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Abstrakt

Tato bakalarska prace pojednava o sekundarni struktufe RNA a konkrétné se zamétuje na
jeji predikci. Popisuje nejriznéjsi elementy sekundarni struktury a predstavuje nckteré
metody predikce. V ramci bakalafské prace byly implementovany tii vypocetni metody
predikce v programovacim prosttedi MATLAB. Konkrétné¢ se jedna o algoritmus
Nussinové, Zukertv algoritmus a metodu Crumple. Implementované algoritmy
ptistupovaly k predikci bud’ na zakladé maximalizace bazovych parQ, nebo minimalizace
volné energie. Jejich funkce byla ovéfena na vytvoreném datasetu a vysledky byly
srovnany se znamou sekundérni strukturou.

Klicova slova

RNA, sekundarni struktura RNA, maximalizace bazovach pardi, minimalizace volné
energie algoritmus podle Nussinové, algoritmus podle Zukera, algoritmus pro metodu
Crumple

Abstract

This bachelor thesis discuss RNA secondary structure and it’s prediction in particular. It
describes various secondary structure elements and presents some secondary structure
prediction methods. Within the framework of bachelor thesis, three computational
methods for secondary structure prediction were implemented in programming and
numeric computing platform MATLAB. These methods are Nussinov algorithm, Zuker
algorithm and Crumple method. Implemented algorithms approched the prediction in
terms of base pair maximalization or free energy minimalization. Their function was
verified on the created dataset and the results were compared with known secondary
structures.
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RNA, RNA secondary structure, base pairs maximalization, free energy minimalization,
Nussinov algorithm, Zuker algortihm, Crumple method
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UvVOD

RNA patfi ke skupiné nukleovych kyselin a v butikach je zodpoveédna za pienos genetické
informace. Jedna se o jednovlaknovy biopolymer tvorfen nukleotidy adeninem,
cytosinem, guaninem a uracilem. Spojovanim komplementarnich bazi dochazi
k vytvéafeni struktur nejriznéjSich smycek, vyduti a pseudouzli. Tyto struktury jsou
znamé jako sekundarni struktura RNA.

Strukturalni elementy sekundarni struktury RNA maji nespocet funkci, mezi které
patii napfiklad modulace epigenetickych znaéek, nebo podpora velkych
makromolekularnich komplexti. Také se spole¢né se strukturou tercidlni ucastni
posttranskripéni regulace genové exprese. Spravna predikce sekundarni struktury je
klicova pro pochopeni funkce a regulace transkripti RNA.

V poslednich desetiletich se dostalo velké pozornosti nejriznéj$im experimentalnim
a vypocetnim metodam predikce sekundarni struktury RNA. I pies to, ze experimentalni
metody predikce jsou uspésné, jsou velmi ¢asoveé narocné, drahé a pro nékteré sekvence
neproveditelné. Pravé proto jsou slibnou alternativou bioinformatické vypocetni metody,
které pracuji s nejriiznéj$imi hypotézami o tom, jakym zptisobem je sekundérni struktura
RNA tvofena.

K nejznaméjsim hypotézam patii minimalizace volné energie a maximalizace
bazovych part. Minimalizace volné energie popisuje, zZe nejstabilnéjsi je struktura
s nejmensi hodnotou volné energie a proto predpoklada, ze RNA vytvaii sekundarni
strukturu tak, aby méla ve vysledku tuto hodnotu co nejmensi. Dal$i moznou hypotézou
je maximalizace bazovych part, kterd predpoklada, ze nejstabilnéjsi je ta struktura, ktera
obsahuje co nejveétsi pocet bazovych pari.

Pro bakalaiskou praci byly implementovany v programovacim prostiedi MATLAB
celkem tfi vypocetni metody pro predikci sekundarni struktury RNA. Vsechny
implementované metody jsou v textu bakalaiské prace postupné predstaveny a jejich
implementace je podrobné popsdna. Funkcénost implementovanych algoritmt byla
otestovana na vytvoreném datasetu RNA sekvenci se znamou sekundarni strukturou. Pro
tvorbu tohoto datasetu bylo Cerpano z volné dostupné databaze RNA sekvenci - RNA
STRAND v2.0.

Implementovany byly algoritmus Nussinové, algoritmus Zukera a metoda Crumple.
Vysledky byly porovnany se znamou sekundarni strukturou a mezi sebou. Kvalita
implementovanych algoritmii byla ohodnocena pomoci senzitivity, PPV a F-skore.
Predikované sekundarni struktury, které se nejvice odliSovaly od znamé sekundarni
struktury, byly nakonec vykresleny pomoci funkce rnaplot, kterd je voln¢ dostupna
v programovacim prostiedi MATLAB.
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1. RNA A JEJI STRUKTURA

1.1 RNA

Ribonukleova kyselina (RNA) patii ke klicovym molekulam v naSich buiikach a je jednou
znukleovych kyselin, které jsou zodpoveédné za prenos genetické informace z nukleovych
kyselin do proteinii. VE&tsi pozornosti se RNA zacalo dostavat az v Sedeséatych letech 20.
stoleti, kdy Francis Crick pfedstavil zakladni biologické dogma, které definuje tok
genetické informace v zivych organismech ve sméru DNA (deoxyribonukleova kyselina)
— RNA — protein. RNA, se obdobn¢ jako DNA, sklada z nukleotidd, které jsou tvofeny
vzdy jednou ze Ctyt bazi, monosacharidem ribézou a fosfatovou skupinou. U RNA jsou
tyto baze adenin (A), uracil (U), guanin (G) a cytosin (C). Jednotlivé nukleotidy jsou
fazeny za sebou a tvofi linedrni fetézec. [1]

Hlavnim rozdilem mezi DNA a RNA je skute¢nost, Ze cukr navazany v molekule
RNA je ribéza. Cukr navazany v DNA je deoxyriboza [2]. Navazani hydroxylové (-OH)
skupiny na 2’ uhliku rib6zy v RNA hraje velmi dilezitou roli v chemickych reakcich,
kterych se RNA ucastni. DalSim rozdilem je rGznorodost tvarti, ve kterych RNA
nachdzime. Zatimco DNA se nachazi nejcastéji ve formé dvousroubovice, kterou tvoii
spojeni dvou jednoduchych vléken, viz Obr. 1-1. Molekuly RNA vytvafi nejriiznéjsi
vlasenky, smycky a dvojité nebo trojité Sroubovice, vzdjemnou interakci mezi sebou. [1]

Ll Adenine |

N o

Adenine -
i ] H
o

H M
M
o, 4

H.MN

N N

o M
¥]
o 1
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MNH.

F.IIQN—H RNA IIQN—H

Obr. 1-1: Nukleotidy DNA vs. RNA [3]
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Jednou funkci RNA je ptenos genetické informace mezi DNA a proteinem. [1] Tento
prenos ma na svédomi medidtorovda RNA (mRNA). Ta vznikd v bunééném jadie béhem
procesu transkripce, kdy je DNA sekvence “pfepsdna” do RNA, nasledné projde
posttranskripénimi upravami, a nakonec je poslana do cytoplazmy, kde slouzi jako
templat pro syntézu bilkovin béhem translace. [4]

I pfes jeji nesmirnou dualezitost tvoii mRNA jen malé procento z celkové RNA
v bunikach. Nejpocetnéjsi skupinou jsou ribozomdlni RNA (rRNA), kterd tvoii jadra
ribozoémi. Ribozémy jsou velké komplexy ¢tyt rRNA, a nékolika desitek proteintl. Za
pomoci transferové RNA (tRNA) rozlusti informaci ulozenou a nesenou pomoci mRNA
a nasledn¢ vyrobi konkrétni bilkovinu. [1] Jednotlivé typy RNA jsou zobrazeny na Obr.
1-2.

TN E -~ ”

Obr. 1-2: Typy RNA, zleva mRNA, rRNA a tRNA [5]

Buiiky dekoduji informaci ulozenou v mRNA ¢tenim nukleotidl ve skupiné po tiech.
Tato trojclennd skupina nukleotidii se nazyva kodon. VétSina kodonil zastupuje konkrétni
aminokyselinu. Zbytek slouzi jako START a STOP kodony, které znaci, kde zaciné a
konci “ptekladany” protein. Jednotlivé kodony jsou ¢teny z tabulky kodond, viz Obr. 1-3,
ktera je ¢tena pomoci levého a pravého sloupce a horniho fadku. Levy sloupec obsahuje
prvni pismeno kodonu, horni fadek obsahuje druhé pismeno kodonu a pravy sloupec
obsahuje Ctvetici nukleotidd, které se nachdzi na posledni pozici. [6]
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Obr. 1-3: Tabulka jednotlivych kodonti [7]

1.2 Struktura RNA

RNA je typicky jednovlaknovy biopolymer. OvSem pifitomnost autokomplementarnich
sekvenci ma za nasledek parovani bazi a skladani ribonukleotidového fetézce do slozitych
strukturnich forem, jako jsou smycky a Sroubovice. [8][9] Molekuly RNA maji tendenci
se parovat do spirdlovité struktury vSude tam, kde se nachazeji dvé dopliujici se ¢asti
sekvence. Zpravidla tohle parovani probiha na zakladé¢ Watson-Crickovského teorému za
vzniku vodikovych mistki mezi bazemi C-G a A-U. V RNA ovSem dochazi k fenoménu
a sice k parovani mezi méné¢ stabilnimi pary G-U. [8] Par vznikly nedodrzenim teorému
Watson-Crickovského parovani se nazyva kolisavy par bazi. [10] RozliSujeme baze
purinové (adenin a guanin) a pyrimidinové (cytosin a uracil). U pyrimidinovych i u
purinovych bazi vznika esterova vazba mezi fosfatovou skupinou a deoxyribézou. [11]

