Zatgcznik 2: Autoreferat

1. Imie i Nazwisko

Agnieszka Rybarczyk

2. Posiadane Stopnie i Tytuty Naukowe

1.

Stopien doktora nauk technicznych - Politechnika Poznaniska, Wydziat Informatyki; dyscyplina
informatyka, 21 grudnia 2010 r., ,Algorytmiczne aspekty procesu degradacji RNA”, promoto-
rzy: prof. dr hab. inz. Jacek Btazewicz, prof. dr hab. Marek Figlerowicz:
- Doktorat wyrdzniony przez Rade Wydziatu Informatyki.
- Nagroda Polskiego Towarzystwa Bioinformatycznego za najlepsza rozprawe doktorska
z bioinformatyki obroniong w 2010 r.

Tytut zawodowy magistra - Politechnika Poznanska, Wydziat Elektryczny; kierunek - informa-
tyka; specjalizacja — inzynieria oprogramowania, 14 wrzesnia 2001 r., ,Wyszukiwanie moty-
wow w sekwencjach nukleotydowych”, promotor: prof. dr hab. inz. Jacek Btazewicz.

Tytut zawodowy inzyniera - Politechnika Poznanska, Wydziat Elektryczny; kierunek - informa-
tyka, 21.09.1999 r., , Inteligentny klient bazy danych”, promotor: dr hab. inz. Jerzy Nawrocki:

- Praca inzynierska realizowana we wspotpracy z Haraldem Kjellin (University of Stock-
holm and Royal Institute of Technology, Department of Computer and Systems Sci-
ences, Szwecja).

- Praca inzynierska zostata rozwinieta w projekt o nazwie “Gtest” bedacy narzedziem
umozliwiajgcym przeprowadzanie testéw przez Internet, nad ktérym dalsze prace wy-
konano w ramach praktyk letnich 30.06.2000 — 30.07.2000 pod nadzorem Haralda
Kjellin (University of Stockholm and Royal Institute of Technology, Department of
Computer and Systems Sciences, Szwecja).

Tytut zawodowy magistra — Uniwersytet im. Adama Mickiewicza w Poznaniu, Wydziat Biologii;
kierunek - biologia; specjalizacja — biologia molekularna, 30 czerwca 2004 r., , Dziedziczenie
chloroplastéw u mszakéw”, promotor: prof. dr hab. Zofia Szweykowska-Kuliriska.

Tytut zawodowy licencjata - Uniwersytet im. Adama Mickiewicza w Poznaniu, Wydziat Biologii;
kierunek - biologia; specjalizacja — biologia molekularna, 6.09.2002 r., , Charakterystyka od-
wrotnych transkryptaz”, promotor: prof. dr hab. Zofia Szweykowska-Kulinska.

3. Dotychczasowe zatrudnienie w jednostkach naukowych

1.

Instytut Informatyki, Wydziat Informatyki, Politechnika Poznanska, adiunkt, 1 etat, 1.03.2011
— obecnie.

Instytut Politechniczny Panstwowej Wyzszej Szkoty Zawodowej im. Jana Amosa Komenskiego,
Leszno, starszy wykfadowca, % etatu, 1.10.2017 - obecnie

Instytut Chemii Bioorganicznej Polskiej Akademii Nauk, Poznan, adiunkt, % etatu, 1.05.2014 —
obecnie.
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4. Instytut Politechniczny Panstwowej Wyzszej Szkoty Zawodowej im. Jana Amosa Komenskiego,
Leszno, starszy wykfadowca, 1 etat, 1.10.2012 — 30.09.2017.

5. Instytut Politechniczny Panstwowej Wyzszej Szkoty Zawodowej im. Jana Amosa Komenskiego,
Leszno, starszy wykfadowca, % etatu, 1.10.2011 — 30.09.2012.

6. Instytut Informatyki, Wydziat Informatyki, Politechnika Poznanska, asystent, 1 etat, 1.10.2008
—28.02.2011.

7. Instytut Informatyki, Wydziat Informatyki, Politechnika Poznanska, informatyk w projekcie FP6
UE “METAFUNCTIONS” (Environmental — and Meta-Genomics — a bioinformatic system to de-
tect and assign functions to habitat specific gene patterns), 1 etat, 1.10.2005 — 30.09.2008.

8. Instytut Informatyki, Wydziat Informatyki, Politechnika Poznanska, asystent, 1 etat, 1.10.2002
—30.09.2005.

9. Instytut Informatyki, Wydziat Informatyki, Politechnika Poznanska, asystent, % etatu,
1.10.2001 - 30.09.2002.

4. Wskazanie osiggniecia naukowego wynikajgcego z ustawy o
stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i
tytule w zakresie sztuki

4.1. Tytut osiggniecia naukowego

Kombinatoryczne algorytmy analizy i projektowania degradomu RNA

4.2. Lista prac wchodzgcych w sktad osiggniecia naukowego

Agnieszka Rybarczyk (2018), Kombinatoryczne algorytmy analizy i projektowania degradomu RNA,
Poznan Monographs in Computing and Its Applications 21, Nakom, ISBN: 978-83-63919-30-6.

4.3. Omowienie celu naukowego ww. prac oraz osiggnietych wynikow wraz z
omowieniem ich ewentualnego wykorzystania

Niniejsza monografia przedstawia kompleksowy model procesu degradacji RNA obrazujgc ztozo-
nos¢ tego procesu, a takze akcentuje nieocenione znaczenie oraz wktad biologii obliczeniowej i infor-
matyki w zakresie wspomagania oraz rozwigzywania problemow zakorzenionych w biologii czy tez me-
dycynie. Zaproponowane sformutowania probleméw kombinatorycznych, ich analiza oraz dedyko-
wane im algorytmy, stanowig istotne wsparcie dla biologéw, umozliwiajgc im efektywng analize da-
nych orazich interpretacje, a takze symulowanie eksperymentéw biochemicznych bez koniecznosci ich
wykonywania. Badania czgstkowe z wykorzystaniem wspomnianych powyzej algorytmdéw postuzyty
dodatkowo do zbudowania nowych, ztozonych modeli obrazujgcych przebieg zaréwno degradacji en-
zymatycznej jak i nieenzymatycznej (dane nie publikowane wczesniej) oraz umozliwity finalnie opraco-
wanie nowego podejscia do projektowania sztucznych regulatorowych czgsteczek RNA. Zastosowane
i opisane w rozprawie modele ztozonych systemdw biologicznych pozwolity na sprawdzenia wielu sce-
nariuszy zachowania sie systemu w zadanych warunkach oraz doprowadzity do uzyskania bardzo inte-
resujgcych wnioskéw biologicznych.
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4.3.1. Wprowadzenie

Jednym z najwiekszych osiggnieé biologii Il potowy XX wieku byto poznanie podstaw procesu eks-
presji informacji biologicznej. Powstat wowczas schemat (centralny dogmat) opisujacy funkcjonowanie
organizmoéw zywych koncentrujgcy sie przede wszystkim na DNA jako nosniku informacji genetycznej
oraz biatkach bedgcych zaréwno skfadnikami budulcowymi komaérek, wykonawcami wszystkich proce-
sow oraz regulatorami procesu ekspresji gendw. Schemat ten zaktadat, ze RNA petni jedynie role dru-
goplanowgy, jest posrednikiem w procesie syntezy biatka (mRNA, tRNA), a takze szkieletem spajajgcym
multienzymatyczne kompleksy (rRNA).

Waznym elementem tak stworzonego modelu byto zatozenie, ze proces ekspresji informacji ge-
netycznej przebiega tak samo w komarkach roslinnych oraz zwierzecych, a co za tym idzie istnieje pro-
sta zaleznos$¢ miedzy ztozonoscig danego organizmu a iloscig genéw.

Rozwdj technik zwigzanych z zastosowaniem sekwencjonowania pokazat, ze komdrkowe mecha-
nizmy sterujgce sg bardziej skomplikowane niz to przewidywat centralny dogmat. Okazato sie, ze za-
rowno u zwierzat jak i roslin rejony kodujgce biatka stanowig jedynie niewielki procent materiatu ge-
netycznego (np. u cztowieka 1-3% [1]), a takze pozwolit na odkrycie szerokiej gamy niekodujacy czgste-
czek RNA (ncRNA, ang. noncoding RNA), w tym szczegdlnie matych regulatorowych RNA (srRNA, ang.
small requlatory RNA). Odkrycie to zainicjowato intensywne, trwajace do dnia dzisiejszego badania do-
tyczace nowych funkcji jakie mogg petnic czasteczki RNA, a takze trwale zmienito poglad na transkryp-
tom, ktoéry obecnie postrzegany jest jako dynamiczny zbidr czgsteczek RNA o réznej wielkosci, struktu-
rze i funkcji powstatych w procesie przepisania gendw DNA na RNA, w procesie transkrypcji [2].

Regulatorowe RNA sg 19—28 nukleotydowymi czgsteczkami, ktére mogg powstawaé w wyniku
ciecia enzymatycznego lub degradacji komdrkowych niekodujgcych RNA, a ich funkcja jest niezalezna
od funkcji rodzicielskich RNA [2]—[4]. Petnig one kluczowg role m.in. w regulacji transkrypcji i translacji
RNA, procesie degradacji RNA, a takze biorg udziat w sktadaniu i redagowaniu RNA, czy tez wptywaja
na strukture genomu [5].

Proces degradacji RNA jest jednym z podstawowych procesédw zachodzgcych w organizmach zy-
wych, dzieki ktéremu zachowywana jest rownowaga (homeostaza) komérkowa. Zwigzany jest nie tylko
z usuwaniem zbednych czgsteczek RNA, ale takze m.in. z dojrzewaniem i przetwarzaniem RNA, kon-
trolg jakosci RNA oraz obrong komorki przed infekcjami wirusowymi. Wyrdzniamy w ogdlnosci dwa
rodzaje degradacji RNA: niezalezng od czynnikéw komérkowych, determinowang jedynie strukturg
przestrzenng RNA (tzw. degradacje/hydrolize nieenzymatyczng) oraz przeprowadzang przez enzymy
(tzw. degradacje enzymatyczng). Badania nad nieenzymatyczng degradacjg RNA rozpoczety sie wraz z
odkryciem katalitycznych wtasciwosci RNA, powigzanych bezposrednio z jego strukturg przestrzenna.
Sktonito to badaczy do przyjrzenia sie roli, jakg struktura RNA petni w procesach komdrkowych. Analiza
tego typu zagadnien na poziomie tak ztozonego uktadu jakim jest komodrka, uwzgledniajgc wszystkie,
bardzo ztozone mechanizmy oraz ich komponenty, nie byfa i nadal nie jest mozliwa na poziomie eks-
perymentalnym. Zbadano wiec najpierw proces rozpadu RNA, pomijajgc wszystkie czynniki komor-
kowe, ktore mogtyby na niego oddziatywaé, skupiajac sie jedynie na wptywie struktury przestrzennej
RNA. Badania te jednoznacznie wskazaty, ze degradacja RNA jest zalezna od struktury RNA, a takze, ze
wz0r degradacji rozwazanych czgsteczek RNA podobny jest do tego, ktéry powstaje w wyniku dziatania
enzymow tngcych RNA w komoérce (rybonukleaz). Wynika to najprawdopodobniej z tego, ze jezeli pier-
wotnie RNA ciety byt w miejscach szczegdlnie na to podatnych, biatka, ktére wyewoluowaty pdzniej
preferowaty i utatwiaty rozpad RNA w tych samych miejscach [6]—[9].

Uwaza sie, ze mechanizmy i rodziny biatek zaangazowane w degradacje RNA sg podobne zaréwno
u bakterii jak i organizmoéw wyzszych. Dodatkowo substratem dla nich moze by¢ dowolny RNA, bez
wzgledu na petniong przez siebie funkcje [10], [11]. Sugeruje to, ze bardzo waznym elementem decy-
dujgcym o stabilnosci czgsteczek RNA w komarce jest ich struktura przestrzenna.
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Mimo, ze dotychczas opisano wiele mechanizméw degradacji RNA, nadal przebieg tego zjawiska
jest mato zbadany i wiele jego aspektdw pozostaje nieznanych. Dodatkowo ciggle odkrywane sg nowe
stabilne posrednie produkty degradacji RNA (degradanty RNA) i ich rola w funkcjonowaniu organi-
zmow, a takze ich udziat w przebiegu wielu choréb. Dane na temat nowych funkcjonalnych czasteczek
RNA gromadzone sg w wielu rozproszonych bazach danych lub istniejg w postaci osobnych zatgcznikéw
do artykutéw co bardzo utrudnia ich potgczong analize [2], [12]-[14].

Dynamiczny rozwdj technologii badawczych w dziedzinie genomiki i biologii molekularnej, a co
za tym idzie regularne generowanie ogromnej liczby danych, a takze ztozonos$¢ powigzan pomiedzy
nimi, ktérych zaden cztowiek nie bytby w stanie manualnie przeanalizowa¢, spowodowata, ze rozwi-
nety sie zupetnie nowe gatezie nauki na styku nauk podstawowych takich jak matematyka, biologia i
informatyka. Przyktadem takiej nowej, szybko rozwijajacej sie nauki jest biologia obliczeniowa (inaczej
bioinformatyka), ktéra zajmuje sie tworzeniem skomplikowanych modeli matematycznych wspoma-
gajacych przetwarzanie danych, modelowaniem zachodzgcych w organizmach zywych proceséw oraz
poszukiwaniem nowych metod rozwigzywania probleméw biologicznych i biochemicznych. W wielu
przypadkach rozwazane problemy okazujg sie by¢ trudne obliczeniowo.

W niniejszej rozprawie podany zostat catosciowy model procesu degradacji RNA. Przedstawiony
zostat nowy model kombinatoryczny dla problemu mapowania miejsc cie¢ w RNA (problemu RNA PDP)
na podstawie wynikow przeprowadzonego eksperymentu biochemicznego oraz algorytm metaheury-
styczny pozwalajgcy rozwigzac ten problem z uwzglednieniem zaréwno btedéw pozytywnych jak i ne-
gatywnych w danych wejsciowych. Laboratoryjne przebadanie wzoru rozpadu dowolnej czasteczki
RNA wymuszonego jej strukturg przestrzenng jest niestety zadaniem bardzo kosztownym, zaréwno
pod wzgledem czasu, jak i Srodkdéw, dlatego tez w pracy zaproponowano dodatkowo algorytm symu-
lujacy przebieg procesu nieenzymatycznej degradacji RNA. Uwzglednia on strukture przestrzenng RNA,
a takze reguty stabilnosci zaproponowane przez Kierzka i wspdtpracownikéw [6]-[9] i pozwala przewi-
dzie¢ wzdr degradacji dowolnej czgsteczki RNA bez przeprowadzania eksperymentu biochemicznego.

Badania czgstkowe z wykorzystaniem wspomnianych powyzej algorytméw postuzyty do zbudo-
wania ztozonych modeli obrazujgcych przebieg zaréwno degradacji enzymatycznej jak i nieenzyma-
tycznej oraz umozliwity finalnie opracowanie nowego podejscia do projektowania sztucznych regula-
torowych czasteczek RNA.

Modelowanie ztozonych systemow biologicznych jest procesem trudnym ze wzgledu na bardzo
duzg liczbe wcigz odkrywanych nowych faktdw biologicznych i zaleznosci miedzy nimi. Dodatkowo ko-
niecznym jest uwzglednienie tego, ze wiele procesow w komérkach organizméw zywych przebiega
rownolegle, a ich elementy (substraty, produkty) mogg by¢ wspdlne. Duzg pomoc stanowig tutaj ma-
tematyczne formalizmy, ktére umozliwiajg opisanie rozwazanego systemu za pomocg pewnego mo-
delu oraz jego analize, co pozwala na odkrycie jego nieznanych wczesniej wiasnosci. Dodatkowo, w
ramach tak opracowanego modelu biolodzy mogg zmieniaé jego parametry, a nastepnie sprawdzac jak
wplynie to na zachowanie badanego systemu biologicznego. W niniejszej pracy zastosowano w tym
celu sieci Petriego, ktdre sg intuicyjne dla biologa (mogg by¢ reprezentowane graficznie), a takze sg
tatwe do analizy matematyczne;j.

