Zalacznik 2A: Autoreferat

1. Imie i Nazwisko.
Maciej Antczak

2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe z podaniem nazwy, miejsca i roku ich uzyskania oraz
tytutu rozprawy doktorskiej.

2.1. Stopienr Doktora Nauk Technicznych w dyscyplinie Informatyka uzyskany dnia
21.05.2013 r. na podstawie rozprawy doktorskiej pt. »Algorytmiczne aspekty
modelowania i ewaluacji biomolekul” obronionej na Wydziale Informatyki Politechniki
Poznanskiej, promotor: prof. dr hab. inz. Marta Kasprzak, promotor pomocniczy:
dr inz. Piotr Lukasiak. Wysoka warto$¢ naukowa wynikéw opublikowanych
W rozprawie doktorskiej zadecydowala o jej Wyroznieniu przez Rade Wydzialu
Informatyki w roku 2014,

2.2. Tytut zawodowy: Magister Inzynier Informatyki uzyskany z wyréinieniem dnia
30.06.2005 . (specjalno$é:  Inzynieria Oprogramowania) na podstawie pracy
dyplomowej pt. ,Modelowanie i Wyznaczanie niepewnych pozycji min morskich”
obronionej na Wydziale Informatyki i Zarzadzania Politechniki Poznanskiej,
promotor: dr inz. Mikolaj Sobczak.

2.3. Tytut zawodowy: Inzynier Informatyki uzyskany dnia 30.08.2003 r. na podstawie pracy
dyplomowej pt. , Portal edukacyjny dotyczacy nowoczesnych sieci optycznych”
obronionej na Wydziale Elektrycznym Politechniki Poznanskiej,
promotor: dr inz. Maciej Stroifski,

3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych,

3.1. Zaklad Bioinformatyki, Instytut Chemii Bioorganiczne; Polskiej Akademii Nauk
w Poznaniu, adiunkt zatrudniony obecnie w wymiarze % etatu od dnia 01.05.2018.

3.2. Zaklad Teorii Algorytméw i Systeméw Programowania, Wydziat Informatyki,
Europejskie Centrum Bioinformatyki i Genomiki, Politechnika Poznaniska, adiunkt
zatrudniony obecnie w wymiarze 1 etatu od dnia 01.10.2013.

3.3. Poznanskie  Centrum Superkomputerowo-Sieciowe, projektant i  programista
oprogramowania oraz czlonek biochemicznego centrum kompetencji powolanego
w ramach Programu Obliczern Wielkich Wyzwan Nauki i Techniki, od 01.04.2012 do
30.11.2012.

3.4. Zaktad Teorii Algorytméw i Systeméw Programowania, Wydziat Informatyki,

Politechnika Poznafiska, asystent zatrudniony w wymiarze 1 etatu od 01.10.2011 do
30.09.2013.
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3.5. Politechnika Poznanska, kierownik i lider technologiczny specjalizowanego zespohlu
opracowujgcego system pozwalajacy na przeprowadzenie elektronicznej rekrutacji
kandydatow na studia na Politechnice Poznanskiej, od 14.12.2006 do 30.09.2009.

3.6. Zaklad Teorii Algorytméw i Systeméw Programowania, Wydziat Informatyki
1 Zarzadzania, Politechnika Poznariska, asystent zatrudniony w wymiarze % etatu od
01.10.2005 do 30.09.2011.

. Wskazanie osiggniecia wynikajacego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003 r.
o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U.
2016 r. poz. 882 ze zm. w Dz. U. z 2016 r. poz. 1311.):

4.1. Tytut osiagnigcia naukowego:
Metody obliczeniowe wspomagajace modelowanie struktur ztozonych czgsteczek RNA.
4.2. Wykaz publikacji stanowiacych osiggniecia naukowego:

Podstawg wniosku habilitacyjnego jest osiagni¢cie naukowe, ktére stanowi cykl o$miu
powigzanych tematycznie publikacji, wymienionych ponizej. Prace te powstaly w latach
od 2014 do 2018 i zostaly opublikowane w renomowanych czasopismach z listy JCR,
specjalizujgcych si¢ w zakresie bioinformatyki, informatyki i biologii obliczeniowe;.
W przypadku wnioskowanego osiggni¢cia sumaryczny impact factor oraz calkowita
liczba punktéw MNiISW stanowia odpowiednio 29,366 oraz 275.

[Al] M. Antczak, T. Zok, M. Osowiecki, M. Popenda, R.W. Adamiak,
M. Szachniuk, 22.08.2018, RNAfitme: a webserver for modeling nucleobase and
nucleoside residue conformation n fixed-backbone RNA structures,
BMC Bioinformatics, 19(1), 304 (doi:10.1186/512859-018-2317-9).
[IF (2017): 2,213; MNiSW: 35, Q1]

[A2] M. Antczak, M. Zablocki, T. Zok, A. Rybarczyk, J. Blazewicz, M. Szachniuk,
09.07.2018, RNAvista: a webserver to assess RNA secondary structures with
non-canonical base pairs, Bioinformatics, 35(1), 152-155
(doi:10.1093/bioinformatics/bty609). [IF (2017): 5,481; MNiSW: 45, Q1]

[A3] M. Antczak, M. Popenda, T. Zok, M. Zurkowski, R.W. Adamiak,
M. Szachniuk, 11.12.2017, New algorithms to represent complex pseudoknotted RNA
structures in dot-bracket notation, Bioinformatics, 34(8), 1304-1312
(doi:10.1093/bioinformatics/btx783). [IF (2017): 5,481; MNiSW: 45, Q1]

[A4] M. Antczak, M. Popenda, T. Zok, J. Sarzynska, T. Ratajczak, K. Tomczyk,
R.W. Adamiak, M. Szachniuk, 14.10.2016, New functionality of RNAComposer:
application to shape the axis of miR160 precursor structure, Acta Biochimica Polonica,
63(4), 737-744 (doi:10.18388/abp.2016_1329). [IF (2016): 1,159; MNiSW: 15, Q4]

[AS] M. Antczak, M. Kasprzak, P. Lukasiak, J. Blazewicz, 17.09.2016, Structural
alignment of protein descriptors — a combinatorial model, BMC Bioinformatics, 17, 383
(doi:10.1186/512859-016-1237-9). [IF (2016): 2,448; MNiISW: 35, Q1]

[A6] T. Zok, M. Antczak, M. Riedel, D. Nebel, T. Villmann, P. Lukasiak,
J. Blazewicz, M. Szachniuk, 30.09.2015, Building the library of RNA 3D nucleotide
conformations using clustering approach, International Journal of Applied Mathematics
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and Computer  Science, 25(3), 689-700 (doi:10.1515/amcs-2015-0050).
[IF (2015): 1,037; MNiSW: 25, Q3]

[A7] A. Rybarczyk, N. Szostak, M. Antczak, T. Zok, M. Popenda, R.-W. Adamiak,
J. Blazewicz, M. Szachniuk, 02.09.2015, New in silico approach to assessing RNA

secondary structures with non-canonical base pairs, BMC Bioinformatics, 16, 276
(doi:10.1186/512859-015-0718-6). [IF (2015): 2,435; MNiSW: 35, Q1]

[A8] M. Antczak, T. Zok, M. Popenda, P. Lukasiak, R.W. Adamiak, J. Blazewicz,
M. Szachniuk, 25.04.2014, RNApdbee — a webserver to derive secondary structures from
pdb files of knotted and unknotted RNAs, Nucleic Acids Research, 42(W1), W368-72
(doi:10.1093/nar/gku330). [IF (2014): 9,112; MNiSW: 40, Q1]

Wkiad habilitanta w powstanie powyzszych publikacji znajdujq sie w zalgczniku nr 3.
Oswiadczenia wspdlautoréw potwierdzajqce ich indywidualny wktad w publikacje
wchodzqce w sklad osiggniecia naukowego znajdujq sie w zatgczniku nr 5.

4.3. Oméwienie celu naukowego ww. prac i osiggnietych wynikéw wraz z omowieniem ich
ewentualnego wykorzystania.

4.3.1. Wprowadzenie.

Zycie, w pewnym uproszczeniu, to wypadkowa wszystkich oddzialywan zachodzacych
pomigdzy czgsteczkami biologicznymi w komorce. Nawet niewielka ich dezorganizacja
czgsto prowadzi do patologii w funkcjonowaniu komérek. Szybki rozwédj metod
sekwencjonowania zapoczatkowal nowa er¢ przewidywania struktur 3D czasteczek
biologicznych, ktérej celem jest zrozumienia mechanizméw lezacych u podstaw
biofizycznych 1 biochemicznych proceséw ewolucyjnych. Bioinformatyka, jako
interdyscyplinarna dziedzina nauki, wyrosta z potrzeby zastosowania komputeréw w celu
systematycznej analizy i przechowywania ciagle rozrastajgcego sie¢ wolumenu danych
sekwencyjnych i strukturalnych czasteczek biologicznych [E1]. Czasteczki RNA sa
liniowymi polimerami zwijajacymi sie w konformacj¢ natywng podyktowang fizycznymi
i chemicznymi wlasciwosciami taficucha nukleotydowego. Odgrywaja one kluczows role
w procesach zachodzgcych w komoérkach poprzez np. katalizowanie reakcji chemicznych
oraz kontrolowanie ekspresji genéw. W opisie struktur czasteczek RNA rozréznia sie:
(1) strukture pierwszorzedowa reprezentowang przez liniowa sekwencje reszt
nukleotydowych, (2) strukture drugorzedows opisujaca lokalnie uporzagdkowane motywy
tworzace si¢ w wyniku wigzafi wodorowych zachodzacych w czasteczce, (3) strukture
trzeciorzgdows reprezentujacg specyficzny ksztalt przestrzenny czasteczki, (4) strukture
czwartorzgdowa, gdzie analizowane sa oddzialywania pomiedzy kilkoma jednostkami.
Za stabilizacj¢ ksztattu przestrzennego czasteczek RNA odpowiadaja parowania zasad
azotowych. Wyrdznia si¢ dwa gléwne rodzaje par zasad wystepujace w czasteczkach
RNA, a mianowicie parowania kanoniczne (Watsona-Cricka), wynikajace z zasady
komplementarnosci (A:U/G:C), oraz parowania niekanoniczne. W sklad tej drugiej grupy
wchodzg parowania niekanoniczne typu wobble (G:U) oraz pozostale parowania
niekanoniczne, ktére zwykle nazywane sa oddzialywaniami przez przestrzen lub po
prostu przestrzennymi, czgsto dalekiego zasiggu. Przykladowo w przypadku czasteczek
TRNA parowania kanoniczne i niekanoniczne typu wobble stanowig zaledwie 71,3%.
Resztg stanowia oddzialywania przestrzenne [E2], ktorych wystepowanie w strukturze
3D RNA jest kluczowe dla zagwarantowania wielu funkcji biologicznych réznych
czasteczek RNA. Kolejnymi charakterystycznymi motywami przestrzennymi, ktore
odgrywaja istotng role w réznorodnych procesach biologicznych sg pseudowezly.

Strona 3z 49



W ogdlnosci pseudowezel [E3] okresla motyw, na ktéry skiadaja si¢ przynajmniej dwa
parowania (i, i’) oraz (j, /) pomiedzy, ktérymi zachodzi Jedna z relacji zaprezentowanych

na Rysunku 1.

j, i _' ir i J i, jl
Rysunek 1. Przyktadowy pseudowezel zaprezentowany z wykorzystaniem diagraméw
tukowych.

Struktury RNA, w ktérych wystepuja oddzialywania przestrzenne, tworzace np.
rekurencyjne motywy [E4], albo pseudowezly zwykle okreslane sa jako zlozone.
Odkrywanie struktur przestrzennych czasteczek RNA przyczynia si¢ do wyjasniania
pelnionych przez nie funkcji biologicznych, co jest kluczowe, m. in., podczas
projektowania nowych lekéw i rozwigzan terapeutycznych. Okreélanie struktur 3D RNA
stalo sie mozliwe dzieki rozwojowi metod eksperymentalnych np. krystalografii
rentgenowskiej czy spektroskopii jadrowego rezonansu magnetycznego. Niestety
w praktyce bardzo czgsto okazuje sie, ze eksperymentalne okredlanie struktury 3D RNA
jest wyzwaniem wymagajacym oraz kosztownym, ktére nie zawsze prowadzi do
upragnionego celu [ES5]. Ograniczenia metod eksperymentalnych oraz naturalna
dynamika czgsteczek RNA powoduja, ze ciggle poszerza si¢ przepas¢ pomiedzy liczbg
znanych sekwencji reszt nukleotydowych RNA, a niewielkim ich odsetkiem, dla ktérych
eksperymentalnie okreslona zostata struktura 3D, zdeponowana w Protein Data Bank
(PDB) [E6]. W zwigzku z powyzszym istnieje ogromne zapotrzebowanie na wydajne
metody obliczeniowe pozwalajace przewidywaé in silico struktury 3D RNA, bliskie
eksperymentalnie okreslonym strukturom natywnym, ktorych skutecznoéé zostala
potwierdzona na podstawie wiarygodnych eksperymentéw przeprowadzonych przez
niezaleznych ekspertow. W przypadku modelowania 3D RNA tego typu inicjatywa jest
mi¢dzynarodowy konkurs o nazwie RNA-Puzzles [E7, E8, O3]. W ramach kazdego
konkursowego wyzwania procedura jest nastgpujaca: (1) krystalografowie udostepniaja
sekwencj¢ czasteczki organizatorom konkursu, ktorej struktura 3D jest dopiero
przygotowywana do publikacji, wigc nie jest jeszcze znana szerszej spolecznosci
naukowej, (2) organizatorzy przekazuja sekwencje grupom przeprowadzajacym
modelowanie in silico zaréwno w kategorii dedykowanej w pelni automatycznym
serwerom oraz predykcji manualnej dokonywanej przez ckspertow i w rezultacie
otrzymujg zbiory modeli 3D, (3) zgloszone modele 3D sa kompleksowo oceniane
w  kontekscie odpowiadajacych im referencyjnych, eksperymentalnie okreslonych
struktur 3D czasteczek przez organizatoréw, (4) uzyskane wyniki ewaluacji sa
prezentowane spolecznosci naukowej w celu motywowania uczestnikéw do dalszych
wysitkéw na rzecz udoskonalania istniejacych rozwigzan. Obecnie istnieje wiele réznych
metod obliczeniowych (np. iFoldRNA [E9], MC-Fold/MC-Sym [E10], ModeRNA [E11],
RNAComposer [010, O8, A4], Rosetta RNA [E12], SimRNA [E13], Vfold |[E14]), ktore
mozna zastosowa¢ do przewidywania struktur 3D RNA. W ostatnich, opublikowanych
dwoch rundach konkursu RNA-Puzzles [ES, O3] potwierdzono, ze: (1) wickszo$¢ metod
catkiem dobrze radzi sobie z przewidywaniem kanonicznych par zasad, (2) jako$é modeli
3D zgloszonych dla czasteczek RNA, dla ktorych z powodzeniem dalo si¢ zastosowaé
modelowanie homologiczne i wiedze eksperckg jest zauwazalnie wyzsza anizeli
w przypadku pozostatych czasteczek RNA, (3) wiarygodne modelowanie
niekanonicznych par zasad nadal stanowi duze wyzwanie, oraz (4) niektére modele 3D
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RNA wystepujace wysoko w rankingu, wzgledem miary RMSD [E15], zawieraja duza
liczbg zderzen sterycznych. Poruszane cele badawcze sg miedzy innymi odpowiedzig na
problemy raportowane w artykutach podsumowujacych kolejne rundy konkursu
RNA-Puzzles np. wprowadzenie mechanizméw pozwalajacych ekspertom wplywaé na
proces predykcji in silico struktur 3D RNA, realizowany w ramach systemu
RNAComposer, udostgpnienie serwera obliczeniowego pozwalajacego, miedzy innymi,
na przewidywanie niekanonicznych par zasad na podstawie dostarczonej sekwencji reszt
nukleotydowych RNA, udostepnienie serwera obliczeniowego pozwalajacego
neutralizowa¢ nieprawidlowe steryczne zderzenia poprzez predykcje konformacji zasad
azotowych gwarantujgc, ze struktura 3D szkieletu fosforo-cukrowego pozostanie
niezmieniona. Kolejnym problemem jest precyzyjne poréwnywanie realizowane np.
w przypadku analizy skupien przeprowadzonej w obrebie zbioru dostepnych modeli 3D
RNA, ktére czesto wymaga ekstrakcji wiarygodnej struktury drugorzedowej na
podstawie struktury 3D RNA. Niestety ta wiarygodnos¢ ciezko jest jednoznacznie
zagwarantowac, poniewaz topologiczna réznorodnosé pseudoweztéw powoduje, ze ich
identyfikacja i klasyfikacja wcigz stanowi wyzwanie, co w dalszej perspektywie utrudnia
modelowanie struktur 3D zlozonych czasteczek RNA. Ostatni rezultat skojarzony
z efektywnym strukturalnym dopasowaniem motywéw 3D o specyficzne; topologii,
zwanych deskryptorami, zaproponowanymi do opisu struktur 3D bialek, moze ze
wzgledu na swéj potencjat wspomoc réwniez analize struktur 3D RNA.

4.3.2. Cele badawcze.

W ramach prezentowanych badai: (1) okreslono i opracowano zbir nowych
mechanizméw, udostgpnionych w ramach systemu RNAComposer, pozwalajgcych
ckspertowi skutecznie wpltywa¢ na proces modelowania struktur 3D zlozonych
czgsteczek RNA poprzez aplikowanie wiedzy pochodzacej z literatury lub danych
eksperymentalnych, (2) opracowano nowy algorytm wyboru elementéw strukturalnych,
z repozytorium RNA FRABABE [0O10, E16], wykorzystywany podczas konstruowania
modelu nr 1, ktérego celem jest maksymalizacja liczby elementéw strukturalnych
pochodzacych z mozliwie najmniejszej liczby eksperymentalnie okreslonych czasteczek
RNA, (3) sformulowano pojecie rzedu pozwalajacego klasyfikowaé pseudowezly
wystepujace w czasteczkach RNA, (4) opracowano nowa metode, udostepniong w
postaci serwera obliczeniowego, pozwalajaca na ekstrakcje struktury drugorzgdowe;j
ztozonych czasteczek RNA prezentowanej zaréwno w postaci tekstowej jak i graficznej,
ktora jako pierwsza pozwalata identyfikowaé pseudowezty o rzedach wigkszych od 1,
(5) opracowano algorytm okreslajgcy rzgdowosé pseudoweztéw w RNA, (6) opracowano
rozszerzenie notacji kropkowo-nawiasowej pozwalajace na udostepnianie informacji
o rzgdowosci pseudowezlow w RNA, (7) opracowano rozszerzenia wybranych podejs¢,
wykorzystywanych do wizualizacji struktury drugorzedowej RNA, pozwalajace na
kolorystyczne prezentowanie rzgdowosci pseudowezliéw w RNA, (8) opracowano nowe
algorytmy dedykowane problemowi kodowania struktury drugorzedowej, w r0Zszerzonej
notacji kropkowo-nawiasowej, ztozonych struktur 3D RNA zawierajacych pseudowezly
wyzszego rzedu, (9) zaproponowano nowa funkcje kryterialng stosowana do oceny
rozwigzan problemu wspomnianego w poprzednim punkcie, (10) opracowano serwer
obliczeniowy dedykowany problemowi przewidywania rozszerzonej struktury
drugorzedowej, obejmujgcej niekanoniczne parowania zasad, na podstawie sekwencji lub
kanonicznej struktury drugorzgdowej RNA, (11) opracowano nowa metode,
udostgpniong w postaci serwera obliczeniowego, pozwalajaca na rekonstrukcje
petnoatomowej konformacji czasteczki RNA charakteryzujacej sie minimalna wartoscig
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calkowitej energii oddziatywan miedzyatomowych na podstawie wprowadzonej
sekwencji RNA oraz utrwalonej struktury 3D szkieletu fosforo-cukrowego czasteczki
RNA, (12) opracowano protokoét konstrukeji bibliotek reprezentatywnych konformacji
reszt nukleotydowych wykorzystujacy hierarchiczng analize skupiert w przestrzeni katow
torsyjnych, (13) opracowano algorytm przeszukiwania biblioteki w celu identyfikacji
oraz rekonstrukcji rokujacych poprawnos$¢ konformacji reszt nukleotydowych w ramach
rozpatrywanej  struktury 3D szkieletu fosforo-cukrowego czasteczki RNA,
(14) opracowano wielowarstwowg procedure pozwalajaca ewaluowaé zrekonstruowane
konformacje reszt nukleotydowych w celu odfiltrowania tych, ktore z pewnoscig nie
wejdg w sklad rozwigzania charakteryzujacego sie minimum energetycznym,
(15) opracowano algorytm doktadny, ktérego celem jest przeszukiwanie otoczenia
przestrzennego RNA, reprezentowanego w postaci grafu, w celu identyfikacji
konformacji o minimalnej energii dla podzbioru reszt zlokalizowanych
w eksplorowanym otoczeniu, (16) opracowano nowy model kombinatoryczny bazujgcy
na problemie przydzialu o maksymalnym rozmiarze (ang. maximum-size assignment
problem) oraz szereg nowych algorytméw wielomianowych, opartych na metodzie
wegierskiej, oraz algorytm doktadny dla problemu strukturalnego dopasowania pary
deskryptoréw struktur 3D bialek/RNA. W/w badania sg nie tylko kontynuacjg, ale
rowniez twoérczym rozwinigciem prac zapoczatkowanych przed uzyskaniem stopnia
doktora, w ramach ktérych opracowano metody obliczeniowe i narzedzia dedykowane
problemom modelowania i analizy jakoéci struktur 3D czasteczek biologicznych,
a w szczegdlnosci RNA.