Molekuly RNA vykazuji extrémné komplexni a rozmanité struktury, které se ucastni
nékolika biologicky vyznamnych regulacnich procest, jako jsou molekularni rozpoznani,
konformaéni zména a katalyza. Retézec RNA dosahuje stability diky tvofeni parti mezi
komplementarnimi bazemi, za vzniku nekovalentnich vazeb. [2]

Nekovalentni vazby jsou mnohem slabsi nez vazby kovalentni ¢i iontové. Vznikaji
vsude, kde se k sobé piiblizuji dv¢, nebo vice molekul, a vyznamné¢ ovliviiuji chovani,
vlastnosti a reaktivitu vzniklych struktur. Pro vazby mezi jednotlivymi nukleotidy v RNA
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je nutné, aby byly stalé, a zaroven aby bylo mozné tyto vazby rozvoliiovat a spojovat.
Nejsilnéjsi zndmou nekovalentni vazbou je vazba vodikova (vodikové miustky). [12]
Formace vodikovych mustki mezi komplementdrnimi nukleotidy je doprovazena
termodynamickymi zakony, zejména vznikem vazebné volné energie. Ta ma pro stabilni
strukturu RNA vzdy zapornou hodnotu a je uvadéna v jednotkéch kcal/mol. K rozdé€leni
vazby je potieba vazebnou energii piekonat, a tedy struktufe energii dodat, naptiklad ve
formé tepla. [13]

RNA je schopna tvofit struktury primdrni, sekundarni, tercialni i kvarterni. Primarni
struktura RNA popisuje pouze nukleotidovou sekvenci, vzajemné propojenou pomoci
fosfodiesterové vazby, tj. popisuje, jak jsou jednotlivé nukleotidy uspotfadany v fadé za
sebou, smérem od 5° k 3¢ konci. Pfiklad primarni struktury je vyobrazen na Obr. 1-4. [14]

M AUGCGGCUACGUAACGAGCUUAGCGCGUAUACCGAAAGGGUAGAAC |FDy

Obr. 1-4: Priklad primarni struktury RNA [15]

Sekundarni strukturu RNA lze zjednodusené popsat jako seznam sparovanych bazi
pritomnych v nukleotidové sekvenci RNA. Existuje celkem 16 moznosti, jak parovat
baze, ovsem jen 6 part je natolik stabilnich, ze jsou schopny tvofit stabilni par. Podrobnéji
je sekundarni struktura RNA popsana v kapitole 1.2.1. [14]

Znamé tercialni struktury obsahuji pfevazné jen malé mnozstvi motivt, obsahuji jen
nékolik malo Sroubovic a zpravidla vychazi ze sekundarni struktury. Nékteré ze znamych
motivl tercialni struktury jsou uvedeny na Obr. 1-5, spole¢n¢ se strukturou sekundarni,
ze které vychazi. [16] Tercidlni struktura mize byt modelovana pomoci molekularni
dynamiky, kterd byla pfedstavena v roce 1998. Jedna se o metodu, zkoumajici distribuci
kovovych iontli kolem molekuly RNA. [17] Tato metoda je vSak piiliS pomald pro
simulaci procesu skladani molekul. Efektivnéj$i metoda modelovani tercidlni struktury
hleda jeji mozné prvky, které jsou v souladu se strukturou sekundérni. Tuto metodu
predstavili v roce 1999 1. Tinoco a C. Bustamante. [16]

16



o
(2]
-

HER
R

|
-n

n—g
4 Npemeneng
f-0-0 @-»-R-c

b 1=y d

L
- °
[}
I'e

Obr. 1-5: Pfedpovidané sekundarni a tercialni struktury RNA [18]

(a) vlasenkova smycka s vnitini smyc¢kou, (b) dvojitd smycka se dvéma vydutémi, (c¢)
pseudouzel 1KPZ, (d) Hammerhead ribozym RNA 1INYI, (e) tRNA 1J1U, (f) SRP RNA
1743

1.2.1 Sekundarni struktura RNA

Studium sekundarni struktury RNA je klicové pro pochopeni funkce a regulace
transkripti RNA. Jako primarni transkript je oznaCovana RNA ihned po jejim vzniku.
Strukturalni elementy sekundarni struktury RNA maji nespocet funkci, mezi které patii
naptiklad modulace epigenetickych znacek, nebo podpora velkych makromolekuldrnich
komplext. Spolecné s tercialni strukturou se také ucastni posttranskri¢pni regulace
genove exprese. [19]

Sekundarni struktura RNA udava, které komplementarni baze v sekvenci vytvorily
spojenim pomoci vodikovych mitstkli par. RozliSujeme dvé skupiny bazi a sice baze
purinové (A, G) a pyrimidinové (C, U). Kazdd baze musi byt spojena s bazi s ni
komplementarni. Komplementéarni baze se nachéazi v opaénych skupinéach a stabilni pary
tedy vznikaji mezi bazemi A-U, C-G a G-U. Kolisava par bazi G-U porusuje Watson-
Crikovsky teorém, ale zaroven ptispiva k napadné strukturalni formaci. G-C pary mohou
vytvaret az tii vodikové mustky mezi svymi Watson-Cricovskymi konci, zatimco A-U
pary mohou tvofit pouze dva. [20] Vldkno RNA muze na zdklad¢ své primarni struktury
vytvaret nékolik sekundéarnich struktur. Tyto struktury obvykle délime na stopky,
smycky, vyduté a pseudouzly, které vznikaji nejraznéj$im proplétdnim RNA vlékna. [21]
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Nejznaméjsi sekundarni strukturou je vlasenkova smycka (hairpin loop), kterd
vznikd pteklopenim RNA useku sama na sebe. Pieklopeny jsou k sobé nukleotidy, které
se mohou parovat a vznika tzv. Sroubovice, na jejimz konci vznika jednovldknova smycka
stavajici se z nukleotidd, které jsou neparové. [21] Obé tyto struktury jsou vyobrazeny na
Obr. 1-6. Specialnim ptipadem vladsenkové smycky je libajici vlasenkova smycka (kissing
hairpin loop), kterd vznikd sparovanim bazi ve dvou oddélenych vldsenkovych
smyckach. [22]

Obr. 1-6: Vlasenkova smycka a Sroubovice (hairpin loop a helix) RNA [23]

Daéle rozliSujeme smycky vnitini, vnéjs$i a multismycky. Vnitini smycky (interior
loops) vznikaji tam, kde nedochazi k parovani jednotlivych bdzi. Vnitini smycky se
nachdzi uvniti sekunddrni struktury RNA na rozdil od smycek vladseknovych, které se
nachdzeji na jejim konci. Rozeznadvame vnitini smycky symetrické a vnitini smycky
asymetrické. Specialni pfipady vnitinich asymetrickych smycek jsou nazyvany vyduté
(bulges), které mohou byt tvofeny jen jednim nukleotidem. [24] Vné&j$i smycka (exterior
loop) spojuje oba, 5¢ a 3¢, konce RNA a alespoil jednou sparovanou bazi. Posledni ze
smycek, kterd je tvofena sekundarni strukturou RNA, je multismycka. Multismycka
(multi-loop) je misto v RNA, kde se spojuji 3 nebo vice sparovanych bazi, kdy tyto baze
mohou, ale nemusi byt oddéleny neparovymi bdzemi. [21] Specidlnim piipadem
multismy¢ky je multi-vétvena smycka (multi-branch loop), kterd vznika tam, kde dochazi
ke spojeni n¢kolika kmenovych smyc¢ek do jedné. [25]

Z4dna z vyse zminénych struktur se obvykle nevyskytuje samostatng. Je zvykem, Ze
na jedné sekvenci vzniké nékolik riznych strukturdlnich elementt, které na sebe navazuji
a jeden v druhy prechdzeji. Ptiklad sekvence, ktera tvoii n¢kolik strukturdlnich elementt
jena Obr. 1-7.
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Obr. 1-7: Rozlozeni RNA sekundarni sktruktury na strukturalni elementy, upraveno
[26]

vvvvvv

pseudouzlu. Tato struktura vznikd vzajemnym proplétanim a kiizenim vazeb, které
vznikaji mezi komplementarnimi bazemi. [8] Podstrukturou pseudouzlu je H-typ
pseudouzel, ktery vznika utvofenim bazového paru mezi vlasenkovou smyckou a
jednovldknovou oblasti vladsenky. H-typ pseudouzl tedy obsahuje dvé Sroubovicové
struktury a dvé smycky. Ptiklad pseudouzlu v RNA je vyobrazen na Obr. 1-8. [27]

CHG-A
@uuo@g

Obr. 1-8: Pseudouzel RNA [28]
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1.2.2 Vykresleni sekundarni struktury RNA

Vyobrazeni sekundérni struktury RNA je mozné pomoci n¢kolika grafickych piistupi.
Nejbéznéjsi a nejjednodussi je zdvorkova-teCkova notace, ktera obsahuje pouze 3 znaky
pro nepseudouzlové struktury. [29] Ptiklad zavorkové-tockové notace je uveden na Obr.
1-9(c).

Zavorkova-teckova notace je jednou z nejbéznéjsich a nejjednodussich reprezentaci
sekundérni struktury RNA. Tyto znaky zndzorfiuji otevieny a uzavieny par bazi a také
misto v sekvenci, kde se nachdzi smycka, nebo vydut. Otevieny par bazi vznika
v okamziku, kdy nukleotid vytvoii par s nukleotidem nachdzejicim se pfed nim.
Uzavieny par bazi vznika, kdyZ nukleotid utvofi par s nukleotidem, ktery se nachazi za
nim. [29]

Znaky reprezentujici zavorkovou-teCkovou notaci pro nepseudouzlové struktury
jsou:

o ..“ je kdédovacim znakem pro misto v sekvenci, kde nedochazi k parovani
bazi, jedna se tedy o misto v sekvenci, kde se nachazi n¢jaka smycka nebo
vydut [29],

e )% koduje misto v sekvenci, kde se nachazi otevieny par bazi [29],

o . (“, koduje misto v sekvenci, kde se nachazi uzavieny par bazi [29].