Zgtebianie zagadnien zwigzanych ze stabilnoscig RNA, a takze jego rozpadem zaréwno enzyma-
tycznym jak i nieenzymatycznym oraz powstawaniem i rolg funkcjonalnych degradantéw RNA stanowi
obecnie bardzo rozwijany kierunek badan. Badania tego typu mogg miec kluczowe znaczenie dla zro-
zumienia podtoza wielu choréb oraz wielu proceséw zachodzgcych w komérkach organizméw zywych,
a takze mogg przyczynié sie do rozwoju takich dziedzin jak biologia molekularna czy medycyna. Biologia
obliczeniowa umozliwia natomiast modelowanie tych proceséw, formutowanie i analize problemoéw
kombinatorycznych oraz konstrukcje algorytmdéw rozwigzujacych te problemy.
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4.3.2. Cel i zakres pracy

Degradacja RNA stanowi jeden z podstawowych i bardzo istotnych proceséw zachodzacych w
organizmach zywych. Gtéwnym jej celem jest usuwanie niepotrzebnych lub nieprawidtowych czgste-
czek RNA, zapobiegajac w ten sposéb ich akumulacji i zapewniajgc prawidtowe funkcjonowanie ko-
morki. Poczagtkowo uwazano, ze jej produktami sg jedynie pojedyncze rybonukleotydy, ale najnowsze
doniesienia pokazujg, ze degradacja zaréwno enzymatyczna jak i nieenzymatyczna (co do ktérej zacho-
dza podejrzenia, ze réwniez ma miejsce w komérkach) funkcjonalnych RNA takich jak np. rRNA, tRNA
czy snoRNA moze prowadzi¢ do powstawania stabilnych fragmentéw RNA, ktdre petnig réznorodne
funkcje zaréwno w warunkach fizjologicznych jak i zwigzanych z przebiegiem réznych choréb. Dodat-
kowo wszystkie czgsteczki RNA w jednakowym lub w podobnym stopniu wystawione sg w komodrce na
dziatanie maszynerii odpowiedzialnej za ich degradacje, jednakze jedne rozpadajg sie szybciej a inne
wolniej, jedne pozostajg stabilne, a inne ulegajg natychmiastowemu rozpadowi. Sugeruje to, ze waz-
nym elementem decydujacym o ich stabilnosci jest ich struktura pierwszo-, drugo- i trzeciorzedowa.
Bardzo duzy poziom ztozonosci procesu degradacji RNA powoduje, ze nie jest mozliwe analizowanie
wszystkich jego aspektdw z wykorzystaniem istniejagcych metod eksperymentalnych. Pocigga to za
soba koniecznos¢ wsparcia ze strony metod i narzedzi modelowania oferowanych przez biologie obli-
czeniowa.

Podstawowym celem niniejszej rozprawy byto:

e QOpracowanie catosciowego modelu procesu degradacji RNA zaréwno od strony informatycz-
nej jak i matematyczne;.

e QOpracowanie narzedzi informatycznych umozliwiajgcych przewidywanie degradacji dowolnej
czasteczki RNA, a co za tym idzie pozwalajgcych wnioskowac o jej stabilnosci, a takze projek-
towac sztuczne czasteczki matych regulatorowych RNA.

e Stworzenie metod informatycznych pozwalajgcych na rekonstrukcje informacji o rejonach de-
cydujgcych o niestabilnosci RNA.

W celu realizacji przedstawionych powyzej zadan, konieczne byto wykonanie nastepujacych badan
szczegotowych:

e QOpracowanie nowego sformuftowania kombinatorycznego dla oryginalnego problemu RNA
PDP (rekonstrukcji potozenia miejsc ciecia dla zadanej czasteczki RNA na podstawie ekspery-
mentu biochemicznego) oraz dla jego nowe]j wersji uwzgledniajgcej oprdécz btedéw negatyw-
nych, tez btedy pozytywne w instancji. Okreslenie stopnia ztozonosci obliczeniowe] dla nowej
wersji problemu oraz skonstruowanie algorytmu metaheurystycznego sktadajacego sie z
dwéch wspétpracujacych ze sobg metaheurystyk przeszukiwania tabu (ang. tabu search, TS).

e QOpracowanie nowej metody przewidywania udoktadnionej (rozszerzonej) struktury drugorze-
dowej RNA (uwzgledniajacej zaréwno parowania kanoniczne jak i niekanoniczne).

e QOpracowanie algorytmu dokfadnego podziatu i odcieé¢ (ang. branch and cut) symulujacego
przebieg procesu nieenzymatycznej degradacji RNA z uwzglednieniem struktury pierwszo-
oraz drugorzedowej kanonicznej i udoktadnionej RNA, a takze regut stabilnosci zaproponowa-
nych przez Kierzka oraz jego wspotpracownikéw [6]—[9]. Uzyskane wyniki zostaty skonfronto-
wane z wynikami przeprowadzonego eksperymentu biochemicznego.

e QOpracowanie nowego podejscia umozliwiajgcego oszacowanie wartosci opdznien dla tranzycji
w sieciach czasowych DPN (ang. Timed Petri Net) oraz czestoSci uruchomien dla tranzycji re-
prezentujgcych procesy biologiczne w modelach opartych o stochastyczne sieci Petriego (SPN,
ang. Stochastic Petri Net).

e QOpracowanie modelu nieenzymatycznej degradacji RNA w oparciu o stochastyczne sieci Pe-
triego, obrazujgcego przebieg procesu nieenzymatycznej degradacji RNA zgodnie z opisem
eksperymentéw biochemicznych przedstawionych przez Kierzka i wspotpracownikow [6]—[9],
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a takze zgodnie z tym jak swoje obliczenia wykonuje opisany w niniejszej rozprawie algorytm
doktadny dotyczacy przewidywania stabilnosci czgsteczek RNA w oparciu o ich strukture prze-
strzenng RNA oraz reguty stabilnosci wigzan internukleotydowych w tancuchu RNA [6]—[9].
Wykonanie analizy strukturalnej oraz symulacyjnej modelu w celu przedstawienia wnioskéw.

e Opracowanie modelu enzymatycznej degradacji RNA w oparciu o stochastyczne sieci Petriego
opisujgcego role degradantéw powstajgcych z YRNA w regulacji apoptozy i zapalenia w mono-
cytach/makrofagach, a co za tym idzie w procesie pogtebiania sie zmian miazdzycowych. Wy-
konanie analizy strukturalnej oraz symulacyjnej modelu prowadzgcej do uzyskania interesuja-
cych konkluzji biologicznych.

e Opracowanie metody projektowania sztucznych matych regulatorowych RNA na przykfadzie
miRNA. Wynikowe czasteczki z zatozenia bedg mogty wptywaé na proces ekspresji informacji
genetycznej w komdrkach organizmoéw zywych dla ktérych zostaty zaprojektowane, w tym
m.in. na przebieg procesu degradacji dojrzatych RNA, co moze prowadzi¢ do powstawania i
akumulacji stabilnych fragmentow RNA (degradantdéw).

Rozprawa zostata podzielona na nastepujace rozdziaty. W rozdziale 1 zostato zawarte wprowadze-
nie do tematyki pracy wraz z uzasadnieniem podjetych badan oraz opisem ich znaczenia. Natomiast
rozdziat 2 dotyczy podstawowych zagadnien z zakresu informatyki teoretycznej.

Rozdziat 3 zawiera opis podstawowych zagadnien biologii molekularnej, ze szczegdlnym uwzgled-
nieniem procesu degradacji RNA. W rozdziale 4 opisano problem mapowania miejsc cie¢ w czasteczce
RNA (problem RNA PDP). Przedstawiono nowe sformutowania tego problemu zaréwno dla wers;ji ory-
ginalnej jak i dla wersji uwzgledniajgcej rownoczesnie oba typy btedéw (negatywnych i pozytywnych).
Ze wzgledu na to, ze jest to problem silnie NP--zupetny zaréwno dla przypadku bez btedéw jak i z bte-
dami negatywnymi lub/i pozytywnymi zaproponowano algorytm metaheurystyczny sktadajacy sie z
dwéch wspodtpracujacych ze sobg heurystyk przeszukiwania tabu (ang. tabu search). W kolejnym roz-
dziale przedstawiono algorytm doktadny podziatu i odcie¢ (ang. branch and cut) pozwalajacy przewi-
dywac rozpad dowolnej czasteczki RNA z uwzglednieniem jej struktury przestrzennej oraz danych lite-
raturowych dotyczacych stabilnosci wigzan internukleotydowych taczacych nukleotydy w taricuchu
RNA. Opisano réwniez nowe podejscie do przewidywania struktury udoktadnionej RNA. W rozdziale 6
zaproponowano oraz przeanalizowano model nieenzymatycznej degradacji RNA oparty na stocha-
stycznych sieciach Petriego, zgodny z opisem eksperymentéw biochemicznych oraz z tym jak wykonuje
swoje obliczenia algorytm opisany w rozdziale 5. W rozdziale 7 zaprezentowano oraz przeanalizowano
model degradacji enzymatycznej na przyktadzie degradantéw powstajacych z YRNA i ich roli w procesie
pogtebiania sie zmian miazdzycowych. Rozdziat 8 zawiera opis metody projektowania sztucznych cza-
steczek matych regulatorowych RNA na przyktadzie miRNA (mikroRNA). W rozdziale 9 zawarto podsu-
mowanie rozprawy oraz wnioski i potencjalne kierunki badawcze.

4.3.3. Podstawowe zagadnienia z zakresu kombinatoryki

W rozdziale 2 monografii zostaty wprowadzone podstawowe pojecia z zakresu informatyki teo-
retycznej, ktére sg niezbedne do zrozumienia omawianej pracy. Obejmujg one zagadnienia zwigzane z
grafami, z pominieciem graféw nieskierowanych, gdyz rozwazane w rozprawie grafy sg wyfacznie gra-
fami skierowanymi (tj. sieci Petriego). Dodatkowo, przedstawiona zostata szczegétowo teoria z zakresu
ztozonosci obliczeniowe] oraz omdéwione zostaty nastepujgce algorytmy: podziatu i odcieé¢ (ang.
branch-and-cut), zachtanny (ang. greedy algorithm) oraz heurystyka przeszukiwania tabu (ang. tabu
search). Ostatnia czes¢ rozdziatu zostata poswiecona sieciom Petriego. Zaprezentowano podstawowe
definicje, formy reprezentacji, metody analizy oraz podstawowe rodzaje sieci Petriego.
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4.3.4. Podstawowe zagadnienia z zakresu biologii molekularnej

W rozdziale 3 monografii zawarto wprowadzenie do zagadnien zwigzanych z budowg kwaséw
nukleinowych, skupiajac sie na RNA (kwasie rybonukleinowym), ktéry jest przedmiotem dalszych roz-
wazan. Opisano jego strukture pierwszo-, drugo- oraz trzeciorzedowg, a takze podstawowe jego ro-
dzaje obecne w komérkach organizméw zywych. Przedstawiono réwniez szczegdétowo proces degra-
dacji RNA, zaréwno enzymatycznej jak i nieenzymatycznej, podkreslajgc jego wage oraz ztozonosé.

4.3.5. Problem mapowania miejsc cie¢ RNA

Proces nieenzymatycznej degradacji czgsteczki RNA zalezny od jej struktury mozna podsumo-
wac w nastepujacy sposob. Wejsciowa czgsteczka RNA (wystepujgca w wielu kopiach) o zadanej dtu-
gosci, najpierw peka w pierwotnych miejscach ciecia, w wyniku czego powstajg fragmenty (dtugosci)
pierwotne. Nastepnie fragmenty te ulegajg kolejnym peknieciom w miejscach cie¢ wtérnych, co daje
zbiér fragmentéw wtornych. Wynikiem procesu degradacji RNA jest wiec zbidr fragmentdéw pierwot-
nych i wtérnych pochodzgcych z dwdch oddzielnych eksperymentéw biochemicznych (ktére przepro-
wadzono w celu zbadania wptywu struktury RNA na proces jego nieenzymatycznej hydrolizy): degra-
dacji RNA z wieloma znakowanymi nukleotydami oraz degradacji RNA z jednym znakowanym nukleo-
tydem na kornicu 5’ czgsteczki RNA (jej "lewym" koncu). Kazdy fragment pierwotny jest ciety tylko raz.
Dla kazdego fragmentu mamy jedynie informacje o jego dtugosci i o tym czy pochodzi z 5’ konca. Nie
wiadomo natomiast czy jest to fragment pierwotny czy wtdrny. Celem jest zrekonstruowanie potozenia
pierwotnych i wtérnych miejsc ciecia w czasteczce wejsciowej, bazujgc na ograniczonych informacjach
pochodzacych z eksperymentéw biochemicznych.

Pierwsze sformutowanie kombinatoryczne problemu mapowania miejsc cie¢ RNA (RNA PDP)
zostato przedstawione w [15], [16]. Tam tez zaproponowano dla niego algorytm doktadny podziatu i
odcied oraz pokazano, ze problem ten jest silnie NP-zupetny w wersji decyzyjnej bez btedéw negatyw-
nych.

Zanim zostanie przedstawione nowe sformutowanie tego problemu, konieczne jest wprowa-
dzenie kilku podstawowych poje¢ oraz definicji. Niech L oznacza dtugos¢ wejsciowej czgsteczki RNA,
ktorej wzér degradacji jest rekonstruowany. Natomiast D jest multizbiorem (gdzie poszczegdlne ele-
menty mogg wystepowac w wielu kopiach) zawierajgcym fragmenty, ktére zostaty uzyskane z degra-
dacji wejsciowej czgsteczki RNA z wieloma znakowanymi nukleotydami (czyli zawiera wszystkie odle-
gtosci pomiedzy miejscami cie¢ pierwotnych oraz koricami czgsteczki RNA razem z parami fragmentéw
uzyskanych w wyniku cie¢ wtérnych), a jego podzbidér Z € D zawiera dtugosci, ktore posiadajg "lewy"
koniec wejsciowej czgsteczki RNA (pochodzace z degradacji RNA z jednym znakowanym nukleotydem,
czyli wszystkie dtugosci pierwotne oraz te sposrdd dtugosci wtérnych, ktére posiadajg znakowany ko-
niec 5’ czagsteczki RNA). W obu zbiorach dozwolone sg btedy negatywne (brakujgce fragmenty). Na
razie nie sg rozpatrywane btedy pozytywne (nadmiarowe fragmenty). Celem jest znalezienie dwéch
roztgcznych zbiordow liczb catkowitych P; i P,, gdzie P; oznacza zbidr pierwotnych miejsc ciecia, a P,
wtérnych miejsc ciecia.

