego formatu

TotalRestaints Analiza i przeksztalcanie wigzow NMR, generowanie wigzoéw dla istniejacych
modeli przestrzennych; zmiana formatu Felix na format XPLOR; dane wyjsciowe
wykorzystywane przez oprogramowanie XPLOR-NIH lub CNS Solve, a w
szczegblnych przypadkach rowniez przez program HADDOCK

BrokenRestraintsAnalyser Analiza niespetnionych wigzow strukturalnych dla struktur obliczonych z uzyciem
programu XPLOR-NIH lub CNS Solve
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IV.6.1 SPEC - skrypt do pobierania sygnalow z widm NMR z uzyciem programu Felix
SpectraExtractor (SPEC) jest to skrypt, ktory upraszcza pobieranie listy sygnatow z widm

NMR oraz tworzenie katalogu zawierajacego poprawna strukturg¢ danych. Do swojego dzialania
skrypt potrzebuje listy eksperymentow wraz z parametrami w jakich byly prowadzone i na jej
podstawie uruchamia procedury w programie Felix wyszukujace sygnaly na widmach. Na
podstawie tej listy uruchamia program Felix i wykonuje odpowiednie komendy, ktére generuja
listy polozen sygnaldw i ich objetosci. Ze wzgledu na zlozono§¢ wewngtrznego jezyka
skryptowego wykorzystywanego w programie Felix oraz jego skromnej dokumentacji, skrypt ten
wymaga od uzytkownika recznego stworzenia plikow do konwersji wspotrzednych na warto$ci

przesunig¢ chemicznych.

1V.6.2 PDBinout: narze¢dzie do konwersji i personalizowania plikow PDB

Format PDB jest najpowszechniej wykorzystywanym formatem zawierajacym
koordynaty przestrzenne czasteczek biologicznych. Rozw6j metod krystalograficznych oraz
metod spektroskopii NMR umozliwit poznanie struktur wielu biomolekul. Badania te
zapoczatkowaly rozwdj réznych metod obliczeniowych, ktore zostaly zaimplementowane
w wielu programach. Wiele z takich programéw wykorzystuje wersje formatu PDB, ktore
w pewnym stopniu odbiegaja od wyznaczonych standardéw (53) . Pomimo istnienia narzgdzi
takich jak MMTSB (95) czy VEGA (96), ktére pozwalaja na zmiang niektorych elementéw
plikow PDB, do tej pory brakowalo uniwersalnego rozwiazania tego problemu. Stworzony
przeze mnie program PDBinout (97) pozwala na dokonanie automatycznej konwersji sekcji
wspotrzednych przestrzennych pomigdzy réznymi wersjami formatu PDB. Pozwala to na
uniknigcie powtarzalnych operacji dopasowywania formatu plikow wejsciowych do wymogow
konkretnego oprogramowania. Dziatanie konwertera uwzglednia migdzy innymi rdzne
nazewnictwo reszt nukleotydowych i aminokwasowych, atomow, znaczniki wykorzystywane w
plikach, obecnos¢ lub brak atoméw wodoru, mozliwo$¢ wystgpowania wielu modeli danej
czasteczki, tancuchéw w jednym modelu czy tez peknie¢ tancucha. Dodatkowo PDBinout
rozwiazuje problemy pojawiajace si¢ na przyklad, gdy nazwy reszt lub atomow sa tak diugie ze
zajmuja miejsce zarezerwowane na wskaznik alternatywnego polozenia, zapewnia wczytanie
1 generowanie orientacji nici definiowanej przez dodanie cyfr ,,5” 1,,3” lub liter ,,C” lub ,,N”
w przypadku kwasow nukleinowych oraz biatek odpowiednio, co jest charakterystyczne dla
plikow wykorzystywanych przez program Amber. Dodatkowo oprogramowanie to pozwala na
tatwe tworzenie, nowych wersji formatu PDB, ktore sa dopasowane do wymagan programéw lub
zadan nie uwzglednionych w predefiniowanych formatach.