Nejptehlednéjsi reprezentace je reprezentace prostym diagramem, vyobrazena na
Obr. 1-9(a). Toto zobrazeni ukazuje jednotlivé strukturalni elementy a to, jak na sebe
navazuji. Dal§i moznosti je reprezentace kruhova, nebo linearni. V téchto reprezentacich
jsou baze tvofici par spojeny pomoci obloukovych kiivek. V mistech, kde dochazi ke
kiizeni téchto kiivek, 1ze predpokladat vyskyt pseudouzlu. [30] Ptiklad kruhové a linearni
reprezentace je na Obr. 1-9(b) a Obr. 1-9(f).

Déle rozliSujeme reprezentaci horou a stromem (mountain a tree representation).
Reprezentace horou vychazi ze zavorkové-teCkové notace. Kazdy par bazi je
reprezentovan horizontalni linii nad primarni sekvenci. Tyto horizontalni linie jsou
skladany nad sebe a nachazi se tim vySe, ¢im hloubéji v sekvenci se vytvoreny par
nachazi. Reprezentace pomoci stromu také vychazi ze zavorkové-teckové notace s tim
rozdilem, ze sdruzuji substruktury pod oznacené vrcholy. [30] Ptiklad reprezentace horou
a stromem je na Obr. 1-9(d) a Obr. 1-9(e).
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Obr. 1-9: Priklady reprezentace sekundarni struktury RNA, upraveno [30]

(a) prosty diagram, (b) reprezentace linearni, (¢) zavorkova-teckova notace, (d)
reprezentace horou, (e) reprezentace stromem, (f) reprezentace kruhova
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2.METODY PREDIKCE SEKUNDARNI
STRUKTURY RNA

I ptes jeji nesmirnou dulezitost se sekundarni struktura dockala vetsi pozornosti az
v poslednich desetiletich. Velmi rozsifenym oborem je tedy studium jeji predikce.
Spravné predikovana sekundarni sktruktura je klicova k pochopeni vsech vyse zminénych
procest, za kter¢ je sekundarni sktruktura RNA zodpoveédna. [31]

Obor metod predikce sekundarni struktury miizeme rozd¢lit na dvé skupiny: metody
experimentalni a metody vypocetni. Také rozliSujeme metody, které nezahrnuji predikce
pseudouzlii a metody, které ji zahrnuji. Bylo prokazano, Zze pseudouzly jsou pro
sekundarni strukturu RNA funkéné dilezité, avSak metody, které jejich predikci zahrnuji
stale vyzaduji mnohé vylepSeni. Naopak metody predikujici nepseudouzlové struktury
jsou velice ptesné. [31]

2.1 Experimentalni metody predikce

Experimentalnich metod predikce sekundérni struktury RNA je zndmych hned nékolik.
Obvykle jsou ale vSechny experimentalni metody ¢asové i financné narocné a mnohdy
neproveditelné. Mezi nejrozsifenéjsi experimentalni metody predikce patii: nuklearni
magnetickd rezonance (NMR), rentgenova (RTG) krystalografie a kryoelektronova
mikroskopie. [32]

NMR je Setrnd a nedestruktivni metoda, vyuzivajici, obdobné jako klasicka
magneticka rezonance (MR), magnetickych vlastnosti atomovych jader. Pfi vlozeni
zkoumané struktury do vné¢jSiho magnetického pole dojde ke srovnani magnetickych
momentll jader atoml s magnetickymi momenty vné&jSiho magnetického pole. [33]
Orientaci magnetickych momentt jader lze ménit, je-li jadrim dodéna energie vhodnym
zpisobem. U NMR je tato energie dodana formou radiofrekvenéniho zafeni. Cim vyssi
je hodnota magnetického pole a frekvence zafeni, tim lepSi citlivost a rozliSovaci
schopnost pro zkoumané struktury. NMR dokaZe odhalit, jak jsou na sebe molekuly a
nukleotidy vazany, jak daleko od sebe se nachézi, nebo jaké thly jejich vazby sviraji.
Vsechny informace o struktufe jsou ziskany analyzou spekter, ktera odhali NMR. Ptiklad
vystupu NMR pro predikci sekundarni struktury RNA je na vyobrazen na Obr. 2-1. [32]

22



A B G20
G2 u3
G19
AU
10 G A
C U
U C
CG
GC Gé
8:8 G18
g-g 20 G186
1 G-C 22

H1 ppm
Obr. 2-1: Ukazka predikce sekundarni struktury RNA pomoci NMR [34]

(A) predikovana sekundarni struktura, (B) graf analyzy spekter

RTG krystalografie je metoda studujici interakce krystalickych vzorkli s RTG
zatenim. DokaZe odhalit absolutni strukturu zkoumaného vzorku. Monochromatické
RTG svétlo prochazi zkoumanym vzorkem, pfi¢emz dochazi k jeho ohybu (difrakei). Do
jaké miry a jakym smérem k difrakci dochazi zalezi na vnitini sktruktufe zkoumaného
vzorku. Intenzita a smér lomu jsou méfeny a po korekci je ur€ena absolutni struktura
vzorku. [35]

Kryoelektronova mikroskopie zkouma bunécné struktury v atomovém rozliseni. Jeji
princip spoc¢iva ve velmi rychlém ochlazeni zkoumaného, zavodnéného vzorku na
kryogenni teplotu, ktera se pohybuje okolo -200 °C, a néasledné ponoteni do kapalné¢ho
etanu. V ledu se nestihne vytvofit krystalova mtizka, a vzorek je obalen amorfnim ledem
pfipominajicim sklo, ktery ptesné kopiruje strukturu zkoumaného vzorku. [36]

2.2 Vypocetni metody predikce

Experimentalni metody predikce jsou velice pfesné a témét bezchybné. Avsak, jak uz
bylo fec¢eno vyse, jsou velice Casoveé naro¢né, drahé a mnohdy proveditelné jen za velice
specifickych podminek, nebo nejsou proveditelné vitbec. Proto jsou v této oblasti velice
slibnou alternativou vypocetni metody predikce. Ty pracuji pouze se vstupni sekvenci
nukleotidll a na zdkladé matematickych postupii predikuji nejoptimalné;jsi strukturu pro
zkoumanou sekvenci. [31] Vystupem vypocetnich metod predikce je sekundarni struktura
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nejcastéji ve forme zavorkové-teckové notace, kterd je podrobnéji popsana v predchozi
kapitole 1.2.2.

Vypocetni metody predikce pocitaji se skuteCnosti, ze sekundarni struktura neni
tvofena nahodné, ale Ze jeji utvareni je zavislé na setu nékolika pravidel. Tyto pravidla
jsou celkem 4. Prvni pravidlo pfifazuje jednotlivym bazim v sekvenci ¢isla od 1 po N a
urcuje, ze parovani komplementarnich bazi mize probihat na pozicich i a j v piipad¢, Ze
je absolutni hodnota rozdilu mezi j a i vét§i nebo rovna 4. Tato podminka vzdalenosti
zajisti, ze nedojde k utvoreni paru mezi sousednimi bazemi. V takovém piipad¢ by totiz
sekvence RNA nemohla tvofit dalsi struktury. Druhym pravidlem pro utvofeni stabilni
sekundarni struktury je, ze pary mohou tvofit pouze komplementarni baze. [37] V ptipadé
RNA se jedna o baze A-U, C-G a G-U [8]. Ttetim pravidlem je oSetieno, ze nukleotid na
pozici i se vyskytuje v nejvyse jedné sparované bazi. Ctvrté pravidlo fiké, Ze pii vzniku
dal$iho paru bazi na pozicich k a / musi platit i <k </<j. [37]

Vypocetni metody pro predikci sekundérni struktury RNA jsou realizovany pomoci
algoritmti  vyuzivajicich dynamického programovani. Podstata dynamického
programovani spoc¢iva ve zjednoduSeni komplikovaného problému na nékolik dilcich,
mensich podproblémt, které se vzijemné piekryvaji. Koneéné teSeni plvodniho,
komplikovaného problému je pak kombinaci vSech dil¢ich feSeni. Hlavni vyhodou
dynamického programovanti je skutecnost, Ze neni tak casoveé narocné a zvySuje efektivitu
implementovaného algoritmu. To je zpiisobeno tim, Ze predchozi feSeni dil¢ich problému
jsou ukladany a v ptipadé potfeby vytahovany z paméti. Timto nejsou s kazdou dil¢i ¢asti
pocitany znovu. [38]

Implementovany algoritmus predikujici sekundarni strukturu RNA je nutné n¢jakym
zpisobem ohodnotit. Hodnoceni korektnosti algoritmu je mozné stanovit, napiiklad
vypocétem senzitivity, pozitivni prediktivni hodnoty (PPV), F-skore, nebo stanovenim
slozitosti algoritmu. [39]

Senzitivita algoritmu neboli jeho citlivost, stanovuje schopnost algoritmu spravné
urcit pary bazi v sekvenci a nabyva hodnot od 0 do 1. [39] Vypocet je dan jako pomér
vSech spravné predikovanych part bazi ku v§em bazovym parim v predikované sekvenci.
Matematicky ptedpis je zobrazen rovnici 2.1. [20]

Pocet vSech spravné predikovanych bazovych para

Senzitivita =

2.1)