Dla zbioru liczb catkowitych P ={1, ..., L-1}, niech R(P) oznacza zbiér par (x, y) # (0, L), takich, ze
x,y € PU{0,L}ix<y.lezeli Pjest zbiorem pierwotnych miejsc ciecia to R(P) jest zbiorem fragmentdéw
pierwotnych opisanych jako (x, y), gdzie x odnosi sie do potozenia jego "lewego" konca, a y "prawego".
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Definicja 1.
Niech L bedzie liczbg catkowitg dodatnig, C liczbg catkowitg nieujemng oraz niech P; i P, bedg dwoma
zbiorami liczb catkowitych takimi, ze 0 < x < L dla kazdego x € P; U P,. Para (P, P2) jest C-zgodna z D i
Z jezeli spetnione sg ponizsze ograniczenia [17]:

Dana jest funkcja f: R —» P, pomiedzy podzbiorem

(1.1) R S R(P,)iP,taka, ze x < f(x,y) <y,V(x,y) ER'

(1.2) D E D" =Upyyeree) Y — ¥} U U yyerdy — f(x,¥), f(x, y) — x}

(1.3) ZcZ'=PU U(o,y)ER,f(O, y)

(1.4) [D'[=IDI+|Z'|-1z] <C

Zbidr R’ (wyrazenie 1.1) zawiera te fragmenty pierwotne, ktére ciete sg na wtorne. Dla kazdego
(x,y) € R'(x,y),f(x,y) € P, jest potozeniem wtdrnego miejsca ciecia w ramach fragmentu, ktérego
potozenie okresla (x,y). Dodatkowo, funkcja f wymusza, aby kazdy fragment pierwotny byt ciety co
najwyzej jeden raz. Multizbidr D' (wyrazenie 1.2) zawiera dtugosci wszystkich fragmentdéw pierwotnych
obecnych w R(P;) oraz wszystkich fragmentow wtdrnych, ktérych lokalizacja w ramach czasteczki wej-
Sciowej opisana jest za pomocg (x, f(x,y)) i (f(x,y), y) bedacych wynikiem wtérnego ciecia w ramach
fragmentu (x,y) € R’ na pozycji f(x,y). W powyzszej definicji zaktadamy brak btedéw pozytywnych, w
zwigzku z czym narzucone jest, ze D' zawiera multizbiér D (dtugosci fragmentédw pochodzace z ekspe-
rymentu degradacji RNA). Natomiast zbidr Z' zawiera wszystkie fragmenty wtdrne oraz pierwotne,
ktore posiadajg "lewy" koniec wejsciowej czasteczki RNA (czyli majg znakowany koniec 5’, rozpoczy-
najg sie od pozycji 0 w wejsciowej czgsteczce RNA). Wyrazenie 1.4 naktada gérne ograniczenie na liczbe
brakujacych fragmentéw w zbiorach D i Z [17].

Ze wzgledu na to, ze dozwolone sg jedynie btedy negatywne (braki) w zbiorach D i Z, celem jest
minimalizacja catkowitej liczby btedéw negatywnychw Di Z.

Na podstawie powyzszej definicji, mozna otrzymacé przypadek idealny problemu RNA PDP, po
ograniczeniu instancji problemu do nie zawierajgcych btedéw negatywnych (C = 0).

Warto zwrdcié uwage, ze jezeli dany element jest obecny w zbiorze Z', ale nie wystepuje w
zbiorach D i Z, liczba uwzglednionych dotychczas btedéw negatywnych jest liczona podwdjnie (ponie-
waz element ten bedzie znajdowat sie w obu zbiorach: D'i Z').

Zgodnie z powyzszg definicjg, jezeli jakis fragment pierwotny nie zostat wtdrnie przeciety to
nie jest to traktowane jako btad. Jezeli zatozymy jednak, ze kazdy fragment pierwotny zawsze musi
ulec rozpadowi na dwa fragmenty wtdrne (co ma czesto miejsce w rzeczywistosci biologicznej), to
wtedy modyfikacji musi ule¢ wyrazenie (1.1) w Definicji 1, ktérego nowa postac bedzie nastepujaca:
R'=R (P1) [17].

Natomiast, uwzglednienie btedéw pozytywnych (nadmiarowych fragmentéw) w zbiorach wej-
Sciowych wymagatoby nastepujgcych modyfikacji w ramach Definicji 1 [17]:

e Zograniczenia (1.2) nalezatoby usunaé¢ wyrazenie D € D'.
e Zograniczenia (1.3) nalezatoby usung¢ wyrazenie Z € Z'.
e Ograniczenie (1.4) przyjetoby postac:
(1.4) DI+ Dl =2[D'nD|+|Z|+1zl-2|Z nz|<C

Problem RNA PDP mozna teraz sformutowac nastepujgco:
Problem 1. Problem RNA PDP w wersji przeszukiwania [17]
Parametry: Liczba catkowita dodatnia L, nieujemna liczba catkowita C, multizbiér D, zbidr Z liczb catko-

witych dodatnich takich, ze 0 < x < L dlakazdegox € DiZ € D.
Cel: Znajdz dwa zbiory P; i P, takie, ze (P1, P;) jest C-zgodny z D i Z.
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Problem 2. Problem RNA PDP w wersji decyzyjnej [17]

Parametry: Liczba catkowita dodatnia L, nieujemna liczba catkowita C, multizbidr D, zbiér Z liczb catko-
witych dodatnich takich, ze 0 < x < L dlakazdegox € DiZ € D.

Cel: Czy istnieje para zbiordw (P;, P;), ktdra jest C-zgodnaz D i Z?

Silna NP-zupetnos¢ problemu RNA PDP dla C=0 (przypadek idealny) zostata udowodniona po-

przez transformacje pseudowielomianowg wychodzgcg z problemu podzbioru o zadanej sumie (ang.
Numerical Matching With Target Sums) [18] i zaprezentowana w pracy [15].
Problem RNA PDP (mapowania miejsc cie¢ w RNA) w wersji decyzyjnej z uwzglednieniem btedéw ne-
gatywnych (gdzie C>0) jest oczywiscie co najmniej tak trudny jak idealny problem RNA PDP (C=0) [15],
[17]. Ztozonos¢ zmodyfikowanego problemu RNA PDP, gdzie R'=R(P;) nie zostata formalnie udowod-
niona, ale prawdopodobnie pozostaje silnie NP-zupetna nawet dla C=0 [17].

Aby rozwigza¢ problem RNA PDP (mapowania miejsc cie¢ RNA) z btedami negatywnymi i pozy-
tywnymi (w wersji przeszukiwania) zaproponowano algorytm metaheurystyczny, co wynika oczywiscie
z silnej NP-trudnosci rozwazanego problemu [15]. Zdecydowano sie na algorytm przeszukiwania tabu,
poniewaz heurystyka tego typu, stosowana jest z powodzeniem w przypadku rozwigzywania wielu
trudnych probleméw kombinatorycznych [18].

Algorytm doktadny rozwigzujgcy problem RNA PDP z btedami negatywnymi istnieje i zostat
opublikowany w [15]. Nie radzi on sobie jednak z wiekszymi instancjami, stagd tez propozycja algorytmu
heurystycznego. W algorytmie przyjeto, ze kazdy fragment pierwotny ulegt wtédrnemu cieciu, przy
czym modyfikacja tego zatozenia z punktu widzenia konstrukcji algorytmu jest bardzo fatwa (tj. przyje-
cie, ze nie kazdy fragment pierwotny zostat przeciety).

Struktura algorytmu jest nastepujaca. Niech S bedzie rozwigzaniem problemu RNA PDP, gdzie
P; jest zbiorem pierwotnych a P, wtérnych miejsc ciecia spetniajgcych ograniczenia dla problemu. Aby
ocenié jakos¢ rozwigzania S, rozwazane sg dwie funkcje kryterialne [17]: F(S) bedaca liczbg fragmen-
tow, ktére wystepujg w D ale sg nieobecne w Ds oraz liczbg fragmentdw, ktdre wystepujg w Z ale s3
nieobecne w Zs (nadmiarowe fragmenty), a takze G(S) bedaca liczbg fragmentéw, ktére wystepujg w
Ds ale sg nieobecne w D oraz liczbg fragmentdéw, ktdre wystepujg w Zs ale sg nieobecne w Z (brakujgce
fragmenty). Wartosci tych funkcji sg minimalizowane, a ich suma jest globalng funkcjg kryterialng al-
gorytmu.

Odnoszac sie do wyrazenia (1.4') mozna zauwazy¢, ze dla rozwigzania S, para (P°;, P°;) jest
(F(S)+G(S))-zgodnazDi Z.

Liczba pierwotnych miejsc ciecia nie jest z géry znana, a wiec zadaniem algorytmu jest réwniez
ustalenie tej wartosci. Zaproponowany algorytm przeszukiwania tabu dla problemu RNA PDP urucha-
miany jest kilka razy z r6zng liczba cie¢ pierwotnych (obliczanych na bazie zbioréw wejsciowych D i Z)
w celu znalezienia najlepszego rozwigzania.

Algorytm bazuje na dwdch wspdtpracujgcych ze sobg metaheurystykach przeszukiwania tabu
nazywanych TSprimary 0raz TSsecondary. Obie metaheurystyki uruchamiane sg ponownie dla kazdej rozwa-
zanej wartosci pierwotnych cie¢, dostarczajgc za kazdym razem nowe rozwigzanie dla problemu RNA
PDP (rdznigce sie od poprzednich liczbg pierwotnych miejsc ciecia). Pierwszy z rozpatrywanych algo-
rytmow TSprimary 0dpowiedzialny jest za rekonstrukcje pierwotnych miejsc ciecia i nie bierze pod uwage
wtérnych miejsc ciecia. Drugi natomiast, TSsecondary rekonstruuje wtérne miejsca ciecia i zaktada, ze
pierwotne miejsca ciecia podczas jego pracy nie mogg ulec zmianie [17]. Ogdlny schemat algorytmu
zostat przedstawiony ponizej.
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Algorytm 1 Ogolna struktura algorytmu

Wejscie: D, Z, L, zakres wartosci v
Wyijscie: Spest
1: Fbest — 00, Gbest 00

2: for kazdej rozwazanej liczby pierwotnych miejsc ciecia v do

3 Wygeneruj poczatkowy zbiér zawierajacy pierwotne miejsca cigcia Py
(Isprimary)
4 Sprobuj znalezé lepszy zbior pierwotnych miejsc ciecia P (TSprimary)

Wygeneruj poczatkowy zbiér zawierajacy wtérne miejsca ciecia P, pier-

ot

wotne miejsca ciecia Py uznawane sg za ustalone i niezmienne (ISsecondary )

6: Sprébuj znalezé lepszy zbiér wtérnych miejsc cigcia Py, nie modyfikujac
pierwotnych miejsc cigcia (TSsecondary), oraz niech S} = (Pf,Ps) bedzie
konicowym rozwiazaniem

7 if F(S}) + G(S}) < Fpest + Gpest then

8: Fbest — F(S:)z Gbest — G(S;i): Sbest — S;j
9: end if
10: end for

Lista zabronionych ruchéw dla algorytmu TSprimary Znajduje sie w macierzy M, gdzie liczba wier-
szy rowna jest liczbie cie¢ pierwotnych, a liczba kolumn wynosi L-1 (mozliwe miejsca ciecia). Pojedynczy
element macierzy M przechowuje informacje o ilosci iteracji, podczas ktérych zabronione jest ustale-
nie i-tego miejsca ciecia pierwotnego na pozycji j. Poczatkowo wszystkie wartosci M;; ustawione sg na
0. TSprimary koniczy swoje dziatanie po [D/ iteracjach. Natomiast lista tabu dla algorytmu TSsecondary Ma
posta¢ macierzy M'o [D[ wierszach i [D| kolumnach, ktére odpowiadajg dtugosciom wtérnym. Poje-
dynczy element macierzy M’ przechowuje informacje o ilosci iteracji, podczas ktdrych zabronione jest
potaczenie dwéch fragmentédw wtdrnych o takich dtugosciach, ze ich suma odpowiadataby jednemu z
fragmentow pierwotnych. Poczatkowo wszystkie komérki M'; majg przypisang warto$é 0. TSsecondary
konczy swoje dziatanie po 2/D/ iteracjach.

Przedstawiony powyzej algorytm zostat przetestowany w obszernym eksperymencie oblicze-
niowym. Uzyto w tym celu danych wygenerowanych losowo. Metaheurystyke przeszukiwania tabu za-
implementowano w jezyku C++, a wszystkie obliczenia przeprowadzono na komputerze z procesorem
Intel Xeon E5-2670, zegarem 2.60 GHz, pamiecig operacyjng 16 GB oraz z systemem operacyjnym Li-
nux.

Dane do eksperymentu zostaty przygotowane w nastepujgcy sposéb. Wygenerowano cz3-
steczki RNA o dtugosci L=5000, ktére podobnie jak przypadku rzeczywistych czgsteczek [15], [19], po-
siadaty liczbe pierwotnych miejsc ciecia p=5, 10, 15 lub 20. W pierwsze] kolejnosci losowane byty pier-
wotne miejsca ciecia uzywajac generatora liczb losowych z jednorodnym rozktadem prawdopodobien-
stwa, z przedziatu [1, 4999]. Nastepnie, dla kazdej instancji oraz dla kazdego fragmentu pierwotnego
(x,y), wylosowano wtdérne miejsca ciecia przy wykorzystaniu generatora liczb losowych z jednorodnym
rozktadem prawdopodobienstwa, z przedziatu [x+1,y-1].

Dane losowe podzielono na 4 zbiory. Pierwszy zbiér zawierat instancje bez btedéw w zbiorach
wejsciowych D i Z. Drugi zawierat instancje z 5,10,15 lub 20 btedami negatywnymi, ktére otrzymano
poprzez losowe usuwanie elementéw z D U Z. W zbiorze trzecim znajdowaty sie instancje z 5, 10, 15
lub 20 btedami pozytywnymi, ktére dodano do D U Z uzywajac generatora liczb losowych z jednorod-
nym rozktadem prawdopodobienstwa z przedziatu [1, 4999]. Ostatni zbidr zawierat instancje z e = 5,
10, 15 lub 20 btedami negatywnymi oraz z takg samg liczbg btedéw pozytywnych, co daje sumarycznie
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liczbe btedéw réwng 2e. Dla kazdego zbioru parametréw (liczba pierwotnych miejsc ciecia, liczba bte-
déw negatywnych, liczba btedéw pozytywnych) wygenerowano losowo i rozwigzano po 10 instancji.
Zaprezentowane wyniki sg wartosciami srednimi ze wszystkich uruchomien algorytmu.

Przyktadowe wyniki dla instancji z btedami negatywnymi (bez btedéw pozytywnych) umiesz-
czone zostaty na Rysunku 1. Pokazuje on, ze wartosci globalnej funkcji kryterialnej Fpest+Gpest 3 niemal
rowne liczbie bteddw dla instancji do 15 pierwotnych miejsc ciecia i do 10 btedéw negatywnych. In-
stancje z wiekszg liczbg pierwotnych miejsc ciecia lub z wiekszg liczbg bteddéw negatywnych wydajg sie
by¢ wiekszym wyzwaniem dla algorytmu [17].

35
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E Liczba bfedow
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(U]
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T
i 15 010
2 mis
w20
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5
4] ’7 T

5 10 15 20

Liczba pierwotnych miejsc ciecia p

RYSUNEK 1 WARTOSCI GLOBALNEJ FUNKCJI KRYTERIALNEJ Fesr+Gaesr DLA INSTANCII Z BEEDAMI NEGATYWNYMI.

Dodatkowo wykonano réwniez pordwnanie w zakresie czasu obliczen dla algorytmu doktadnego oraz
zaproponowanej metaheurystyki poszukiwania tabu dla problemu RNA PDP. Algorytm dokfadny opi-
sany w [15] ma ztozonos¢ obliczeniowg wyktadniczg i uwzglednia jedynie btedy negatywne oraz nie
bierze pod uwage btedéw pozytywnych. Czasy obliczen dla algorytmu doktadnego (w skali logarytmicz-
nej), dla liczby pierwotnych miejsc ciecia réwnej p =5 (krzywa 5-Ex) i p = 10 (krzywa 10-Ex) pokazane
sg na Rysunku 2. Dla poréwnania pokazano réwniez wyniki dla metaheurystyki przeszukiwania tabu
[17].
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10000 - przeszukiwania tabu
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Liczba bleddw negatywnych
RYSUNEK 2 SREDNIE CZASY OBLICZEN DLA OBU ALGORYTMOW DLA INSTANCJI Z BtEDAMI NEGATYWNYMI.
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Podsumowujgc, przedstawione powyzej nowe sformutowanie kombinatoryczne dla oryginal-
nego problemu RNA PDP oraz dla wersji tego problemu uwzgledniajacego btedy pozytywne oraz nega-
tywne w instancji wraz z zaproponowanym dla tego problemu algorytmem metaheurystycznym zostaty
szczegbétowo opisane w Rozdziale 4 omawianej monografii. Algorytm sktada sie z dwdch wspdtpracu-
jacych ze sobg heurystyk przeszukiwania tabu i uwzglednia zaréwno btedy negatywne jak i pozytywne.
Rozwigzania przez niego generowane sg dobrej jakosci, a liczba zrekonstruowanych cie¢ jest zblizona
do tych, ktére obecne sg w rozwigzaniach optymalnych. Parametry (liczba btedéw oraz miejsc ciecia)
wykorzystane do wygenerowania instancji testowych, zostaty dobrane w taki sposdéb, aby odzwiercie-
dlaty rzeczywiste przypadki. W zwigzku z tym, zaprezentowany algorytm bedzie dobrze sprawdzat sie
w zastosowaniach praktycznych, przy wspomaganiu analizy danych pochodzgcych z eksperymentow
biochemicznych.