4.3.3. Rezultaty.
4.3.3.1. Udokiadnione modelowanie 3D RNA z wykorzystaniem wiedzy eksperckie;.

Podczas opracowywania koncepcji badan dysponowano obliczeniowo efektywnym
systemem, o nazwie RNAComposer [010, O8], ktéry pozwalat uzytkownikowi,
W sposéb w pelni automatyczny, przewidywa¢ in silico struktury 3D RNA
o rozmiarze nie przekraczajacym 500nts. Sugestie niektorych badaczy, bedacych
jednoczesnie uzytkownikami systemu, uzupetnione wilasnymi przemysleniami,
wynikajgcymi z czynnego uczestnictwa w procesie modelowania, czesto
homologicznego, struktur 3D RNA w konkursie RNA-Puzzles [E8], okazaly sie
motywacjg do opracowania nowych mechanizméw, ktére eksperci mogliby
wykorzystywa¢ w celu skutecznego udokladniania procesu modelowania struktur 3D
ztozonych czasteczek RNA poprzez wprowadzanie dodatkowych restrykcji
strukturalnych wynikajacych z wiedzy eksperckiej, literatury lub danych
eksperymentalnych [A4]. Zbiér narzedzi do predykcji struktur drugorzedowych
RNA, udostepnianych przez system, zostal rozbudowany o CentroidFold [E17],
ContextFold [E18], poniewaz znajduja si¢ one w czoléwce rankingéw
publikowanych na serwerze CompaRNA [E19], oraz IPknot [E20], ktéry moze zostaé
zastosowany przez uzytkownika spodziewajacego si¢ pseudoweztéw w wejsciowej
czasteczce RNA. Interfejs pozwalajgcy na wprowadzanie dodatkowych restrykeji
strukturalnych zostal unowocze$niony, aby zapewni¢ wigksza elastycznosé, a co za
tym idzie fatwo$¢ uzytkowania. W ramach aktualnie wspieranych restryke;ji
strukturalnych wyréznia sig: (1) wylgczanie z procesu predykcji wszystkich
elementéw  strukturalnych, przechowywanych w  repozytorium systemu
RNAComposer, pochodzacych z czasteczek RNA, ktérych identyfikatory PDB [E6]
zostaly okreslone przez uzytkownika, (2) przeszukiwanie, podczas procesu predykcii,
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elementéw strukturalnych pochodzacych jedynie z wysokorozdzielczych struktur 3D
RNA, przy czym maksymalna dopuszczalna warto$¢ rozdzielczo$ci moze byé
dowolnie konfigurowana przez uzytkownika, (3) rozszerzanie wplywu uzytkownika
na proces minimalizacji energetycznej wstepnego modelu 3D RNA w przestrzeni
zaréwno kartezjanskiej jak i katow torsyjnych poprzez udostgpnienie mechanizmu
pozwalajacego uzytkownikowi na wprowadzanie dodatkowych restrykcji w zakresie
katéw torsyjnych jako uzupehienie odleglosci pomiedzy atomami, ktére mogg si¢
okaza¢ szczegblnie uzyteczne w przypadku zawigzywania lub utrwalania
oddziatywan przestrzennych. Elementy strukturalne, wprowadzane przez
uzytkownika, w formacie PDB mogg si¢ charakteryzowa¢ pelng dowolnoscia
w zakresie wykorzystywanych nazw 1 numerow reszt nukleotydowych oraz
identyfikatoréw lancuchéw. Jedyne co jest rzeczywiscie wymagane i weryfikowane,
przez system, to zapewnienie prawidlowego odwzorowania liczby reszt
nukleotydowych w rozpatrywanych niciach oraz kolejnosci ich wystepowania. Gdy
zachodzg niezgodnosci w zakresie sekwencji RNA pomiedzy elementem,
wprowadzonym przez uzytkownika, a jego oczekiwanym odpowiednikiem system
automatycznie przeprowadza proces podmiany wymaganych zasad. Jezeli elementy
strukturalne, odpowiadajace regularnym motywom dwuniciowym i jednoniciowym,
automatycznie identyfikowane przez system, pochodzg ze struktur 3D RNA o niskiej
rozdzielczosci, wtedy warto zastosowa kolejng wprowadzong funkcjonalnosé
pozwalajgcg na generowanie struktury 3D elementu o oczekiwanej topologii,
w oparciu o regularng konformacje A-RNA, zamiast przeszukiwania repozytorium.
Zapewnienie wysokiej jakosci w przypadku pierwszego modelu 3D RNA,
rozpatrywanego w ramach rodziny modeli 3D generowanych przez system, stalo si¢
przestanka do opracowania nowego algorytmu wyboru elementow strukturalnych
z repozytorium RNA FRABABE [010, E16], ktory polega na minimalizacji licznosci
zbioru tzw. super-elementéw, ktére pokrywaja mozliwie najdluzszy fragment
przewidywanej czasteczki RNA. Pod pojeciem super-elementu rozumiany jest
najdluzszy fragment przestrzenny zlozony z sasiednich (przynajmniej dwodch)
elementow strukturalnych pochodzacych z jednej czasteczki RNA, ktéry jako
topologicznie zbiezny moze zostal w calo$ci zastosowany podczas prowadzonego
procesu predykcji struktury 3D RNA. Lista zidentyfikowanych super-elementow jest
porzadkowana nierosnaco wzgledem ich dlugosci reprezentowanej przez liczbe
unikalnych reszt nukleotydowych skladajacych si¢ na elementy w nich zawarte.
W ostatniej fazie uruchamiany jest specjalizowany algorytm dokladny w celu
identyfikacji optymalnego rozwigzania. W celu ewaluacji opracowanego algorytmu
przeprowadzono eksperymenty obliczeniowe na reprezentatywnym zbiorze
eksperymentalnie okreslonych czasteczek RNA zaproponowanym w [O10].
Usredniona warto$¢ miary RMSD [E15] ulegla zauwazalnej poprawie (obnizajac si¢
z 2,682 do 1,445A). Log opisujacy kluczowe elementy procesu predykcji zostal
rozszerzony w celu raportowania szeregu mozliwych nieprawidlowosci, ktére moga
zaistnie¢ w danych wprowadzonych przez uzytkownika. System gwarantuje
prawidtowo$¢  wykorzystywanych  elementéw  strukturalnych  weryfikujac:
(1) zgodnos$¢ wprowadzanych przez uzytkownika struktur 3D RNA z formatem PDB,
(2) kompletno$¢ zbioréow atoméw w ramach wszystkich rozpatrywanych reszt
nukleotydowych, (3) ciaglosé¢ nici w ramach elementéw 3D wprowadzanych przez
uzytkownika, (4) prawidlowos¢ topologii par kanonicznych na koncach nici
w kazdym rozpatrywanym elemencie strukturalnym. Ponadto, opis rozpatrywanych
elementéw strukturalnych, prezentowany w logu, zostal uzupelniony o skojarzone
z nimi identyfikatory np. D1, L1 itd. Uzytkownik moze tatwo pobra¢ nie tylko
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wynikowy(e) model(e) 3D RNA, ale rowniez struktury 3D wszystkich elementow
strukturalnych, w jednym pliku, ktdre zostaly wykorzystane podczas procesu
predykcji danego modelu(i) 3D RNA i moga postuzy¢é w celu powtérzenia
eksperymentu. Nowe funkcjonalnosci modutu obliczeniowego spowodowaly rozwoj
interfejsu uzytkownika, ktory koncentrowal si¢ rowniez na zapewnieniu wickszej
wygody uzytkowania. W celu zaprezentowania nowych aspektow funkcjonalnych
systemu  RNAComposer  przeprowadzono  eksperymenty  udokladnionego
modelowania struktur 3D prekursoré6w miR160 RNA [A4]. Na Rysunku 2
przedstawiona zostala charakterystyka elementéw strukturalnych wybranych
automatycznie przez system (po lewej) oraz manualnie przez eksperta (po prawej),
ktére doprowadzity do uzyskania modeli 3D RNA dla prekursora miR160c w trybie
interaktywnym (po lewej) oraz wsadowym z wykorzystaniem nowych
funkcjonalnosci (po prawe;j).

L1 L2 L3 L4 Ls

DU C GA D4 AUA DS GG

GUUAUGC UGGCUCC UGUAUGCCAC GUGG  CCGAUUUU U

LECUCED PELEEE D LRy e i
CAGUACG ACUGAGG ACAUGCGGUG CGUC  GGCUAAAA U

A A GC --- uu
3Del | cally b
Secondary structure RNA element selected automatically by 3D e inent SETRC e ATl
element RNAComposer
FRABASE PDB
PDBID Res. [A) Res. [A]
Id Topology search Position Topology D Position Topology
pattern Chain P51 [%] o PSI (%)
u eou (.8 NCN (. ( 3USH  2338-2340, CCU (4 300 4FES  25.27. UCG (4 1.32
ARG ).} NAN ).) BA 1895-1897 AAG) 100.0 B 43-45 CAA L) 33.33
12 ccU (. ¢ NCN (. ( 3USH 2338-2340, CCU (( 3.00 4FES 2527, UCG (( 1.32
ARG }.) HAN .3 BA 1805-1897 AAG).) 100.0 B 43-45 CAA)) 33.33
L3 OO (. NRRN (.. 313 490493  ceUG(( 500 22R ::gl' CAAG (.( 291
CCBG )..)  NYRN )..) AB 574-577 CCGG).) 87.50 X 15304533 UCAG) 50.00
L GAUAC (... ( ferr: 1U 3K 29-33, GAVAU (..{ NMR 357D 22-26, AUCUG(..( 1.30
GC)) 1) \BA &7 ACYH 71.43 AB 39-40 cuU)) 0.00}

Rysunek 2. Przykladowe wyniki predykcji struktur 3D RNA uzyskane,
z wykorzystaniem systemu RNAComposer, dla prekursora miR160c w trybie
interaktywnym (po lewej) oraz wsadowym (po prawe;j).

Latwo zaobserwowac, ze w przypadku tak krétkich i specyficznych motywow
rozdzielczo§¢ eksperymentalna okazata sie istotniejsza anizeli identyczno$é
sekwencyjna. System RNAComposer jest zasobem, z ugruntowang pozycja
w miedzynarodowej spolecznosci naukowej, czesto wykorzystywanym do
zastosowan badawczych jak i dydaktycznych o czym $wiadcza: (a) sumaryczna
liczba odwiedzin uzytkownikéw w obrgbie dwoch udostepnionych instancji
przekraczajaca § min, oraz (b) liczba cytowan pierwszej publikacji na poziomie 180
w WoS (na dzien 17.02.2019), ktéra dodatkowo znajduje sic w 1% najlepiej
cytowanych artykuléw w WoS od sierpnia 2017 r.

4.3.3.2. Ekstrakcja struktury drugorz¢dowej w rozszerzonej notacji kropkowo-

nawiasowej na podstawie struktury 3D RNA ze szczegdlnym uwzglednieniem
rzedowosci pseudoweziow.
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Ekstrakcja struktury drugorzedowej na podstawie struktury 3D RNA jest
wykorzystywana w celu: (1) walidacji modeli 3D RNA, uzyskanych
z wykorzystaniem metod obliczeniowych, w kontekscie np. eksperymentalnie
potwierdzonej struktury drugorzedowej RNA, (2) analizy rozkladu struktur
drugorzedowych w zbiorze modeli 3D RNA w celu identyfikacji wspolnych
elementéw topologicznych, (3) przygotowania rankinga modeli 3D RNA na
podstawie konsensusu struktur drugorzedowych RNA. Struktura drugorzedowa RNA
jest zwykle zapisywana tekstowo w postaci listy par zasad (w formatach odpowiednio
BPSEQ lub CT) oraz notacji kropkowo-nawiasowej, gdzie kazda reszta niesparowana
jest oznaczana przez znak ‘.’, natomiast reszty sparowane oznaczane sa nawiasami
‘0’. W 2014 roku ogélnodostgpne byly nastepujgce narzedzia: RNAView [E21],
MC-Annotate [E21], 3DNA/DSSR [E22] oraz PseudoViewer [E23], VARNA [E24]
stuzace odpowiednio do identyfikacji i klasyfikacji par zasad RNA oraz wizualizacji
struktury drugorzgdowej RNA. Niestety ani MC-Annotate ani 3DNA/DSSR nie
klasyfikowaly precyzyjnie identyfikowanych pseudowezléw w ramach zlozonych
czasteczek RNA [A8]. Podobnie pseudowgzly nie byly prawidlowo klasyfikowane
przez istniejgce narzedzia do wizualizacji. Brak precyzji w tym zakresie
zdecydowanie utrudnia modelowanie homologiczne w oparciu o wzorce strukturalne
czasteczek RNA o zlozonych topologiach pseudoweztéw. Serwer obliczeniowy,
o nazwie RNApdbee [A8], byl pierwsza aplikacja, udostepniajaca nowa metode
obliczeniows, ktéra precyzyjnie klasyfikowata ztozone topologic pseudoweztow
wystgpujace w czgsteczkach RNA o duzych rozmiarach. Wymagalo to wprowadzenia
pojecia  rzedu  pseudowezta, opartego na  koncepcji  zagniezdzonych
1 niezagniezdzonych helis RNA [E25], reprezentujgcego minimalng liczbe
dekompozycji zbioru par zasad prowadzaca do uzyskania podzbioréw zawierajacych
jedynie zagniezdzonic paicwaila zasad azotowych RNA. Tlustracja koncepcji rzedu
pseudowezta zostala zaprezentowana na Rysunku 3.

nested base-pairs only —
no pseudoknot —
structure has a zero order

non-nested base-pairs —

a single decomposition is needed —
/ a pseudoknot of the first order
non-nested base-pairs -
two decompositions are needed —
a pseudoknot of the second order
Rysunek 3. Tlustracja koncepcji rze¢du pseudowezla.

W ogolnosci proces ekstrakeji struktury drugorzedowej na podstawie struktury 3D
RNA obejmuje nastepujgce etapy: (1) walidacja struktury 3D RNA wprowadzone;
w formacie PDB [E6], (2) ekstrakcja listy kanonicznych i niekanonicznych par zasad
azotowych RNA z wykorzystaniem jednego z trzech zintegrowanych narzedzi,
(3) przeprowadzenie iteracyjnej dekompozycji listy par zasad poprzez identyfikacje
pseudoweziéw kolejnych rzedéw z wykorzystaniem, dostosowanej do naszych
potrzeb, heurystyki Elimination Gain [E25], (4) kodowanie w rozszerzonej notacji
kropkowo-nawiasowej i wizualizacja (opcjonalnie) struktury drugorzedowej RNA.
Schemat blokowy opracowanej metody zostat zaprezentowany na Rysunku 4.
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SR ’__'___71;;_————‘ input
PDB tertiary structure secondary structure
(PDB ID or PDB file) (BPSEQ or CT format)
Filter out:
=y Analyse Analyse
. ;%';Eﬂ:s:;z:: <€ and validate and validate
GRS PDB data BPSEQ/CT data
+ modified‘& missing
Retrieve the ist resjdues
of all base-pairs
(RNAView, MG-Annotate
or 3DNA/DSSR)

modified & missing

Tesidues Intermediate

data repository

A

partial parlial
Unify results results
structural data

Prepare secondary
structure drawing

{PseudoViewer or VARNA

with own modifications)

Output
secandary structure
drawing

Y
L___)
secondary structure
in BPSEQ/CT

Rysunek 4. Schemat przetwarzania realizowany w systemie RNApdbee [A8].

Rozszerzenie notacji kropkowo-nawiasowej polega na wprowadzeniu dodatkowych
rodzajow nawiaséw, a mianowicie ‘[, ‘{}’, ‘<>, ‘A,a’, ‘B)b’, itd.,
wykorzystywanych w przypadku par zasad sklasyfikowanych w ramach
pseudowezléw o kolejnych rzedach > 1. Zintegrowane narzedzia do wizualizacji
zostaly rozszerzone w celu prezentowania kolejnych rzedéw pseudowezléw
z wykorzystaniem zaproponowanej palety koloréw [A8]. Ostatecznie
przeprowadzono eksperymenty obliczeniowe w celu wyznaczenia rozktadu rzedow
pseudoweziéw wystepujacych w czasteczkach RNA, zdeponowanych w RNA
FRABASE [E26, E27].

Dalsza eksploracja zagadnienia wiarygodnego kodowania struktury drugorzedowej
ztozonych czasteczek RNA obejmujacych pseudowezly, w rozszerzonej notacji
kropkowo-nawiasowej, byta kontynuowana i zaowocowata nowa funkcja kryterialna
stuzacg do oceny rozwigzafi oraz nowymi algorytmami opublikowanymi w pracy
[A3]. Udostepniona wersja serwera opierala si¢ na metodzie przyblizonej, co
powodowalo, ze niekiedy wspétpracujacy eksperymentatorzy sygnalizowali, ze
niektore struktury drugorzedowe RNA, zwracane przez system, nie zawsze sg
wystarczajgco realistyczne. Zwijanie struktur 3D RNA to proces hierarchiczny
w  ktérym poszczegélne domeny zwijaja si¢ sekwencyjnie. Nastepnie
wewnatrzczasteczkowe  oddziatywania  przestrzenne  pozycjonuja  elementy
o okreslonej topologii wzglgdem siebie inicjujac tworzenie bardziej zlozonych
motywow  strukturalnych zwanych pseudowezlami [E28]. Na Rysunku 35
przedstawiono hipotetyczne $ciezki zwijania do$¢ krotkiej czasteczki RNA
(1IDDY:A). Latwo zaobserwowaé jak zmienia si¢ zaréwno struktura drugorzedowa
jak i struktura 3D (przewidziana z wykorzystaniem systemu RNAComposer),

Strona 10 z 49




analizowanego RNA, w zaleznosci od sposobu klasyfikacji rozpatrywanego zbioru
par zasad na parowania regularne i pseudowezly kolejnych rzedow.

k] o

...................................

GGARCCCEUGCCCAURAS I;CDCA DECGASCAR | GEARCCGGUGCCCATRRCCACCTCA U CGA - AR
...... (AR 0 § CTR A ¢ B ) XU I RN  [FUSY SOMPIORNS § § GUFE § SN 4 ¢ § b IPIPY IO PR § I

GGAARCCGGUECCUATRRCCACCDCRGDGCERAGCAR  GRAACCGGUQCCCAURR CACCUCACUCCGA. “AR
...... LS SO0 4 4 RN ¢ 5 3 5 JEPANS N I N ) PUPRRRNPRNDRR § § SX £ £ PR S 0 3 B IUNS I IR I B I

Rysunek 5. Sciezka zwijania si¢ niewielkiej czasteczki RNA (IDDY:A) od stanu
(a) jednoniciowego, poprzez tworzenie (b) petli typu hairpin i (c) pseudowezia
pierwszego rzedu, az (d) po uzyskanie finalnej struktury z pseudowezlem rzedu
drugiego [A3].