Pocet vSech bazovych pari v sekvenci

PPV hodnota urcuje, s jakou pravdépodobnosti je predikovany bazovy par skute¢né
parem a nabyva hodnot od 0 do 1. [39] Vypocet je dan jako pomér spravné predikovanych
bazovych para v sekvenci ku vSem predikovanym bazovym parim. Matematicky predpis
je zobrazen rovnici 2.2. [20]

Pocet spravné predikovanych bazovych pari v sekvenci

PPV = (2.2)

Pocet vSech predikovanych bazovych para
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F-skore vyjadfuje miru pfesnosti implementovaného algoritmu a nabyva hodnot od
0 do 1. [39] Vypocet je dan jako pomér soucinu dvakrat senzitivity a PPV ku souctu
senzitivity a PPV. Matematicky ptedpis je zobrazen rovnici 2.3. [20]

2xsenzitivitaxPPV

F — skore = (2.3)

senzitivita+PPV

Posledni zminovanou moznosti, jak ohodnotit implementovany algoritmus, je
stanovenim jeho slozitosti. Celkovou slozitost implementovaného algoritmu posuzujeme
na zékladé 2 parametrti — ¢as a pamét’. [41] Jako nejlepsi algoritmus feSici zkoumanou
problematiku je vzdy ten, ktery ma co nejmensi jak ¢asovou, tak pamétovou narocnost.
Nejvice popisovanou slozitosti je slozitost asymptotickd, kterd je nastrojem k popsani a
porovnani efektivity algoritmu. [40] Je vyjadienim trendu, jakym roste, at’ uz casové,
nebo prostorové naro¢nosti, s rostoucim mnozstvim vstupnich dat. [41]

Samotnou asymptotickou slozitost je mozné vyjadtit pomoci n¢kolika notaci. Prvni
moznou notaci je notace Omega (Q2), kterd vyjadiuje ,,nejlepsi pripad a to tedy, ze
naroc¢nost algoritmu bude s pribyvajicim mnozstvim dat rast stejné, nebo vice. Druhou
moznou a pouzivanou notaci, je notace Omikron (O) vyjadiujici ,,nejhorsi pripad. Tedy
ze slozitost algoritmu roste stejné, nebo mén¢. Posledni moznou notaci je notace Theta
(®) popisujici slozitost algoritmt v ,,primérném piipadé”. Tato notace je vyjadienim
slozitosti algoritmu, jehoz slozitost roste s mnozstvim vstupnich dat vzdy stejné. [40]

K samotné predikci je mozné pristupovat na zakladé nckolika teorii. Mezi
nejznaméjsi patii predikce na zékladé¢ maximalizace bazovych part a predikce na zaklade
minimalizace volné energie. Oba tyto pristupy hledaji co nejstabilnéjsi sekundarni
strukturu RNA. Maximalizace bazovych pari pracuje s myslenkou, ze nejstabilnéjsi je ta
struktura, ktera obsahuje nejveétsi mnozstvi parti bazi, a tedy minimalni mnozstvi smycek.
Ptistup pomoci minimalizace volné energie povazuje za nejstabilnéjsi tu strukturu, ktera
ma co nejmensi hodnotu volné energie. [42]

Ptistup k predikci pomoci volné energie uvazuje, ze vytvareni a ptipadny rozpad
sekundarni struktury RNA doprovazi termodynamické zdkony. Zejména Gibbsova volna
energie je veli¢inou uvozujici sekundarni strukturu RNA. [31] Termodynamika vzniku a
zaniku sekundarnich struktur vychéazi obecné z principi pfemény energie a celkova
termodynamika molekuly RNA odpovida tedy sumé energii, potiebné k spojeni, nebo
rozpojeni part bazi. [43] V molekulach probihaji veskeré pfeménné procesy za stalého
tlaku a stalé teploty, proto je k popisu energickych reakci pouzita zména Gibbsovi volné
energie a zmeéna entalpie, kterd odpovida zméné celkové wvnitini energie. [44]
Matematicky piepis pro vypocet Gibbsovy volné energie je zobrazen rovnici 2.4.

AG = AH —TAS (kcal/mol), (2.4)
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kde AH znamena zménu entalpie, AS zménu entropie a T termodynamickou teplotu
(310,15 K = 37 °C). [45] Pro vypocet volné energie sekundarnich struktur se pouzivaji
energetické modely, které obsahuji experimentdlné ziskané hodnoty pro nejriznéjsi
sekundarni struktury RNA.

Energetické modely popisuji, jaky je piispévek volné energie jednotlivych
sekundérnich struktur k celkové strukture RNA v jednotkach kcal/mol. [31] Piispévky
jednotlivych struktur byly experimentdlné naméteny podle Freierovych pravidel pfi
teplot¢ 37 ‘C v roztoku NaCl o koncentraci 1 mol/l. Teplota 37 °C piedstavuje
fyziologickou teplotu a koncentrace 1 mol/l NaCl zajist'uje neutralni pH prostiedi. [46]
Struktury, pro které byly tyto hodnoty experimentaln¢ ureny jsou Ctyfi a jsou zobrazeny
na Obr. 2-2. Patfi k nim vlasenkové a vnitini smycka, vydut’ a stopka (spojené pary bazi).

C U
SR LLL ---i.'-..‘a. SIIII-C
-
3‘.... .I-‘ .' 3'....
G A .'un'. G
Spojené pdry bazi Vldsenkovd
(stacked pairs) smycka

Vnitini smyéka

- -
“5at

Vidut

Obr. 2-2: Struktury zohlediiované v energetickych modelech, upraveno [47]

Nejznaméjsim a nejhojné€ji pouzivanym energetickym modelem je model Turnertv.
Prvni TurnerGiv model byl ptfedstaven v roce 1999, ktery ovSem uvazoval pouze volnou
energii spojenych struktur. Jeho obnova z roku 2004 pocitd navic se zmeénou entalpie
strukturdlnich elementii. Pro RNA uvazuje tento model zmény entalpie pro Watson-
Crickovské pary, kolisavé pary, vlasenkové smycky, vnitini smycky a vyduté. [48]
Hodnoty pro model Turner 2004 jsou uvedeny v Tabulce 2-1 a Tabulce 2-2.

Model Turnera vychazi ztermodynamickych parametri nejbliz§iho souseda
(nearest-neighbour thermodynamics parametrs). Ovsem pro RNA existuje samostatna
sada pravidel, kterd zahrnuje stabilitu nejriznéjSich smycek a vyduti, které jsou tvorené
nejruznéjSim spojovanim komplementarnich bazi. [46]
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Tabulka 2-1: Hodnoty volné energie pro spojené pary (stacked pairs) podle modelu
Turnera 2004 [kcal/mol] [49]

A-U C-G G-C U-A G-U U-G
A-U -0,9 -1,8 -2,3 -1,1 -1,1 -0,8
C-G -1,7 -2,9 -3.4 -2,3 -2,1 -1,4
G-C -2,1 -2,0 -2,9 -1,8 -1,9 -1,2
U-A -0,9 -1,7 -2,1 -0,9 -1,0 -0,5
G-U -0,5 -1,2 -1,4 -0,8 -0,4 -0,2
U-G -1,0 -1,9 -2,1 -1,1 -1,5 -0,4

Tabulka 2-2: Hodnoty volné energie pro smycky a vyduté podle modelu Turnera
2004 [kcal/mol] [49]

si;;ite lzjy%:lrlet\/i) Vl:;;néll(((;va Vnitini smycka Vydut’
1 o0 o0 3.8
2 o0 o0 2,8
3 5,4 © 3,2
4 5,6 1,1 3,6
5 5,7 2,0 4,0
10 6,5 2,5 4,9
15 6,9 2,9 5,4
30 7,7 3,7 6,1

2.2.1 Algoritmus podle Nussinové

Metoda predikce pomoci algoritmu Nussinové byla predstavena v roce 1978 doktorkou
biologie Ruth Nussinovovou, jako jedna z prvnich metod pro predikci sekundarnich
struktur RNA. Jedna se o jednodussi ale velmi efektivni techniku predikce sekundarni
struktury vyuzivajici principy dynamického programovani, kterda by méla, v nejhor§im
piipadé, pracovat v ®(n?) case a O(n’) paméti. Algoritmus Nussinové predikuje na
zakladé pristupu o maximalizaci part bazi a neuvazuje pseudouzlové struktury. [50]
Algoritmus Nussinové uvazuje set nékolika pravidel, na jejichz zaklad¢ stanovuje
vyslednou predikci sekundarni struktury RNA. Tato pravidla mimo jiné urcuji, které baze
v sekvenci mohou tvofit par. V piipadé RNA uvazujeme komplementarni baze podle
Watson-Crikovského parovani i kolisavy par bazi. [51] V prvni fad¢ je tfeba si uvédomit,
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ze algoritmus Nussinové uvazuje shodnou stabilitu pro vSechny mozné pary. Dale, je
nutné ignorovat piispévky volné energie, ke kterym dojde vlivem péarovani, a také
destabilizacni efekt, ktery maji na strukturu vzniklé smycky. V ptipad¢, Zze dochazi
k predikci na velmi dlouhych sekvencich, dochazi pied samotnou predikci k rozdéleni
sekvence na n¢kolik kratSich podsekvenci a predikce optimalni sekundérni struktury
probiha na kazdé podsekvenci zvlast. [52]

Algoritmus uvazuje celkem Ctyfi moznosti parovani bazi. Prvni moznosti je, Ze se
neparova baze na misté i navaze na bazi na misté i+/, ktera vytvoftila par s bazi na misté
j. Tato moZnost je vyobrazena na Obr. 2-3(b). Druhou moznosti je, ze se neparova baze
na mist¢ j navaze na bazi na misté j-/, kterd vytvoftila par s bazi na misté i. Tato moZnost
je vyobrazena na Obr. 2-3(c). Treti moznost je navazani sparovanych nukleotidi na
mistech i a j, ke sparovanym nukleotidlim na misté i+/ a j-1. Tohle spojeni je nazyvano
spojenymi pary bazi (stacked pairs) a je zakladem pro vytvoreni struktury stopky. Tato
moznost je vyobrazena na Obr. 2-3(a). Posledni moznosti, jak se mohou parovat
komplementarni baze, je kombinace dvou optimalnich substruktur na pozicich i,k a k+1,
j. Tato struktura je vyobrazena na Obr. 2-3(d) a je zndma jako rozdvojeni struktury
(burification) a je zakladem pro tvorbu multismycek. [52]

(a) (b) (©) (d)

i k kel

Obr. 2-3: Moznosti predikce struktur pomoci algoritmu Nussinové [53]

Predikce sekundarnich struktur pomoci algoritmu Nussinové 1ze rozdélit na tii dilci
¢asti: vyplnéni skérovaci matice M, nalezeni zpétné cesty a ohodnoceni zpétné cesty
znaky zavorkové-teCkové notace.