Algorytm doktadny, ktéry zostat wczesniej zaproponowany dla problemu RNA PDP, uwzglednia
jedynie btedy negatywne i radzi sobie tylko z instancjami zawierajgcymi do 10 miejsc cie¢ pierwotnych.
Przedstawiona metaheurystyka przeszukiwania tabu jest jedynym znanym autorom algorytmem, ktéry
umozliwia rozwigzanie tego problemu dla duzej liczby miejsc ciecia oraz przy obecnosci btedéw pozy-
tywnych w danych wejsciowych.

4.3.6. Algorytm symulujacy proces nieenzymatycznej degradacji RNA w oparciu o
przewidywanie udoktadnionej struktury drugorzedowej

W rozdziale 5 monografii przedstawiono nowe podejscie do przewidywania udoktadnionej struk-
tury RNA (okreslane jako potok przetwarzania o nazwie RC/Rp (obecnie zaimplementowane jako
RNAvista)) oraz nowy algorytm podziatu i odcie¢ (ang. branch and cut) dla problemu przewidywania
stabilnosci czgsteczek RNA w oparciu o ich sekwencje, strukture przestrzenng, a takze reguty stabilno-
$ci opracowane przez Kierzka i wspétpracownikéw [6]-[9]. Wyniki dziatania algorytmu zostaty poréw-
nane z wynikami uzyskanymi dla przyktadowych czgsteczek RNA w eksperymencie biochemicznym
[19]. Algorytm wykorzystuje zewnetrzne programy do przewidywania struktury drugorzedowej kano-
nicznej (RNAfold, RNAstructure, CentroidFold, ContextFold, IPknot, CONTRAFold) oraz udoktadnionej
(RC/Rp (RNAvista)).

Nowe podejscie do przewidywania udoktadnionej struktury drugorzedowej RNA

Najnowsze badania pokazujg, ze okoto 40% wszystkich par zasad w ustrukturyzowanych cza-
steczkach RNA to pary niekanoniczne (nie GU i nie typu Watson-Crick) [20]. Udowodniono réwniez, ze
struktura drugorzedowa uwzgledniajgca jedynie pary kanoniczne jest niewystarczajgca do prawidtowej
predykcji struktury trzeciorzedowej RNA oraz do wykonania dopasowania homologicznych sekwencji
RNA [21]. Dlatego tez bardzo istotne jest uzyskanie udoktadnionej (rozszerzonej) struktury drugorze-
dowej RNA, uwzgledniajgcej zarowno parowania kanoniczne jak i niekanoniczne.

Sposrdd ponad 50 dostepnych programoéw dedykowanych do predykcji drugorzedowej struk-
tury RNA, tylko 7 jest w stanie poradzi¢ sobie z przewidywaniem zaréwno kanonicznych jak i niekano-
nicznych par zasad, przy czym kazdy z nich posiada pewne ograniczenia.

Dostep do informacji zwigzanych z niekanonicznymi oddziatywaniami oraz parami wielokrot-
nymi w czgsteczce RNA jest zdecydowanie tatwiejszy w sytuacji, gdy struktura drugorzedowa uzyski-
wana jest poprzez ekstrakcje par zasad ze struktury trzeciorzedowej RNA. Programami, ktdre to umoz-
liwiajg oraz dodatkowo klasyfikujg uzyskane w ten sposéb pary zgodnie z notacjg LW (Leontis Westhof)
[20] s3: RNAView [22], MC-Annotate [23], 3DNA/DSSR [24] oraz RNApdbee [25]. RNApdbee dodatkowo
oferuje tez klasyfikacje zgodng z notacjg Saengera [26].

Podejscie opisane w niniejszym rozdziale bazuje na przewidywaniu struktury trzeciorzedowej
(wychodzac z sekwencji lub struktury kanonicznej 2D (drugorzedowej) RNA czyli zawierajacej pary typu
Watson-Crick i GU), a nastepnie ekstrakcji par zasad ze wspotrzednych potozenia atomow struktury
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RNA z pliku PDB (opisujgcego strukture 3D (trzeciorzedowg) RNA), w celu uzyskania rozszerzonej struk-
tury drugorzedowej. Jest ono bardzo ogdlne, co oznacza, ze do predykcji struktury 3D mozna wykorzy-
sta¢ dowolne, istniejgce oprogramowanie do tego dedykowane (np. FARFAR [27], DMD [28] czy tez
RNAComposer [29]), podobnie do uzyskania wtérnie struktury 2D z 3D (np. RNAView, MC-Annotate,
3DNA/DSSR, RNApdbee). Z punktu widzenia uzytkownika, bardzo istotnym elementem decydujgcym o
wyborze programu do predykcji struktury 3D RNA jest szybkos¢ oraz jak najwieksza automatyzacja
procesu obliczen. W zakresie efektywnego przewidywania struktur 3D duzych czgsteczek RNA (do 500
nt), jedyng metody, ktdra osiggneta stadium petnej automatyzacji przy jednoczesnej optymalizacji
czasu przetwarzania jest RNAComposer. Z tego tez powodu, przedstawione podejscie zostato zaimple-
mentowane poprzez potgczenie funkcjonalnosci dwéch narzedzi: RNAComposer oraz RNApdbee (okre-
$lane dalej jako potok przetwarzania RC/Rp), ktére obecnie funkcjonujg w postaci zintegrowanej jako
RNAvista [30] (patrz Rysunek 3). Aby uzyska¢ udoktadniong strukture drugorzedowgq dla zadanej cza-
steczki RNA, uzytkownik moze wiec skorzystaé bezposrednio z narzedzia RNAvista, lub tez osobno, naj-
pierw z RNAComposer, a potem RNApdbee. W obu przypadkach uzyskane wyniki bedg identyczne.

W celu oszacowania jakosci i precyzji wynikdw generowanych przez RC/Rp (RNAvista) przeprowadzono
obszerny eksperyment obliczeniowy z wykorzystaniem struktur drugorzedowych RNA zdeponowanych
w bazie danych RNA STRAND [31]. Uwzgledniono zaréwno struktury potwierdzone drogg eksperymen-
talng jak i uzyskane z analizy poréwnawczej sekwencji. Zbiér ten nastepnie podzielono na 4 podzbiory,
biorgc pod uwage jako kryterium dtugosc sekwencji. Nastepnie wykorzystano je w dwdch eksperymen-
tach: w pierwszym wejsciem byta tylko sekwencja, w drugim byta nim dodatkowo tez kanoniczna struk-
tura 2D RNA. Wyniki pokazaty, ze w ogdlnosci RC/Rp (dla catego zbioru testowego) przewidziat po-
prawnie 30.64% - 57.57% niekanonicznych par zasad obecnych w strukturach referencyjnych w przy-
padku, gdy wejscie stanowita tylko sekwencja RNA, natomiast 49.91% - 70.51% dla sytuacji, gdy na
wejsciu podana byta zaréwno sekwencja jak i kanoniczna struktura 2D RNA.

Dodatkowo przeprowadzono tez testy w zakresie doktadnosci predykcji oraz adnotacji par za-
sad dla motywdéw rekurencyjnych, ktére posiadajg jedynie oddziatywania niekanoniczne. Urucho-
miono RC/Rp (RNAvista) dla siedmiu takich motywdw pobranych z bazy danych 3D Motif Atlas [32],
przy czym wejscie stanowita jedynie sekwencja RNA. W celu uzyskania kanonicznej struktury 2D wyko-
rzystano kazdy z obecnie dostepnych w ramach RNAComposer programoéw do tego dedykowanych.
Uzyskane wyniki jednoznacznie wskazujg, ze pierwszy krok wykonywany przez RC/Rp (RNAvista) ma
bardzo istotny wptyw na wyniki koricowe. Szczegdlnie na uwage zastuguje CentroidFold [33], ktory
osiggnat najlepsze rezultaty na tym etapie. Wtasciwe rozpoznanie kanonicznych par zasad znaczaco
przektada sie na koricowq rozszerzong strukture 2D RNA.
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Dane wejsciowe:
GGUCAGGUCCGAAAGGAAGCAGCC
or
GGUCAGGUCCGAAAGGAAGCAGCC
(... (C..0)) e ))

RNAComposer

Automatyczna predykcja struktury trzeciorzedowej RNA
http://rnacomposer.cs.put.poznan.pl
http://rnacomposer.ibch.poznan.pl

Wynik dziatania RNAComposer

Plik pdb
ze struktura
3D RNA

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

RNAvista

RNApdbee

Ekstrakcja par zasad z pliku pdb oraz wizualizacja
struktury drugorzedowej RNA
http://rnapdbee.cs.put.poznan.pl

Dane wyjsciowe:

Udokiadniona struktura drugorzedowa RNA w notacji
kropl i j oraz ji graficznej

GGUCAGGUCCGAAAGGAAGCAGCC
COOCC000Ce222)1000))

@€

A8STA9000¢

Algorytm symulujacy proces nieenzymatycznej degradacji RNA

Badania prowadzone nad procesem degradacji RNA w warunkach charakteryzujgcych sie nie-
obecnoscig czynnikdw komérkowych (czyli tzw. hydrolizg nieenzymatyczng), pokazaty, ze jest to proces
silnie zalezny od struktury przestrzennej RNA (zaréwno pierwszo-, drugo- jak i trzeciorzedowej). W
pierwszych eksperymentach biochemicznych, przeprowadzonych na krétkich oligorybonukleotydach
zauwazono, ze ciecia wystepowaty jedynie w rejonach jednoniciowych, natomiast rejony dwuniciowe
pozostawaty stabilne. Dodatkowo zaobserwowano, ze poszczegdlne wigzania internukleotydowe w
tancuchu RNA wykazujg rézng podatnosé na ciecie, i tak najbardziej niestabilnym okazato sie by¢ wia-
zanie miedzy UA, ktére byto hydrolizowane 1.5-2 razy szybciej niz miedzy CA. Wigzanie YC (UC, CC)
byto 3-5 razy bardziej stabilne niz YA (UA, CA), a wigzanie pomiedzy YG (UG, CG) i YU (UU, CU) rozpa-
dato sie 20-50 razy wolniej niz pomiedzy YC (UC, CC) i YA (UA, CA). Pozostate wigzania RR (AA, AG, GG,
GA) i RY (AU, AC, GU, GC) wykazywaty stabilno$¢ w badanych warunkach ciecia. Analiza omawianych
wigzan pozwolita na uszeregowanie ich poczgwszy od najmniej do najbardziej stabilnych w nastepujacy
sposdb: UA>CA>YC>YG>YU, gdzie Y oznacza C lub U, a R oznacza A lub G [6]—[9]. Powoduje to, ze kazda
czgsteczka RNA ma troche inny wzér degradacji (liste fragmentdow na jakie ulega rozpadowi).

Analiza wzoru degradacji czasteczki RNA dostarcza wielu informacji, m.in.: pozwala wniosko-
wac o jej stabilnosci, przewidywac czy powstate z niej degradanty majg szanse przetrwac (nie ulec dal-
szej degradacji) i petni¢ okreslone funkcje, czy tez projektowac sztuczne czgsteczki RNA, tak, aby roz-
padaty sie generujac zadane, stabilne degradanty.
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Laboratoryjne zbadanie wzoru degradacji dowolnej czgsteczki RNA jest zmudne i czasochtonne,
dlatego tez zaproponowano algorytm podziatu i odcie¢ symulujacy przebieg procesu nieenzymatycznej
degradacji RNA. Uwzglednia on sekwencje oraz strukture przestrzenng zadanej czasteczki RNA, a takze
reguty stabilnosci opracowane przez Kierzka i wspotpracownikéw [6]—[9], tak aby na bazie tych infor-
macji przewidzie¢ jej wzér degradacji. Natomiast sam problem przewidywania rozpadu (degradacji)
dowolnej czgsteczki RNA w wersji przeszukiwania zostat zdefiniowany w [16].

Zanim zostanie przedstawiony zaproponowany w pracy algorytm konieczne jest wprowadzenie
kilku definicji.

Niech P={UA, CA, UC, CC, UG, CG, UU, CU} bedzie zbiorem wszystkich dopuszczalnych miejsc cie-
cia w czasteczce RNA zgodnie z danymi pochodzgcymi z eksperymentéw wykonanych przez Kierzka i
wspotpracownikéw [6]-[9].

Na podstawie zaleznosci zaobserwowanych pomiedzy szybkosciag rozpadu poszczegdlnych wia-
zan internukleotydowych w czgsteczce RNA, opracowano nastepujgce przedziaty wartosci [c, d] dla
kazdego dopuszczalnego miejsca ciecia w zbiorze P [16], [19]:

Dla wigzan pomiedzy YG oraz YU: C(YG,YU) =0 d(YG’YU) =0.
Dla wigzan pomiedzy YC: c(YC) =20 d(YC) =50

Dla wigzania pomiedzy CA: C(CA) =3*Cyc) d(CA) = 5*d(YC)
Dla wigzania pomiedzy UA: c(UA) =15%C(cp d(UA) = 2*d(CA)

Dla kazdego miejsca ciecia ze zbioru P, uwzgledniajac btedy pomiarowe [34], [35], zdefiniowane
zostaty nastepujgce miary degradacji (przynaleznosci) [19]:

(d(UA> ‘C<UA)J2 (d«:A) ~Cca) )2
4(UA) = - 0.953, 4(CA) = -0.932,
2 2
a (de) ‘C<UA>) b (d(cm ‘C(CAJ
2
(d(YC) ‘C(YCJ
4(YC) = - =0846, 4(YG,YU) = 0.1

2
l+("(YC) ‘C(YC)j

W celu przewidzenia wzoru degradacji dowolnej czgsteczki RNA, zaprojektowany zostat algorytm
podziatu i odcie¢ (ang. branch-and-cut), ktéry zaimplementowano w jezyku C++. Algorytm symuluje
proces nieenzymatycznej degradacji RNA podanej na jego wejsciu czgsteczki RNA, na bazie jej sekwen-
cji oraz regut stabilnosci zaproponowanych przez Kierzka i wspotpracownikéw. Zastosowanie tych re-
gut, wymaga, aby zostata wykonana predykcja struktury drugorzedowej, do czego wykorzystywane jest
zewnetrzne narzedzie. W uzyskanej strukturze 2D wyszukiwane sg odcinki jednoniciowe (o dtugosci
nie mniejszej niz dwa), po czym rozpoznawane sg w nich miejsca ciecia obecne w zbiorze P i przypisy-
wane sg do nich odpowiadajgce im miary degradacji. Sposrdd nich, tylko te miejsca ciecia, ktore majg
najwyzszg wartos¢ miary degradacji sg brane pod uwage. W kazdym, sposréd wybranych miejsc na-
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stepnie wykonywane jest ciecie, ktérego wynikiem jest zawsze para fragmentéw RNA. Waznym zato-
zeniem jest, ze zaraz po hydrolizie, oba wynikowe fragmenty oddysocjowujg i kazdy z nich przybiera
nowa strukture drugorzedowga. W zwigzku z tym, w celu przewidzenia dalszych produktéw spontanicz-
nej degradacji RNA, konieczne jest ponowne wykorzystanie zewnetrznego programu stuzgcego do pre-
dykcji struktury 2D RNA. Z uwagi na to, ze dane wyjsciowe poszczegdlnych programdéw maja inny for-
mat, stworzono parser w jezyku Perl.