Poczatkowo zalozono, ze wszystkie algorytmy rozpatrywane w pracy [A3] wymagaja
zbioru par zasad azotowych RNA (inputBps) na wejéciu oraz bedg generowaty
strukture drugorzgdowa RNA w rozszerzonej notacji kropkowo-nawiasowej na
wyjsciu. Analize przeprowadzono w zasadzie od samego poczatku formulujac
pierwszy algorytm o nazwie First-Come-First-Served (FCFS), ktory zostal
opracowany podczas tworzenia bazy danych RNA FRABASE [E26]. Nast¢pnie
opracowano nowy algorytm doktadny (DP), wykorzystujacy strategie programowania
dynamicznego [E29], gdzie podproblemem jest klasyfikacja pojedynczej pary zasad
azotowych RNA. W ramach opracowanego algorytmu iteracyjnie uruchamiane sa
nastepujace operacje: (1) identyfikacja maksymalnego podzbioru zagniezdzonych par
zasad (currentNestedBps) pochodzacych z wejSciowego zbioru par zasad (inputBps),
(2) przypisanie wszystkim parom zasad, nalezacym do zbioru currentNestedBps,
biezace] wartosci rzedu pseudowezla (currentOrder poczatkowo rownego 0),
(3) inkrementacja biezacej wartosci rzedu o 1  (currentOrder++),
(4) usuniecie wszystkich par zasad nalezacych do zbioru currentNestedBps ze zbioru
wejsciowego inputBps (inputBps = inputBps \ currentNestedBps). Powyzszy zestaw
operacji uruchamiany jest tak dtugo jak dlugo wejsciowy zbior par zasad nie jest
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pusty (inputBps + ). Pierwsza operacja jest kluczowa procedurg algorytmu.
Rozpoczyna si¢ ona od wstepnego przygotowania danych. W skiad tego procesu
wchodza nastepujace operacje: (1) przenumerowanie (od 1) reszt w zbiorze par zasad
biorac pod uwage jedynie podzbiér reszt sparowanych, (2) wprowadzenie pary
reprezentujacej wirtualny tuk, w obrebie ktorego wszystkie rozpatrywane parowania
zasad s3 zagniezdzone, (3) porzadkowanie rozpatrywanego zbioru par zasad
(zapewniajac, ze indeks otwierajacej reszty jest zawsze mnmiejszy od indeksu
zamykajacej reszty w kazdej rozpatrywanej parze zasad) w porzadku niemalejacym
najpierw wzgledem réznicy miedzy indeksami odpowiednio zamykajace]
i otwierajace] reszty w parze, a nastepnie indeksu otwierajacej reszty. Nastepnie dwie
macierze DP s3a alokowane i1 wypelniane rekursywnie wagami liczbowymi,
a mianowicie: (1) macierz przechowujaca oceny kolejnych optymalnych rozwiazan
tzn. zbioréw zawierajacych zagniezdzone pary zasad (scoreMtx), (2) macierz
przechowujaca numer zamykajacej reszty najbardziej zewngtrznej pary zasad (tzn.
roznica miedzy indeksem reszty zamykajgcej i otwierajacej w przypadku tej pary jest
najwigksza) w obecnym zbiorze reszt zagniezdzonych (indexMtx). Zmiana dokonana
w macierzy scoreMix powoduje odpowiednig modyfikacje w macierzy indexMtx.
Podczas wypelniania macierzy scoreMtx wykorzystywane sa nastepujace operacje:

O1: scoreMix[i+1][j]=max{scoreMtx[i+1][j], scoreMix[i+1][j—1]}

02: scoreMrx[i+1][j]=max{scoreMtx[i+1][j], scoreMtx{i+1][j—1]+scoreMtx[j’][j]}

03: scoreMux[i][i’]=1+scoreMix[i+1][i"-1]

Dla kazdej dwdjki par zasad {(i, i’), (, j ')} € inputBps, gdzie i+ < j <i’— I operacje
uruchamiane sa zgodnie z zalezno$ciami zaprezentowanymi na Rysunku 6.

j’>J, nested => O1

i i i

non-nested => 01

" )

i i i i i i i i
J'<j,j<i'-I,nested=>01  j'<j,j=i'-1I, nested=>02

Finally, for every
T S T T iv (,1)=> 03
Rysunek 6. Zaleznodci pomiedzy rozpatrywanymi dwdjkami par zasad azotowych
RNA rozrézniane przez algorytm programowania dynamicznego [A3].

Po wypehlieniu macierzy optymalne rozwiazanie (tzn. maksymalny zbidr
zagniezdzonych par zasad azotowych RNA) jest odczytywane z macierzy indexMix
W nastgpujgcy sposob:

o zaczynajgc od i = 1, i '= n, jezeli indexMtx[i][i'] = k' ik’ jest liczbg, woOwczas
k' to numer zamykajacej reszty pary zasad (k, k") w rozwigzaniu,
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e numer reszty otwierajgcej k pobierany jest z inputBps,

e procedura jest rekurencyjnie kontynuowana odwiedzajac kolejne komorki,
a mianowicie indexMix{k+1][k'-1] 1 indexMix[i][k-1] az do momentu
natkniecia sie na niewypetniong komoérke.

Pomimo dysponowania optymalnym algorytmem w przypadku jednokryterialnej
funkcji, ktéra dla kazdej kolejnej wartosci rzedu pseudowezla identyfikowata
maksymalna liczbe zagniezdzonych par zasad nadal pojawialy sie rozwigzania,
ktorych realistycznos¢ byla dyskutowana przez eksperymentatorow. W wyniku
przeprowadzonych konsultacji opracowano nowa dwukryterialng funkcje oraz relacje
dominacji [A3]. Ta druga preferuje rozwigzania w ktorych liczba par zasad
niezakwalifikowanych jako pseudowezly (ich rzgd wynosi 0) jest najwicksza,
a w przypadku dwoéch rozwigzan, ktére nie roznig sie¢ wzgledem pierwszego
kryterium preferowane jest to rozwigzanie, ktore charakteryzuje si¢ nizsza karg
reprezentowang przez $rednig wazong iloczyndéw kolejnych rzedow (od 1) i liczby
odpowiadajacych im par zasad azotowych RNA (zakladajac, ze liczba par zasad jest
dodatnia) ostatecznie ze znakiem przeciwnym (aby maksymalizowaé oba kryteria).
W ramach dalszych prac opracowano nowy algorytm nazwany algorytmem
hybrydowym (HYB). Operuje on na regionach, a nie pojedynczych parach zasad
azotowych RNA, przy czym region reprezentowany jest przez zbior sgsiednich par
zasad azotowych RNA (np. region skladajacy si¢ z trzech par zasad mégiby zostaé
opisany nastepujagcym zbiorem {(2,7),(3,6),(4,5)}). W pierwszej kolejnosci
identyfikowane sa wszystkie zagniezdzone regiony, ktérych rzgd wynosi 0.
W ramach pozostatych regionéow identyfikowane sa ich roztaczne podzbiory. Dla
kazdego regionu, rozpatrywanego w ramach zidentyfikowanego podzbioru, musi
istnie¢ przynajmniej jeden inny region w tym podzbiorze pomiedzy ktdérymi nie
zachodzi relacja zagniezdzania. Algorytm podczas rozwigzywania kolejnych
roztagcznych podzbiorow regiondow wykorzystuje przeszukiwanie wyczerpujace albo
losowe (10 000 permutacji), przy czym pierwsza strategia jest wykorzystywana jesli
liczba regionéw zawartych w rozpatrywanym podzbiorze nie przekracza os$miu.
Celem algorytmu jest identyfikacja rozktadu rzedow dla rozpatrywanych regiondéw,
dla kazdego zidentyfikowanego podzbioru, optymalizujac zaproponowana
dwukryterialng funkcje z wykorzystaniem zdefiniowanej relacji dominacji. W celu
wiarygodnej ewaluacji proponowanych algorytméw w kontek$cie innych,
opublikowanych juz, podej$é przeprowadzono eksperymenty obliczeniowe oraz
interpretacj¢ wynikdw na podstawie obu aktualnie dostgpnych funkcji oceny
rozwiazan. Na wstepie przygotowano dwa zbiory ewaluacyjne zawierajgce listy par
zasad, w formacie BPSE(Q, dla reprezentatywnego zestawu nieredundantnych struktur
3D RNA [E30] z wykorzystaniem narzedzia 3DNA/DSSR [E22] zakladajac, ze pary
niekanoniczne nie sg rozpatrywane w ogole lub sg rozpatrywane, ale jedynie
w przypadku ich wystepowania w regionach dwuniciowych. Dla obu rozpatrywanych
zbioréw danych przeprowadzono analize statystyczna liczb roztagcznych podzbiorow
regionéw oraz oceniono nastepujace algorytmy: FCFS [E26], EG i EC |E25] oraz DP
i HYB [A3]. Nastepnie przeanalizowano uzyskane wyniki w celu:
(1) wyznaczenia rozkladu liczb czasteczek RNA dla ktorych rozpatrywane algorytmy
zidentyfikowaly pseudowezly o rzedzie nie przekraczajacym okreslonej wartosci
z zakresu 1 do 8, (2) identyfikacji podzbioru instancji dla ktérych zaobserwowano
réznorodno$¢ w zakresie uzyskiwanych rozwiazan, ktdre ostatecznie poshuzyty do
przeprowadzenia analizy poréwnawcze] rozpatrywanych algorytmoéw, oraz
(3) wyznaczenia procentowego wspoélczynnika instancji dla ktoérych rozpatrywane
algorytmy zwrécily niezdominowane rozwigzania (nalezace do frontu Pareto)
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w oparciu o zaproponowang dwukryterialng funkcje oceny. Analiza poréwnawcza
algorytméw skupila si¢ na wyznaczeniu jak czgsto poszczegdlne algorytmy
dominowaly/byly dominowane przez inne algorytmy albo okazywaly sig
bezkonkurencyjne (tzn. lepsze od wszystkich pozostatych). Uzyskane rezultaty
potwierdzily, ze nowo opracowane algorytmy, a wigc HYB i DP okazaly si¢ najlepsze
w stawce dla obu rozpatrywanych zbioréw ewaluacyjnych [A3]. Pordéwnanie
rozwigzan uzyskanych z wykorzystaniem algorytméw (a) FCFS oraz
(b) HYB dla przyktadowej czgsteczki RNA (1DDY:A) obejmujace odpowiadajace im
wartos$ci zaproponowanej funkcji oceny zostalo zaprezentowane na Rysunku 7.

a 7 N ! -
(a) Jico “”(Rl)'[-1-(1-3+2-1)]—[-5]

:'%\0
'\

GGAACCGGUGC AUAA ACCUCA U CGA AA
PN £ X A O 1§ b b D IS I I 1) QP

R G | ...1.1.1.}}..
GGAACC GCGCAUAACC  UCAGUGCGAGCAA

\\S ./

Regionorder 0 1 2
Arccolour R

3 3
(b) fscorell(R2)= [— 1.1-3+2 -2)] - [— 7]

Rysunek 7. Pordwnanie rozwigzan uzyskanych z wykorzystaniem algorytméw:
(a) FCFS oraz (b) HYB dla przykltadowej czasteczki RNA (1DDY:A) obejmujace
odpowiadajace im wartosci nowej funkcji oceny [A3].

System RNApdbee jest rOwniez popularnym zasobem chetnie wykorzystywanym
przez mig¢dzynarodowa spoleczno$¢ naukowa o czym swiadcza: (a) sumaryczna
liczba odwiedzin uzytkownikéw przekraczajaca 12,5 tys., oraz (b) liczba cytowan
pierwszej publikacji na poziomie 25 w WoS (na dzien 17.02.2019).

4.3.3.3. Przewidywanie rozszerzonej struktury drugorzedowej RNA, obejmujace]
pary niekanoniczne, na podstawie sekwencji lub kanonicznej struktury

drugorzedowej RNA.

Uwzglednienie niekanonicznych par zasad RNA jest kluczem do wiarygodnego
i precyzyjnego przewidywania struktury 3D RNA [E7, E8, O3]. Sposréd przeszio
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piecdziesieciu metod shuzacych do przewidywania struktury drugorzgdowej na
podstawie sekwencji reszt nukleotydowych RNA zaledwie kilka udostepnia
rozszerzona strukture drugorzedowa RNA zawierajaca zaréwno kanoniczne jak
i niekanoniczne parowania zasad [E31, E32, E10, E33, A7, E34, E35]. Dysponujac
efektywnymi narzedziami w zakresie zaréwno przewidywania wysokorozdzielczych
struktur 3D RNA (RNAComposer [010, O8, A4]) jak i adnotacji rozszerzonej
struktury drugorzedowej RNA obejmujacej, miedzy innymi, niekanoniczne
parowania zasad (RNApdbee [A8, A2, O2]) zaproponowano nowg metodologi¢
w [A7] oraz publicznie dostepny, w pelni automatyczny serwer obliczeniowy [A2]
stuzacy do przewidywania rozszerzonej struktury drugorzedowej RNA, obejmujace;j
niekanoniczne parowania zasad, na podstawie sekwencji lub kanonicznej struktury
drugorzedowej RNA. Proponowane podejscie, zaprezentowane na Rysunku 8,
obejmuje nastgpujace etapy: (1) przewidywanie kanonicznej struktury drugorzedowe;j
na  podstawie sekwencji reszt nukleotydowych RNA  (opcjonalnie),
(2) przewidywanie struktury 3D na podstawie kanonicznej struktury drugorzgdowe;j
RNA, (3) adnotacja rozszerzonej struktury drugorzedowej na podstawie struktury 3D
RNA, (4) prezentacja w postaci tekstowej jak i graficznej niekanonicznych par zasad
z wykorzystaniem klasyfikacji Leontisa-Westhofa [E36].

pradicied 3D mods!

Input ANA psquencs
GGUCAGGUCCGARAGGAAGCAGCC

Adarl

canonical base pais dary stru
((feoee ({(auua)))uenad)) OO Qe 1))

Rysunek 8. Schemat przetwarzania realizowany w systemie RNAvista [A2].

Udostepnienie serwera wymagalo opracowania i integracji dedykowanych modutéw
obliczeniowych systeméw zardéwno RNAComposer jak i RNApdbee dostosowanych
do wymagan wynikajacych z prowadzonych badan. Warto podkresli¢, ze uzytkownik
moze dowolnie konfigurowaé zestaw procedur, sposréd tych udostepnionych
w ramach zintegrowanych moduléw obliczeniowych (np. narzedzia do
przewidywania kanonicznej struktury drugorzedowej czy tez do identyfikacji listy par
zasad azotowych RNA), ktore powinny zostaé zastosowane w biezacym procesie
przewidywania. W pracy [A7] przeprowadzono eksperymenty obliczeniowe w duzej
skali w celu ewaluacji precyzji pilotazowego wdrozenia infrastruktury integrujace;j
systemy RNAComposer i RNApdbee. Na wstepie przygotowano zbidr referencyjny,
w ktorym znalazty sie czasteczki RNA pochodzace z repozytorium RNA STRAND
[E37] o rozmiarze nie przekraczajacym 500nts. Nastepnie przeprowadzono
eksperymenty przewidywania rozszerzonej struktury drugorzedowej RNA na
podstawie jedynie sekwencji lub kanonicznej struktury drugorzgedowej RNA.
Ewaluacja uzyskanych wynikow wymagala opracowania nowego narzedzia
pozwalajacego na automatyczne wyznaczanie warto$ci miar, a mianowicie liczba
oraz procent prawidlowo przewidzianych niekanonicznych par zasad RNA,
dokladnos¢ (PPV), czutosé (TPR), oraz wspoétczynnik korelacji Mathewsa (MCC)
[E38], weryfikujgcych precyzje procesu predykeji par zasad RNA, ze szczeg6lnym
uwzglednieniem par niekanonicznych, w kontek$cie znanej struktury referencyjne;j.
Wyniki wykazaty, ze w zaleznosci od dlugosci wejsciowej sekwencji RNA, procent
prawidlowo przewidzianych niekanonicznych par zasad na podstawie jedynie
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sekwencji reszt nukleotydowych albo kanonicznej struktury drugorzedowej RNA
wahal si¢ w zakresie odpowiednio 30,64-57,57 oraz 49,91-70,51. Ponadto wysoka
jakos¢ predykcji zostala réwniez potwierdzona na zbiorze struktur 3D RNA
pochodzacych z CompaRNA PDB benchmark [E19]. W kolejnej pracy [A2]
przeprowadzono nowe eksperymenty obliczeniowe majgce na celu ewaluacje stopnia
precyzji zaproponowanego serwera w zakresie identyfikacji niekanonicznych par
zasad w ramach reprezentatywnego zbioru rekurencyjnych motywéw RNA [E4]
obejmujacego: K-turn, T-loop, C-loop, Sarcin, GNRA, Double sheared and Triple
sheared. Dla kazdego motywu okreslono identyfikatory PDB [E6] referencyjnych
strtuktur 3D RNA o wysokiej rozdzielczosci oraz skojarzone z nimi dane,
a mianowicie sekwencje w formacie FASTA, kanoniczng struktur¢ drugorzedows
w notacji kropkowo-nawiasowej, zakres reszt wchodzacych w sklad motywu oraz
referencyjny zbidr par zasad w formacie BPSEQ. Uzyskane rezultaty potwierdzily, ze
dysponowanie wiarygodng kanoniczng strukturg drugorzedowa RNA na wejéciu
znacznie zwigksza precyzj¢ rozszerzonej struktury drugorzedowej RNA [A2].

4.3.3.4. Rekonstrukcja  pelnoatomowej  struktury 3D RNA na podstawie
wprowadzonej sekwencji RNA oraz struktury 3D utrwalonego szkieletu
fosforo-cukrowego.