V prvnim kroku je tfeba vyplnit skorovaci matici M o rozmérech n x n, kde n je délka
zkoumané¢ sekvence. Hlavni diagonéla a diagonala pod ni je inicializovana nulami. [51]
Matice je vyplnovana postupné po diagonalach az do pravého horniho rohu. Kontroluje
se komplementarita jednotlivych bazi na pozicich i, j a matice je plnéna hodnotami podle
rovnice 2.5. Posledni fadek rovnice odkazuje na vznik vySe zminéného rozdvojeni
struktury. [52]
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M@GA+1,j—1)+ w(,))
M@ j-1)
M@{+1,))

maxjck<j[w(i, k) + w(k + 1,j)]

M(i,j) = max (2.5)

Hodnota w(i,j) je rovna 1 v pfipad€, Zze jsou baze na pozicich i, j komplementarni.
V ptipadé, ze baze komplementarni nejsou, nabyva (i) hodnoty 0. [52] Piiklad
vyplnéné tabulky pro algoritmus Nussinové je na Obr. 2-4.
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Obr. 2-4: Priklad inicializované a nasledné vyplnéné skorovaci matice M [53]

Po vyplnéni skérovaci matice je nutné nalézt zpétnou cestu. Hledani zpétné cesty
zacind v pravém hornim rohu, kde se nachazi maximalni hodnota matice M. Zpétné
trasovani po maximech probihd az do chvile, kdy je nalezeno misto v matici, kde se
nenachazi zadna hodnota. [55] Sméry zpétné cesty jsou mozné celkem tfi, stejné jako
prvky zavorkové-teCkové notace. Kazdému sméru je tedy ptfidélen jeden prvek. Pro
prehlednost pfi hledani zpétné cesty se doporucuje tvorit soucasné se skorovaci matici M
i trasovaci matici T. Trasovaci matice obsahuje celkem 3 hodnoty, které jsou ukazatelem,
ze kterého sméru bylo vybrano maximum pii vypliiovani skérovaci matice M. Mozné
zpétné cesty vyplnénou matici M jsou vidét na Obr. 2-5.
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Obr. 2-5: Moznosti zpétné cesty pro algoritmus podle Nussinové [54]

Jak je patrné na Obr. 2-5, neexistuje pouze jedna moznost zpétné cesty, ale n¢kolik.
Uz béhem implementace algoritmu Nussinové zalezi na néckolika ovlivnitelnych
parametrech. Prvnim je, kterou ze 3 moznosti pro vybér maxima bude upfednostiiovat.
Dale je nutné fesit, ktery smér bude upfednostiiovan pii hledani zpétné cesty a jak bude
zpétna cesta ohodnocovéna prvky zédvorkové-teCkové notace.

2.2.2 Algorimus podle Zukera

Algoritmus podle Zukera je jednim z nejpopularnéjSich metod pro predikci sekundarni
struktury RNA. Pocita s pfistupem minimalizace volné energie a je schopny pracovat
v nejhorsim piipadé v @(n*) case a ®(n?) paméti. [56] Poprvé byl predstaven v roce 1981
Michaelem Zukerem a dodnes je hojné pouzivan v nejriznéjSich volné dostupnych
softwarech pro predikci sekundéarni struktury RNA. Nejlepsich vysledki dosahuje pro
nepseudouzlové a kratsi sekvence. Pfesnost jeho predikce klesa, jak délka sekvence roste.
Jeho zékladni verze nepocitd s pseudouzlovymi sktrukturami, avSak v dnesSni dobé
existuje nékolik obmén, které predikuji i tyto struktury. Pro predikci optimalni sekundarni
struktury RNA pocita s experimentalnimi hodnotami energetickych modela. [51]
Ptiklady hodnot pro energeticky model Turner 2004 jsou uvedeny vyse v Tabulce 2-1 a
Tabulce 2-2.

Algoritmus podle Zukera pracuje se dvéma skorovacimi maticemi: V a W. Matice
V(i,j) obsahuje nejmensi hodnoty volné energie pro zkoumané ¢asti sekvence. Matice
W(i,j) obsahuje celkovou minimalni volnou energii zkoumané casti sekvence. [57]
Hodnoty minimalni volné energie pro matice V(i,j) a W(i,j) jsou vybirany podle rovnic
26a27.
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eh(i, )
es(i,)+V(@i+1,j— 1)l

V(i,j) = min VBIG.)) (2.6)
VM@, ) )
Wi +1,))
W, j) = min{ Wg’(]i';)l) } 2.7)

\min; e (WG, k) + Wk + 1,)])

Hodnota e/ pro matici V znaci hodnotu volné energie pro vlasenkovou smycku, ktera
je uzaviena parem bazi na mistech i a j. Hodnota es pro matici V zastupuje hodnotu
spojenych paru bazi (stacked pairs) na mistech i a j s bAzemi na mistech i+/ aj-1. VBI je
volna energie vnitini smycky, nebo vyduté, kterd je uzaviena parem bazi na mistech i a ;.
Hodnoty vnitini smycky nebo vyduté jsou brany pro strukturu na pozicich i a j*. Tato
struktura se nachézi uvnitt i a j. Hodnotu pro vydut’ uvazujeme v okamziku, kdy i *—i >/,
nebo j —j ‘> 1. Hodnotu pro vnitini smycku uvazujeme, pokud i —i >/ a souc¢asné;j —;
> ]. Konec¢na hodnota pro VBI je vybirana podle vztahu, ktery je uveden v rovnici 2.8.
Hodnota VM pro matici V znaci misto, kde dochézi k rozdvojeni struktury (burification),
a které je zdkladem pro tvorbu multismycek. Kone¢na hodnota pro VM je vybirana podle
vztahu, ktery je uveden v rovnici 2.9, kde konstanta a znaci konstantni pfirtistek volné
energie pro vzniklou multismycku. [51]

VBI(i,j) = min{ebi(i,),i',j") + V(' J')} icir<jr<; (2.8)

VM(Q,j) = min{iW({ +1L,k)+ Wk +1,j — D}ickcj1 +a (2.9)

Ze skérovaci matice W ur¢ime, které baze utvorily par. Pro lepsi vizualizaci je
doporuceno tvofit soucasné s matici W i trasovaci matice T. Ziskame tedy vektor Cisel
znacici pozice jednotlivych part. Tyto pozice jsou pak v konecné zdvorkové-teCkové
struktufe nahrazeny znaky pro oteviené a uzaviené pary bazi. [51]

Kone¢na hodnota volné energie pro strukturu predikovanou algoritmem podle
Zukera se nachazi v pravém hornim rohu matice W. Piiklad sekundéarni struktury a
kone¢né hodnoty volné energie, pocitané podle modelu Turner 99, je zobrazen na Obr.
2-6. [51]
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Obr. 2-6: Priklad vypoctu konecné hodnoty volné energie pro sekundarni strukturu
RNA predikovanou pomoci Zukerova algoritmu, upraveno [51]

2.2.3 Metoda Crumple

Predikce metodou Crumple vytvaii vSechny mozné nepseudouzlové struktury bez ohledu
na termodynamiku sekvence a nabizi tedy alternativni pfistup k tradi¢nim algoritmtm,
predikujicich sekundérni strukturu na principu minimalizace volné energie. Je schopny
odhalit nepseudouzlové struktury, které tradi¢nimi algoritmy, pocitajici s minimalni
volnou energii, nejsou predpovidany, piesto, ze pristup minimalizace volné energie je
velmi uspésny. [58]

Obecny pfistup predikce pomoci metody Crumple je zaloZzeny na ptistupu, ktery
hleda strukturu ve struktufe. Vstupem do algoritmu, predikujici sekundarni struktury
touto metodou, je tedy nejen sekvence RNA, ale také vstupni sekundarni struktura
v zévorkové-teCkové notaci. Predikce metodou Crumple nepocitd s zadnymi maticemi,
ale pouze nachazi komplementarni pary. V okamziku, kdy je nalezen komplementarni par
na pozicich i, j dochazi k ulozeni této struktury a k rekurzivnimu volani algoritmu, jehoz
vstupem je stejna sekvence, ale odlisna vstupni sekundarni struktura v zavorkové-teckové
notaci. Ukdzka vystupu algoritmu, ktery predikuje sekundarni struktury RNA pomoci
metody Crumple je na Obr. 2-7. [58]
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Obr. 2-7: Ukazka vystupu pro algoritmus vyuzivajici metodu Crumple k predikci
sekundarnich struktur RNA [58]

Vystupem algoritmu predikujici pomoci metody Crumple je tedy vycet vsech
moznych sekundarnich struktur, které je schopna zkoumana sekvence utvofit. Primarné
je ovsem pozadovano predikovat jen jednu findlni sekundarni strukturu. Metoda Crumple
je tedy dopliiovana o pfistupy, nebo filtry, pomoci kterych lze ziskat z vysledného
seznamu moznych sekundéarnich struktur pouze jednu nejoptimalng;jsi strukturu. [58]