Program PDBinout automatycznie wykrywa format wejsciowy, w tym schemat
nazewnictwa atomow, co upraszcza przetwarzanie plikow PDB oraz umozliwia latwa konwersj¢
nawet w przypadku gdy format wejsciowy nie znajduje si¢ na liScie znanych formatow. Dzigki
tej wiasciwosci, PDBinout moze zosta¢ wykorzystany przy tworzeniu programow lub

webserwisow jako dane przyjmujacych pliki PDB, gdyz ulatwi pracg z przesylanymi przez
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uzytkownikéw plikami w réznych wersjach tego formatu. Wiele z elementéw programu
PDBinout zostalo wykorzystanych do pobierania informacji o odlegtosciach bezposrednio
z modeli czasteczek RNA.

Program wraz z dokumentacja i tutorialem jest dostgpny na licencji LGPL (ang. GNU
Lesser General Public License) na stronie hrrp://pdbinout.ibch.poznan.pl

IV.6.3 TotalRestraints: Program ulatwiajacy prace z wi¢zami odlegloSciowymi

Analiza 1 przygotowanie wigzoéw strukturalnych jest dosy¢ czasochlonne. Istniejace
rozwiazania (np. zaimplementowane w programie Felix) pomagaja utworzy¢ pliki z wigzami, ale
nie rozwiazuja wszystkich probleméw. W celu ulatwienia tworzenia oraz pracy z wigzami
odleglo$ciowymi stworzylem specjalny program - TotalRestraints. Na podstawie plikow
z oprogramowania Felix tworzy pliki w formacie XPLOR (83) a nastgpnie umozliwia szereg
operacji na danych wliczajac usrednienie warto$ci objgtosci symetrycznych sygnatéw lub
obliczenie odlegtosci za pomoca podanych wartosci wzorcowych (np. odlegto$¢ pomigdzy
atomami H5 i H6 pirymidyn oraz $rednia warto$¢ objgtosci dla sygnatéw korelacyjnych H5/H6
na widmie NOESY). TotalRestraints pozwala rowniez na wyznaczenie zakresu wigzow
odleglosciowych, sortowanie i grupowanie danych. Ponadto dzigki systemowi komentarzy
oprogramowanie ulatwia przygotowanie wigzow do obliczen w przypadku ponownych obliczen
objetosci oraz pozwala na zachowanie do obliczen wigzow pochodzacych od tych samych
atomOw w danej czasteczce.

Program TotalRestraints udostgpnitem na licencji LGPL (ang. Lesser General Public
License) na stronie http://totalrestraints.ibch.poznan.pl.

IV.6.4 Program do analizy niespelnionych wiezow odleglosciowych
»BrokenRestraintsAnalyser”

Jest to niewielki program do automatycznej analizy danych zwracanych przez
oprogramowanie XPLOR. Utatwia on wyszukanie bigdnych wigzéw odlegtosciowych, na
podstawie analizy plikow tworzonych przez oprogramowanie XPLOR. W przypadku gdy
wygenerowana struktura nie spetnia jednego z zadanych wigzow strukturalnych, informacja ta
wypisywana jest do specjalnego pliku. BrokenRestraintsAnalyser analizuje ten plik oraz tworzy
plik wynikowy, ktéry mozna zaimportowac do programu Excel lub LibreOffice Calc, co bardzo

utatwia wyszukiwanie problematycznych danych.
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V. DYSKUSJA