W przypadku przewidywania struktur 3D RNA w ramach niektérych wyzwan
w konkursie RNA-Puzzles [O3] zaistniala potrzeba precyzyjnego, udokladnionego
modelowania wybranego podzbioru reszt zasad azotowych/nukleozydowych na
strukturze 3D utrwalonego szkieletu fosforo-cukrowego w celu odbudowania
brakujacych oddziatywan przestrzennych lub identyfikacji pelno-atomowej
konformacji RNA w ramach okreslonego, utrwalonego otoczenia przestrzennego.
Ponadto jakos$¢ modeli 3D RNA zglaszanych w konkursie RNA-Puzzles [O3] zwykle
odbiega od oczekiwan w zakresie wartosci miary Clash score [E39], co powoduje
potrzebe neutralizacji powaznych zderzen sterycznych bez wplywu na ogélny ksztatt.
Niestety istniejace narzedzia wspierajgce modelowanie homologiczne np. ModeRNA
[E11] nie gwarantowaly niezmiennosci struktury 3D szkieletu RNA. W zwigzku
Z powyzszym opracowano nowg metode [Al], udostepniong w postaci w pelni
automatycznego serwera obliczeniowego RNAfitme, pozwalajacg na rekonstrukcije
pelnoatomowej konformacji czasteczki RNA charakteryzujacej si¢ minimalng
wartoscia calkowitej energii oddzialywan mi¢dzyatomowych na podstawie
wprowadzonej sekwencji RNA oraz utrwalonej struktury 3D szkieletu
fosforo-cukrowego czasteczki RINA. Inspiracja ogélnej koncepcji projektowanej
metody byl sukces narzedzia SCWRL [E40] pozwalajacego na identyfikacje globalnej
konformacji tancuchéw bocznych dla utrwalonej struktury 3D szkieletu biatka.
SCWRL wykorzystuje on biblioteke reprezentatywnych konformacji rotamerycznych
fancuchow bocznych, zaleznych od szkieletu, wyznaczong na podstawie zbioru
eksperymentalnie okreslonych struktur 3D biatek [E41]. Badania rozpoczeto od
opracowania nowego protokotu konstrukcji  biblioteki reprezentatywnych
konformacji nukleotydowych RNA [A6], zaprezentowanego na Rysunku 9. Na
wstepnie przygotowano zbior konformacji reszt nukleotydowych obserwowanych
w strukturach 3D czasteczek RNA zdeponowanych w RNA FRABASE [E26, E27].
Kazda kompletna i niemodyfikowana reszta nukleotydowa opisana zostala przez
wektor katoéw torsyjnych odpowiednio szkieletu (o, £, 3, 9, € (), rybozy (v0, vi, v2,
v3, v4) oraz zasady (y) oraz rozdzielczo$¢ eksperymentalng. Podczas badan
rozwazano trzy zbiory konformacji nukleotydow pochodzace odpowiednio
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z (a) pojedynczej, duzej jednostki
23S  rRNA (PDBId: 3CC2),
(b) zbioru struktur 3D RNA
o rozdzielczosci ponizej 2,4A, oraz
(c) wszystkich aktualnie dostgpnych
struktur 3D zdeponowanych w RNA
FRABASE. Kazdy rozpatrywany
zbiér zostal podzielony na cztery
podzbiory odpowiadajace typom
reszt w RNA. Kazdy uzyskany

il >

SetS e spite ol KA re——»!
ruclectios Cantamations

.y . |

e —m

podzbior zostal poddany
hierarchicznej analizie skupien. Na
pierwszym poziomie analiza
dotyczyla identyfikacji  réznych
konformacji szkieletu reszt
nukleotydowych. Nastepnie

okreslono rézne konformacje
wzgledem katdw rybozy 1 %,
Reprezentatywne konformacje reszt
nukleotydowych zostaly wybrane na
podstawie  macierzy  odleglosci
wyznaczonej w  trybie  kazdy
z kazdym w obrgbie kazdego
uzyskanego  skupienia.  Analiza
N skupien zostala przeprowadzona
| z Wykorzystaniem dwc’)ch podejs’é,
a mianowicie przez partycjonowanie

(k-medoids [E42]) oraz kwantowanie
wektorowe (median neural gas
technique [E43)). Podczas
. eksperymentéw rozwazane byly
nastepujace  metryki  odleglosci,
| a mianowicie metryka euklidesowa
- ' oraz $rednia r6znica katowa (mean of
L et circular quantities — MCQ [E44)).
Rysunek 9. Schemat protokotu konstrukcji Kazda konformacja przechowywana
biblioteki [A6]. w bibliotece opisywana jest przez

zbior indywidualnych danych pozwalajacych na wydajng jej identyfikacje na
podstawie charakterystyki szkieletu i/lub rybozy, wspolrzedne skladajgcych si¢ na nig
atoméw oraz statystyczne wilasciwosci skupienia, w ktorym zostata zidentyfikowana.
Przeprowadzono eksperymenty weryfikujace jako$¢ uzyskanych bibliotek [A6].
W drugim etapie opracowano algorytm optymalizacyjny, zainspirowany podejsciem
[E40], pozwalajacy na modelowanie reszt zasad azotowych/nukleozydowych na
podstawie sekwencji i struktury 3D utrwalonego szkieletu fosforo-cukrowego RNA,
zaprezentowany na Rysunku 10. Algorytm buduje wstepny, pelno atomowy model
3D RNA, wykorzystujac wybrang przez uzytkownika biblioteke reprezentatywnych
reszt nukleotydowych RNA, minimalizujagc zbyt bliskie oddzialywania
miedzyatomowe.  Opracowane  podejscie  realizuje  nastgpujgce  etapy:
(1) wyszukiwanie konformacji kandydatéw w wybranej bibliotece, z wykorzystaniem
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miary MC(Q wyznaczonej dla
odpowiadajacych katow torsyjnych

% 3 haats szkieletu, dla kazdego
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A Backbone MCQ conformer  utrwalonej struktury 3D RNA,
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SUEr RocEy SeehmS (2) rekonstrukcja wspéhrzednych
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azotowej/nukleozydowe;j, dla
kazdego rozpatrywanego
p nukleotydu utrwalonej struktury 3D
{Confarmeslonrg RN A’ na podstawie
Crestion of residus odpowiadajacych katoéw torsngych
Computation of interaction network rozpatrywanych w konformacjach
atmn;iinrtgeier:clion i - \Q’gn kandy.daF(')w przecbowngnygh
b @ w bibliotece, (3) identyfikacja
Dead-End-Elimination (maksymalnie dziesieciu)
@ ¥ =7 Identification of rokujacych poprawnos¢
RO w""ecfed comeonen’s - konformacji reszt zasad
Z 4 i . 7 . azotowych/nukleozydowych,  dia
Biconnected components 1| | kazdego rozpatrywanego
o nukleotydu utrwalonej struktury 3D
o R RNA, uszeregowanych zgodnie
Selecting z niemalejgcym rankingiem
conformers . .
for every nods . wartosci miary RMSD [E15]
o omoonant . Wyznaczonej pomiedzy
. zrekonstruowang l'(onfonna(f_]e%
oplimization (NAMD2) reszty  nukleotydowej, a  jej
. odpowiadajaca konformacja
R k 10. Sch t
relizowany w systertio RNAfme.  ™kleodu  RNA - zaart
ywsy ' w bibliotece, (4) dla kazdej

zrekonstruowanej konformacji reszty zasady azotowej/nukleozydowej cp(r;), dla
kazdego rozpatrywanego nukleotydu r; utrwalonej struktury 3D RNA, wyznaczane sg
nastepujace rodzaje energii wzajemnych oddzialywan miedzyatomowych pomiedzy
dang konformacjg, a: (a) utrwalong czescig struktury 3D (Epxea(cm(ri))), (b) kazda
konformacjg reszty zasady azotowej/nukleozydowej c,(r;) rozpatrywanej w ramach
kazdego innego, dotad nierozwigzanego nukleotydu 7, (Epmidcm(ri), cn(ri))),
(5) eliminowanie wszystkich konformacji reszt zasad azotowych/nukleozydowych,
dla kazdego rozpatrywanego nukleotydu utrwalonej struktury 3D RNA, ktore nie
wejda w sklad rozwigzania o minimalnej energii z wykorzystaniem procedury
dead-end elimination [EA40], (6) w obrebie rozpatrywanych nukleotydéw utrwalonej
struktury 3D RNA, dla ktérych nadal wystgpuje wigcej niz jedna osiggalna
konformacja reszty zasady azotowej/nukleozydowej, tworzona jest sie¢ oddzialtywan
w postaci nieskierowanego grafu G; w tej sieci wierzchotkami sg rozpatrywane
nukleotydy r;, a krawedz pomig¢dzy parg reszt (r;, r;) tworzona jest wtedy, gdy istnieje
przynajmniej jedna para konformacji reszt nukleotydowych (cu(ri), ca(r;)), dla
ktorych energia ich wzajemnych oddziatywan (Epuifca(ri), cn(rj))) jest dodatnia,
(7) identyfikacja wszystkich spdjnych sktadowych (ang. comnected components)
w sieci, (8) dekompozycja zidentyfikowanych spdjnych sktadowych do postaci
drzewa dwuspojnych sktadowych (ang. block-cut tree) z wykorzystaniem
przeszukiwania w glgb oraz identyfikacja wierzchotkdéw nalezgcych do przynajmnie;j
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dwoch dwuspdjnych skladowych (ang. articulation points), (9) zidentyfikowane
dwuspéjne skltadowe (ang. biconnected components), w ktorych wystepuje doktadnie
jeden punkt artykulacji, sg kolejno rozwigzywane z wykorzystaniem metody podziatu
i ograniczen (ang. branch-and-bound); uzyskane rozwigzanie, obejmujgce wybrane
konformacje reszt zasad azotowych/nukleozydowych i odpowiadajgce im
wspolczynniki energetyczne, jest zapamigtywane w skojarzonym punkcie artykulacji,
(10) minimalizacja energetyczna w przestrzeni kartezjanskiej (opcjonalnie). W celu
ewaluacji stopnia precyzji opracowanej metody [A1], w zalezno$ci od zastosowanych
bibliotek konformacji reszt nukleotydowych, przeprowadzono eksperymenty
obliczeniowe na reprezentatywnym zbiorze dziewietnastu eksperymentalnie
okreslonych struktur 3D RNA. Srednio Clash score zmnmiejszyl sie o % oraz %
w trybie modelowania reszt odpowiednio zasad azotowych oraz nukleozydowych.
W wiekszosci przypadkéw wynik miary RMSD, wyznaczony w oparciu o podzbidr
zrekonstruowanych atoméw pomiedzy uzyskanym modelem 3D, a wejsciowa
strukturg 3D RNA, nie przekracza 1.0A. Rezultaty miary INF [E38] pozwalaja
stwierdzi¢, ze struktura drugorzedowa jest prawidtowo rekonstruowana z przeszio
90% skutecznoscia we wszystkich rozpatrywanych przypadkach niezaleznie od trybu
predykcji. Warto podkreslié, Zze metoda najlepiej radzila sobie w przypadku
wykorzystywania biblioteki skonstruowanej w oparciu o zbior wysokorozdzielczych
struktur 3D RNA, a wigc kluczowym aspektem decydujacym o sukcesie
modelowania z wykorzystaniem RNAfitme jest wysoka jako$¢ wprowadzonej
struktury 3D szkieletu fosforo-cukrowego RNA. Uzyskane rezultaty [Al]
potwierdzily, ze RNAfitme jest niezawodnym narzedziem pozwalajagcym efektywnie
rekonstruowaé struktury 3D duzych czasteczek RNA oraz ich niewielkich,
niecigglych fragmentow prowadzac jednoczesnie do zmniejszenia liczby zbyt
powaznych zderzen sterycznych.

4.3.3.5. Identyfikacja oraz strukturalne dopasowanie lokalnych motywow 3D
bialek/RNA.

W ogolnosci deskryptor struktur 3D bialek/RNA opisuje lokalne, przestrzenne
otoczenie okreslonej reszty aminokwasowej/nukleotydowej, zwanej reszta centralna,
obejmujac tylko z te segmenty lancucha gléwnego zlokalizowane w jej
przestrzennym sgsiedztwie [AS]. Koncepcja lokalnych deskryptoréw [E45] zostata
opracowana dla struktur 3D bialek. Aczkolwiek traktujac deskryptor jako motyw 3D
spetniajacy pewien charakterystyczny wzorzec topologiczny oraz zaktadajac pewng
elastyczno$¢ podczas opracowywania rozwigzan mozna z powodzeniem uzyskaé
dopasowywanie deskryptoréw struktur 3D RNA, co zaprezentowano na Rysunku 11.

430d A 7 U 430d A 8 C . SOLUTION ]
- == [2.305A,0.8,0.8,3.4334)

Rysunek 11. Przyklad strukturalnego dopasowania deskryptoréw struktur 3D RNA.
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Deskryptory struktur 3D bialek zostaly z powodzeniem zastosowane do:
(1) rozpoznawania ksztaltow 3D z wykorzystaniem cech wynikajacych z sekwencji
[E45], (2) przewidywania kontaktéw zachodzacych pomigdzy resztami
aminokwasowymi [E46], oraz (3) wyznaczania dopasowania struktur 3D bialek,
niezaleznego od sekwencji [E47]. W przypadku czasteczek RNA koncepcja
deskryptorow wydaje si¢ uzyteczna do rozwigzania nastgpujacych probleméw:
(1) wyznaczania strukturalnego dopasowania, niezaleznego od sekwencji, struktur 3D
RNA, (2) odkrywania i klasyfikacji powtarzajacych si¢ lokalnych podstruktur 3D
w ramach komplekséw RNA-biatko, miejsc wigzania RNA-ligand czy pseudowgziow
RNA, (3) odkrywania zaleznosci pomigdzy sekwencja reszt nukleotydowych,
a strukturg 3D RNA. Proces konstrukcji struktury 3D deskryptora obejmuje
nastepujace etapy: (1) okreslenie reszty centralnej, (2) identyfikacja reszt,
w analizowanej czgsteczce, ktore spetniaja relacje w kontakcie z okreslong reszty
centralna, (3) dla reszty centralnej i wszystkich innych reszt, w analizowanej
czasteczee, bedacych w kontakcie z ta pierwsza tworzone sg krotkie, ciagle fragmenty
tancucha gléwnego zwane elementami (domy$lnie obejmujace pig¢ reszt; ten
parametr mozna konfigurowa¢ zgodnie z oczekiwaniami uzytkownika), (4) wszystkie
nakladajace si¢ elementy tworzg dluzsze, ciggle fragmenty lancucha gléwnego zwane
segmentami. Przykladowa struktura 3D deskryptora oraz podstawowe pojecia
wykorzystywane w procesie jego konstrukcji zostaty zaprezentowane na Rysunku 12.

Central residue

{

In-contact residues

P

Elements

difd3a__A_39_LYS: ;.
# Segments: 3, # Elements: 4, # Residues: 17 . u
A9-A15, A25-A20, A37-Ad1 /( )
LKSGAIC. KQIGT, CCKKP ¥

Rysunek 12. Tlustracja struktury 3D przykiadowego deskryptora oraz podstawowych
poje¢ wykorzystywanych w procesie jego konstrukcji.

Relacja w kontakcie pomigdzy parg reszt czasteczek biologicznych jest okreslana
bazujac na odleglosciach euklidesowych wyznaczonych pomiedzy wybranymi
atomami analizowanych reszt. Eksperymentowanie z ta relacja jest kluczowe
w zakresie dostosowania topologii i rozmiaru struktury 3D deskryptora do
okreslonych zastosowan. Eksperymentowanie tego typu zwykle wymaga modyfikacji
kodu zrédtowego programu, co niestety moze by¢ klopotliwe. Dlatego opracowano
mechanizm pozwalajacy na definiowanie tej relacji w postaci wyrazenia (np.
OR(DISTANCE:SCGC < 6.5, AND(DISTANCE:SCGC < DISTANCE:CA - 0.75,
DISTANCE:SCGC < 8.0))), wspierajacego operatory relacyjne, logiczne i inne
operatory specjalizowane np. DISTANCE:P, ktére mozna tatwo konfigurowaé bez
potrzeby rekompilacji kodu programu. Nastgpnie opracowano  sposob
przechowywania kluczowych whasciwosci struktur 3D deskryptoréw, a mianowicie,
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ktora reszta pelni role tej centralnej oraz jaki jest wykorzystywany rozmiar elementu,
w formacie PDB [E6] oraz PDBx/mmCIF, ktory pozwala na odtwarzanie topologii
deskryptora bezposrednio na podstawie struktury 3D. W celu zapewnienia
efektywnosci przetwarzania procesu konstruowania struktur 3D deskryptorow
przeprowadzono optymalizacje z wykorzystaniem mechanizméw wsp6ibieznosci.
Korzystajac z opracowanego protokolu konstrukcji struktur 3D deskryptorow
przygotowano zbiér struktur 3D deskryptoréw na podstawie reprezentatywnego
zestawu struktur 3D domen bialkowych pochodzacych z repozytorium ASTRAL
[E48]. W ramach dalszych prac [AS] zajmowano si¢ problemem identyfikacji
najwigkszego strukturalnego dopasowania dla pary struktur 3D deskryptorow A i B,
ktdre spetnia ponizsze zatozenia:

e poréwnywane deskryptory opisywane sa przez zbiory skladajacych si¢ na nie
elementow A={a,,q,,...,a,} i B={b.,b,...,b,}, gdzie a, i b. reprezentuja
centralne elementy rozpatrywanych deskryptoréw.

e  RMSD(u,v )jest funkcjg zwracajgcg warto$¢ miary RMSD [E15] wyznaczong
dla motywow 3D u i v lub stalg wartosé M >> 3,54, jezeli motywéw 3D nie
da si¢ poréwnaé, poniewaz sktadaja si¢ z réznej liczby atomow.

e w kazdym osiggalnym dopasowaniu strukturalnym zachodzi zaleznosé
RMSD(a.,b,)<1.2.

e zbiory duplekséw dla poréwnywanych deskryptoréw sg definiowane jako:
D, ={dy =(a.a):i=1,...,n}, Dy={d, =(b.,b;)): j=1,...,m}.

e kazde osiagalne dopasowanie strukturalne spelnia nastepujace zatozenia:
(1) zawiera elementy centralne, (2) calkowita liczba elementow N
wchodzacych w sklad dopasowania spelnia nastepujace nieréwnosci:

NZ%lAl, N2%|B|, oraz (3) zawiera przynajmniej % reszt obu

rozpatrywanych deskryptoréw.

e warto$¢ miary RMSD wyznaczona zaréwno dla wszystkich rozpatrywanych
kombinacji par duplekséw (da;, dp) w ramach osiagalnego dopasowania
strukturalnego jak i jego samego nie powinna przekraczaé wartosci 3,54.

Przykladowa ilustracja instancji wejsciowej problemu, zorientowanej na RNA, wraz
z uzyskanym rozwigzaniem zostata zaprezentowana na Rysunku 11. Najwigcksze
strukturalne dopasowanie pary struktur 3D deskryptorow czasteczek biologicznych
zostalo zamodelowane jako problem optymalizacyjny oparty na problemie przydziatu
o maksymalnym rozmiarze (ang. maximum-size assignment problem) spelniajacym
ponizsze ograniczenia programowania liniowego:

n m
maximize szu ,

i=1 j=1

subject to iZc X <

i=l j=1

Zx <1,V

Zx<1‘v’
x €{0,1},V
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gdzie ¢, reprezentuje koszt dopasowania obiektéw i oraz j, L reprezentuje
ograniczenie skojarzone z calkowitym kosztem rozwigzania, oraz x; jest zmienng
decyzyjna. W  przypadku rozwazanego problemu, c¢; =RMSD(d,;.d}),
i=1,...,n,j=1,...,m, a warto$§¢ progowa L jest okreslana na podstawie oczekiwan
uzytkownika. Ponadto L zalezy od wartosci min(n, m). Catkowita liczba elementéw N
wchodzacych w sklad rozwigzania jest wartoscia maksymalizowanej funkcji
podwyzszonej o jeden. Nie wszystkie zalozenia okreslone w sformutowaniu
problemu sg obecne w zaproponowanym modelu, poniewaz z powodzeniem mozna je
weryfikowaé¢ przed lub po znalezieniu dopuszczalnego rozwigzania. Nastepnie
dowiedziono, ze =zaproponowany model moze zostaé rozwigzany w czasie
wielomianowym [AS5]. W ogolnosci problem przydzialu moze zostaé rozwigzany
w O(1’) z wykorzystaniem metody wegierskiej [E49]. W zwigzku z powyzszym
najwigksze strukturalne dopasowanie pary struktur 3D deskryptoréw czgsteczek
biologicznych moze zostaé znalezione w O(n*). Ostatecznie w pracy [AS]
zaproponowano algorytm dokladny z powracaniem oraz trzy warianty algorytmu
wielomianowego, bazujacego na metodzie wegierskiej, (gdzie rozwigzaniem jest:
pierwsze osiggalne rozwigzanie, najdluzsze dopasowaniec w obrebie zbioru
wszystkich osiggalnych rozwigzan, ktéry w ostatnim wariancie zostal uzupeliony
0 osiggalne rozwigzania czg¢sciowe). Ogdlna koncepcja wydajnych algorytméw
zostala zaprezentowana na Rysunku 13.

Elignment hungarian-method-driven-search{int n», int m, float[][] CHMB) {

Alignment result;
List<List<AlignedDuplexesPair>> assignments;

for{int K = Math.min{n,m); K »= Mach.filocoxr{({: * (Math.max{n,m) + 2)) - ); B—) {
float[1[] CA = transform{CMA, n, m, X}:
List<AlignedDuplexesPair> assignment = hungarianMzthed.execute (CR)

if {isAppropriatelssignment {assignment)) {
assignments.add{assignment) ;
if {firstERlignmentOnly) {
break ;
}

}
for{List<AlignedDuplexesPair> assigoment: assignments) {
Elignment alignment = conatructiAlignmentBasedOnAsgignment {assignment);
if (isZppropriateflignment (alignment)) {
result = alignment;
break ;

wie:

return

w
u

)
Rysunek 13. Koncepcja algorytmdw opartych na metodzie wegierskie;j.

W  celu ewaluacji precyzji oraz efektywnosci opracowanych algorytmow
wielomianowych w kontekscie algorytmu dokladnego przeprowadzono eksperymenty
obliczeniowe dla reprezentatywnego zbioru strukturalnie podobnych par struktur 3D
deskryptoréw. Przeprowadzone eksperymenty jednoznacznie potwierdzily, ze trzeci
wariant algorytmu wielomianowego (z najwyzsza wartoscig L = 2,33 * K) uzyskat
wyniki zblizone do algorytmu doktadnego pod wzglegdem jakos$ciowym
w zdecydowanie krotszym czasie [A5]. Opracowane rozwigzania udostepniono
w postaci otwartego oprogramowania w repozytorium GitHub wraz z dokumentacjg
uzytkowa i scenariuszami uzycia. Ponadto udostepniono réwniez strone internetowg
projektu. Progi liczbowe wykorzystane zar6wno w sformulowaniu problemu jak
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i modelu kombinatorycznym sg traktowane jako parametry konfiguracyjne, ktore
mozna tatwo dostosowaé do potrzeb uzytkownika.