Findlni sekundéarni strukturu je mozné vybrat na zédkladé maximalizace badzovych
parii a vystupni strukturou bude tedy ta struktura, kterd obsahuje nejvetsi pocet para bazi.
Dalsi moznosti, jak vybrat findlni sekundarni strukturu, je vy¢isleni volnych energii vSech
predikovanych struktur. V tomto ptipadé bude finalni strukturou ta struktura, kterd ma
nejmensi hodnotu volné energie. Vice sofistikované algoritmy vyuZivajici metodu
Crumple k predikci sekundéarnich struktur byvaji doplnéné o nejriizné;si filtry, které jsou
zalozeny na experimentalnich datech. Tyto filtry zahrnuji omezeni pro: chemicky
testovand dostupnd rozpoustédla, enzymatické Stépeni péarovych a nepéarovych bazi,
fylogenetické kovariace a minimalni délku RNA Sroubovice. Minimalni délka RNA
Sroubovice je stanovena pomoci kryoelektronové mikroskopie. Spravné urcena
minimdlni délka Sroubovice mé velky vliv na zmenSeni prostoru, ve kterém se smotana
RNA nachéazi. [58]
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2.2.4 Webové aplikace a bioinformatické funkce predikujici
sekundarni struktury RNA

ProtoZe se predikci sekunddrnich struktur RNA dostava v poslednich letech mnoho
pozornosti, existuje nékolik voln¢ dostupnych webovych aplikaci, které jsou schopné
sekundarni strukturu predikovat na zdkladé vlozené sekvence nukleotidd. [59]
Nejznaméjsim webovou aplikaci pro predikei sekundérnich struktur RNA je ViennaRNA
Web Services. Nejnovéjsi verzi této aplikace je verze 2.0, kterd vyuziva parametrii
energetického modelu Turner 99 a podporuje ¢teni formatu FASTA. [60] Nahled hlavni
strany této aplikace je na Obr. 2-8.

‘ou are here RNA

The ViennaRNA Web Services

This server provides programs, web services, and databases, related to our work on RNA secondary structures.
For general information and other offerings from our group see the main TBI homepage.

To help us providing you with even better services please take the time to rate us at Surveg Monkey

Our Web Services

Thermodynamic Structure Prediction

@  RNAfold Server P @ RNAprobing Server P @  RNAalifold Server P
...predicts minimum free energy ...predicts minimum free energy ...predicts consensus secondary
structures and base pair structures and base pair structures from an alignment of
probabilities from single RNA or probabilities from single RNAs several related RNA or DNA
DNA sequences using a guiding potential based on sequences. You need to upload an

SHAPE reactivity probing data. alignment.

@  RNAeval Server P @  RNAcofold Server P @  RNAup Server »

provides a detailed allows you to predict the allows you to predict the
thermodynamic description of a secondary structure of a dimer, accessibility of a target region

sequence/structure pair.

Obr. 2-8: Nahled hlavni stranky webu ViennaRNA Web Services

Jak je z ndhledu patrné, ViennaRNA Web Services nabizi nékolik riznych funkci
pro predikci sekundarnich struktur RNA. Prvni funkci, kterd je z webu dostupna, je
funkce RNAfold. RNAfold predikuje sekundéarni struktury na zéklad¢ pftistupu
minimalizace volné energie. Dalsi funkci nachédzejici se na ViennaRNA Web Services, je
funkce RNAalifold, ktera predikuje shodu sekundéarnich struktur na zakladé zarovnani
nékolika podobnych sekvenci. ViennaRNA Web Services nabizi vystupni sekundarni
strukturu ve dvou variantach. Mimo klasické zavorkové-teckové notace, je predikovana

sekundarni struktura vyobrazena i pomoci prostého diagramu, ptiklad tohoto vystupu je
na Obr. 2-9. [60]
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Obr. 2-9: Prosty diagram sekundarni struktury RNA pro funkci RNAfold

Mimo volné dostupné webové aplikace existuji 1 nejriznéjsi bioinformatické funkce
predikujici sekunddrni strukturu RNA, které jsou implementovany piimo v konkrétnich
programovacich prosttedich.

Programovaci prostiedi MATLAB nabizi funkci rnafold, ktera predikuje sekundarni
strukturu pomoci pfistupu minimalizace volné energie. Vstupem do této funkce je RNA
sekvence a vystupem je nejcastcji predikované sekundarni struktura v zavorkové-teckové
notaci. Funkce rnafold v programovacim prostitedi MATLAB umoziiuje volbu vice nez
jednoho vystupniho parametru. Mimo predikovanou sekundarni strukturu v zavorkové-
teckové notaci, je mozné na vystupu ziskat také kone¢nou hodnotu volné energie pro tuto
strukturu a skérovaci matici, podle které byla finalni sktruktura vytvotena. [61]

Dalsi funkei, kterou programovaci prostiedi MATLAB nabizi je funkce rnaplot.
Tato funkce vykresluje sekundarni struktury RNA ve formé prostych diagrami, nebo
pomoci reprezentace linearni, kruhové, horou nebo stromem. Vstupem pro tuto funkei je
tedy sekundarni sktruktura v zdvorkové-teCkové notaci a sekvenci, pro niz byla tato
struktura predikovana. Déle je na vstupu mozné volit a ménit nejriiznéjs$i parametry.
Jednim z téchto parametrti je parametr Format. Timto parametrem je nastaveno, pomoci
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které reprezentace bude sekundarni struktura na vystupu vykreslena. Ptiklad vystupu pro

funkci rnaplot v programovacim prostiedi MATLAB je na Obr. 2-10. [62]

s \/;/\

3

O  GC/ICG
2 Unpaired
L

Obr. 2-10: Vystup funkce rnaplot v programovacim prostiedi MATLAB
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3.DATASET RNA SEKVENCI SE ZNAMOU
SEKUNDARNI STRUKTUROU

3.1 Volné dostupna databiaze RNA STRAND v2.0

RNA STRAND v2.0 je voln¢ dostupnd databaze RNA sekvenci se znamou sekundarni
strukturou. Zahrnuje komplexnéj$i Skalu zndmych sekundarnich struktur pro RNA
sekvence nez piedchozi databaze. Nahled uvodni strany pro RNA STRAND v2.0 je na
Obr. 3-1. [63]

RMASTRAND contains known RNA secondary structures of any type and organism. The ultimate goal of this database is to incorporate a comprehensive
u]lecq”?nd gi gbcgm RNA secondary structures, and to provide the scientific community with simple yet poweriul ways of analysing, searching and updating the
propo: al S5€.

Current holdings: 4666 secondary structures in total. | || Search RNASTRAND D |
Search  Search for RNA STRAND Structural feature occurences in RNA STRAND
= entries, supporis multiple - prcisdokaat | #RNAs #Occurences  Structural motif
search criteria e J—A 2333 6746 Pseudoknots
Analyse Analyse one or a group of H Asl A 3582 17537 Multibranched loops
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Je| ¥
. R H e 2 2888 31392 Bulge loops
Submit new RNA seconda sewdoknot | (GOC sodo ige
SUDMIL | o res fo RNA STRAND. G & | GeC a 4575 43442 Hairpin loops
! G U G 2296 48730 Non- ical ba i
News Mews and updates on new p ¥ A l."':; o A ¢ e
releases of the database ! (.-\;:E ’CJJ;: A G Most common RNA s in RNA STRAND
Help Brief explanafions of RNA I CeG C A 2 #RNAs  RMAtype
B | "2t %) 120 TanerHessanger R
+ Us/ L] =
171 links on any RNA I GeC X A 723 165 Ribosomal RNA
STRAND page ' CeG G4 € ' 707 Transfer RNA
' CoG 4 A G o 470 Ribonuclease P RNA
Provenance of RNA STRAND structures CeoG-¢ G £ 450 Syntnefic RNA
#RNAS Source and link to source ?:E, A AlGey! 394 Signal Recognition Particle RNA
1059 RCSB Protein Data Bank _— o 205 238 Ribosomal RNA
1056 Gutell Lab CRW Site e ACT=G bA 161 55 Ribosomal RNA
126 imRNA Database loop | Uy | 152 Group | Intron _
622 Sprinzl tRNA Database Yok 146 Hammerhead Ribozyme
454 RMase P Database GeC lnternad loop 54 Other Ribosomal RNA
383 SEP Databaze it . Uep e ey f 53 Other Ribozyme
13 Rfam Database oo wlag Al R T 42 Group Il Intron
213 T e I bpecuvih®  buuauuded® Uig 41 Cis-regulatory element
53 Nucleic Acid Database UeCuy J: }l. Uay g}'} ?? A Is-regulatory eleme
:G_,‘A{';aa.\ . SAAUAG ‘\ ,f‘ G
. dron hguaacs” |
o ) TGAMAET
Schematic reprezentation of the secondary structure (a set of
base pairs) for the RNase P RNA molecule of Methanococcus
marapaludis from the RMase P Database; RNA STRAND ID
is ASE 00199. Thick blue dots mark base pairs. Red dashed
boxes mark structural features.