Program RNA NOEpathfinder pozwala na analiz¢ dwuwymiarowych widm NMR oraz
wyszukanie $ciezek NOE w rejonie aromatyczno-anomerycznym widm 2D NOESY. Analiza
obejmuje proces eliminacji szumoéw, wyszukanie regiondOw na widmach, dopasowywanie do
siebie sygnatéw z r6znych widm, wybranie odpowiedniej §ciezki NOE do obliczen oraz regut do
jej oceny a nastepnie wyszukanie S$ciezek NOE 1 przypisanie sygnatow. W wigkszosci
przypadkéw kazdy z algorytméw skladajacych si¢ na proces analizy daje dobre rezultaty
1w przypadku wstgpnie przygotowanych danych pozwalaja one na wyszukanie rzeczywistych
sciezek NOE. Niestety w przypadku jesli ze wzgledu na naktadanie si¢ sygnatow, na widmie
brakuje blisko 20% sygnatéw wchodzacych w sklad $ciezki, opracowane przeze mnie
rozwiazanie nie radzi sobie z ocena zaréwno krotkich fragmentow Sciezek jak 1 catych Sciezek
NOE. Poza tym, jes$li poziom szuméw jest wysoki, lub na widmie wystgpuja bardzo stabe
sygnaly, bez ingerencji uzytkownika program nie bedzie w stanie rozroézni¢ sygnatow od
szumow 1 moze usunaé zbyt duza liczbe sygnatow.

Wyniki testow wskazuja, ze RNA NOEpathfinder jest uzytecznym narzgdziem i posiada
duzy potencjat rozwoju. Dzigki porownaniu danych pochodzacych z r6znych widm, program jest
w stanie lepiej oceni¢ generowane $ciezki NOE, niz bazujac tylko na danych dla widma 2D
NOESY. Tym samym zyskuje on znaczaca przewagg¢ nad wczesniejszymi rozwigzaniami
opartymi na generowaniu $ciezek NOE (1, 87, 88). Dodatkowa przewage daje wykorzystanie
statystyk wartos$ci przesuni¢¢ chemicznych, ktore dodatkowo poprawiaja wartos¢ oceny.

Niestety wykorzystanie techniki sekwencyjnych §ciezek NOE do uzyskania przypisan
pozwala na uzyskanie takich przypisan tylko dla regularnych regionow helikalnych czasteczek
RNA. W innych przypadkach uzytkownik musi sam przypisa¢ brakujace sygnaty. Problemu
takiego nie posiada rozwiazanie oparte o algorytm FLYA (2). Niemniej bazujac na wiedzy
eksperymentatora mozna odpowiednio zmodyfikowa¢ plik z sekwencjami, tak by program
traktowatl np. fragmenty petli jako przedluzenie regionu helikalnego, uzyskujac w ten sposob
dodatkowe przypisania dla czgs$ci niesparowanych nukleotydéw. Rozwiazanie takie
przetestowalem dla czasteczki zawierajacej niesparowane 3' konce.

Program stworzylem z mys$la o wykonywaniu analiz widm wielowymiarowych i w tym
celu potrzebne sa niewielkie prace wdrozeniowe oraz doktadne testy na prawdziwych danych.
Wykorzystanie widm "C, "N NOESY-HSQC powinno wyeliminowa¢ problemy zwiazane
z naktadaniem sig¢ sygnalow, ktore pojawiaja si¢ w przypadku widm dwuwymiarowych. Wptynie
to pozytywnie zardwno na proces oceny $ciezek NOE jak i na czas oraz zasoby sprzgtowe
potrzebne do obliczen.

Algorytmy przypisywania sygnatow 1 wyszukiwania Sciezek NOE mozna begdzie
wykorzysta¢ do analizy innych regiondéw widma 2D NOESY. Etap ten wymagaé bedzie

wybrania przez uzytkownika jednej lub kilku $ciezek do dalszej analizy. Uruchomienie analiz dla
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region6w innych niz region aromatyczno-anomeryczny wymaga rozniez niewielkich prac
wdrozeniowych oraz wielu testow 1 optymalizacji parametrow.

Oprogramowanie RNA NOEpathfinder mozna potaczy¢ z programem RNAComposer
stworzonym w naszym zespole. W ten sposéb mozna szybko uzyska¢ modele przestrzenne
czasteczek RNA udoktadnione za pomoca danych eksperymentalnych.