W sytuacji, gdy dla rozwazanego fragmentu RNA nie udato sie znalezé dopuszczalnego miejsca
ciecia (zgodnie ze zbiorem P) lub gdy iloczyn miar degradacji miat wartos¢ mniejszg niz prog odciecia
(ktéry jest parametrem podanym na wejsciu algorytmu przez uzytkownika), taki fragment uznawany
jest za konncowy produkt degradacji i dodawany do zbioru wynikowego [19].

Algorytm konczy prace, gdy nie istnieje juz zaden fragment, ktdry zawieratyby dopuszczalne miej-
sca ciecia. Wyniki dziatania algorytmu (wzér degradacji czgsteczki RNA) prezentowany jest w postaci
zbioru fragmentdéw bedacych wynikiem nieenzymatycznej degradacji.

Powyzej opisany algorytm zostat przetestowany w eksperymencie obliczeniowym z wykorzysta-
niem dwoch modelowych, sztucznych czgsteczek: RNA-A;os (0 dtugosci 108 nt) oraz RNA-Bes (0 dtugosci
66 nt). Czasteczki te zaprojektowano tak, aby charakteryzowaty sie niskg stabilnoscia w rozwazanych
warunkach eksperymentalnych oraz z uwzglednieniem regut stabilnosci wigzan zaproponowanych
przez Kierzka i wspdtpracownikéw. Struktury drugorzedowe tych czagsteczek zostaty przewidziane pro-
gramem RNAstructure [36]. Nastepnie czasteczki te poddano eksperymentowi biochemicznemu de-
gradacji RNA z jednym znakowanym nukleotydem na 5’ koricu (wykonanemu przez autorke), ktérego
celem byto uzyskanie ich wzoru degradacji. Podstawowe kroki eksperymentu podsumowano w mono-
grafii, a doktadniejszy ich opis mozna znalez¢ w [19]. Wiekszo$¢ miejsc ciecia wystgpita, tak jak tego
oczekiwano, pomiedzy nukleotydami Y i A, ale pojawily sie tez takie, ktére nie byty zgodne z regutami
stabilnosci opracowanymi przez Kierzka i wspotpracownikéw, mianowicie te na nastepujgcych pozy-
cjach: 28, 30i 31, w przypadku RNA-A1gs oraz 21, 23, 60 dla RNA-Bgs.

Jednoczes$nie przewidziano miejsca ciecia dla tych czgsteczek in silico, z wykorzystaniem omawia-
nego algorytmu podziatu i odcie¢, a nastepnie poréwnano z wynikami otrzymanymi z eksperymentu
biochemicznego.

Ze wzgledu na to, ze predykcja struktury 2D wykonywana jest wielokrotnie przez algorytm i, ze
ciecia wystepujg jedynie w rejonach jednoniciowych RNA, wybdr odpowiedniego narzedzia do przewi-
dywania struktury 2D jest bardzo istotny. Dlatego tez, algorytm zostat przetestowany z wykorzysta-
niem réznych metod dedykowanych do predykcji struktury 2D. Zastosowano: RNAstructure, RNAfold,
CentroidFold, CONTRAFold, ContextFold, IPknot i RC/Rp w wersjach RC/Rp-1, RC/Rp-2, RC/Rp-3 (zalez-
nych od wyboru narzedzia do ekstrakcji par zasad ze struktury trzeciorzedowej RNA, odpowiednio
RNAView, MC-Annotate, 3DNA/DSSR). RNAstructure, RNAfold, CentroidFold, CONTRAFold, Context-
Fold i IPknot s3 wbudowane w RNAComposer i uzytkownik ma mozliwos¢ dokonania wyboru w zakre-
sie tego, ktéry z nich zostanie wykorzystany do predykcji kanonicznej struktury 2D. Za kazdym razem,
gdy uruchamiano RC/Rp (RNAvista), RNAComposer uruchamiany byt z jednym, wskazanym przez uzyt-
kownika programem do przewidywania kanonicznej struktury 2D RNA (jezeli byt to RNAstructure to
oznaczenie RC/Rp w wynikach byto nastepujgce: RCrnastructure/RP-1, RCruastructure/RP-2 lub RCryastruc-
ture/RP-3, etc.).

W ponizszej tabeli (patrz Tabela 1) przedstawiono wyniki uzyskane drogg eksperymentu bioche-
micznego oraz przyktadowe, wygenerowane przez algorytm.
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Programy do przewi- Fragmenty RNA zidentyfikowane w eksperymencie biochemicznym oraz
dywania struktury przez algorytm

drugorzedowej RNA-Bss RNA-A1os
Wyniki ekspery-
mentu biochemicz-
nego zwigzanego z 14, 18, 20, 21, 23, 24, 37, 39, 43, 45,53,60 | 12, 27, 28, 29, 30, 31, 61, 84
nieenzymatyczng de-
gradacjg RNA

RNAfold 14, 18, 20, 24, 26, 35, 37, 39,43, 45 27,29, 61, 84
RCrnafold/Rp-1 14, 18, 20, 24, 35, 37,43, 45 12, 23, 27, 29, 61, 84
RCrnafold/Rp-2 18, 20, 24, 35, 37, 43, 45, 53 12, 23, 27, 29, 61, 84
RCrnafold/Rp-3 14, 18, 20, 24, 35, 37, 39, 43, 45, 53 27,29, 61, 84
RNAstructure 24, 26, 35, 37, 39, 43, 45, 53 27,29, 61, 84
RCrnastructure/ RP-1 14, 18, 20, 24, 35, 37,43, 45 12, 23, 27, 29, 61, 84
RCruastructure/ RP-2 18, 20, 24, 35, 37, 43, 45, 53 12, 23, 27, 29, 61, 84
RCrnastructure/ RP-3 14, 18, 20, 24, 35, 37, 39, 43, 45, 53 27,29, 61, 84

Analiza uzyskanych wynikéw pokazata, ze algorytm przewiduje wszystkie mozliwe fragmenty be-
dace wynikiem degradacji wejsciowego RNA (przy odpowiednim doborze narzedzi do predykcji kano-
nicznej struktury 2D). Wyniki dziatania algorytmu zostaty poréwnane tylko z fragmentami uzyskanymi
z eksperymentu biochemicznego degradacji RNA ze znakowanym nukleotydem na 5’ konicu (czyli pod-
zbiorem wszystkich degradantéw). Pokazano wczesniej w [15], ze jesli jesteSmy w stanie dobrze prze-
widzieé fragmenty z 5’ konca jako pierwotne lub wtérne, to jestesmy tez w stanie dobrze przewidzie¢
reszte fragmentdéw. Stad tez, jesli dobrze przewidziane zostaty przez algorytm te fragmenty, ktére
mozna byto zweryfikowac z eksperymentem biochemicznym degradacji RNA z jednym znakowanym
nukleotydem na 5’ konicu, to reszta przewidzianych przez niego fragmentéw tez jest poprawna.

Analiza uzyskanych wynikow wykazata réwniez, ze algorytm wykonuje swojg prace szybko i efek-
tywnie, nawet wtedy, gdy do wielokrotnych predykc;ji struktury 2D (refoldowania) wykorzystywany jest
RC/Rp (RNAvista).

Algorytm byt w stanie zidentyfikowad poprawnie wiekszo$¢ produktéw nieenzymatycznej degra-
dacji w przypadku obu badanych czasteczek RNA. Wszystkie miejsca ciecia, jakie nie zostaty przez al-
gorytm rozpoznane to miejsca niezgodne z regutami opracowanymi przez Kierzka i wspétpracownikéw.
Niestety, zgodnie z posiadang przez autorke wiedzg, jedynie Kierzek i wspdtpracownicy analizowali ja-
kosciowo i ilosciowo stabilno$¢ wigzan internukleotydowych w fancuchach RNA oraz zaproponowali
reguty opisujace ich stabilnosc.

4.3.7. Model nieenzymatycznej degradacji RNA w oparciu o stochastyczne sieci Pe-
triego

W rozdziale 6 zostat przedstawiony oraz przeanalizowany model matematyczny oparty na sto-
chastycznych sieciach Petriego przedstawiajacy przebieg procesu nieenzymatycznej degradacji RNA z
uwzglednieniem struktury przestrzennej RNA, a takze regut stabilnosci zaproponowanych przez
Kierzka i wspotpracownikow (analogicznie dziata algorytm przedstawiony w rozdziale 5) oraz ekspery-
mentu biochemicznego (patrz rozdziat 5). Zaprezentowano réwniez nowe podejscie umozliwiajgce
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oszacowanie wartosci opdznien dla tranzycji w sieciach czasowych DPN oraz czestos$ci uruchomien dla
tranzycji reprezentujacych procesy biologiczne w modelach opartych o stochastyczne sieci Petriego.

Heurystyka pozwalajgca na oszacowanie wartosci opdznien dla tranzycji w sieciach czasowych DPN
oraz czestosci uruchomien dla tranzycji reprezentujacych procesy biologiczne w modelach opartych
o stochastyczne sieci Petriego

Modele zbudowane w oparciu o klasyczne sieci Petriego sg modelami jakosciowymi, co ozna-
Cza, ze opisujg one jedynie strukture rozwazanego systemu. W przypadku systeméw biologicznych nie
stanowi to duzego ograniczenia, poniewaz struktura w duzej mierze determinuje ich funkcje i w wielu
przypadkach pozwala na odkrycie interesujgcych wtasnosci badanego uktadu. Dodatkowo, dysponujgc
réznego rodzaju danymi ilosciowymi, mozna je uwzgledni¢ w modelu postugujac sie rozszerzeniami
klasycznych sieci Petriego, np. czasowymi (istnieje wiele ich odmian) czy stochastycznymi. Sieci takie
zwiekszajg mozliwosci zastosowania teorii sieci Petriego do badania ztozonych systeméw biologicz-
nych.

Z badaniami dotyczacymi sieci czasowych oraz stochastycznych bardzo czesto zwigzany jest
problem doboru prawidtowych i precyzyjnych parametréw czasowych czy tez kinetycznych. Parametry
te powinny odzwierciedlaé rzeczywistosc biologiczng i gwarantowac, ze sie¢ w trakcie symulacji zacho-
wywac bedzie sie zgodnie z dostepng wiedzg biologiczng w zakresie badanego procesu. Niestety, dla
wiekszosci reakcji chemicznych i proceséw brak jest doktadnych danych eksperymentalnych dotycza-
cych czasu ich trwania lub informacje te sg bardzo nieprecyzyjne. Dlatego tez, opracowano nowe po-
dejscie pozwalajgce na oszacowanie wartosci opdznien dla tranzycji w sieciach czasowych DPN oraz
czestosci uruchomien dla tranzycji reprezentujgcych procesy biologiczne w modelach opartych o sto-
chastyczne sieci Petriego na bazie nieprecyzyjnych danych pochodzgcych z danych literaturowych oraz
wiedzy eksperta. Podejscie zaprezentowano ponizej [37].

1. Oszacowanie wartosci opdznienia dla kazdej tranzycji (czasu jaki musi uptyngé, aby urucho-
miona tranzycja wyprodukowata tokeny). Uzyskujemy w ten sposdb wartosci opdznien dla
sieci DPN.

a. W ramach rozwazanego modelu klasycznej sieci Petriego nalezy zidentyfikowac te pro-
cesy, ktdére trwajg najkrocej oraz te, ktére trwajg najdtuzej.

b. Nastepnie na bazie danych literaturowych (czasy przyblizone np. okoto godziny, kilka
minut) oraz korzystajgc z wiedzy eksperta (o pewnych zaleznosciach np. synteza trwa
dtuzej niz wigzanie liganda do receptora, tworzenie ztozonego kompleksu i wigzanie
do receptora trwa krdcej niz oddysocjowanie od receptora etc.), nalezy opracowac
wtasng skale, np. o zakresie wartosci od 1 do 500.

c.  Wszystkim tranzycjom obecnym w rozwazanym modelu, trzeba przypisaé¢ wartosci z
zakresu opracowane;j skali.

d. Nastepnie nalezy przeprowadzi¢ analize symulacyjng modelu w celu sprawdzenia, czy
kazda tranzycja ma szanse sie uruchomic. Jezeli w trakcie symulacji okaze sie, ze pewne
tranzycje sg nieaktywne, koniecznym jest powrét do kroku 1b celem modyfikacji skali
lub/i przeanalizowania zaleznosci czasowych pomiedzy modelowanymi procesami.

2. Oszacowanie czestosci uruchomienia dla kazdej tranzycji. Uzyskujemy w ten sposdb (na bazie
obliczonych w kroku 1 wartosci opdznien dla sieci DPN) czestos$ci uruchomien dla tranzycji w
sieci SPN (stochastycznej sieci Petriego).

a. Czestosci uruchomien dla kazdej tranzycji oblicz jako odwrotnosé wartosci opdznienia
obliczonego dla niej w kroku 1.
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W celu uzyskania parametréw czasowych dla sieci czasowej DPN, wystarczy ograniczyc sie je-
dynie do wykonania kroku 1 w ramach omawianego podej$cia. Natomiast, aby uzyskac¢ czestosci uru-
chomien dla tranzycji w stochastycznej sieci Petriego, konieczne jest wykonanie obu krokéw opisanej
powyzej heurystyki.

Model nieenzymatycznej degradacji RNA w oparciu o stochastyczne sieci Petriego

Zaproponowany model zostat wykonany za pomocg narzedzia Holmes [38], a jego struktura
zostata przedstawiona na Rysunku 4. Sie¢ sktada sie z 7 miejsc oraz 12 tranzycji, ktérych numery wraz
z przypisanymi im nazwami zostaty opisane w monografii.
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Zaprezentowany powyzej model nie uwzglednia informacji ilosSciowych, a jedynie opisuje
strukture rozwazanego systemu, jest wiec modelem jakosciowym. Ze wzgledu na dostepnosé przybli-
zonych informacji ilosciowych dotyczacych stabilnosci wigzan internukleotydowych w czgsteczce RNA
[6]—-[9], wykorzystano stochastyczng siec Petriego jako rozszerzenie omawianego modelu. W tym celu,
dla kazdej tranzycji nalezato oszacowac jej czestos¢ uruchomienia. Tranzycjom, ktére odpowiadaty cie-
ciom pomiedzy poszczegdlnymi wigzaniami internukleotydowymi przypisano czestosci uruchomien na
bazie miar degradacji (przynaleznosci) zdefiniowanych i obliczonych w rozdziale 5. W przypadku pozo-
statych tranzycji, wykorzystano heurystyke opisang w rozdziale 6 w celu oszacowania ich czestosci uru-
chomien.

Dla modelu przeprowadzono analize strukturalng za pomocg oprogramowania Holmes [38].
Sie¢ pokryta jest 5 t-niezmiennikami oraz nie zawiera minimalnych p-niezmiennikdéw. W przedstawio-
nym modelu mozna wyrézni¢ 5 zbioréw MCT.
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W celu dokonania petniejszego opisu zaleznosci wystepujgcych w rozwazanym modelu, prze-
prowadzono analize typu knockout w oparciu o zbidr t-niezmiennikéw (patrz rozdziat 2). Do przepro-
wadzenia analizy tego typu wykorzystano oprogramowanie Monalisa [39]. Dla kazdego zbioru MCT
podlegajacemu wytgczeniu obliczono, ktére tranzycje w wyniku tego stang sie nieaktywne.

Dodatkowo, przeprowadzono analize symulacyjng z wykorzystaniem algorytmu symulacji sto-
chastycznej Gillespiego (SSA) [40] zaimplementowanego w oprogramowaniu Snoopy [41]. W ramach
przeprowadzonej symulacji ustalono liczbe krokéw algorytmu na 100000, wyniki sg natomiast srednig
z 50000 jego uruchomien [37].

Wyniki przeprowadzonej symulacji, ktére zostaty zaprezentowane na Rysunku 5 pokazuja, ze
zaleznosci dotyczgce podatnosci na hydrolize nieenzymatyczna wigzan faczacych poszczegdlne nukle-
otydy w tancuchu RNA zostaty zachowane (UA>CA>YC>YG>YU).