Obr. 3-1: Uvodni strana RNA STRAND 2.0 databéze

Rada predchozich databazi obsahovala sekundarni strukturu pouze pro ty molekuly
RNA, pro ktera byla na zdklad¢ sekundarni struktury predikovéana struktura tercialni.
AvSak znamé tercidlni struktury existuji jen pro cca 18 % nashromdzdénych molekul
RNA. [63] V soucCasné dobé obsahuje ptesné sekundarni struktury pro vice nez 4666
molekul RNA. Tyto struktury byly ziskany pomoci experimentalnich metod. Nejcastéji
pouzivané experimentalni metody jsou NMR a RTG krystalografie. [63]

Databaze RNA STRAND v2.0 si klade za cil poskytnout komplexni informace o
vSech dostupnych strukturdlnich prvcich pro sekundarni strukturu RNA. Tyto informace
by mohly byt kli¢ové k pochopeni nejriznéjsich strukturalnich motivi ve specifickych
typech RNA. Dale by mohly slouzit k odhadu ptesnosti vypocetni predikce sekundarni
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struktury RNA, nebo k vylepSeni souc¢asnych termodynamickych modelii pro predikci
sekundarni struktury. [63]

3.2 Tvorba datasetu RNA sekvenci pro ovéreni funkénosti
implementovanych algoritmu

Pro potteby bakalatrské prace byl v tabulkovém procesoru Excel vytvofen dataset RNA
sekvenci se zndmou sekundéarni strukturou. Format vytvorené¢ho datasetu je *xlsx. Na
vytvofeném datasetu budou testovany implementované algoritmy pro predikci
sekundarni struktury RNA. Tyto algoritmy jsou podrobnéji popsany v nasledujici
kapitole 4. VSechny sekvence byly ziskany z volné dostupné databdze RNA STRAND
v2.0. Tato databaze je podrobnéji popséna v piedchozi kapitole 3.1. Vytvoieny dataset se
znamou sekundarni strukturou je uveden v Tabulce 3-1.

Tabulka 3-1: Dataset RNA sekvenci se znamou sekundarni strukturou

ID RNA
STRAND Sekvence Typ Znama sekundarni
v2.0: struktura
PDB_
Intron
00009 GGUAAUAAGCUCGAGUACC . (.. (CCOM)
skupiny |
00028 GGGUCUUCGGGUCC Intron W)
skupiny |
00037 GCCACCCUGCAGGGUCGGC ri{‘i}l aoemm)
00077 CACGUGCACGUG mRNA (O
00097 GGGCGUGCCC IRES «((....))
00118 GGUUCAGUUGAACC mRNA ((((...))))
00151 GGACUUCGGUCC mRNA (((.))))
00168 GAGGGUGGACIE%%GCGCGCGUC mRNA | ((((........ (...))))
00191 GGCUCUCAGUGAGCC mRNA ((((.....))))
00212 CCCCGGGGCCCCGGGG mRNA ((((O)))
00226 GACUGGGGCGGUC tRNA @am))
00799 CAUGGGCCGGCCC mRNA .(((0).)
01064 GGUGCGCCCGGUGCGCC mRNA (W« OM))
00002 | GGCGUAAGGAUUACCUAUGCC | mRNA (. )N))
Training GGGAAAUCC ((.0))
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Vytvoteny dataset obsahuje celkem 14 RNA sekvenci, které byly ziskany z databaze
RNA STRAND v2.0 a jednu tréninkovou sekvenci, na které byla ovéfovana funkénost
implementovanych algoritmi pfed konecnou analyzou. Maximalni délka sekvenci, které
se v datasetu nachazi, je 25 nukleotidd. VSechny sekvence byly vybirany tak, aby
obsahovali vlasenkové smycky, vnitini smycky a vyduté nejriaznéjsich rozmeéri.

Sekundarni struktury vSech RNA sekvenci, které jsou v datasetu pouzity, byly
ziskany pomoci NMR, experimentalni metody pro predikci sekundarnich struktur RNA,
kterd je podrobné&ji popsana v kapitole 2.1. Vytvoreny dataset obsahuje sekvence pro
devét molekul syntetickych mRNA, jednu molekulu tRNA, jednu molekulu rRNA, dvé
molekuly pro introny skupiny I a jednu molekulu IRES.

RNA sekvence a jejich znama sekundérni struktura jsou ulozeny celkem ve tfech
sloupcich. Prvni sloupech obsahuje ID z databaze RNA STRAND v2.0, podle které¢ho je
konkrétni RNA sekvence v této databazi dohledatelnd. Druhy sloupec obsahuje RNA
sekvenci a tfeti zndmou sekundarni strukturu.
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4. IMPLEMENTOVANE ALGORYTMY PRO
PREDIKCI SEKUNDARNI STRUKTURY
RNA

Pro predikci sekundarni struktury RNA byly implementovany celkem tii algoritmy
v programovacim prostiedi MATLAB. Implementovany byly tyto algoritmy: algoritmus
podle Nussinové, algoritmus podle Zukera a algoritmus pro metodu Crumple. V Zadném
z implementovanych algoritmil neni uvazovan vznik rozdvojeni struktury (buriffication)
a multismycek.

4.1 Algoritmus podle Nussinové

Do implementovaného algoritmu podle Nussinové vstupuje nukleotidova sekvence RNA.
Vystupem je predikovana sekundarni struktura. Algoritmus podle Nussinové predikuje
sekundarni strukturu RNA na zaklad¢ maximalizace bazovych part. Predikce sekundarni
struktury RNA algoritmem Nussinové probiha ve tiech krocich: tvorba skorovaci matice,
tvorba trasovaci matice a ohodnoceni zpétné cesty elementy zavorkové-teckové notace.

Skoérovaci matice M ma rozméry n x n, kde n je délka zkoumané sekvence. Hlavni
diagonala a diagonala pod hlavni diagonalou jsou inicializovany hodnotami 0. Matice je
vypliiovana postupné po diagondlach az do pravého horniho rohu. Na misto matice M(i,j)
vybirdme maximum podle rovnice 4.1.

MG+1,j—1)+ o))
M(i,j) = max M@, j—1) (4.1)
M(i+1,))

Element ®(i,j) nabyva hodnoty 1 pfi komplementarité¢ bazi a hodnoty 0, kdyZ baze

nejsou komplementarni. Cely prvni krok algoritmu Nussinové je pro lepsi vizualizaci
graficky zndzornén na vyvojovém diagramu na Obr. 4-1.
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Zkoumand sekvence

. A

h 4
n = length(sekvence)
L A
A 4
' ™
M = zeros(n)
s  J D
i=1mn
j=2n )

ofl sekvence(i) a sekvencely

komplementdrni pdar?
Ne Ano
h 4 \ 4
[ Omega =0 J [ Omega = 1

M(ij) = max[M(ij-1), M(i+1, j),
M(i+1, j-1) + Omegal

Obr. 4-1: Vyvojovy diagram pro prvni krok algoritmu Nussinové

Dalsim krokem je tvorba trasovaci matice N, ktera je tvofena soucasn¢ se skorovaci
matici M. Trasovaci matice je vypliiovdna hodnotami 1, 2 a 3. Tyto hodnoty jsou vybirany
podle toho, které hodnota z rovnice 4.1 byla vybrana jako maximdlni. Tento krok je
graficky znazornén spolec¢né se skorovaci matici na vyvojovém diagramu na Obr. 4-2.

41



[ N = zeros(n)
Y

[ i=1mn }
j=2:n

Byla maximdaln
hodnota na pozici
M, j-1)?

Byla maximadln
hodnota na pozici
M(i+l, j-1)?

Byla maximdaln
hodnota na pozici
M(i+l, j)?

Ano Ano Ano

Obr. 4-2: Vyvojovy diagram pro druhy krok algoritmu Nussinové

Poslednim krokem je nalezeni a ohodnoceni zpétné cesty elementy zavorkové-
teckové notace. Hledani zpétné cesty zac¢ina v pravém hornim rohu. Existuji tfi mozné
smery zpétné cesty — diagonala, dola a doleva. Diagonalni smér ohodnocujeme znakem
zavorkové-teCkové notace pro uzavieny par bazi. Smér dolti a doleva je ohodnocen
znakem pro smycku, nebo vydut. Po zpétné cest¢ putujeme az do okamziku, kdy
narazime na hodnotu 0, kterd se nachéazi na hlavni diagonale, nebo diagonale pod ni.
Zbytek sekundarni struktury je doplnén znakem zévorkové-teCkové notace pro otevieny
par bazi. Tento krok je graficky zndzornén na vyvojovém diagramu na Obr. 4-3.
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x=1
» = length(sekvence)

de hodnota na pozicy
N(x,y) rovna 1?

e hodnota na pozicy
N(x,y) rovha 2?

de hodnota na pozick
N(x,y) rovna 3?

Ano Ano Ano

struktura struktura struktura
[struktura "] [struktura ("] [struktura ']

l |

fe vysledna struktu
stejné dlouhd jako
oumand sekvence

‘r‘[ Finalni struktura ]47

Obr. 4-3: Vyvojovy diagram pro tfeti krok algoritmu Nussinové

l—Nc

Dopli strukturu
znakem ')’

Cely algoritmus Nussinové byl implementovan v ramci jediné funkce
NussinovAlgorithm. Jeho vystup bude ohodnocen spole¢né s dal§imi implementovanymi
algoritmy v kapitole 5. Predikované struktury pouze algoritmem Nussinové jsou
znazornény v Tabulce 4-1.
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Tabulka 4-1: Sekundarni struktury predikované algoritmem Nussinové

ID RNA STRAND v2.0: Znama sekundarni Predikovana sekundarni
PDB_ struktura struktura
00009 (((.....kOM) ((...C..LOM)
00028 () (C.CCOMN
00037 ((((««COM-N) ((CCCOM)
00077 (o (O
00097 ((...)) (O
00118 ((((---))) (o
00151 () ((ON)
00168 ((C....... ((---)))) ((CCCEOIM))
00191 ((((C----)))) ((..(CCOM)
00212 (O (O
00226 ((((C--))) ((((---ON))
00799 -.(((0).) ()
01064 ((«onmy; (((COM)
00002 (M) ((((CC.OM)

Training ((..0)) ((..0))

4.2 Algoritmus podle Zukera

Do implementovaného algoritmu podle Zukera vstupuje zkoumand nukleotidovda RNA
sekvence. Vystupem je predikovana sekundarni struktura. Algoritmus podle Zukera
predikuje sekundarni strukturu RNA na zakladé minimalizace volné energie. V ramci
Zukerova algoritmu jsou tvofeny dvé skérovaci matice V.a W. Ob¢ tyto matice maji
rozméry n x n, kde n je délka zkoumané sekvence. Pomoci matice W jsou nakonec
hledany baze, které spolu tvoii par. Tyto pary jsou pak pomoci zavorkové-teckové notace
vyneseny jako finalni sekundarni struktura.