4.3.4. Podsumowanie.

Wszystkie poczatkowo zaktadane cele badawcze zostaly zrealizowane. Opracowano
szereg nowych algorytméw, narzedzi i metod obliczeniowych poswieconych tematyce
struktur 3D czgsteczek biologicznych, a w szczegolnosci RNA udostepnionych w ramach
publicznie dostgpnych serweréw oraz w repozytoriach dedykowanych danych
biologicznych. Mozliwo$¢ wstgpnego prognozowania przeprowadzanego przez
ekspertow z wykorzystaniem precyzyjnych i efektywnych narzedzi obliczeniowych
takich jak np. RNAComposer czy RNApdbee wspiera proces przygotowywania
eksperymentéw biochemicznych, co znaczaco obniza ich koszty, a z drugiej strony
zwicksza szans¢ na zrozumienie proceséw biochemicznych zachodzacych w komorce,
a w koncu jak funkcjonujg organizmy istot zywych. Badania w tym obszarze prowadzace
do odkrycia algorytmu faldowania si¢ czasteczek biologicznych sg kluczowe dla
zrozumienia wielu procesow w tym réwniez procesow powodujacych choroby, a co za
tym idzie przyczyniaja si¢ do projektowanie nowych lekow i rozwigzan terapeutycznych.

5. Omoéwienie pozostatych osiggni¢¢ naukowo - badawczych.
5.1. Wybrane publikacje lub inne prace niewchodzace w sklad osiggniecia naukowego:

W sktad pozostalego dorobku naukowego wchodzi dziesie¢ publikacji, ktére powstaly
w latach od 2012 do 2018. Dziewi¢¢ z nich zostatlo opublikowanych w renomowanych
czasopismach z listy JCR z czego dwie przed uzyskaniem stopnia doktora. W przypadku
ponizszego zestawu publikacji sumaryczny impact factor oraz calkowita liczba
punktéw MNiISW stanowia odpowiednio 50,527 oraz 295 z czego po uzyskaniu stopnia
doktora odpowiednio 33,441 oraz 215.

[O1] S. Wasik, M. Antczak, J. Badura, A. Laskowski, T. Sternal, 14.04.2018, A Survey
on Online Judge Systems and Their Applications, ACM Computing Surveys, 51(1),
3:1-3:34 (do0i:10.1145/3143560). [IF (2017): 5,550; MNiSW: 50, Q1]

[02] T. Zok, M. Antczak, M. Zurkowski, M. Popenda, J. Blazewicz, R.W. Adamiak,
M. Szachniuk, 02.07.2018, RNApdbee 2.0. multifunctional tool for RNA structure
annotation, Nucleic Acids Research, 46(W1), W30-W35 (doi:10.1093/nar/gky314).
[IF (2017): 11,561; MINiSW: 40, Q1]

[03] Z. Miao, R.W. Adamiak, M. Antczak, R.T. Batey, A. Becka, M. Biesiada,
M.J. Boniecki, J.M. Bujnicki, S.-J. Chen, C.Y. Cheng, F.-C. Chou, A R. Ferre-D'Amare,
R. Das, W.K. Dawson, F. Ding, N.V. Dokholyan, S. Dunin-Horkawicz, C. Geniesse,
K. Kappel, W. Kladwang, A. Krokhotin, G.E. Lach, F. Major, T.H. Mann, M. Magnus,
K. Pachulska-Wieczorek, D.J. Patel, J.A. Piccirilli, M. Popenda, K.J. Purzycka, A. Ren,
G.M. Rice, J.Jr. Santalucia, J. Sarzynska, M. Szachniuk, A. Tandon, J.J. Trausch, S. Tian,
J. Wang, K.M. Weeks, B. Williams ILY. Xiao, X. Xu, D. Zhang, T. Zok, E. Westhof,
30.01.2017, RNA-Puzzles Round III: 3D RNA structure prediction of five riboswitches
and one ribozyme, RNA, 23(5), 655-672 (doi:10.1261/rma.060368.116).
[IF (2017): 4,490; MNiSW: 35, Q1, w 1% najlepiej cytowanych artykuléw w WoS]
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[04] M. Chlopkowski, M. Antczak, M. Slusarczyk, A. Wdowinski, M. Zajaczkowski,
M. Kasprzak, 24.03.2016, High-order statistical compressor for long-term storage
of DNA sequencing data, RAIRO - Operations Research, 50(2), 351-361
(d0i:10.1051/r0/2015039). [IF (2016): 0,550; MNiSW: 15, Q4]

[O5] S. Wasik, M. Antczak, J. Badura, A. Laskowski, T. Sternal, 27.02.2016,
Optil.io: Cloud Based Platform For Solving Optimization Problems Using
Crowdsourcing Approach, in Proceedings of the 19th ACM Conference on Computer
Supported Cooperative Work and Social Computing Companion, San Francisco, USA,
433-436 (do0i:10.1145/2818052.2869098).

[O6] P. Lukasiak, M. Antczak, T. Ratajczak, J. Blazewicz, 09-12.10.2015,
SphereGrinder — reference structure-based tool for quality assessment of protein
structural models, Proceedings of the 2015 IEEE International Conference
on Bioinformatics and Biomedicine, 665-668 (doi:10.1109/BIBM.2015.7359765).
[indeksowane w WoS bez IF; MNiSW: 15]

[O7] P. Lukasiak, M. Antczak, T. Ratajczak, M. Szachniuk, M. Popenda,
R.W. Adamiak, J. Blazewicz, 11.06.2015, RNAssess — a web server for quality
assessment of RNA 3D structures, Nucleic Acids Research, 43(W1), W502-506
(doi:10.1093/nar/gkv557). [IF (2015): 9,202; MNiSW: 40, Q1]

[08] K.J. Purzycka, M. Popenda, M. Szachniuk, M. Antczak, P. Lukasiak, J. Blazewicz,
R.W. Adamiak, 04.02.2015, Automated 3D RNA structure prediction using the
RNAComposer method for riboswitches, in Shi-Jie Chen, Donald H. Burke-Aguero (eds.)
Methods in Enzymology: Computational Methods for Understanding Riboswitches, 553,
3-34 (doi: 10.1016/bs.mie.2014.10.050). [IF (2014): 2,088; MNiSW: 20, Q3, rozdzial
na zaproszenie]

Po uzyskaniu stopnia doktora €
Przed uzyskaniu stopnia doktora B

[09] P. Lukasiak, M. Antczak, T. Ratajczak, J. M. Bujnicki, M. Szachniuk,
M. Popenda, R.-W. Adamiak, J. Blazewicz, 25.04.2013, RNAlyzer - novel approach for
quality analysis of RNA structural models, Nucleic Acids Research, 41(12), 5978-5990
(doi:10.1093/nar/gkt318). [IF (2013): 8,808; MNiSW: 40, Q1]

[010] M. Popenda, M. Szachniuk, M. Antczak, K.J. Purzycka, P. Lukasiak, N. Bartol,
J. Blazewicz, R.W. Adamiak, 26.04.2012, Automated 3D structure composition for large
RNAs,  Nucleic Acids  Research, 40(14):e112 (doi:10.1093/nar/gks339).
[IF (2012): 8,278; MNiSW: 40, Q1, w 1% najlepiej cytowanych artykuléow w WoS]

Wikiad habilitanta w powstanie powyzszych publikacji znajdujq sige w zatqczniku nr 3.

Publikacja o RNApdbee 2.0 nie zostala wlaczona do cyklu reprezentujacego osiagnigcie
naukowe, poniewaz wklad habilitanta szczegdlnie podczas przygotowywania wstgpnej
wersji manuskryptu nie byl wystarczajacy ze wzgledu na opieke nad zona po urodzeniu
dziecka.

5.2. Opis pozostatych osiggnie¢ naukowo - badawczych.
5.2.1. Opis badan realizowanych przed uzyskaniem stopnia doktora.

5.2.1.1. Przewidywanie granic domen w biatkach na podstawie sekwencji reszt
aminokwasowych.
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Znajomos¢ struktury przestrzennej biatka jest kluczowa w celu identyfikacji pelnionej
przez nie funkcji. Domeny zwykle sa postrzegane jak kompaktowe moduly
przestrzenne wystepujace w biatkach, ktére moga fatldowac si¢ niezaleznie oraz moga
stanowié¢ jednostki ewolucji [ES0]. Wigkszos¢ biatek zawiera wiele domen, ktdre sa
zwykle skojarzone z pelniong przez nie funkcjg. Umiejetnos¢ wiarygodnego
przewidywania domen w biatku czesto decyduje o sukcesie jego klasyfikacji
funkcjonalnej czy modelowania homologicznego. W ramach przeprowadzonych
badan opracowana zostata efektywna metoda obliczeniowa [E51], ktéra w wejsciowej
sekwencji reszt aminokwasowych, pozwala odkrywaé obiecujace fragmenty
sekwencyjne, a nastepnie je stopniowo rozszerza¢, az do uzyskania odpowiednio
wysokiego wspélczynnika identycznosci sekwencyjnej z wybranym, potwierdzonym
fragmentem sekwencyjnym wystepujacym na granicy pomigdzy sasiadujacymi
domenami w dowolnym sposréd rozpatrywanych, eksperymentalnie okreslonych,
biatek. Potgczenie automatycznego algorytmu przeszukiwania wzorcow sekwencji ze
specjalizowang relacyjng baza danych, przechowujaca uogdlnione wzorce
fragmentéw sekwencyjnych taczacych sasiadujace domeny biatkowe, wyznaczone na
podstawie potwierdzonych repozytoriow CATH [E52], DALI |E53], PFAM [E54],
SCOP [E55], pozwala na odkrywanie regionéw reprezentujacych domeny (zar6wno
ciggle jak i nieciggle) w nieokreslonej sekwencji bialkowej bez potrzeby
przewidywania jej struktury 3D. Jakosé
opracowanej metody zostala
zweryfikowana podczas konkursu
miedzynarodowego CASP7 (The Critical
Assessment of  protein Structure
Prediction) [E56], ktérego celem jest
okre$lanie mozliwosci 1 ograniczen
aktualnie dostgpnych metod stuzacych do
modelowania i analizy struktur bialek. Dla
dwudziestu sze$ciu biatek, rozpatrywanych
w konkursie, zaprezentowana metoda
Rysunek 14. Wizualizacja predykcji uzyskala najlepszy rezultat. Przykladowa
uzyskanej dla biatka T0367 predykcja uzyskana dla biatka T0367
(PDB:2HSB). Kolor zielony oraz (PDB:2HSB) zostala zaprezentowana na
czerwony  opisuje  odpowiednio Rysunku 14. Szczegolowy opis podejscia
prawidlowo przewidziang domene oraz 1 uzyskanych wynikow znajduje  sig
btad predykeji [E51]. w pracy [E51].

5.2.1.2.  Obliczeniowe przewidywanie struktur 3D bialek.

Biatka pelnia wiele roznych funkcji w komoérce. Liczba eksperymentalnie
okreslonych struktur 3D bialek, zdeponowanych w PDB (Protein Data Bank [E6]),
jest tylko niewielkim utamkiem znanych sekwencji biatkowych. Szeroko
wykorzystywane techniki eksperymentalne, takie jak np. krystalografia rentgenowska
czy spektroskopia magnetycznego rezonansu jadrowego, nie zawsze udaje si¢
z powodzeniem zastosowa¢ dla niektérych rodzajow bialek. Ponadto sg to zwykle
ztozone, czasochlonne i kosztowne eksperymenty. W zwigzku z powyzszym
opracowywanie wiarygodnych i efektywnych metod obliczeniowych dedykowanych
problemowi przewidywania struktur 3D bialek na podstawie sekwencji reszt
aminokwasowych jest kluczowe, aby minimalizowaé rozdzwiek pomiedzy liczbami
znanych sekwencji oraz eksperymentalnie okreslonych struktur 3D biatek. W ramach
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przeprowadzonych badan opracowane zostalo nowe podejscie obliczeniowe
dedykowane konstrukcji modeli 3D bialek bazujace na koncepcji deskryptorow
struktur biatkowych. Lokalna podstruktura 3D, nazywana deskryptorem, jest
reprezentowana przez zbior kilku stosunkowo krotkich niecigglych fragmentow
tancucha polipeptydowego. Kazdy deskryptor opisuje lokalne otoczenie przestrzenne
okreslonej reszty aminokwasowej, zwanej reszta centralng, zawierajgc tylko te
fragmenty lancucha gtéwnego biatka, ktére sg zlokalizowane w sgsiedztwie reszty
centralnej [E45, AS]. Opracowana metodologia [E57] obejmuje nastgpujace fazy:
(1) sekwencyjne dopasowanie deskryptorow do wejsciowe] sekwencji reszt
aminokwasowych tworzace zbior obiecujacych przypisan, (2) filtrowanie malo
wiarygodnych przypisan deskryptoréw, oraz (3) konstrukcja wstepnego modelu 3D
biatka (jego rdzenia) poprzez asemblacje potwierdzonych przypisan deskryptorow.
Podstawowym komponentem, na ktérym opiera si¢ metoda, jest biblioteka grup
struktur 3D deskryptorow. Grupa deskryptoréw reprezentuje zbior deskryptoréw
strukturalnie podobnych do tzw. deskryptora zalozycielskiego grupy. Przykladowa
grupa deskryptoréw zostata przedstawiona na Rysunku 15.
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Rysunek 15. Przykladowa grupa deskryptoréw reprezentowana przez dopasowanie
sekwencyjne (z lewej) oraz wizualizacj¢ struktur 3D deskryptoréw w niej zawartych
natozonych na strukture 3D deskryptora zalozycielskiego (z prawej) [AS].

W literaturze opublikowana zostala wielokryterialna funkcja [E45] pozwalajaca
odpowiedzie¢ na pytanie czy dana para deskryptoréw jest w relacji strukturalnego
podobienstwa czy tez nie. W ramach prowadzonych prac zostaly opracowane
wstepne  podejscia  algorytmiczne dedykowane problemowi strukturalnego
dopasowywania struktur 3D deskryptorow, ktéry zostat doglebnie zanalizowany
i efektywnie rozwigzany w [AS5]. Dla kazdej reszty aminokwasowej wystepujacej
w strukturach 3D domen, pochodzacych z eksperymentalnie okreslonych bialek
przechowywanych w bazie ASTRAL [E48], skonstruowana zostala struktura 3D
deskryptora wchodzaca w sktad zbioru. Nastepnie deskryptory zostaly pogrupowane
wzgledem relacji strukturalnego podobienstwa tworzac grupy wchodzgce w sklad
biblioteki. Finalng posta¢ biblioteki uzyskano w wyniku odfiltrowania grup, ktérych
liczno$¢ byla nizsza od zalozonego progu. W pierwszej fazie wykorzystany zostat
FragHMMent [E46]. W ramach drugiej fazy opracowany zostal klasyfikator bazujgcy
na maszynie wektoréw wspierajacych (ang. Support Vector Machine). W ogélnosci
przygotowane zostaly dwa zbiory przykladéw zaré6wno pozytywnych jak
i negatywnych. Kazdy przyklad skladal si¢ ze struktury 3D deskryptora oraz
przypisanej dla niego sekwencji. W sklad przykladéw pozytywnych wchodza:
(1) natywne deskryptory, (2) deskryptory, ktérych struktura 3D jest rekonstruowana
z wykorzystaniem narzedzia SCWRL [E40] (a) przy jednoczesnym zachowaniu ich
rzeczywistej sekwencji, albo (b) zastosowaniu sekwencji innego strukturalnie
podobnego deskryptora w grupie. W sklad przykladéw negatywnych wchodza:
deskryptory po rekonstrukcji narzedziem SCWRL zakladajac, ze sekwencja:
(a) pochodzi z deskryptora wchodzacego w sklad innej strukturalnie niepodobnej
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grupy, (b) zostala wylosowana zachowujac rzeczywisty rozklad aminokwaséw
w znanych sekwencjach bialek, oraz (c) zostala calkowicie losowo wygenerowana.
W celu ewaluacji jakosciowej struktur 3D deskryptorow, w rozpatrywanych zbiorach,
zastosowano potencjaly wywodzace si¢ z mechaniki molekularnej (potencjaly
Lennarda-Jonesa |[E58] i elektrostatyczny) oraz statystyczny (DFIRE [E59]). Ponadto
opracowano algorytm udokladniania wspoéilrzednych atomoéw lancuchéw bocznych
zrekonstruowanych konformacji deskryptorow w przestrzeni katow torsyjnych
z wykorzystaniem algorytmu Metropolis [E60]. W ostatniej fazie opracowano jedynie
wymagania w zakresie hierarchicznej metody asemblacji przypisanych struktur 3D
deskryptorow, charakteryzujacych si¢ najwyzszym wspolczynnikiem wiarygodnosci,
na podstawie nakladajacych si¢ fragmentéw przestrzennych. Proponowane podejscie
powinno wspotbieznie eksplorowaé wiele sciezek budujac rézne sktadowe struktury
3D oceniane, na podstawie konsensusu, na kazdym etapie w celu identyfikacji jedne;
(lub wielu) obiecujgcej(ych) skltadowej(ych) struktury(r) 3D, ktora(e) powinna(y) by¢
dalej rozbudowywana(e). Przeprowadzono wstepne eksperymenty obliczeniowe
w celu weryfikacji precyzji zaré6wno klasyfikatora jak i algorytmu wygladzania
wspdirzednych tancuchéw bocznych konformacji deskryptorow, ktore zakonczyly sie
sukcesem 1 wykazaly, ze proponowana koncepcja wydaje sie obiecujaca, ale badania
nad jej rozwojem powinny by¢ dalej kontynuowane [E57].