Szczegdtowy opis przeprowadzonych analiz zostat zamieszczony w omawianej monografii, w
rozdziale 6, a ich teoretyczne podstawy w rozdziale 2.
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4.3.8. Model enzymatycznej degradacji RNA w oparciu o stochastyczne sieci Pe-
triego

W rozdziale 7 monografii przedstawiono oraz przeanalizowano model matematyczny oparty na
stochastycznych sieciach Petriego, przedstawiajgcy proces enzymatycznej degradacji RNA na przykta-
dzie YRNA oraz wywodzacych sie z niego degradantéw sRNY i ich roli w regulacji apoptozy i zapalenia
w monocytach/makrofagach. Sie¢ zostata wykonana za pomocg narzedzia Holmes [38] i pokazana jest
na Rysunku 6. Miejsca reprezentowane w postaci podwaéjnych okregdw na Rysunku 6 nazywane sg
miejscami logicznymi i stanowig graficzng reprezentacje tego samego miejsca w sieci (np. miejsce psa
ma 3 rézne lokalizacje).
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Siec¢ sktada sie z 44 miejsc oraz 57 tranzycji (ktorych numery wraz z przypisanymi im nazwami
zostaty opisane w monografii) oraz znakowania poczgtkowego okreslajgcego ilos¢ tokendw dla kaz-
dego miejsca (zero lub wiecej). Dla kazdej tranzycji w sieci oszacowano jej czesto$¢ uruchomienia wy-
korzystujgc opisang w rozdziale 6 heurystyke.

Dla modelu przeprowadzono analize strukturalng za pomocg oprogramowania Holmes [38]. Sie¢
w catosci pokryta jest przez 82 t-niezmienniki i nie zawiera minimalnych p-niezmiennikéw. W zwigzku
z tym, dalsza analiza skoncentrowana byta na t-niezmiennikach. Nastepnym krokiem analizy byto wy-
generowanie zbiorow MCT na bazie zbioru t-niezmiennikdéw. Dzielg one strukture sieci na oddzielne
obszary, ktére majg pewne okreslone funkcje biologiczne w ramach modelowanego systemu. W sieci
wyrdzniono 10 nietrywialnych zbioréw MCT (tj. sktadajacych sie z dwdch lub wiecej tranzycji). Nastep-
nie wykonano klastrowanie algorytmem UPGMA (ang. unweighted pair group method with arithmetic
mean) opierajgcym sie na metodzie Srednich potgczen oraz zastosowano miare korelacji Pearson jako
miare podobienstwa, w wyniku czego otrzymano 7 klastréw t-niezmiennikéw. Liczbe klastréw wybrano
przeprowadzajac test poréwnaweczy dla liczby klastréw od 2 do 20, gdzie do oceny jakosci podziatu na
klastry uzyto konturowej miary jakosci (ang. mean split silhuette, MSS). Analiza biologiczna wynikéw
klastrowania pozwolita na sformutowanie nastepujacych wnioskédw. Zauwazono, ze stymulacja recep-
tora TLR7 poprzez kompleksy sRNY-Ro60 (zaréwno zewnatrz- jak i wewnatrzkomorkowe), a co za tym
idzie uruchomienie dwdch Sciezek sygnalnych prowadzacych do aktywacji stanu zapalnego (Sciezka
sygnalna zalezna od NF-KB) i apoptozy ($ciezka sygnalna zalezna od aktywacji kaspazy 3), ma bardzo
istotny wptyw na proces pogtebiania sie zmian miazdzycowych.

Wyniki klastrowania nie zawsze okazujg sie by¢ w petni satysfakcjonujace. Jako wynik powyz-
szej analizy otrzymano dwa duze klastry obejmujgce praktycznie catg sie¢ (94% wszystkich t-niezmien-
nikéw) oraz 5 klastrow posiadajgcych po jednym t-niezmienniku (doktadny opis znajduje sie w oma-
wianej monografii). Uzyskany wynik jest cechg unikalng rozwazanego systemu, sugerujacy, ze mode-
lowane w ramach niego procesy s3 silnie od siebie zalezne i ze sobg powigzane.

W celu dokonania petnej i wtasciwe] interpretacji biologicznej rozpatrywanej sieci, konieczne
byto przeprowadzenie dodatkowych analiz. Z tego tez powodu przeprowadzono dwa rodzaje analizy
typu knockout: w oparciu o zbiér t-niezmiennikdw oraz symulacyjna.

Celem pierwszej analizy byto okreslenie wptywu wytgczenia poszczegdlnych tranzycji w sieci
na zbidr t-niezmiennikéw oraz posrednio na inne tranzycje (reakcje) w modelowanym systemie. Do jej
przeprowadzenia wykorzystano oprogramowanie Monalisa [39]. Dla kazdej tranzycji, ktora zostata wy-
taczona obliczono, ktére tranzycje w wyniku tego stang sie nieaktywne oraz ktdre podprocesy (okre-
$lone przez t-niezmienniki) nie bedg mogty by¢ wykonane. Dodatkowo, jak to zdefiniowano w rozdziale
2, wytgczane tranzycje, ktore wystepujg zawsze razem w tych samych nietrywialnych zbiorach MCT,
majg taki sam wptyw na modelowany system. W zwigzku z tym ich wptyw na zachowanie systemu
biologicznego zostat przedstawiony wspdlnie. Dla kazdego zbioru MCT podlegajagcemu knockoutowi
pokazano wyniki w postaci procentu t-niezmiennikdw oraz tranzycji na ktére ma on wptyw. Wyniki
zostaty przedstawione w monografii w postaci tabelarycznej a ich analiza pozwolita na przedstawienie
whioskéw w zakresie wptywu kompleksdw sRNY-Ro60 (zaréwno zewnatrz- jak i wewnatrzkomaorko-
wych), dziatajacych poprzez aktywacje receptora TLR7, na proces pogtebiania sie zmian miazdzyco-
wych.
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RYSUNEK 6 MODEL SIECI PETRIEGO WRAZ Z POCZATKOWYM ZNAKOWANIEM, PRZEDSTAWIAJACY UDZIAt S-RNY
POWSTAJACYCH Z YRNA W REGULACJI APOPTOZY | ZAPALENIA W MONOCYTACH/MAKROFAGACH. NIETRYWIALNE
ZBIORY MICT ZOSTALY OTOCZONE RAMKA ORAZ PODPISANE. TRANZYCJE W RAMACH DANYCH ZBIOROW MCT
ZAZNACZONE SA ZA POMOCA PROSTOKATOW WYPE£NIONYCH KOLOREM (DLA KAZDEGO ZBIORU INNYM). MIEJSCA
LOGICZNE REPREZENTOWANE SA JAKO PODWOJNE OKREGI.

Analiza symulacyjna rozwazanej sieci stochastycznej zostata wykonana z wykorzystaniem algo-
rytmu symulacji stochastycznej Gillespiego (SSA) [40] zaimplementowanego w oprogramowaniu Sno-
opy [41]. W kazdej symulacji ustalono liczbe krokéw algorytmu na 100000, wyniki sg Srednig z 50000
uruchomien algorytmu. Przeprowadzona analiza typu knockout polegata na wybraniu tranzycji, ktére
nastepnie zostaty wytgczone poprzez ustalenie przypisanej im czestosci uruchomienia na réwng 0, a
ich wptyw na modelowany system zostat przeanalizowany.

W ramach analizy sprawdzono nastepujgce scenariusze:

Wptyw kompleksu s-RNY/Ro60 na proces apoptozy i pogtebiania sie zmian miazdzycowych.
Wptyw aktywacji receptora TLR7 na proces apoptozy i pogtebiania sie zmian miazdzycowych.
Wptyw aktywacji receptora TLR7 oraz reaktywnych form tlenu powstajgcych w wyniku réznych
procesow patofizjologicznych na proces apoptozy i pogtebiania sie zmian miazdzycowych.
Wptyw Interleukiny-6 (lI-6) na proces apoptozy i pogtebiania sie zmian miazdzycowych.
Wptyw peroksydacji lipidéw na procesy prowadzace do apoptozy i pogtebiania sie zmian miaz-
dzycowych.
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Szczegdtowy opis przeprowadzonych analiz zostat zamieszczony w omawianej monografii, w roz-
dziale 7, aich teoretyczne podstawy w rozdziale 2.

W efekcie przeprowadzonej symulacyjnej analizy knockout modelu, sformutowano nastepujace
whioski biologiczne. Uzyskane wyniki potwierdzaja, ze zablokowanie receptora TLR7 (co moze zostac
zrealizowane np. za pomocg chlorochiny) lub s-RNY (co mozna osiggnac np. poprzez komplementarne
oligonukleotydy) powoduje, ze nie dochodzi do uruchomienia Sciezek sygnatowych: zaleznej od NF-kB
oraz zaleznej od aktywacji kaspazy 3 i prowadzacej do apoptozy. Jednoczesnie, mimo, iz sciezka sygna-
towa NF-kB jest nieaktywna, stan zapalny ulega jedynie pewnemu obnizeniu, podobnie jak proces po-
gtebiania sie zmian miazdzycowych. Wynika to z tego, ze miazdzyca jest chorobg ztozong i wieloaspek-
towg i inne czynniki (np. RFT i RFA) majg tez wptyw na jej przebieg i rozwo;j.

Jesli dodatkowo zostang wyeliminowane RFT (reaktywne formy tlenu) i RFA (reaktywne formy
azotu) powstajgce w wyniku réznych proceséw patofizjologicznych, to dopiero wtedy obserwujemy
zatrzymanie procesu zapalnego i pogtebiania sie zmian miazdzycowych.

Natomiast zablokowanie reakcji zapalnej bezposrednio, poprzez inhibicje cytokiny prozapalnej II-
6, powoduje z jednej strony zatrzymanie pogtebiania sie zmian miazdzycowych, a z drugiej niewielki
wzrost apoptozy, co jest zgodne z danymi dostepnymi w literaturze [42]-[44].

W sytuacji gdy zablokowany zostanie proces peroksydacji lipidéw, wyniki sg bardzo zblizone do
tych, zaprezentowanych dla inhibicji cytokiny prozapalnej IlI-6. Zaobserwowaé mozna z jednej strony
catkowite zahamowanie progresji miazdzycy i procesu zapalnego, a z drugiej niewielki wzrost apop-
tozy, co jest rdwniez zgodne z informacjami dostepnymi w literaturze [45], [46].

4.3.9. Metoda projektowania sztucznych czgsteczek matych regulatorowych RNA

W rozdziale 8 omawianej monografii zostato opisane podejscie do projektowania matych regula-
torowych RNA na przyktadzie miRNA, zaimplementowane jako narzedzie o nazwie AmiRNA Designer.

MikroRNA (miRNA, ang. microRNA) sg najlepiej poznanymi matymi regulatorowymi RNA (srRNA,
ang. small regulatory RNA), najpowszechniej wystepujacymi w komérkach roslinnych i zwierzecych,
ktorych dtugosé wynosi 19-25 nt (przecietnie 22 nt). Geny dla miRNA ulegajg w procesie transkrypcji
przepisaniu przez RNA Polimeraze Il na pri-miRNA (pierwotny prekursor) o wielkosci do kilku kb, ktéry
przyjmuje strukture pofgczonych ze sobg szpilek do wtoséw. W przypadku zwierzat i roslin wystepuja
réznice w biogenezie miRNA oraz strukturze ich prekursoréw. U zwierzat w dojrzewanie pri-miRNA
zaangazowane sg dwa enzymy z rodziny rybonukleaz Ill: Drosha i Dicer. Enzym Drosha na terenie jadra
komérkowego dokonuje wstepnej obrdbki pri-miRNA, skracajgc go na koricach 5’ i 3’ i generujac pro-
dukt okreslany jako pre-miRNA o dtugosci okoto 70 nukleotydéw. Pre-miRNA posiadajg strukture spinki
do wtosow sktadajgcej sie z petli i dwuniciowego trzonu, w ramach ktérego na jego ramieniu 5" i/lub
3’ znajduje sie miRNA o dtugosci okoto 21 nukleotyddéw. Pre-miRNA transportowany jest do cytopla-
zmy, gdzie enzym Dicer wycina z niego dupleks miRNA/miRNA*. U roslin prekursory miRNA sg zdecy-
dowanie dtuzsze, osiggajgc rozmiary przekraczajgce nawet 600 nukleotydéw. Dodatkowo charaktery-
zujg sie duzym zréznicowaniem strukturalnym, a caty proces wyciecia dupleksu miRNA/miRNA* o dtu-
gosci ok. 21 nt realizowany jest na terenie jgdra komdérkowego przez jeden enzym - endorybonukleaze
DCL1 (ang. Dicer-like 1 protein) [47], [48].

W kolejnym kroku (podobnie u roslin jak i u zwierzat) dojrzate miRNA (ni¢ przewodnia dupleksu
RNA) zostaje wtgczone w kompleks RISC, podczas gdy miRNA* (ni¢ towarzyszaca) ulega degradacji.
Rozpoznanie i wybdr nici przewodniej miRNA przez kompleks RISC nastepuje w oparciu o wiasnosci
termodynamiczne dupleksu miRNA/miRNA*. MiRNA wraz z kompleksem RISC moze rozpoznawac
mRNA genu docelowego i wptywac na poziom jego ekspresji. Istotg tego mechanizmu regulacji jest
komplementarnosé pomiedzy miRNA a obszarem 3’ UTR (ang. 3’ Untranslated Region) transkryptu:
jezeli komplementarnosé ta jest catkowita to wtedy ma miejsce degradacja mRNA, natomiast jezeli jest
niepetna, to nastepuje zatrzymanie procesu translacji, przy czym ilo$¢ transkryptu pozostaje bez zmian.
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W ten sposdb dokonuje sie zazwyczaj regulacja ekspresji genédw zwierzecych. W przypadku modeli ro-
slinnych ta korelacja nie jest juz tak oczywista, a mechanizm wedtug ktérego dziata miRNA pozostaje
nadal nie do korica wyjasniony [48], [49].

W ostatnich latach zostat potozony duzy nacisk na rozwdj technik regulacji ekspresji genéw w
oparciu o endo- i egzogenne miRNA. Gtéwng ideg stojgcg za metodologia opartg na sztucznych miRNA
(zwanych amiRNA, ang. artificial miRNA) jest zaprojektowanie takich sekwencji RNA o dtugosci 21 nt,
ktdre regulowatyby ekspresje wybranego genu. Tak opracowana sekwencja, wprowadzana jest nastep-
nie do prekursora miRNA, zastepujgc w nim natywne miRNA. Powstata w ten sposéb struktura przy-
biera postac zblizong do naturalnego prekursora miRNA i podlega identycznym procesom przetwarza-
nia, jakie zachodzg w ramach biogenezy miRNA, mimo, ze amiRNA nie byto pierwotnie obecne w roz-
wazanym organizmie. Stad tez, tak przygotowana sekwencja amiRNA nazywana jest sztuczng. Techno-
logia oparta o sztuczne miRNA postrzegana jest jako bardzo obiecujaca, nie tylko w genomowych ba-
daniach funkcjonalnych, ale takze w zakresie odpornosci roslin na wirusy czy tez w zakresie inzynierii
genetycznej, ktérej celem jest m.in. poprawa jakosci plonéw [48], [50].

Obecnie dostepnych jest kilka narzedzi umozliwiajgcych projektowanie sztucznych miRNA dla
réznych grup organizmow. Ze wzgledu jednak na to, ze biogeneza miRNA rdzni sie dos¢ znaczgco w
przypadku zwierzat i roslin, powstajgce narzedzia sg wyspecjalizowane i dedykowane do konkretnych
organizméw lub ich grup. Najczesciej stosowanym narzedziem jest oprogramowanie Web MicroRNA
Designer (WMD3) [51].