RNA NOEpathfinder umozliwia roéwniez wykorzystanie jako szablonu modeli
strukturalnych tworzonych przez RNAComposer. Na chwilg obecna dane te sa wykorzystywane
do wyszukiwania regularnych rejonéw helikalnych. Niemniej istnieje mozliwo$¢ wykorzystania
algorytméw analizujacych strukture przestrzenna czasteczki kwasu nukleinowego w celu
uzyskania wartosci przesuni¢¢ chemicznych dla poszczegdlnych atoméw. Dane te mozna
wykorzysta¢ w funkcjach oceniajacych tworzone $ciezki NOE co moze przetozy¢ sig¢ zar6wno
na poprawg jakosci jak 1 szybkosci obliczen sciezek NOE.

RNA NOEpathfinder jest udostgpniony w postaci webserwisu pod adresem
http://rnanoepathfinder.ibch.poznan.pl. Interfejs jest mozliwie prosty 1 umozliwia szybkie
przygotowanie eksperymentu obliczeniowego na kilka réznych sposobow. Wyniki sa
uzupetnione o schematy przedstawiajace poszczegdlne etapy analizy. Pozwala to na szybka
wizualng analiz¢ i oceng wynikéw obliczen.

Program napisalem w sposob, ktory umozliwia jego dalsze modyfikacje i rozw¢j. Mozna
zmodyfikowaé 1 udoskonali¢ praktycznie kazdy element oprogramowania w zalezno$ci od
potrzeb zglaszanych przez jego uzytkownikoéw, od algorytmow wyszukiwania szumow po
funkcje oceniajace. Przyktadowo mozna rozszerzy¢ obstugiwane formaty wejsciowe o programy
Sparky (98) czy Cara (99). Poza tym mozna wprowadzi¢ metody analizy surowych widm NMR
a nie tylko sygnaldéw na widmach. Mozna réwniez ulepszy¢ funkcje oceniajace tak, by
uwzglednialy typowe warto$ci przesunig¢ chemicznych dla danej reszty znajdujacej sig
w okreslonym otoczeniu chemicznym. Kolejna mozliwoscia jest rozwoj algorytmow
przypisujacych sygnaty NMR w r6znych rejonach widm NMR. Struktura plikow wewngtrznych
programu umozliwia wprowadzenie danych dla réznych reszt nukleotydowych. Mozliwe jest
rowniez uwzglednienie wigkszego spektrum wykorzystywanych widm i technik NMR.

Wydaje si¢ roéwniez, ze po wprowadzeniu szeregu modyfikacji, program RNA
NOEpathfinder mogltby by¢ uzyty do analizy komplekséw biatko - RNA. W tym celu niezbgdna
jest integracja z jednym z istniejacych rozwigzanh pozwalajacych na automatyczne lub
pélautomatyczne  przypisywanie  sygnalow  nalezacych do  poszczegélnych — reszt
aminokwasowych. Nastgpnie umiejetne wykorzystanie algorytméw naktadajacych widma
pozwoliloby na wyszukanie sygnatéw nalezacych do bialka i RNA na podstawie widm

wykonanych dla preparatéw zawierajacych jedynie RNA lub jedynie biatko.
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VI

PODSUMOWANIE

W wyniku mojej pracy powstalo oprogramowanie RNA NOEpathfinder, stuzace do

automatycznej analizy widm NMR dla czasteczek kwasu nukleinowego.

Analiza obejmuje przede wszystkim etapy redukcji szumoéw na widmie, wyszukiwania

charakterystycznych regionow, korelacj¢ sygnatow pomigdzy poszczegdlnymi widmami

NMR, generowanie i ocenianie $ciezek NOE oraz czg$ciowe przypisywanie sygnatow.