5.2.1.3.  Ogoblna ewaluacja jakosci modelu(i) 3D bialek.

Ciagly rozw6j w dziedzinie obliczeniowego przewidywania struktur 3D czgsteczek
biologicznych, a w szczegodlnosci bialek powoduje, ze dysponuje si¢ coraz wigksza
réznorodnoscig dostepnych modeli przestrzennych. Niestety czgsto zdarza sig, ze
modele 3D uzyskane metodami obliczeniowymi sa niedoktadne wykazujac znaczne
odchylenia od referencyjnej struktury 3D, o ile takowa zostala eksperymentalnie
okreslona. W zwigzku z powyzszym pojawia si¢ problem w jaki sposob wybraé
model 3D, ktéry jest strukturalnie najblizszy eksperymentalnie okres$lonej strukturze
3D, ktora przeciez si¢ nie dysponuje w ogélnym przypadku, sposréd zbioru
dostepnych modeli 3D uzyskanych metodami predykcji in silico? To jest kluczowe
pytanie adresowane w problemie ogdlnej ewaluacji jakosci modelu(i) 3D bialek (bez
posiadania referencyjnej struktury 3D). Ponadto ewaluacja zwykle dokonywana jest
na dwdch poziomach, a mianowicie globalnym oraz lokalnym, gdzie wyznaczana jest
jedna mierzalna warto$¢ szacujgca prawidlowos¢ strukturalng odpowiednio calego
modelu 3D oraz otoczenia przestrzennego poszczegdlnych reszt aminokwasowych.
W ramach przeprowadzonych badan opracowano nowa metod¢ obliczeniowa
pozwalajaca szacowal jakos$¢ strukturalng pojedynczego modelu 3D biatka bez
posiadania referencyjnej struktury 3D, zaréwno z globalnej jak i lokalnej
perspektywy, z wykorzystaniem koncepcji lokalnych deskryptoréow struktur
bialkowych [E61, E16]. Podczas prowadzonych prac zaadresowano trzy kluczowe
pytania: (1) w jaki sposdb wyznaczy¢ kontekst przestrzenny (substytut struktury
referencyjnej), ktéry postuzy do przeprowadzenia oceny?, (2) jakie cechy strukturalne
lub znane potencjaly molekularne/statystyczne zastosowaé w celu wiarygodnego
rozrézniania geometrii prawidtowych od nieprawidlowych?, (3) jakiego rodzaju
oddzialtywania mig¢dzyczasteczkowe (poziom szczegdtowosci) powinny by¢
rozpatrywane? Jako kontekst ponownie wykorzystana zostala biblioteka grup struktur
3D deskryptoréw, a w szczegoblnosci jej warianty réznigce si¢ zastosowang wartoscig
progu minimalnej liczby deskryptorow wchodzacych skiad grupy. Budowanie
biblioteki jest zlozonym obliczeniowo zadaniem, poniewaz wymaga przeprowadzenia
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wielu strukturalnych dopasowan pomigdzy parami deskryptorow, dlatego
zastosowano mechanizmy wspoétbieznosci w celu optymalizacji przetwarzania
w zakresie dostepnych zasobéw, a mianowicie rozmiaru wolnej pamieci operacyjne;j
oraz liczby dostepnych jednostek obliczeniowych. Poréwnanie réznych wariantéw
bibliotek grup deskryptoréw zostalo przeprowadzone z wykorzystaniem
wspolczynnika pokrycia wyznaczanego poprzez liczbe aminokwaséw pokrytych
przez deskryptory (tylko zalozycielskie, lub wszystkie wystepujace w bibliotece)
w stosunku do liczby aminokwasow wszystkich domen biatkowych rozpatrywanych
podczas konstruowaniu biblioteki [E16]. W zakresie oceny geometrii zdecydowano
si¢ zastosowa¢ podstawowe wlasnosci strukturalne, a mianowicie gestosé
upakowania, calkowity ladunek, hydrofobowos¢ reszt aminokwasowych oraz
podobiefistwo sekwencyjne i struktury drugorzedowej przy wykorzystaniu macierzy
substytucji. W zakresie rodzajow oddzialywan analizowanych w ramach grupy
wybrano: (a) odpowiadajace sobie aminokwasy w dopasowaniu sekwencyjnym,
(b) pary aminokwasow bedace w kontakcie przestrzennym w ramach deskryptora
zalozycielskiego, (c¢) aminokwas centralny oraz wszystkie inne aminokwasy
w deskryptorze zalozycielskim bedace z nim w kontakcie przestrzennym,
(d) wszystkie unikalne reszty aminokwasowe zidentyfikowane w parach z podpunktu
(b), (e) cala struktura 3D deskryptora zalozycielskiego. Dla kazdej grupy
deskryptoréw, rozpatrywanej w bibliotece, wyznaczana jest dystrybuanta rozkladu
normalnego dla kolejnych atrybutéw reprezentowanych przez kazdg kombinacje par
(cecha/funkcja oceny, rodzaj oddzialywania), ktére nastepnie bedg wykorzystywane
do rozpoznawania odchylen, na podstawie struktur 3D deskryptorow wystepujacych
w grupie [E16]. Opracowana metoda [E61, E16], zaprezentowana na Rysunku 16,
sklada si¢ z nastgpujacych etapoéw: (a) konstrukcja struktur 3D .deskryptorow dla
kazdej reszty aminckwasowe] w Jdanym:i wojSciowym modelu 3D  bialka,
(b) poszukiwanie strukturalnie podobnej grupy w bibliotece dla kazdego deskryptora
skonstruowanego w poprzednim etapie, (c) dla kazdego deskryptora, pochodzacego
z modelu 3D, dokonuje si¢ oceny jego wiarygodnosci/jakosci w kontekscie
strukturalnie podobnej grupy o ile takowg wudalo sie zidentyfikowaé,
(d) wiarygodnos$¢ danego deskryptora, pochodzacego z modelu 3D, jest wyznaczana
jako srednia wazona zbioru rozpatrywanych atrybutéw, (e) lokalna wiarygodno$é
danej reszty jest wyznaczana jako $rednia wiarygodnosci uzyskanych dla tej reszty
podczas ewaluacji przynajmniej dwoch deskryptoréw, w ktérych ta reszta zostala
zidentyfikowana, (f) wiarygodno$¢ globalna modelu jest wyznaczana jako $rednia
lokalnych wiarygodnosci wszystkich ocenionych reszt . Procesy konstrukcji struktur
3D deskryptoréw, wyszukiwania dla nich strukturalnie podobnych grup w bibliotece
oraz wyznaczanie dla nich wspodlczynnika wiarygodno$ci zostaly ponownie
zoptymalizowane z wykorzystaniem mechanizméw wspétbieznosci [E16]. W celu
zweryfikowania efektywnosci i uzytecznoscei scharakteryzowanej metody w zakresie
szacowania globalnej wiarygodno$ci strukturalnej modelu 3D przeprowadzono
eksperymenty obliczeniowe, w ktorych wyznaczono korelacje Pearsona i Spearmana
pomigdzy rezultatem nowo opracowanej metody oraz szeroko wykorzystywana miarg
GDT_TS (Global Distance Test — Total Score) [E62], ktéra ocenia jak bardzo
oddalony jest dany model 3D od odpowiadajacej referencyjnej struktury 3D bialka.
Eksperymenty przeprowadzono na reprezentatywnych zbiorach eksperymentalnie
okreslonych biatek i nadestanych dla nich modeli 3D podczas konkursu CASP9
w kategorii Template Based Modeling oraz Template Free Modeling [E63].
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Rysunek 16. Schemat blokowy metody dedykowanej problemowi og6lnej ewaluacji
jakosci struktur 3D biatek [E16].

Uzyskane wyniki pozwolily zaobserwowaé, ze opracowana metoda sprawdza sie
dos¢ dobrze jezeli modele 3D w analizowanym zbiorze zauwazalnie rdznig sie od
siebie. Ponadto najlepiej sprawdzaja si¢ pojedyncze cechy takie jak podobiefistwo
sekwencyjne  oraz  struktury  drugorzgdowej,  usredniony  wspoiczynnik
hydrofobowosci, oraz $rednia wazona sposréd wszystkich rozpatrywanych
cech/funkcji  strukturalnych. W przypadku  struktur 3D deskryptorow
skonstruowanych w ramach bialek nalezacych do drugiej kategorii zdecydowanie
trudniej bylo zidentyfikowa¢ strukturalnie podobne grupy, w ramach dysponowanych
bibliotek, co spowodowalo, ze wrazliwo$¢ metody pogorszyta sie [E16]. Obiecujace
wyniki spowodowaly, ze opracowano prototyp nowego narzedzia wspomagajace
proces modelowania homologicznego oraz udoskonalania modeli 3D bialek, ktore
pozwalalo, miedzy innymi, prezentowa¢ wyniki lokalnej ewaluacji reszt
aminokwasowych w  postaci wykresow slupkowych oraz wizualizowaé
oddzialywania  strukturalne zachodzace w  analizowanym modelu 3D
z wykorzystaniem grafu oraz profili gestodci. Szczegdtowy opis i przykladowe
wizualizacje mozna znalez¢ w [E61, E16].
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5.2.14. Automatyczne przewidywanie struktur 3D na podstawie sekwencji
i struktury drugorzedowej RNA.

Zrozumienie mechanizméw funkcjonowania czasteczek RNA wymaga znajomosci
ich struktury 3D. W przypadku czasteczek RNA stosuje si¢ doktadnie te same metody
eksperymentalne co w przypadku bialek. Niestety przepas¢ pomiedzy liczbami
odpowiednio znanych sekwencji reszt nukleotydowych RNA, a odpowiadajacych im
eksperymentalnie okreslonych struktur 3D jest jeszcze wicksza niz w przypadku
bialek, poniewaz strukturalna rdéznorodno$¢ oraz dynamika czgsteczek RNA
w kontaktach z jonami, otoczeniem i innymi czasteczkami biologicznymi powoduje,
ze przewidywanie struktury 3D RNA z rozdzielczoécig atomows jest problemem
z pewnoscig nie latwiejszym niz w przypadku bialek [E64]. W 2012 r. istniejace
algorytmy przewidywania struktury 3D RNA czesto wymagaly manualnej
manipulacji dokonywanej przez eksperta lub zwracaly wiarygodne modele 3D dla
niezbyt skomplikowanych czasteczek RNA [E65]. Roznily si¢ one gloéwnie pod
wzgledem danych wejsciowych (sekwencja reszt nukleotydowych, ktére moze zostaé
uzupetniona strukturg drugorzgdowa lub mapa kontaktéw przestrzennych uzyskanych
w wyniku przeprowadzenia eksperymentow biochemicznych), reprezentacji
nukleotydu/rozdzielczosci predykcji (modele gruboziarniste lub pelnoatomowe), oraz
stosowanej metodologii (modelowanie homologiczne, ab initio, de novo). Zadna
z nich nie osiagneta stadium pelnej automatyzacji umozliwiajac przewidywanie
struktur 3D duzych czasteczek RNA (500 nts) charakteryzujgcych sie wysoka
rozdzielczoscia, prawidlowa geometrig i stereochemig kwaséw nukleinowych przy
jednoczesnej optymalizacji czasu przetwarzania (rzgdu minut dla najwickszych
wspieranych rozmiaréw instancji) [010]. W ramach prowadzonych badan
opracowano nowa metode obliczeniowa, spelniajaca powyzsze wymagania,
pozwalajaca na w petni automatyczne przewidywanie struktury 3D czasteczki RNA
opisanej przez sekwencje i strukture drugorzedowa udostepnions w ramach
efektywnego serwera obliczeniowego, o nazwie RNAComposer, otwartego dla
spotecznosci naukowej [010]. Warto podkresli¢, ze optymalizacja przetwarzania jest
kluczowym wymaganiem pozafunkcjonalnym, poniewaz system pozwala na
zglaszanie zadan w trybie wsadowym multiplikujgcych liczbe (do 10): (1) sekwencji
reszt nukleotydowych, (2) struktur drugorzedowych i (3) wynikowych modeli 3D
RNA co w rezultacie pozwala uzyskaé¢ az do 1000 modeli 3D RNA w ramach
jednego zgloszonego zadania. Podczas projektowania rozwigzania zdecydowano sie
rowniez udostepni¢ tryb predykeji struktury 3D RNA na podstawie jedynie sekwencji
reszt nukleotydowych. W zwigzku z powyzszym =zostaly przeprowadzone
cksperymenty obliczeniowe na zbiorze reprezentatywnych, eksperymentalnie
okreslonych struktur 3D RNA, zdeponowanych w PDB [E6], w celu okreslenia trzech
metod in silico dedykowanych problemowi przewidywania struktur drugorzedowych
RNA, ktore nastgpnie zostaly zintegrowane w module obliczeniowym systemu
RNAComposer [010]. Koncepcja opracowanej metody obliczeniowe] zostala
zaprezentowana na Rysunku 17. Sklada si¢ z nastepujacych etapow: (1) fragmentacja
wejsciowej struktury drugorzedowej na elementy topologiczne, (2) wyszukiwanie
najbardziej odpowiednich elementéw strukturalnych (szereg kryteriow jest
optymalizowanych np. zgodno$¢ sekwencyjna, rozdzielczo$¢ eksperymentalna),
w repozytorium relacyjnym RNA FRABABE [010, E16], dla kazdego elementu
topologicznego zidentyfikowanego w poprzednim etapie, (3) jezeli wystepuje
niezgodno$¢ sekwencyjna w wybranym elemencie strukturalnym wtedy wszystkie
nieprawidlowe sekwencyjnie zasady sg podmieniane, (4) jezeli w repozytorium nie
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Rysunek 17. Koncepcja metody obliczeniowej udostgpnionej w ramach systemu
RNAComposer [010, E16].

wystgpujg elementy strukturalne odpowiadajagce okreslonemu  elementowi
topologicznemu wtedy uruchamiane s3 dodatkowe mechanizmy pozwalajace na
wygenerowanie brakujgcych elementéw strukturalnych o okreslonej sekwencji
i topologii struktury drugorzedowej RNA, (5) asemblacja wstepnego modelu na
podstawie wybranych elementéw strukturalnych, (6) minimalizacja energetyczna
W przestrzeniach zaréwno katéw torsyjnych jak i euklidesowej prowadzaca do
uzyskania finalnego modelu 3D. W ramach projektowania i implementacji modutu
obliczeniowego systemu RNAComposer opracowano szereg rozwiazan [E16],
w skfad ktérych wchodzg: (1) obiecktowo-relacyjne repozytorium elementéw
strukturalnych, o nazwie RNA FRABABE [010, E16], pozwalajace na efektywne
wyszukiwanie elementéw 3D o okreslonej topologii struktury drugorzedowej RNA
spetniajacych dodatkowe kryteria kluczowe w procesie przewidywania struktury 3D
RNA, (2) narzgdzie automatyzujgce proces migracji danych pochodzacych
z macierzyste] bazy fragmentéw strukturalnych RNA FRABASE [E26, E27),
(3) algorytmy pozwalajace na: (a) fragmentacje wejsciowej struktury drugorzedowej
RNA zapisanej w notacji kropkowo-nawiasowej z wykorzystaniem wyrazen
regularnych, (b) efektywne wielokryterialne wyszukiwanie elementéw strukturalnych
w repozytorium RNA FRABABE, (c) systematyczng asemblacje sktadowych
clementéw strukturalnych w wigksze fragmenty 3D, na podstawie grafowej
reprezentacji wejsciowej struktury drugorzedowej RNA, przy jednoczesnej
minimalizacji uszkodzeri strukturalnych, wynikajacych ze zmiennoprzecinkowej
reprezentacji wspolrzednych atomowych, (4) warstwa zarzadcza odpowiedzialna za
integracje, adaptowanie przeptywajacych danych, oraz jednoczesne uruchamianie
wielu, czesto zlozonych, narzedzi zewngtrznych w ramach heterogenicznej
architektury obliczeniowej optymalizujac zuzycie aktualnie dostepnych zasobow
w zakresie pamigci operacyjnej i liczby jednostek obliczeniowych. Modut
obliczeniowy zostal poddany szerokiej ewaluacji wydajnosciowej w celu
identyfikacji waskich gardel i przeprowadzenia optymalizacji w zakresie:
(a) wykorzystania pamigci operacyjnej, (b) konstruowania i wykonywania zapytan do
relacyjnego repozytorium, (c) przetwarzania zadan w trybie wsadowym,
z wykorzystaniem mechanizméw wspétbieznosci, [E16]. Uzyteczno$é i efektywnogé
proponowanej metody zostala oceniona na podstawie szeregu przeprowadzonych
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eksperymentéw obliczeniowych [010, E16]: (1) ewaluacja jakosci przewidywania
struktur 3D RNA na podstawie reprezentatywnego zbioru czterdziestu
eksperymentalnie okres§lonych czasteczek RNA, zdeponowanych w PDB [E6],
(2) ewaluacja jakosci i czasu przetwarzania w kontek$cie innych, publicznie
dostepnych, metod przewidywania struktur 3D RNA, a mianowicie
MC-Fold/MC-Sym [E10] 1 iFoldRNA [E9], (3) przedstawienie mozliwosci systemu na
podstawie zbioru dziewigédziesieciu pigeiu losowo wygenerowanych sekwencji RNA
o rozmiarze do 500nts, (4) ewaluacja wydajnosciowa wspdtbieznej wersji systemu.
Przewidywane modele 3D RNA wykazujg wysoka jako$¢ odzwierciedlang zardwno
stosunkowo niskimi wartosciami globalnego RMSD [E15] jak i wiernoscig
odwzorowania oddzialywan przestrzennych zasad (INF.y, INF 5, [E38]) w kontekscie
referencyjnej struktury 3D RNA [010, E16].

5.2.1.5. Wizualna ewaluacja precyzji modelu(i) 3D w kontek$cie referencyjne;j
struktury 3D bialek/RNA.

Stale rosnaca liczba metod obliczeniowych, dedykowanych problemowi
przewidywania struktur 3D czasteczek biologicznych, stwarza potrzebe ich
obiektywnej oceny prowadzacej do identyfikacji ich atutéw i ograniczen, ktére sg
kluczowe w zakresie ich potencjalnego zastosowania. W tym celu zostaty powolane
dwa miedzynarodowe konkursy, a mianowicie Critical Assessment of protein
Structure Prediction [E66] oraz RNA-Puzzles [E7, E8, O3], ktorych celem jest
kompleksowa ewaluacja aktualnie dostgpnych metod przewidywania struktur 3D
odpowiednio bialek i RNA. Istnieje wiele réznych podej$¢ pozwalajacych na
globalng ewaluacj¢ modelu 3D w oparciu o referencyjng strukture 3D zar6wno dla
bialek jak i dla RNA [E16]. Niestety istniejace miary zazwyczaj koncentrujg si¢ na
analizie pewnych, wybranych aspektéow co powoduje, ze wiarygodna ewaluacja
wymaga manualnej agregacji wynikéw szeregu dostgpnych miar. Jedng z najczesciej
wykorzystywanych globalnych miar jest Root-Mean-Square-Deviation (RMSD)
[E15], ktéra reprezentuje usredniong odleglo$¢ pomiedzy dwoma zbiorami
odpowiadajacych sobie atomow, ktdre wczesniej zostaly poddane optymalnej
superpozycji. Niestety podczas interpretacji nalezy mie¢ $wiadomo$é, ze np. jej
wynik zalezy od dlugosci tancucha (liczby rozpatrywanych atomow), czy tez
globalna superpozycja powoduje, ze bledy rozktadaja si¢ wzdluz catej struktury co
znacznie utrudnia ich lokalizacje i interpretacje. W przypadku czgsteczek RNA miara
RMSD pozwala na uchwycenie ogdlnego ksztaltu przestrzennego, natomiast niewiele
moze powiedzie¢ na temat wiernosci odwzorowania kluczowych oddziatywan
w modelu 3D w zakresie par zasad (ang. base-pairing) lub wzajemne;j ich orientacji
(ang. base-stacking). Z drugiej strony miary oparte na analizie oddzialywan
wewnatrzczasteczkowych nie s3 na tyle wrazliwe, aby zidentyfikowaé
nieprawidlowosci wystepujace w niewielkim fragmencie calej struktury 3D. Ostatnig
miarg, ktéra byla inspiracja podczas opracowywania koncepcji badafi to Global
Distance Test — Total Score (GDT_TS) [E62], ktora zostata opracowana dla struktur
3D bialek oraz zastosowana w konkursie CASP. Miara ta wykorzystuje tzw. Global
Distance Test (GDT) reprezentujacy najwiekszy mozliwy odsetek procentowy liczby
atoméw C, odpowiadajacych sobie pomigdzy modelem 3D, a referencyjng strukturg
3D, dla ktérych RMSD jest ponizej okreslonego progu. W ramach GDT_TS
wyznaczana jest Srednia wynikéw miary GDT uzyskanej dla czterech progéw,
a mianowicie 1, 2, 4, 8A. W praktyce okazuje sie jednak, ze liczba i okreslone
wartosci stosowanych progéw powinny byé elastycznie konfigurowane przez
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cksperta, poniewaz zaleza od dilugosci referencyjnej struktury 3D, jakosci
analizowanych modeli 3D, typdw motywow 3D, ktére w rzeczywistosci decydujg
o okreSlonym ksztalcie referencyjnej struktury 3D czasteczki. W ramach
prowadzonych badan opracowano nowatorska metode wizualnej ewaluacji modelu(i)
3D w kontekscie referencyjnej struktury 3D bialek/RNA, ktéra jako pierwsza
pozwala na przeprowadzenie analizy w szerszej perspektywie umozliwiajac
ekspertowi wprowadzenie dowolnego wachlarza wartosci progowych (tzw.
poziomoéw szczegélowosci). Proponowana koncepcja sklada si¢ z nastepujgcych
etapow: (1) ekspert definiuje parametry konfiguracyjne: (a) struktury 3D w formacie
PDB [E6] zaréwno dla struktury referencyjnej jak i zbioru rozpatrywanych modeli
3D, (b) nazwe atomu pehigcego role $rodka sfery, (c) tryb przetwarzania (jedynie
atomy centralne lub wszystkie atomy moga by¢ rozwazane), (d) dyskretyzowany
wektor promieni sfer, (2) dla kazdej pary rozpatrujgcej reszte res; (i = 1..n),
pochodzacg z referencyjnej struktury 3D, oraz rozpatrywany promier sfery r;
( = 1..m) identyfikowany jest zbiér atoméw zlokalizowanych w sferze sphref resi, 1j)»
skonstruowanej w referencyjnej strukturze 3D wokodl reszty res; o okreslonym
promieniu r;, (3) w ramach kazdego rozpatrywanego modelu 3D mod; (k = 1..0)
lokalizowane sa wspotrzedne atomow sphmoar, resi, rj) 0dpowiadajace zbiorowi atomow
rozpatrywanym w kazdej sferze (n x m) skonstruowanej w poprzednim etapie, (4) dla
kazdej pary sfer (sphiret resi rip SPHimod resi 1)), pochodzacych odpowiednio
z referencyjnej struktury 3D i jednego z rozpatrywanych modeli 3D mody,
wyznaczana jest wartos¢ miary RMSD. Koncepcja poréwnywania struktur 3D biatek
zostala zaprezentowana na Rysunku 18. Wyniki sg prezentowane w postaci
nastepujacych rodzajéw wizualizacji: (a) wykres liniowy integrujacy wyniki
uzyskane dla wielu modeli 3D dla okreslonego promienia sfery, (b) kolorowa mapa
wooet 2D oraz (c) krajobraz 3D
prezentujace wyniki uzyskane
w ramach jednego modelu 3D
dla wszystkich rozwazanych
promieni sfer, zdefiniowanych
przez eksperta

TARGET
INPUT

SPHERES

IDENTIFICATION (e) wykresy liniowe

(d) i ini
integrujace wiele modeli 3D

% prezentujace odpowiednio
usredniony wspotczynnik
IDENTIFICATION OF jakosci oraz odsetek
CORRESPONDING ,
ATOMS BETWEEN procentowy reszt, dla ktorych
T PH rz .
AND MODEL warto§¢ RMSD znalazla sig
[ ponize]  progu  odciecia,
MOTIVES okreslonego przez eksperta,
SUPERPOSITION
AND QUALITY w ramach rozpatrywanych
COMPUTATION pozioméw  szczegdtowosci.
Przykladowe wizualizacje
. ; . zostaly  zaprezentowane na
Rysunek 18. Koncepcja porownywania struktur 3D
y peja p Y Rysunku 19.

biatek [E16].
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Rysunek 19. Przyktadowe wizualizacje przygotowane z wykorzystaniem pakietu
gnuplot [O9].