Przeprowadzono réwniez eksperymentalne analizy przydatnosci wygenerowanych amiRNA w
procesie wyciszania wybranych gendw. Eksperyment biochemiczny wykonano dla amiRNA propono-
wanych przez narzedzie WMD3. Wykazat on, ze sekwencje amiRNA wskazane przez WDM3 jako reko-
mendowane charakteryzowaty sie mniejszg efektywnoscig w zakresie wyciszania wybranych gendw,
niz te, ktére narzedzie to zaklasyfikowato jako zdecydowanie mniej polecane (osiggnety efektywnos¢
w granicach 90%). Oznacza to, ze zasady decydujgce o tym, ktére amiRNA majg szanse zadziata¢ efek-
tywnie po wprowadzeniu do danego organizmu nie sg jeszcze w pefni poznane i zrozumiane. Dodat-
kowo, wiekszos¢ dostepnych narzedzi bazuje jedynie na komplementarnosci sekwencji oraz innych pa-
rametrach typu: obliczanie cato$ciowej energii swobodnej hybrydyzacji dupleksu miRNA/gen docelowy
(target) i/lub strukturze drugorzedowej prekursora miRNA [52]. Analiza statystyczna profili termody-
namicznych opublikowanych i znanych miRNA pokazata, ze wykazujg one specyficzne termodyna-
miczne wtasciwosci, ktére majg ogromny wptyw na funkcjonalnos¢ tych czasteczek i sg one odmienne
od tych, ktére posiadajg niefunkcjonalne miRNA [53], [54]. W odpowiedzi na to, zostato opracowane
nowe podejscie do projektowania sztucznych miRNA, opisane w niniejszej rozprawie. W ramach pro-
ponowanej metody wykonywana jest analiza rozktadu energii swobodnej dla duplekséw znanych
miRNA/miRNA* oraz miRNA/target i na tej podstawie budowane sg dla nich profile termodynamiczne.
Nastepnie dla wybranego genu proponowane sg potencjalne amiRNA, ktére oceniane sg poprzez po-
rownanie z utworzonymi wczesniej profilami. Pod uwage brane sg zaréwno wartosci energii swobod-
nej na kazdej pozycji potencjalnego amiRNA jak i jej ogdlny trend. Dla wyselekcjonowanych kandyda-
tow wykonywana jest tez analiza off-target, ktdrej celem jest wyeliminowanie tych amiRNA, ktére mo-
gtyby dodatkowo wyciszaé inne, przypadkowe geny danego organizmu [48].

Podejscie do projektowania matych regulatorowych RNA na przyktadzie miRNA, opisane w roz-
dziale 8 monografii, zostato zaimplementowane w jezyku C# pod systemy z rodziny Windows, jako
narzedzie o nazwie AmiRNA Designer. Dostepne jest do pobrania, wraz z przyktadowymi danymi wej-
Sciowymi oraz podrecznikiem uzytkownika na stronie http://www.cs.put.poznan.pl/arybar-
czyk/AmiRNA/.

AmiRNA Designer umozliwia projektowanie sztucznych czgsteczek miRNA (amiRNA) ukierunko-
wanych na okreslony mRNA (target, ktéry bedzie wyciszany), bazujgc na wiasciwosciach naturalnych
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miRNA. Potencjalne jego zastosowania obejmujg m.in. genomike funkcjonalng czy tez inzynierie gene-
tyczna. W przeciwienstwie do istniejgcego oprogramowania AmiRNA Designer pozwala na: przeanali-
zowanie naturalnych miRNA dla dowolnie wybranego organizmu, stworzenie profili termodynamicz-
nych miRNA/miRNA* oraz miRNA/target na podstawie danych termodynamicznych wygenerowanych
przez UNAFold [55] podczas predykcji struktury drugorzedowej oraz stworzenie wtasnych regut filtracji
na bazie sekwencji miRNA. Pozwala takze na filtrowanie wynikowych amiRNA (analiza off-target), czyli
sprawdzenie czy zaprojektowany amiRNA nie wchodzi w interakcje z mRNA, ktére nie s jego targetem.
Ten etap wykonywany jest za pomocg stworzonych w tym celu skryptéw w jezyku Perl.

Projektowanie amiRNA, zaimplementowane w oprogramowaniu AmiRNA Designer skfada sie z
dwodch etapdw: analizy, ktéra obejmuje przetworzenie endogennych miRNA danego organizmu w celu
uzyskania parametréw wymaganych do oceny potencjalnych amiRNA na kolejnym etapie oraz projek-
towania, w ramach ktdérego zaproponowane zostang amiRNA (oraz amiRNA*) i poddane filtracji na
podstawie informacji pochodzgcych z poprzedniego etapu. Etap analizy dla danego organizmu wyko-
nywany jest tylko raz, natomiast etap projektowania moze by¢ powtarzany wielokrotnie dla réznych
genow docelowych. Ogdélny schemat podejscia zobrazowany jest na Rysunku 7, natomiast Rysunek 8
przedstawia przyktadowe okno oprogramowania AmiRNA Designer.

Etap analizy:

Wejécie: miRNA, prekursor miRNA,
sekwencja targetu (docelowego genu)

l Wstepne przetwarzanie danych wejsciowych }

Predykcja struktury drugorzedowej Predykcja struktury drugorzedowej
dla dupleks6w miRNA/target dla sekwencji pre-miRNA

Ekstrakcja dupleksow miRNA/miRNA*
ze struktury drug, j pre-miRNA

Wygenerowanie profilu termodynamicznego Wygenerowanie profilu termedynamicznego
dla dupleksu miRNA/target dla dupleksu miRNA/mIRNA*

Etap projektowania:

I jsci ja docelowego genu (targetu) ]

L
y i kcja miejsc wi }
oraz wygenerowanie sekwencji amiRNA

v
Predykcja struktury drugorzedowej
dla wybranych d tar A

LA

Poréwnanie wartosci AG uzyskanych dla duplekséw
z profi termod: i m dla i

1y

L]
Wprowadzenie substytucji w sekwencjach
amiRNA (relaksacja)

L2

I Wygenerowanie sekwencji amiRNA* ‘

L]
Predykcja struktury drugorze i
dla wy ych duplekséw amiRNA/amiRNA’

LA
Poréwnanie wartosci AG uzyskanych dla duplekséw
zp termod. n dla miRNA/miRNA*
A

L]
Wprowadzenie substytucji w sekwencjach
amiRNA* (relaksacja)

LA
I amiRNA/amiRNA* ]

RYSUNEK 7 SCHEMAT DZIAtANIA PODEJSCIA DO PROJEKTOWANIA SZTUCZNYCH MIRNA ZAIMPLEMENTOWANY JAKO
NARZEDZIE AMIRNA DESIGNER. SCHEMAT PREZENTUJE NAJWAZNIEJSZE KROKI WYKONYWANE PRZEZ AMIRNA
DESIGNER, PODZIELONE NA DWA ETAPY: ANALIZY | PROJEKTOWANIA, KTORE MOGA BYC WYKONYWANE NIEZALEZNIE
OD SIEBIE. W WYNIKU PIERWSZEGO ETAPU OTRZYMYWANE SA PROFILE TERMODYNAMICZNE. DRUGI KROK
UMOZLIWIA ZAPROJEKTOWANIE SEKWENCIJI AMIRNA ORAZ AMIRNA* DLA WYBRANEGO GENU DOCELOWEGO,
BAZUJAC NA WYNIKACH UZYSKANYCH NA ETAPIE ANALIZY
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"B miRNA Studio = [m] X

File Perspective

FASTa | AmiRNA

4 clean Load File
Validate I 9

3|refNM_202954.3| Arabidopsis thaliana guanine nucleotide-binding protein subunit
mMRNA, complete cds

Nucleotide  Position Description ®
Delete UAGUCUCAGGUCAGAGAAGCCAUCAUCAACAUUCAACAAGAGAGCCGUGUUUGUGUCUUGACUGAUU
CUUCUCUCAAGCUUUUUUAAUCUCUCUCUCUUUUCCCACGUAAUUCCCCCAAAUCCAUUCUUUCUAGG
UCUCCCUCUCUCAAUCAUGAACCUUCU ¢
JAAGUCUGAUCC

Delete

Delete

AGCUUA

AAGGACGUACUCG

CGGAAAGGUUUAU
AUUAAUCGL

XXX X

Delete

GGGAUAUGUUUCGUGCUGUCAGUAUGUCCCAAAUG
CAG GUG, \CUUGUAUCUUAUGGGAUGUAACUACUGGUCUC
GUGAAUUUCAGUCUGGACAUACUGCUGAUGUACUAAGCGUCUCAAUCA
UUCCACAGCACGGUUGUGGGACACUCG
UCAAGUUCUUU
\CAUAAGGACUG

WUGCAUUC
UACGUUUGGGAUACCC
AUUCACAC AUAGA
GUUGGGAUU

CUCCAGGUCUAUCAS
UCUGUGUC GAGACUUCUUUUC
UCUUGG ICUUGCAGG

AmiRNA Designer zostat przetestowany na danych pochodzacych z Arabidopsis thaliana. Sekwen-
cje 157 prekursoréw pre-miRNA pobrano z bazy miRBase rel18 [56], natomiast sekwencje 210 miRNA
oraz ich genéw docelowych (targetéw) zaimportowano z bazy danych ASRP [57]. W celu wykonania
analizy off-target, wykorzystano plik z transkryptami z bazy danych PlantGDB [58]. Geny, ktdre wy-
brano jako docelowe celem ich wyciszenia, pobrano z bazy danych TAIR (http://www.arabi-
dopsis.org/).

W ramach eksperymentu obliczeniowego wygenerowano potencjalne amiRNA dla nastepujgcych
gendw: AGB1 (ID: AT4G34460), oraz Immutans (ID: AT4G22260). Analiza przeprowadzona za pomocg
oprogramowania psRNATarget [59] wykazata, ze dla rozwazanych gendw nie istniejg naturalne miRNA,
ktore mogtyby je wyciszaé. Stanowi to dowdd na to, ze wsrdd miRNA wykorzystanych do stworzenia
profili termodynamicznych nie byt obecny zaden miRNA, ktéry bytby dedykowany do regulacji bada-
nych genéw [48].

Faza projektowania zostata przeprowadzona z nastepujgcymi filtrami sekwencyjnymi: nukleotyd U
na pozycji 12 (liczony wzgledem sekwencji targetu) oraz opcjg wymuszajgcg U na pierwszej pozycji
amiRNA. Dla genu ABG1, AmiRNA Designer zaproponowat 22 dupleksy amiRNA/amiRNA*, natomiast
dla Immutans 20 kandydatéw amiRNA/amiRNA*.

W celu przeprowadzenia dodatkowe] weryfikacji dziatania narzedzia AmiRNA Designer, wykorzy-
stano oprogramowanie psRNATarget z domysinymi parametrami do znalezienia genéw docelowych
dla zaprojektowanych amiRNA. psRNATarget znalazt liste potencjalnych sekwencji targetowych, ale
gen dla ktdrego zaprojektowano amiRNA, miat zdecydowanie lepszg punktacje niz pozostate [48].

Wyniki uzyskane z wykorzystaniem narzedzia AmiRNA Designer w fazie projektowania zostaty na-
stepnie poddane analizie off-target realizowanej przez zbiér specjalnie w tym celu opracowanych
skryptow. Analiza przeprowadzona dla genu AGB1 pokazata, ze tylko jeden amiRNA moze oddziatywac
zinnym genem niz docelowy oraz, ze zaden amiRNA* nie byt komplementarny do zadnego transkryptu
pochodzacego z Arabidopsis thaliana. W przypadku genu Immutans, zidentyfikowano 3 dupleksy
amiRNA/amiRNA*, ktére nie wykazywaty efektu off-target. Pozostate amiRNA byty komplementarne
do réznych gendw hipotetycznych, domniemanych lub o nieznanej funkcji biatek [48].
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4.3.10. Podsumowanie

Mechanizm degradacji RNA jest podstawowym i bardzo istotnym dla funkcjonowania organi-
zmoéw zywych procesem, ktdry jest gwarantem zachowania rdwnowagi komadrkowej. Badania z nim
zwigzane obejmujg zaréwno studia w zakresie degradacji warunkowanej samg strukturg RNA, ktéra
pozwala lepiej zrozumie¢ funkcje oraz role jakg RNA w niej odgrywa, a ktdra caty czas jest stabo po-
znana, a takze degradacje enzymatyczng, rozwazang w kontekscie zdecydowanie bardziej ztozonego
uktadu jakim jest komodrka wraz ze wszystkimi czynnikami, ktére sg w ten proces zaangazowane. W
zwigzku z tym analiza procesu degradacji RNA stanowi bardzo obiecujacy kierunek badan, a niniejsza
praca wpisuje sie w ten zakres tematyczny.

W niniejszej rozprawie analizowano catosciowy model procesu degradacji RNA od strony biolo-
gicznej, matematycznej i informatycznej. W szczegdlnosci zaproponowano nowy model kombinato-
ryczny dla znanego, oryginalnego problemu RNA PDP (mapowania miejsc cie¢ RNA), dla ktérego poka-
zano wczesniej, ze jest on silnie NP-zupetny. Zaproponowano réwniez sformutowanie tego problemu
w wersji decyzyjnej oraz przeszukiwania, ktére uwzglednia, oprocz btedédw negatywnych takze btedy
pozytywne w instancji. Dla tego problemu opracowano algorytm metaheurystyczny sktadajacy sie z
dwéch wspodtpracujgcych ze sobg heurystyk przeszukiwania tabu. Algorytm bierze pod uwage zaréwno
btedy negatywne jak i pozytywne, a rozwigzania przez niego generowane sg dobrej jakosci, przy liczbie
zrekonstruowanych cie¢ zblizonych do tych, ktére obecne sg w rozwigzaniach optymalnych. Parametry
(liczba btedédw oraz miejsc ciecia) wykorzystane do wygenerowania instancji testowych zostaty do-
brane w taki sposéb, aby odzwierciedlaty rzeczywiste przypadki. W zwigzku z tym zaprezentowany al-
gorytm bedzie dobrze sprawdzat sie w zastosowaniach praktycznych przy wspomaganiu analizy danych
pochodzacych z eksperymentéw biochemicznych. Dla problemu RNA PDP zaproponowany zostat wcze-
$niej algorytm doktadny podziatu i odcie¢, ktory uwzglednia jedynie btedy negatywne i radzi sobie tylko
z instancjami zawierajgcymi do 10 miejsc cie¢ pierwotnych. Przedstawiona metaheurystka przeszuki-
wania tabu jest jedynym znanym autorom algorytmem, ktéry umozliwia rozwigzanie tego problemu
dla duzej liczby miejsc ciecia oraz przy obecnosci btedéw pozytywnych w danych wejsciowych.