Redukcja szumow sktada si¢ z dwoch etapow, przy czym drugi etap jest r6zny dla widm

homo- 1 heterojadrowych. Zastosowane rozwiazanie pozwala na znaczne

wyeliminowanie falszywie pozytywnych sygnatow co utatwia dalsze obliczenia.

Do wyszukiwania regionéw na widmie wykorzystywane sa wartosci uzyskane z trzech

roznych algorytmow, co pozwala na poprawne znalezienie regionéw nawet w przypadku

gdy jeden z algorytmoéw wskaze bigdne wartos$ci.

Korelacja sygnalow migdzy widmami umozliwia wykorzystanie informacji pochodzacej

z r6znych widm. Algorytm umozliwia dopasowanie sygnatéw zarowno w przypadku gdy

wszystkie wartosci przesuni¢¢ chemicznych lub pojedyncza warto$¢ przesunigcia

chemicznego jest przesunigta w kierunku wyzszych lub nizszych wartosci.

Generowanie $ciezek NOE oraz przypisywania sygnaldw opiera si¢ o wieloetapowy

proces wyszukiwania charakterystycznych $ciezek NOE oraz ich ocen¢ za pomoca

specjalnych funkcji oceniajacych. Sciezki NOE sktadane sa z krotszych fragmentow,
ktore zostaty przypisane do okreslonego miejsca w sekwencji i ocenione. Funkcje
oceniajace uwzgledniaja zaro6wno zgodno$¢ wcezesniejszych przypisan sygnatow

z sekwencja, ksztalt Sciezki, warto$ci przesuni¢¢ chemicznych oraz obecno$¢ sygnatéw

w innych regionach widma NOESY.

Podczas analizy wykonywane jest czg$ciowe przypisywanie sygnalow wykorzystujace

jednoznaczne informacje uzyskane przede wszystkim z korelacji pomi¢dzy widmami.

Poszczegdlne algorytmy analizy widm NMR zostaly przetestowane na danych

rzeczywistych dla kilku roznych czasteczek RNA.

Caly program zostal przetestowany na dwoch czasteczkach:

o dla jednej z nich dane nie zostaly poddane wstgpnej obrébce, w tym przypadku
zostala znaleziona prawidtowa $ciezka NOE, ale nie zostata ona najlepiej oceniona,
ponadto konieczne byto wprowadzenie pewnych ograniczen do programu

© w drugim przypadku dane zostaly poddane wstgpnemu przygotowaniu, program
wygenerowat prawidlowa §ciezke i zostata ona najlepiej oceniona.

Oprogramowanie jest udost¢pnione przez strong internetowa z prostym i wygodnym

interfejsem, ktory pozwala na uruchamianie obliczen w systemie kolejkowym.

Przypisania sygnalow na widmach NMR uzyskane dzigki analizom $ciezek NOE przez

program RNA NOEpathfinder mozna wykorzysta¢ do stworzenia wigzéw strukturalnych
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niezbednych dla procesu modelowania struktury przestrzennej czasteczki RNA, lub ich
przesytanie do programu RNAComposer, gdzie moga by¢ one wykorzystywane do
automatycznego udoktadniania struktury przestrzennej modelu czasteczki RNA.

Program zostat w duzym stopniu dostosowany do analizy widm posiadajacych wigksza
liczbg wymiarow, jednak do prawidtowego funkcjonowania niezbedne jest wprowadzenie
niewielkich zmian oraz testy na danych rzeczywistych.

W wyniku prac zwiazanych z programem RNA NOEpathfinder powstaly inne programy,
z ktéorych warto wymieni¢ dwa. Pierwszy to program PDBinout (97) stuzacy do
ulatwiania pracy z plikami PDB oraz automatycznego dopasowywania formatu plikow
PDB do wiasnych potrzeb. Drugim z programéw jest TotalRestraints — program

utatwiajacy pracg z wigzami odlegtosciowymi w formacie XPLOR.
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