Pierwsze narzedzie implementujgce zaproponowang koncepcj¢, © nazwie
SphereGrinder [06], zostalo, po raz pierwszy, wykorzystane podczas konkursu
CASP9. W oparciu o doswiadczenia zdobyte podczas analizy biatek zrealizowano
réwniez system, o nazwie RNAlyzer, dedykowany czgsteczkom RNA [09]. Dalszy
rozw0j metody nastgpil w wyniku prowadzonych prac nad rozwojem tego drugiego
narzedzia. W celu ujednolicania reprezentacji struktur 3D RNA przygotowano
i wdrozono stownik nazw atomow 1 reszt nukleotydowych, wykorzystywanych przez
rézne narzedzia. Ponadto opracowano i zastosowano mechanizm pozwalajacy na
oznaczanie struktury drugorzedowej RNA na udost¢pnianych wykresach, w notacji
kropkowo-nawiasowej, na podstawie referencyjnej struktury 3D, a w szczegdlnosci
zbioru par kanonicznych i wobble zidentyfikowanych z wykorzystaniem narzedzia
RNAView [E21}. Podstawowym niedogodnoscig uzytkowna byl brak mozliwosci
wykorzystania grafik, generowanych przez opracowane rozwiazania, ze wzgledu na
zbyt niska jako§¢. W ramach RNAlyzera zaproponowano szereg skryptow,
wykorzystujacych pakiet gnu plot, w celu zapewnienia oczekiwanej rozdzielczosci
udostepnianych wizualizacji.

5.2.2. Opis badan realizowanych po uzyskaniu stopnia doktora.

5.2.2.1.  Obliczeniowe modelowanie struktur 3D RNA ryboprzetacznikow.
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W pracy [O8] precyzyjnie scharakteryzowano mozliwosci jak i ograniczenia systemu
RNAComposer [010] w ramach automatycznej predykcji struktury 3D RNA na
przykladzie = wybranych  struktur ryboprzelacznikéw RNA. Dodatkowo
zaprezentowano réwniez w jaki sposob inne narzedzia takie jak RNApdbee [A8] czy
RNAlyzer [O9] moga wspomoée proces modelowania, analizy i udokladniania modeli
3D RNA. Ryboprzelgczniki, rozpatrywane w ramach niekodujgcych regionéw
mRNA, sg zdolne do wigzania metabolitéw komérkowych w celu modulowania
ekspresji genéw. W strukturach tych wystepuja albo pseudowezly albo
wielorozgalezione petle, ktére wcigz stanowig duze wyzwanie dla metod
przewidywania in silico struktur 3D RNA [O8]. W ramach procesu modelowania:
(1) okreslono reprezentatywny zbidr struktur ryboprzetgcznikéw pokrywajacych
mozliwie najwigkszy podzbiér rodzin czasteczek RNA wykazujacych funkcje
biologiczng (proces przeszukiwania dostepnych zasobéw bazy Rfam [E67] zostat
zautomatyzowany), (2) polautomatyczna identyfikacja zbioru identyfikatoréw PDB
[E6] czasteczek RNA strukturalnie podobnych do tych znajdujacych sie w zbiorze
reprezentatywnym, okreslonym w poprzednim etapie, ktérych elementy strukturalne
powinny zosta¢ odfiltrowane z repozytorium systemu RNAComposer w celu
zapewnienia wiarygodnosci procesu modelowania, (3) przeprowadzono modelowanie
struktur 3D RNA z wykorzystaniem systemu RNAComposer, oraz (4) globalna
ewaluacje¢ jakosci uzyskanych modeli 3D dla rozpatrywanych rodzin w kontekscie
referencyjnej struktury 3D z wykorzystaniem miar Root-Mean-Square-Deviation
[E15] 1 Interaction Network Fidelity [E38]. Wigkszo$¢ otrzymanych modeli 3D RNA
charakteryzowala si¢ wysoka jakoScia zar6wno w  zakresie wlasnosci
stereochemicznych jak i oddzialywan zachodzacych pomiedzy zasadami. Ponadto
przeprowadzono szczegdtowa analize wybranych struktur ryboprzelacznikéw RNA
interesujacych z punktu widzenia ztozonosci procesu modelowania [O8].

5.2.22. Kompleksowa adnotacja struktur RNA.

System RNApdbee [A8] w ciagu kilku lat od zaistnienia w spolecznosci naukowej
przeobrazil si¢ w platform¢ pozwalajaca na kompleksows analize zaleznosci
zachodzacych pomigdzy strukturg przestrzenna, a drugorzedowsa czasteczek RNA
[02]. Wizualizacja najnowszych aspektéw funkcjonalnych systemu zostala
zaprezentowana na Rysunku 20. Najnowsza odstona systemu, jako jedna
z nielicznych, aktualnie dostgpnych rozwigzan, pozwala efektywnie przetwarzaé
bardzo zlozone struktury 3D RNA przechowywane jedynie w formacie
PDBx/mmCIF, Wachlarz narzedzi stuzacych do identyfikacji par zasad na podstawie
struktury 3D RNA zostal rozbudowany o dodatkowe narzedzie, o nazwie FR3D
[E68]. Udostepniono uzytkownikowi mozliwos¢ decydowania o tym czy nalezy czy
tez nie rozwaza¢ niekanoniczne i izolowane pary zasad, co w polaczeniu z wyborem
sposréd szeregu nowych algorytméw kodowania rozszerzonej  struktury
drugorzedowej w notacji kropkowo-nawiasowej, zaproponowanych w [A3], pozwala
zaobserwowa¢ roznorodno$¢ topologiczng szczegdlnie w przypadku zlozonych
czgsteczek RNA obejmujacych pseudowezly wysokiego rzedu [A8]. Rozbudowano
mechanizmy wizualizacji struktury drugorzedowej RNA zardwno w zakresie
rozszerzenia istniejacych podejsé o mozliwosé prezentowania niekanonicznych par
zasad jak i integracji nowych np. diagramy lukowe generowane przy uzyciu R-CHIE
[E69]. Ponadto procedury wizualizacji wspieraja aktualnie wieloniciowe struktury
RNA co umozliwia np. prezentowanie struktur drugorzedowych kwadruplekséw.
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Rysunek 20. Prezentacja nowych funkcjonalnosci systemu RNApdbee 2.0 [O2].

W  ramach zupelnie nowych funkcjonalnosci systemu nalezy wyrdznic:
(1) wizualizowanie suuniuiy diugorzegdowej RNA na podstawie jej tekstowej
reprezentacji wprowadzone] W rozszerzonej notacji kropkowo-nawiasowej,
(2) identyfikacje elementéw strukturalnych, a mianowicie petli oraz fragmentow
jedno lub dwuniciowych, ktére nast¢pnie mogg by¢ wykorzystane, jako elementy 3D
wprowadzone przez uzytkownika, podczas procesu udokladnionego modelowania
strtuktur 3D RNA z wykorzystaniem systemu RNAComposer [010, OS8, A4],
(3) jednoczesne uruchomienie wszystkich dostepnych algorytméw oraz narzedzi do
identyfikacji par zasad, w ramach jednego efektywnego obliczeniowo procesu,
w celu przedstawienia na jednym diagramie réznorodnosci w zakresie topologii
wejsciowe] ztozonej czasteczki RNA (zawierajacej pseudowezly) z wykorzystaniem
nowo opracowanego algorytmu.

52.23. Kompleksowa ewaluacja modelu(i) 3D w kontekécie referencyjne;j
struktury 3D RNA.

7 narzedziem RNAlyzer [O9] skojarzone sa nastepujace niedogodnosci: (1) obliczenia
sa przeprowadzane u uzytkownika, a wi¢c lokalna infrastruktura obliczeniowa
wplywa znaczaco na czas przetwarzania, a zarazem na wygode¢ uzytkowania systemu
jak 1 innych aplikacji uruchomionych jednoczesnie, (2) narzedzie wspiera tylko jedng
miarg, a mianowicie Root-Mean-Square-Deviation (RMSD) [E15], (3) w przypadku
zaobserwowania nieprawidlowosci na wykresie liniowym nie ma mozliwosci, aby
jednym kliknigciem przygotowaé wizualizacje nalozonych na siebie struktur 3D,
a mianowicie jednej pochodzacej ze referencyjnej struktury 3D RNA odpowiadajacej
sferze o okreslonym promieniu obserwowanej wokdt wybranej reszty nukleotydowe;j
oraz, w ogollnosci, wielu odpowiadajgcym jej struktur 3D pochodzacych
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z analizowanych modeli 3D RNA, (4) nie do konca czytelne s3 osie np. w przypadku
krajobrazéw tréjwymiarowych oraz wysokiej jakosci grafiki dla udostgpnianych
wizualizacji nie mogg by¢ latwo pobrane, (5) brak mozliwosci, aby w ramach jednej
instancji narzedzia zaobserwowal wiecej niz jeden wykres w danej chwili co
zauwazalnie obniza ergonomie¢ uzytkowania. W celu rozwigzania wszystkich
wspomnianych wyzej niedogodnosci opracowano nowsg platforme do ewaluacji
jakosci modeli 3D w kontekscie referencyjnej struktury 3D RNA, o nazwie RNAssess
[O7]. Glowna zaleta powstalej aplikacji jest odciazenie infrastruktury uzytkownika,
poniewaz obliczenia wykonywane sa w infrastrukturze skojarzonej z serwerem,
a uzytkownik zleca zadania, §ledzi ich postep wykonania oraz analizuje uzyskane
wyniki z wykorzystaniem przegladarki. W ich sklad wchodzi globalna ewaluacja
przeprowadzona z wykorzystaniem szeregu miar, zdefiniowanych ponizej, ktora
wczesniej nie byla dostgpna. Modut obliczeniowy systemu jest reprezentowany przez
szeroki wachlarz ustug sieciowych pozwalajacych na: (1) weryfikacje zgodnosci
struktur 3D RNA z formatem PDB [E6], (2) ekstrakcje listy par zasad na podstawie
struktury 3D RNA z wykorzystaniem RNAView [E21] lub MC-Annotate [E21],
(3) ewaluacje jakosci modelu(i) 3D RNA z wykorzystaniem nastepujacych miar:
Root-Mean-Square-Deviation [E15], Interaction Network Fidelity (we, nwe, stacking,
all) [E38], Deformation Index |E38), Clash score [E39], P-value [E70],
(4) automatyczne generowanie udostgpnianych typdw wizualizacji z wykorzystaniem
pakietu gnuplot, ktére mozna latwo pobra¢ jednym kliknigciem w przegladarce,
(5) przygotowanie strukturalnej superpozycji umozliwiajacej jej dalszg wizualizacje
w przestrzeni kartezjanskiej pomiedzy zbiorem atomoéw zlokalizowanych w sferze
o okre$lonym promieniu (w A) obserwowanej wokol wybranej reszty nukleotydowe;j
(np. AG30) w referencyjnej strukturze 3D RNA, a odpowiadajagcymi zbiorami
atoméw ocenianych modeli 3D RNA, (6) udostgpnienie profilu deformacji
(ang. Deformation Profile) dla kazdego rozpatrywanego modelu 3D RNA
skonstruowanego z wykorzystaniem zintegrowanego pakietu Deformation Profile
Scripts [E38]. Ponadto zastosowano mechanizmy wspdtbieznosci oraz opracowano
nowg koncepcj¢ przetwarzania w celu zapewnienia wysokiej wydajnosci w wyniku
obserwowanego wzrostu liczby zglaszanych modeli 3D RNA w kolejnych
wyzwaniach konkursu RNA-Puzzles [E7, E8, O3]. W ramach prowadzonych prac
opracowano stownik usrednionych wartosci promieni dla kazdej kombinacji par (typ
nukleotydu RNA, rozwazana nazwa atomu centralnego) uwzgledniajgc jednoczesnie
czy w zbiorze atomOw rozpatrywane sa atomy wodoru czy tez nie. Podczas analizy
referencyjnej struktury 3D RNA zbiory atoméw dla sfer o okreslonych promieniach
sa wyznaczane dokltadnie raz. Dla kazdej reszty nukleotydowej wchodzacej w sklad
referencyjnej struktury 3D RNA tworzona jest lista pojemnikéw uporzadkowanych
rosngco  wzgledem  odpowiadajacych  im  wartosci  promieni  sfer.
W kazdym pojemniku przechowywane sg identyfikatory atomoéw, zakladajgc, ze
odleglos¢ w przestrzeni kartezjanskiej wyznaczona pomiedzy atomem zawartym
w danym pojemniku, a atomem centralnym jest mniejsza lub réwna promieniowi
skojarzonemu z aktualnym pojemnikiem, a jednoczesnie wigksza od promienia
skojarzonego z poprzednim pojemnikiem. Zastosowane podejscie powoduje, ze czesé
wspolna dowolnej pary pojemnikow rozpatrywanej dla danego nukleotydu jest
zbiorem pustym, a co za tym idzie zbior atomdéw skojarzony z okreslonym
promieniem sfery jest sumg mnogosciowa wszystkich atoméw skojarzonego z nim
pojemnika oraz wszystkich pojemnikéw go poprzedzajacych. Ponadto, identyfikatory
atomow przechowywanych w koszach sa liczbami catkowitymi, a nie jak to sie
zwykle realizuje w postaci tafcuchéw znakowych zbudowanych poprzez
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konkatenacj¢ nazw odpowiednio reszty nukleotydowej RNA i atomu.
Przeprowadzono eksperymenty wydajnosciowe, ktdre potwierdzily, ze zastosowane
rozwigzania znaczaco zwigkszyly efektywno$é modutu obliczeniowego [07].

5.2.2.4. Modelowanie i ewaluacja modeli 3D RNA w konkursie RNA-Puzzles.

RNA-Puzzles [E7, E8, O3] to migdzynarodowy eksperyment dokonujacy wiarygodnej
ewaluacji aktualnego stanu wiedzy w zakresie przewidywania in silico struktur 3D
RNA w celu identyfikacji zarowno mocnych jak i stabych stron oraz ograniczen
wiodacych metod w zakresie ztozonosci strukturalnej jak i dtugosci sekwencji reszt
nukleotydowych RNA. Prezentowane wyniki pozwalajg potencjalnym uzytkownikom
oceni¢ przydatnos¢ dostepnych metod w zakresie réznorodnych zastosowan,
a zarazem inspirujg tworcow do dalszych wysitkow w zakresie udoskonalania
istniejgcych rozwigzan. W ramach dzialan zespotu naukowego ,,Adamiak group”,
podsumowanych w pracy [O3], opracowano specjalizowane mechanizmy
wspomagajace proces modelowania realizowany w ramach automatycznego systemu
RNAComposer [010, O8, A4] oraz przeprowadzono szereg eksperymentow
obliczeniowych. Ponadto udostepniono narzedzie z mysla o automatyzacji procedury
ewaluacji jakosci zglaszanych modeli 3D w kontekscie referencyjnej struktury 3D
RNA. Wprowadzenie kategorii predykcji  skierowanej do w  pelni
zautomatyzowanych serweréw w ramach inicjatywy RNA-Puzzles stalo si¢ glowna
motywacjg dla opracowania 1 implementacji dedykowanej, rozszerzonej
funkcjonalnie ustugi realizujacej w petni automatyczng predykcje struktury 3D RNA
na podstawie sekwencji oraz struktury drugorzedowej oraz samej sekwencji reszt
nukleotydowych RNA. W pelni automatyczna ustuga zostala zaprojektowana
w pustaci dodatkowej warstwy, nastuchujacej w trybie ciagtym, odpowiedzialnej za:
(1) przyjmowanie zadan w postaci elektronicznych wiadomosci pasujacych do
okreslonego wzorca, (2) integracj¢ szeregu moduléw obliczeniowych systemu
RNAComposer charakteryzujacych si¢ roznorodng konfiguracjg uruchomieniows,
(3) przeprowadzenie wstgpnego przetwarzania (np. filtrowanie niekanonicznych par
zasad zidentyfikowanych w nadestanej strukturze drugorzedowej RNA),
(4) przygotowanie planu dystrybucji zadan oraz optymalizacje jego wspétbieznego
wykonania, (5) ewaluacje uzyskanych modeli 3D RNA, z wykorzystaniem RNApdbee
[A8] i RNAssess [O7], w oparciu o szeroki wachlarz miar (obejmujgcy catkowita
energia uzyskana z wykorzystaniem pakietu XPLOR [E71], promien zyroskopowy,
INF o, [E38), Clash score [E39]) oraz agregacje uzyskanych wynikéw w postaci
koncowego rankingu, oraz (6) przygotowanie pliku w formacie PDB [E6],
zawierajgcego do pigciu wybranych modeli 3D RNA, wprowadzonego w postaci
zalacznika w wiadomosci elektronicznej wystanej do nadawcéw zleconego zadania.
Ponadto ustluga wspiera wieloliniowg reprezentacj¢ struktury drugorzedowej,
zapisanej w notacji kropkowo-nawiasowej, zakladajac, ze kolejne linie (od drugiej
wlgcznie) reprezentujg pseudowezly o rosnacych rzedach [A8] (od pierwszego rzedu
wlgcznie). Wzorce wiadomosci moga byé elastycznie konfigurowane. W przypadku
trybu predykcji opartego jedynie na sekwencji reszt nukleotydowych RNA
realizowany jest nastgpujacy algorytm: (1) uruchomienie zintegrowanych narzedzi
(RNAstructure, RNAfold, Contrafold, ContextFold, CentroidFold, IPknot,
RNAshapes, HotKnots, CentroidAlifold, RNAalifold [E19]) do predykcji in silico
struktury drugorzedowej RNA w celu identyfikacji szerokiego, unikalnego zbioru
struktur  drugorzedowych  reprezentowanych ~ w  rozszerzonej  notacji
kropkowo-nawiasowej, (2) uruchomienie procesu predykcji dziesieciu modeli 3D
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RNA z wykorzystaniem kazdej rozpatrywanej konfiguracji modutu obliczeniowego
systemu RNAComposer dla kazdej unikalnej struktury drugorzedowej RNA
uzyskanej w poprzednim etapie, (3) filtrowanie wszystkich modeli 3D RNA dla
ktorych proces predykcji zakonczyl sie niepowodzeniem lub calkowita energia
uzyskana z wykorzystaniem pakietu XPLOR jest dodatnia, (4) ewaluacja uzyskanych
modeli 3D RNA oraz utworzenie rankingu wzgledem niemalejacego porzadku
wspodltczynnika energetycznego. Podczas, gdy apriori znana jest zaréwno sekwencja
jak i struktura drugorzedowa RNA proces predykcji znaczaco si¢ upraszcza
prowadzac do uzyskania zbioru dwudziestu modeli 3D RNA, ktore najpierw sg
porzadkowane wzgledem nierosnacego porzadku INF.,, a nastepnie wzgledem
wspolczynnika energetycznego. W przypadku pojawienia si¢ na wejsciu czasteczki
wieloniciowej kazde wystgpienie znaku ‘- zamieniane jest na krotka
czteronukleotydowa sekwencje ‘AAAA’ w celu uzyskania czasteczki jednoniciowe;.
Wszystkie mozliwe kombinacje lancuchéw sa rozpatrywane w ramach procesu
predykcji. Nastepnie wszystkie wynikowe modele 3D RNA sg poddawane procesowi
odfiltrowywania atomdéw wystepujacych w sztucznie wprowadzonym fragmencie
laczacym poszczegélne nici. Dodatkowo istnieje mozliwos¢ dotgczenia do
wynikowej wiadomosci elektronicznej: (1) pliku logu pozwalajgcego przesledzic
przeprowadzony proces predykcji dla kazdego ostatecznie wybranego modelu 3D
RNA oraz (2) plik CSV obejmujgcy wartosci rozpatrywanych miar oraz strukture
drugorzedowsg, w rozszerzonej notacji kropkowo-nawiasowej, wyekstrahowang
z wykorzystaniem RNApdbee, wyznaczone dla zestawu ostatecznie wybranych
modeli 3D RNA. Ushiga zostala kompleksowo przetestowana pod wzgledem
wydajnosciowym jak 1 akceptacyjnym. Jako przyklad obiecujacego wyniku,
uzyskanego z wykorzystaniem opracowanej ustugi, mozna wskaza¢ predykcje
serwerowg nr 3 zgloszong w ramach wyzwania nr 19, ktora zostata sklasyfikowana na
4 miejscu, wzgledem miary RMSD, sposrod 65 zgloszonych modeli ustepujac jedynie
trzem predykcjom ludzkim. Ponadto predykcja serwerowa nr 5, w ramach tego
samego wyzwania, uzyskata najwyzszy wynik wzgledem miary INF,,. ex aequo
z dwoma innymi predykcjami nadestanymi w konkursie. W zakresie ewaluacji
opracowano narzedzie RNAQUA wspomagajgce manipulowanie strukturami 3D RNA
oraz ich analize jakoSci, udostepnione w ramach RNA-Puzzles toolkit, pozwalajace
na: (a) wprowadzenie, przez eksperta, jednoznacznego dopasowania pomiedzy
kazdym rozpatrywanym modelem 3D, a referencyjng strukturg 3D RNA, (b) oceng
modelu(i) 3D RNA z wykorzystaniem nast¢pujgcych miar:
Root-Mean-Square-Deviation (RMSD) [E15), Interaction Network Fidelity (INF)
[E38] (wc, nwc, stacking, all), Deformation Index [E38], Clash score [E39], P-value
[E70], (c) ekstrakcje sekwencji reszt nukleotydowych dla modelu(i)
i referencyjnej struktury 3D RNA lub sktadajacych si¢ na nig fragmentéw oraz
raportowanie roéznic obserwowanych w powstalym dopasowaniu, (d) ekstrakcje
zbioru nieciggltych fragmentéw 3D struktury referencyjnej/modelu(i) na podstawie
dopasowania zdefiniowanego przez eksperta w postaci oryginalnej lub
przenumerowanej  (mozna  dodatkowo  zrealizowaé  proces  nakladania
wyekstrahowanych struktur 3D z modelu(i) na odpowiadajagcg im referencyjng
strukture 3D RNA).