Z punktu widzenia biologdw poznanie wzoru degradacji danej czgsteczki RNA niesie ze sobg duzo
informacji, m.in. o stabilnosci danego RNA oraz pozwala przewidzie¢, czy moze by¢ on by¢ Zrédtem
stabilnych, posrednich produktéw niepetnej degradacji (degradantéw RNA), ktére mogg petnic funkcje
np. w zakresie regulacji genéw w komorce. Laboratoryjne przebadanie wzoru rozpadu dowolnej cza-
steczki RNA wymuszonego jej strukturg przestrzenng jest niestety zadaniem bardzo kosztownym, za-
rowno pod wzgledem czasu, jak i sSrodkéw, dlatego tez w pracy zaproponowano dodatkowo algorytm
doktadny podziatu i odcie¢, ktéry symuluje przebieg procesu nieenzymatycznej degradacji RNA.
Uwzglednia on strukture przestrzenng RNA, a takze reguty stabilnosci zaproponowane przez Kierzka i
wspotpracownikéw i pozwala przewidzie¢ wzér degradacji dowolnej czgsteczki RNA bez przeprowa-
dzania czasochtonnego eksperymentu biochemicznego. W ramach algorytmu przetestowano nastepu-
jace narzedzia do przewidywania struktury drugorzedowej kanonicznej: RNAfold, RNAstructure, Cen-
troidFold, CONTRAFold, IPknot oraz ContextFold, a takze zaproponowane w rozprawie nowe podejscie
do predykcji struktury 2D udoktadnionej (uwzgledniajgce zaréwno parowania kanoniczne jak i nieka-
noniczne) faczgce funkcjonalnosc istniejgcych narzedzi RNAComposer oraz RNApdbee i okreslane w
pracy jako potok przetwarzania RC/Rp (zaimplementowane obecnie jako RNAvista). Wyniki dziatania
algorytmu poréwnano z wynikami eksperymentu biochemicznego. Analiza uzyskanych wynikéw wyka-
zata, ze algorytm wykonuje swojg prace szybko i efektywnie, nawet wtedy, gdy do wielokrotnych pre-
dykcji struktury 2D (refoldowania) wykorzystywany jest RC/Rp (RNAvista). Algorytm byt w stanie ziden-
tyfikowaé poprawnie wiekszos¢ produktow nieenzymatycznej degradacji w przypadku obu badanych
czasteczek RNA. Wszystkie miejsca ciecia, jakie nie zostaty przez algorytm rozpoznane to miejsca nie-
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zgodne z regutami opracowanymi przez Kierzka i wspotpracownikédw. Wyniki wskazaty rowniez, ze naj-
lepszym narzedziem do predykcji struktury 2D okazat sie by¢ RC/Rp, gdyz w przypadku obu czgsteczek
jako jedyny byt w stanie przewidzie¢ wszystkie miejsca ciecia, ktore byty zgodne z regutami stabilnosci
Kierzka i wspdtpracownikéw. Algorytm podczas swojej pracy wielokrotnie wykonuje ponowne predyk-
cje struktury 2D dla kolejnych posrednich produktéw degradacji uzyskiwanych na kolejnych etapach,
w zwigzku z tym poprawnos$é oraz doktadnos$é przewidzianej struktury 2D przektada sie na jakos¢ uzy-
skanych wynikéw. Czas obliczer dla RC/Rp jest co prawda dtuzszy niz dla pozostatych narzedzi dedyko-
wanych do predykcji kanonicznej struktury 2D, ale jest on i tak zdecydowanie krdétszy niz dla innych
programow oferujacych przewidywanie udoktadnionej struktury 2D RNA, a generowane przez niego
wyniki charakteryzujg sie wysoka jakos$cig. Dokonane w pracy poréwnanie jest tez cenng wskazéwka
dla biologdw w kontekscie wyboru narzedzi do predykcji struktury 2D.

W rozprawie zaproponowano réwniez model matematyczny oparty na teorii stochastycznych
sieci Petriego przedstawiajacy przebieg procesu nieenzymatycznej degradacji RNA z uwzglednieniem
struktury przestrzennej RNA, a takze regut stabilnosci zaproponowanych przez Kierzka i wspotpracow-
nikdw, w oparciu o dziatanie powyzej wspomnianego algorytmu podziatu i odcieé oraz eksperymentu
biochemicznego. Model przeanalizowano w pierwszej kolejnosci z wykorzystaniem podejscia typu
knockout w oparciu o zbiér t-niezmiennikdw, co pozwolito na okreslenie wptywu poszczegdlnych pro-
cesOw reprezentowanych w modelu, na przebieg procesu nieenzymatycznej degradacji RNA. Nastep-
nie wykonano analize symulacyjng rozwazanej sieci stochastycznej. Tranzycjom, ktére odpowiadaty
cieciom pomiedzy poszczegdlnymi nukleotydami w tancuchu RNA przypisano czestosci uruchomien na
bazie miar degradacji (przynaleznosci) zdefiniowanych i obliczonych dla algorytmu doktadnego symu-
lujacego przebieg procesu nieenzymatycznej degradacji RNA. Wyniki przeprowadzonej symulacji sto-
chastycznej pokazaty, ze zaleznosci dotyczace podatnosci na hydrolize nieenzymatyczng wigzan inter-
nukleotydowych w czgsteczce RNA zaproponowane przez Kierzka i wspotpracownikdw zostaty zacho-
wane (UA>CA>YC>YG>YU). Do oszacowania czestosci uruchomien dla tranzycji reprezentujgcych pro-
cesy biologiczne w rozwazanym modelu opartym o stochastyczne sieci Petriego wykorzystano zapro-
ponowane w pracy nowe podejscie do tego zagadnienia.

W ramach niniejszej rozprawy opracowano réwniez model oparty na teorii stochastycznych sieci
Petriego przedstawiajacy proces enzymatycznej degradacji RNA na przyktadzie YRNA i roli wywodza-
cych sie z niego stabilnych degradantéw, w regulacji apoptozy i zapalenia w monocytach/makrofagach.
Wprowadzenie tego modelu pozwolito zaakcentowa¢ ztozonos¢ zjawiska degradacji RNA zachodzacej
w komorkach, w ramach ktérej uwzgledni¢ nalezy wszystkie czynniki zaangazowane w analizowany
proces. Przedstawiony system stanowi jedynie niewielki wycinek mechanizmoéw w jakich biorg udziat
czgsteczki posrednich produktéow degradacji RNA oraz ich wptywu na przebieg réznych choréb. Model
przeanalizowano podobnie jak opisano to powyzej, wykorzystujgc podejscie typu knockout w oparciu
0 zbiér t-niezmiennikdéw oraz knockout symulacyjny. Pozwolito to na wyciggniecie bardzo interesujg-
cych wnioskdéw biologicznych.

Badania czgstkowe z wykorzystaniem wspomnianych wczesniej algorytmoéw postuzyty do zbudo-
wania opisanych powyzej ztozonych modeli obrazujgcych przebieg zaréwno degradacji enzymatycznej
jak i nieenzymatycznej RNA oraz umozliwity finalnie opracowanie nowego podejscia do projektowania
sztucznych regulatorowych czgsteczek RNA na przyktadzie miRNA (mikroRNA). Zaproponowano nowe
podejscie do projektowania sztucznych miRNA ukierunkowanych na okreslony gen, ktéry bedzie wyci-
szany (wytaczany), bazujgc na wtasciwosciach naturalnych miRNA. Zostato ono zaimplementowane
jako narzedzie o nazwie AmiRNA Designer. Jego potencjalne zastosowania obejmujg m.in. genomike
funkcjonalng czy tez inzynierie genetyczng. W przeciwienstwie do istniejgcego oprogramowania
AmiRNA Designer jest bardzo elastyczny i pozwala na: przeanalizowanie naturalnych miRNA dla do-
wolnie wybranego organizmu, stworzenie profili termodynamicznych miRNA/miRNA* oraz miRNA/tar-
get na podstawie danych termodynamicznych wygenerowanych przez UNAFold podczas predykcji
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struktury drugorzedowej oraz stworzenie wtasnych regut filtracji na bazie sekwencji w czesci dotycza-
cej projektowania sztucznego miRNA. Pozwala takze na filtrowanie wynikowych amiRNA (analiza off-
target) czyli sprawdzenie czy zaprojektowany amiRNA nie wchodzi w interakcje z innymi przypadko-
wymi mRNA danego organizmu, powodujgc ich wytgczenie.

W zakresie przysztych kierunkéw badawczych dotyczgcych procesu degradacji RNA mozna wymienic:

e QOpracowanie algorytmu symulujgcego degradacje RNA z uwzglednieniem regut stabilnosci po-
danych przez Kierzka i wspotpracownikdw oraz jego struktury przestrzennej, a takze czynnikéw
komdrkowych majacych na nig wptyw, np. biatek wigzgcych RNA i chronigcych go przed degra-
dacjg, miejsc ciecia rozpoznawanych przez rybonukleazy. Wymagatoby to dodatkowo opraco-
wania bazy danych zbierajgcych informacje o motywach strukturalnych rozpoznawanych w
RNA przez enzymy tngce oraz biatka chronigce je przed cieciem.

e Opracowanie podejscia pozwalajgcego odrdznié¢ produkty posrednie degradacji, ktore moga
by¢ funkcjonalne od niefunkcjonalnych.

e Opracowanie modeli opartych o teorie sieci Petriego przedstawiajgcych proces enzymatyczne;j
degradacji RNA dla innych, znanych stabilnych produktéw posrednich degradacji RNA i ich
wplyw na przebieg réznych chordb.

e QOpracowanie modelu opartego o teorie sieci Petriego obrazujgcego Sciezki powstawania sta-
bilnych produktéw degradacji z dojrzatych funkcjonalnych RNA takich jak: tRNA, rRNA, snRNA,
snoRNA czy tez mRNA.

o Sformutowanie problemu mapowania miejsc cie¢ RNA (RNA PDP) w sytuacji, gdy dozwolone
bytyby ciecia wtérne dalszych rzedéw (nie tylko w ramach fragmentdéw pierwotnych, ale tez
wtdrnych) oraz opracowanie algorytmu dokfadnego i heurystycznego dla takiego przypadku.

Rozwigzanie powyzszych problemdw oraz zrealizowanie zaproponowanych zadad miatoby na
pewno znaczacy wkfad w badania, ktorych celem jest lepsze poznanie oraz zrozumienie mechanizmoéw
rzgdzacych procesem degradacji RNA oraz w zakresie wykorzystania metod matematycznych oraz in-
formatycznych w biologii molekularnej, genomice funkcjonalnej oraz medycynie.

5. Omodwienie pozostatych osiggnie¢ naukowo-badawczych
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5.2. Opis pozostatych osiggnieé

Wiele z wymienionych w poprzedniej sekcji prac zwigzana jest z podstawowg tematyka badaw-
czg opisang w monografii oraz przedstawiong pokrotce w ramach sekcji 4.3. Pozostate publikacje pla-
sujg sie tematycznie w obszarze szeroko rozumiane] bioinformatyki, biologii obliczeniowej oraz biologii
molekularnej.

Analiza procesu degradacji RNA jest obecnie bardzo rozwijanym kierunkiem badan i powigzana
jest bezposrednio z niniejszg monografig. Dotychczasowe doniesienia wskazujg, ze stabilne produkty
przejSciowe degradacji RNA (tzw. fragmenty RNA, degradanty RNA) petnig istotne funkcje regulato-
rowe w komédrkach organizmoéw zywych, a takze moga byé cennym Zrédtem biomarkerdw. Analiza de-
gradantow RNA jest niezwykle skomplikowana zaréwno w kontekscie badan laboratoryjnych jak i in-
formatycznych. W pracy [013] przedstawiono efektywng metode analizy produktow przejsciowych de-
gradacji RNA technika dwukierunkowej elektroforezy w zelu poliakryloamidowym (2D-PAGE). Nato-
miast w [08] wykorzystano technike analityczng zwigzang z technologia wysokoprzepustowego se-
kwencjonowania (NGS, ang. next generation sequencing), doktadniej RNA-seq, pozwalajgcg na identy-
fikowanie (na wysoka skale) milionéw czasteczek RNA, ktéra pozwolita na wykrycie i przeanalizowanie
tych procesow i szlakéw komérkowych, ktére ulegty zaburzeniu w wyniku infekcji wirusem HCV. W
pracy dokonano pordwnania transkryptoméw pochodzgcych z komoérek zakazonych wirusem i zdro-
wych w celu okreslenia zmian w zakresie poziomu ekspresji poszczegdlnych gendw.

Bardzo istotnym elementem rozpatrywanym w kontekscie procesu degradacji RNA jest stabil-
nos¢ struktury RNA, ktéra bezposrednio wigze sie m.in. z przewidywaniem aktywnosci oraz czasu prze-
bywania danej czasteczki RNA w komodrce. W celu przeanalizowania wptywu struktury RNA na proces
jego degradacji oraz uzyskania wzoru degradacji zadanej czgsteczki RNA przeprowadzono eksperyment
biochemiczny opisany w [014]. W pracy sformutowano réwniez po raz pierwszy problem rekonstrukcji
potozenia miejsc ciecia (peknieé) dla zadanej czgsteczki RNA na podstawie eksperymentu biochemicz-
nego (tylko na bazie dtugosci, bez znajomosci sekwencji - problem RNA PDP), zbadano jego ztozonos¢
obliczeniowg oraz zaproponowano algorytm doktadny podziatu i odcie¢ (ang. branch-and-cut) rozwig-
zujacy ten problem.

W publikacji [06] zaproponowano model roslinnej rybonukleazy DCL-4 (AtDCL-4) pochodzgcej
z Arabidopsis thaliana, w kompleksie z dwuniciowym RNA (dsRNA). Wykorzystujgc metody kompute-
rowe zamodelowano rdzen katalityczny DCL-4 obejmujacy konserwatywng domene PAZ wigzaca
dsRNA, domene Platformy, konektor oraz dwie domeny typu RNazy Il o aktywnosci endonukleolitycz-
nej na bazie biatka Dicer z Giardia. DCL-4 petni kluczowa role w procesie biogenezy matych regulatoro-
wych RNA, doktadniej siRNA.

Natomiast w [011] badano motywy kierujgce mRNA do egzosoméw (ang. extracellular vesic-
les, EV) wystepujacych w watrobie. Przy wykorzystaniu metod bioinformatycznych zidentyfikowano 12
takich motywdw, z czego 10 byto zlokalizowanych w sekwencjach kodujgcych transkryptéw, a 2 w ich
rejonach 3’ UTR. Okreslono réwniez miRNA, ktdre potencjalnie mogty sie z nimi wigzaé. Wykonano
eksperyment biochemiczny, w ramach ktérego dla jednego wybranego motywu (obecnego w rejonie
3’ UTR) potwierdzono, ze kieruje on, posiadajgce go mRNA do egzosomow.

W publikacji [015] korzystajgc z metod bioinformatycznych oraz eksperymentalnych, zapropo-
nowano strukture drugorzedowag oraz zidentyfikowano cztery konserwatywne domeny dla transkryptu
genu ENODA40-1 pochodzacego z Lupinus luteus, uczestniczacego w regulacji podziatéw komdrkowych
towarzyszacych nodulacji. Uzyskang strukture 2D dla L. luteus poréwnano ze strukturg drugorzedowg
opublikowang dla transkryptu ENOD40-1 dla Glycine max, wskazujac, ze moze ona przyjmowac dwie
postaci, zalezne od warunkdw panujacych w komorce i petni¢ w zaleznosci od tego rézne funkcje.
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W ramach swojej pracy badawczej habilitantka zajmowata sie réwniez wykorzystaniem sieci
Petriego do modelowania i analizy ztozonych systemoéw biologicznych. Publikacja [04] dotyczy nowego
oprogramowania Holmes dedykowanego do tego celu. Umozliwia ono tworzenie modeli klasycznych
oraz czasowych sieci Petriego, ich rozbudowang analize oraz bogatg wizualizacje wynikéw generowa-
nych przez rézne moduty analityczne. Oprogramowanie to, zostato wykorzystane przy budowie oraz
analizie modeli opublikowanych w [02], [03], a takze zaproponowanych w ramach niniejszej mono-
grafii.

W ramach realizacji europejskiego projektu METAFUNCTIONS opracowano system o nazwie
Poseidon wspomagajacy analize oraz ekstrakcje danych dotyczgcych metagenomow morskich, z publi-
kacji naukowych. Dokonano implementacji metody stuzacej do automatycznej, wstepnej klasyfikacji
artykutéw, zaprojektowano odpowiednie stowniki wykorzystywane przez program Whatizit (wykorzy-
stywany przez system Poseidon), interfejsu www systemu Poseidon, statystyk, systemu pomocy dla
kuratora systemu oraz komunikacji z bazg danych [012].

Habilitantka wspdtpracowata réwniez z zespotem kierowanym przez prof. dr hab. Zofie Szwey-
kowska-Kulinska z Instytutu Biologii Molekularnej i Biotechnologii UAM. W ramach swojej pracy magi-
sterskiej na kierunku biologia habilitantka wykonywata analize informatyczng oraz badania laborato-
ryjne. Celem pracy byto okreslenie sposobu dziedziczenia organelli u mszakéw na przyktadzie Rhi-
zomnium pseudopunctatum. Wyniki badan zostaty przedstawione w nastepujacych publikacjach: [016]
i [017].
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