5.2.2.5. Ciagla ewaluacja algorytmow rozwiazujacych problemy optymalizacyjne.
W ogblnosci problemy kombinatoryczne polegaja na odkrywaniu wartosci

zmiennych dyskretnych, ktore spelniaja okre§lone ograniczenia. Problemy
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przeszukiwania reprezentuja jedng 2z klas problemow kombinatorycznych.
Rozwigzaniem problemu przeszukiwania jest konkretny obiekt (lub wartosé)
spelniajgcy postawione warunki, lub odpowiedZ ,nie” jesli takowy nie istnieje.
Szczegdlnym przypadkiem problemu przeszukiwania jest problem optymalizacyjny,
ktorego rozwigzaniem jest obiekt (lub warto$€¢) optymalny(a) pod wzgledem
sformulowanej funkcji celu [E72]. Zlozone problemy optymalizacyjne sa
rozwigzywane nie tylko przez naukowcéw zajmujacych si¢ badaniami operacyjnymi
czy ekonomig, ale rOwniez nie wprost przez przedsiebiorcéw zainteresowanych np.
minimalizacjg kosztéw transportu czy produkcji. Online judge [E73] okresla
platforme internetowa wspierajacg w pelni automatyczna, przeprowadzang w czasie
rzeczywistym ewaluacje rezultatow uruchomiania programoéw zglaszanych przez
uczestnikow biorgcych udzial w konkursie o charakterze programistycznym. Wstepny
przeglad literatury wykazal, ze nie istnieja rozwigzania tego typu dedykowane
rozwigzywaniu probleméw  optymalizacyjnych, pomimo wydawaloby si¢
potencjalnego szerokiego zapotrzebowania na tego typu platforme. W zwigzku
z powyzszym przeprowadzono kompleksowy przeglad aktualnie istniejacych
systemOw typu online judge z punktu widzenia mozliwych zastosowan [O1]. Niestety
wstepne obserwacje zostaly potwierdzone co stato si¢ inspiracjg dla prowadzonych
badan. Ponadto ustalono, ze istniejagce systemy zwykle ukierunkowane sg na
okres§long dziedzing probleméw. Poza tym rdéznig si¢ znacznie w zakresie
udostepnianej funkcjonalnosci, co powoduje, ze ich praktyczne zastosowanie jest
zwykle dosé trudne ze wzgledu na rézne oczekiwania potencjalnych uzytkownikow
[O1]. W rezultacie zdecydowano si¢ wypelnié¢ luke proponujac platforme Optil.io
[O1, OS5] bazujaca na koncepcjach Evaluation-as-a-Service [E74] oraz
crowdsourcing [E75], ktéra umozliwia uzytkownikom z calego $wiata ciggly
i wiarygodng ewaluacje rozwigzan algorytmicznych zlozonych probleméw
optymalizacyjnych oraz organizacje specjalizowanych  wyzwan/konkursow
inspirowanych zastosowaniami naukowymi lub przemystowymi. Uzytkownicy
zainteresowani organizacja wyzwania wprowadzajg w systemie: (1) tekstows
definicj¢ problemu uzupelniong, opcjonalnie, o inne treéci multimedialne, (2) zbior
prostych przypadkéw testowych dostarczanych uzytkownikom, (3) zbior zlozonych
przypadkéw testowych wykorzystywanych w trakcie ewaluacji oraz (4) ograniczenia
zasobowe zwigzane z maksymalnym dopuszczalnym czasem przetwarzania
i wykorzystaniem pamig¢ci RAM. Wiarygodna ewaluacja dokonywana jest na
podstawie przypadkow testowych, ktére nie sg udostepniane uczestnikom konkursu
w bezpiecznym, jednorodnym $rodowisku uruchomieniowym. Uczestnicy mogg
zglasza¢ rozwigzania w postaci kodow zZrodlowych w wielu jezykach programowania
oraz obserwowac na biezgco uzyskiwane rezultaty przez caty okres trwania konkursu.
Bezpieczenstwo i jednorodnos¢ srodowiska obliczeniowego zapewniane sa poprzez
automatyczne tworzenie konteneréw, na platformie Docker, dla kazdego procesu
ewaluacji w celu zapewnienia izolacji wykonania oraz precyzyjnego egzekwowania
ograniczen zasobowych. Warto podkreslic, ze platforma obstuguje rowniez
wysokowydajne obliczenia pozwalajgc uzytkownikom na wykorzystanie technik
opartych na GPU. W pracy [O1] oprocz przegladu systemow online judge:
(1) sformulowano formalng definicj¢ systemu online judge, (2) scharakteryzowano
wspolne aspekty wykorzystywanej przez te systemy metodologii ewaluacji,
(3) przedstawiono platforme¢ Optil.io oraz przedyskutowano wyniki wstepnych
eksperymentoéw obliczeniowych, przeprowadzonych z jej wykorzystaniem, ktore
potwierdzity, ze integracja koncepcji crowdsourcing w ramach systemu online judge
pozwala na efektywne i wiarygodne rozwigzywanie zlozonych probleméw
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optymalizacyjnych. W 2017 r., na platformie Optil.io, przeprowadzone zostaly
nastepujace konkursy, a mianowicie Brilliant Challenges dedykowany ciekawym,
praktycznym problemom optymalizacyjnym oraz PACE: Parameterized Algorithms
and Computational Experiments Challenge.

5.2.2.6. Kompresja rezultatow sekwencjonowania DNA.

Znaczacy rozwod] metod sekwencjonowania DNA powoduje, ze Kkoszty
sekwencjonowania pelnego genomu sg coraz nizsze, a zarazem wolumen surowych
danych produkowanych w wyniku rosnacej liczby przeprowadzanych eksperymentow
sekwencjonowania stale rosnie. W zwiazku z powyzszym centra zajmujgce sie
badaniem genomu aktualnie przechowujg i przetwarzajg dane liczone w petabajtach,
a dysponowana przez nie infrastruktura sprzgtowa kurczy sie tak szybko, ze istnieje
ogromna potrzeba rozwoju wysokiej jakosci algorytméw kompresji, ktore pozwolg
znaczaco zredukowa¢ zarowno dynamike tego procesu jak i rzeczywisty koszt
przechowywania danych. W ramach przeprowadzonych badan opracowany zostal
specjalizowany, bezstratny kompresor [O4] przeznaczony do dlugoterminowego
przechowywania danych (w formacie FASTQ [E76]) wytwarzanych przez
wysokoprzepustowe sekwencery DNA. Podczas projektowania metody postawiono
sobie za cel optymalizacj¢ jakosci kompresji kosztem czasu przetwarzania, ktéry nie
powinien znaczaco odbiega¢ od czaséw przetwarzania kompresorow ogdlnego
przeznaczenia, ktore sg najczgscie] wykorzystywane w tego typu zastosowaniach.
Opracowanie rozwigzanie wykorzystuje modele statystyczne wyzszego rzedu
(ang. high-order statistical models) w polaczeniu z kodowaniem przedziatéw
(ang. range encoding). Ponadto wykorzystywane sg réwniez podejécie stownikowe
oraz algorytm bazujacy ua sortowaniuv w coiu awentyfikacji powtarzajacych sie
informacji wraz z metodg kodowania LZ77. Szczegolowy opis algorytmu znajduje sie
w pracy [O4]. W celu ewaluacji jakosci kompresji oraz czasu przetwarzania procesu
kompresji/dekompresji opracowanego rozwigzania w kontekscie innych dostepnych
narzedzi, a mianowicie DSRC [E77], Quip [E78], SCALCE [E79] oraz 7-zip, bzip2,
gzip, przeprowadzono eksperymenty obliczeniowe w oparciu o publicznie dostepne
dane pochodzace z szesciu eksperymentow sekwencjonowania [O4]. Opracowane
rozwigzanie uzyskalo najwyzsza jakos¢ kompresji dla szedciu najwickszych plikow
wykorzystywanych podczas eksperymentow.

5.2.3. Plany naukowe.

Kontynuacja badan w zakresie opracowywania nowych algorytmow, metod
obliczeniowych i narzgdzi w dziedzinie bioinformatyki strukturalnej czasteczek
biologicznych, a w szczegdélnosci RNA. W zakresie automatycznego przewidywania
struktur 3D RNA planuje si¢ rozwoj metody obliczeniowej, udostepnionej w ramach
systemu RNAComposer, obejmujacej: (1) rozpoznawanie motywdéw rekurencyjnych
przewidywanych na podstawie sekwencji reszt nukleotydowych RNA w celu
udokladnienia procesu predykcji 3D RNA w oparciu o zbiér, rozpoznanych w taki
spos6b, niekanonicznych par zasad, (2) udostepnienie ekspertowi mechanizmu
wprowadzania ograniczen na planarnos$é, ktére zostang zastosowane podczas procesu
minimalizacji energetycznej wstepnego modelu 3D RNA, (3) opracowanie protokotu
minimalizacji pozwalajacego na zawigzywanie oddzialywan wewnatrzczasteczkowych
dalekiego zasiggu, (4) rozszerzenie modelu fragmentacji struktury drugorzedowej RNA
oraz repozytorium elementow strukturalnych, aby umozliwi¢ modelowanie
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specyficznych motywéw takich jak np. pseudowezly i kwadrupleksy, (5) opracowanie
nowych mechanizméw wyszukiwania, przeksztalcania oraz przewidywania in silico
struktur 3D zlozonych wieloramiennych petli, kiére nie zostaty dotad zidentyfikowane
w ramach Zzadnej sposréd znanych, eksperymentalnie okreslonych struktur 3D RNA,
(6) opracowanie nowego, specjalizowanego algorytmu asemblacji elementow
strukturalnych w celu konstrukcji wstgpnego modelu 3D RNA, (7) opracowanie
dodatkowej warstwy, ktora bedzie zarzadzata wieloetapowym, hierarchicznym procesem
modelowania struktur 3D RNA o rozmiarze siggajacym 1000nts. Dalszy rozwoj
platformy RNApdbee w zakresie: (1) rozpoznawania i klasyfikacji motywéw 3D RNA
obejmujacych oddzialywania bliskiego i dalekiego zasiggu, (2) analizy nowych typow
interakcji np. RNA-ligand czy RNA-biatko, (3) rozpoznawania i klasyfikacji motywéw
3D RNA wystepujacych w otoczeniu jonow, (4) wizualizacji szeregu struktur w oparciu
0 jeden wspdlny wzorzec struktury drugorzedowej RNA, (5) udoskonalenia sposobu
prezentacji struktury drugorzedowej RNA w taki sposéb, aby zapewnié wspdlosiowosé
elementow topologicznych na diagramie, ktére rzeczywiscie sg wspolosiowe
w odpowiadajacej jej strukturze 3D RNA. Ponadto planowane sa prace w zakresie
opracowania: (1) nowych algorytméw inspirowanych teorig grafé6w i badaniami
operacyjnymi do problemu kodowania zlozonych struktur 3D RNA =zawierajacych
pseudowezly w rozszerzonej notacji kropkowo-nawiasowej, (2) nowej metody
obliczeniowej umozliwiajacej rekonstrukcje pelnoatomowej struktury 3D RNA na
podstawie wprowadzonej sekwencji RNA oraz zbioru wspétrzednych atoméw fosforu,
(3) nowego algorytmu pozwalajacego na identyfikacje przeplotéw w strukturach 3D
RNA z wykorzystaniem metod grafiki komputerowej, (4) interaktywnego diagramu
prezentujgcego topologie struktury RNA, (5) nowej metody dopasowywania, niezaleznej
od sekwencji reszt nukleotydowych RNA, par struktur 3D RNA z wykorzystaniem
koncepcji deskryptoréw, (6) nowego algorytmu rankingowania modeli 3D RNA opartego
na konsensusie zbudowanym na podstawie sieci oddziatywafi zachodzacych pomiedzy
zasadami, (7) nowych podej$¢ (lub miar) rozwigzujacych problem ogélnej ewaluacji
jakosci modeli 3D RNA (zakladajac nieznang referencyjng strukture 3D RNA)
z wykorzystaniem metod uczenia maszynowego. Ponadto planuje si¢ aplikowanie
o0 projekty naukowe (np. SONATA) finansowane przez Narodowe Centrum Nauki.

5.3. Wspolautorskie narzedzia i serwery obliczeniowe.

W ponizszej Tabeli zaprezentowano szeroki wachlarz ogoélnodostepnych narzedzi
1 serwerdw obliczeniowych, wykorzystywanych przez spoteczno$é naukowa, w ktérych
tworzeniu brat udzial habilitant w roli projektanta, programisty, konsultanta naukowego
lub kierownika projektu.

Nazwa Opis

utrwalonego szkieletu fosforo-cukrowego.
RNAfitme | Liczba odwiedzin: 565 (28.01.2019).
Publikacje: AMCS 2015 [A6], BMC Bioinformatics 2018 [A1].

URL: http://rnafitme.cs.put.poznan.pl

Serwer obliczeniowy pozwalajacy na rekonstrukcje pelnoatomowej struktury
3D RNA na podstawie wprowadzonej sekwencji RNA oraz struktury 3D

Serwer obliczeniowy pozwalajacy na przewidywanie rozszerzonej struktury

RNAvista drugorzgdowej RNA (obejmujacej pary niekanoniczne) na podstawie

sekwencji lub kanonicznej struktury drugorzedowej RNA.
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Liczba odwiedzin: 397 (28.01.2019).
Publikacje: BMC Bioinformatics 2015 [A8], Bioinformatics 2018 [A2].

URL.: http://rnavista.cs.put.poznan.pl

RNAQUA

Narzedzie wspomagajace manipulowanie strukturami 3D RNA oraz analize
ich jakosci.

Liczba odwiedzin: brak danych.

Publikacje: w przygotowaniu.

URL: https://github.com/mantczak/maqua

RNA-Puzzles
toolkit

Zasob udostepniajacy: (1) znormalizowane zestawy modeli 3D zgloszonych
w konkursie RNA-Puzzles, (2) skrypty pozwalajace wyznaczaé wartosci miar
oceny jakosci modeli 3D RNA w kontekscie referencyijnej struktury 3D RNA,
oraz (3) narzedzia wspomagajgce manipulowanie strukturami 3D RNA.
Liczba odwiedzin: brak danych.

Publikacje: w przygotowaniu.

URL: https://chichaumiau.github.io/rapuzzlestoolkit/

RNAComposer

Serwer obliczeniowy pozwalajacy na w pelni automatyczne oraz
udokiadnione modelowanie struktur 3D duzych czasteczek RNA.

Liczba odwiedzin: 5 013 083 (28.01.2019).

Publikacje: NAR 2012 [0101, MIE 2015 [08], Acta Biochim Pol (2016) [A4].

URLs:
http://macomposer.cs.put.poznan.pl, http://macomposer.ibch.poznan.pl

descs-
standalone

Narzedzie pozwalajace na identyfikacje oraz strukturalne dopasowanie
lokalnych motywow 3D biomolekut takich jak biatka i czasteczki RNA.
Liczba odwiedzin: brak danych.

Publikacje: BMC Bioinformatics 2016 [AS].

URL: https://github.com/mantczak/descs-standalone

Optil.io

Platforma do cigglej ewaluacji rozwiazan algorytmicznych dla probleméw
optymalizacyjnych  inspirowanych  zastosowaniami naukowymi  lub
przemystowymi.

Liczba odwiedzin: 140 503 (28.01.2019).

Publikacje: ACM CSCW 2016 [05], CSUR 2018 [O1].

URL: https://www.optil.io

RNAssess

Serwer obliczeniowy pozwalajacy na kompleksows ewaluacje modeli
3D RNA w kontekscie referencyjnej struktury 3D RNA.

Liczba odwiedzin: 2 102 (28.01.2019).

Publikacje: NAR 2015 [O7].

URL: http://rnassess.cs.put.poznan.pl

RNApdbee

Serwer obliczeniowy pozwalajacy na ekstrakcje struktury drugorzedowe;j
W rozszerzonej notacji kropkowo-nawiasowej na podstawie struktury
3D ziozonych czgsteczek RNA, w szczegolnosci zawieraj gcych pseudowezty.
Liczba odwiedzin: 12 494 (28.01.2019).

Publikacje: NAR 2014 [A8], Bioinformatics 2018 [A2], NAR 2018 [02].

URL: http://rnapdbee.cs.put.poznan.pl

RNAlyzer

Narzgdzie pozwalajace na wizualng ewaluacje modeli 3D RNA w kontekscie
referencyjnej struktury 3D RNA.
Liczba odwiedzin: brak danych.
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Publikacje: NAR 2013 [09].
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Publikacje: IEEE BIBM 2015 [06].
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SphereGrinder

Narze¢dzie pozwalajgce na wizualng ewaluacje modeli 3D biatek w kontekscie

5.4. Wskazniki bibliometryczne wedtug bazy Web of Science.

Po uzyskaniu stopnia doktora habilitant opublikowal pietnascie prac w latach od 2014
do 2018, ktérych sumaryczny impact factor oraz caltkowita liczba punktéw MNiSW
stanowig odpowiednio 62,837 oraz 490.

Przed uzyskaniem Obecnie
stopnia naukowego (dane z dnia
doktora (maj 2013r.) 17.02.2019)
Indeks Hirscha 2 8
Liczba publikacji 2 17
Liczba cytowan** 14 322
Srednia liczba cytowan na prace** 7,00 18,94
Sumaryczny Impact Factor* 17,056 79,893
Suma punktéw MNiSW* 80 570

*Dane przygotowane na podstawie roku publikacji. ** Okres przed doktoratem
zakonczyl si¢ wraz z koncem roku 2013.
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