Pro predikci Zukerovym algoritmem byly implementovany celkem tfi funkce.
Funkce internalBulgevalue a funkce stackedPairsvalue. Tyto funkce pocitaji
prispévky volné energie pro vnitini smycky, vyduté a spojené pary pii plnéni matice V.
Posledni vytvotenou funkci je funkce zukerAlgorithm, kterd vybira minimalni hodnoty
volné energie pro vlasenkové smycky, vypliuje matici W a tvoii konecnou sekundarni
strukturu. V ramci této funkce jsou volany ob¢ vyse zminéné funkce pro vypocet volné
energie.

V prvnim kroku Zukerova algoritmu je vyplnéna skorovaci matice V. Jeji plnéni
zacind jeji inicializaci. Hlavni diagonalu a diagonéla pod hlavni diagonélou jsou vyplnény
hodnotou nekonecno. Na pozici V(i,j) je pak vybirdna minimalni hodnota podle rovnice
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4.2. Matice V je plnéna hodnotami smérem od hlavni diagonaly smérem k pravému
hornimu rohu.

eh(i,})
V(@i,j) = mindes@i,j) +V(i+1,j—1) (4.2)
VBI(, )

Hodnota e/ znaci volnou energii vlasenkové smycky, ktera je uzaviena parem bazi
na pozicich i a j. Hodnota VBI vybird minimum volné energie pro vnitini smycku nebo
vydut’. Vnitini smycka nebo vydut je tvofena uvnitf struktury uzaviené parem na pozicich
i aj. S hodnotou pro vnitini smycku je pocitano v ptipad¢, ze i*—i >/ a zarovein j —j * >
1. S hodnotou pro vydut’ je pocitano, kdyz i“ — i >1, nebo j —j* > I, ale ne zaroven.
Tabulka hodnot pro vlasenkové smycky, vnitini smycky a vyduté je zpracovana
v tabulkovém procesoru Excel a ulozena jako Turner(4. Cely prvni krok Zukerova
algoritmu je graficky zndzornén vyvojovym diagramem na Obr. 4-4.

Zkoumand sekvence

A "

Y
n = length(sekvence)
\ S
Y
|’ ™y
V =infin)
r’ v )
i=1m
j=2m )

oFl sekvence(i) a sekvencely

komplementdrni pdr?

Ne Ano

Vi) = inf J V(ij) = minfeh(ij), es(i, j) + V(i+1, j-1),

VBI(ij)]

Obr. 4-4: Vyvojovy diagram pro prvni krok Zukerova algoritmu
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Volné energie pro vlasenkové smycky jsou vybirany v ramci funkce ZukerAlgorithm.
Hodnoty volnych energii pro vnitini smycky a vyduté jsou vybirany v ramci funkce
internalBulgeValue. Do této funkce vstupuje zkoumana sekvence, Castecn¢ vyplnéna
matice V a indexy i a j. Tyto indexy znaci pozice nukleotidl, které tvoii par a uzaviraji
danou strukturu. V rdmeci této funkce je kontrolovana komplementarita bazi na pozicich i
a j, jsou vybirany hodnoty volnych energii z tabulky Turner(04 a je vybirana nejmensi
hodnota volné energie, kterd je zaroven vystupem této funkce. Vybér hodnot volnych
energii pro vnitini smy¢ky a vyduté je graficky zndzornén na vyvojovém diagramu na
Obr. 4-5.

[ Zkoumana sekvence ]

_ h 4
Castecné vyplnénad
matice V

foFi sekvence(i) a sekvencery

komplementdirni pdr?
Ano

oo o

l Hleddame hodnotu |<_
Ano

o _)l!.’!m'fime .":rxfm;-.'ul
pro vaitrri smycku pro vwdut'

Obr. 4-5: Vyvojovy diagram pro vypocet hodnoty VBI
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Hodnota es v rovnici 4.2 zastupuje spojené pary bazi, pro které je hodnota volné
energie vybirdna v ramci funkce stackedPairsvalue. Vstupem do této funkce jsou
zkoumané sekvence, nukleotidy tvotici par a indexy i a j. Tyto indexy znaci pozice
vstupnich nukleotidii. Funkce kontroluje, zda jsou komplementarni i nukleotidy na
pozicich i+/ a j-1. V piipad¢ Zze ano, vznika v téchto mistech spojeny par bazi, jehoz
hodnota je Ctena z tabulky, kterd je zpracovana v tabulkovém procesoru Excel a ulozena
jako stackedPairs. Vybér hodnot volnych energii pro spojené pary bazi je graficky
znazornén na vyvojovém diagramu na Obr. 4-6.

Zkoumand sekvence

Y
[ sekvence(i) ]

sekvence(j)
Y

[ Indexyiaj ]

oFi sekvence(i) a sekvence(y,

komplementdrni par?
Ano

voFi sekvence(itl) a

par?

Ano

v
[I'jfb.f'rdme hodnotu volné energf'e]
z tabulky pro spojené pdry

Obr. 4-6: Vyvojovy diagram pro vypocet hodnoty es

V druhém kroku Zukerova algoritmu je vyplnéna skorovaci matice W a soucasn¢ i
trasovaci matice T. Ob¢ matice jsou nejprve vyplnény hodnotami nekonecno na hlavni
diagonale a diagonale pod hlavni diagonalou. Na pozici W(i,j) je pak vybirdna minimalni
hodnota podle rovnice 4.3. Hodnota celkové volné energie pro strukturu predikovanou
Zukerovym algoritmem se nachazi v pravém hornim rohu matice W.
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W@ +1,j)
W@, j) = min{W(,j — 1) (4.3)
V(i j)

Matice T je plnéna hodnotami zaroven s matici W a je plnéna hodnotami 1, 2 nebo 3
podle toho, kterd hodnota byla vybrana jako minimalni. Tento krok je graficky znazornén
vyvojovym diagramem na Obr. 4-7.

W = infin)
Y
T = inf(n)
v
i=1I1n
j=2n

[W(i.j) =min[W(i+1j), W(i, j-1), I-"(i,j)]]

Byla minimdalni
hodnota na pozici
Viij)?

Byla minimaln
hodnota na pozici
W(i+1,)?

vla minimain
hodnota na pozici
W(ij-1)?

Ano Ano Ano

Obr. 4-7: Vyvojovy diagram pro druhy krok Zukerova algoritmu

Dale je tvofena nulova sekundérni struktura, kterd obsahuje pouze znaky zavorkové-
teCkové notace pro neparové nukleotidy. Podle trasovaci matice T jsou nalezeny baze,
které tvofi pary a tato mista jsou v nulové sekvenci prepsany znaky pro oteviené a
uzaviené pary bazi. Tento krok je graficky znazornén vyvojovym diagramem na Obr. 4-8.
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[ Trasovaci matice T]
Y

|- tensisence)
= length(sekvence)

Ano Ano Ano
h 4 A 4 Y
Nukleotidy na Nukleotidy na Nukleotidy na
pozicich x a y tvoFi pozicich x a y netvo¥i | | pozicich x a y netvo¥i
par par par

Obr. 4-8: Vyvojovy diagram pro nalezeni bazi, které tvoti par

Sekundarni struktury predikované Zukerovym algoritmem jsou uvedeny v Tabulce
4-2 spole¢n¢ s hodnotami vypoctené volné energie. Jeho vystup je Ciselné¢ ohodnocen
spolecné s ostatnimi implementovanymi algoritmy v kapitole S, kde je porovnan
s vystupy webové aplikace RNAfold a také s vystupy algoritmu pro metodu Crumple
s minimalizaci volné energie.
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Tabulka 4-2: Sekundérni struktury a hodnoty volné energie predikované Zukerovym

algoritmem
ID RNA STRAND Znama Predikovan¢ Hodnoty volné
v2.0: PDB_ sekundarni sekundarni | o reie [keal/mol]
struktura struktury
00009 (O G ) 1.0
00028 ((«om) ((((@™)D)), -1,3
00037 ((CCcCcom’-m ((((CCoDN-)) -4,1
00077 (W) (... -1,3
00097 .0 .0 202
00118 (™)) (@) -1,7
00151 (- mN (... -1,2
00168 ok M T o 5.1
00191 (™). (M) -3,2
00212 (qomm; (..M -9.4
00226 (&™), (&™), -2,0
00799 (O ) 20,2
01064 (emm; ((««--om) -6,1
00002 (@ (@M))) (™M) -4,8
Training 0 () 0,6

4.3 Algoritmus pro metodu Crumple

Vstupem do implementovaného algoritmu pro metodu Crumple je nukleotidova
sekvence. Vystupem z prvotniho algoritmu pro metodu Crumple je vycet vS§ech moznych
sekundérnich struktur pro zkoumanou sekvenci. Tento vycet je nakonec eliminovan a je
z n¢j vybrana pouze jedna nejoptimalnéjsi sekundérni struktura. Tato struktura je vybrana
pomoci dvou moznych pfistupi. Za prvé pomoci pfistupu a maximalizaci bazovych pard,
a za druhé pomoci pfistupu o minimalizaci volné energie. Oba pfistupy budou ciselné
ohodnoceny v kapitole 5, spole¢né s ostatnimi implementovanymi algoritmy.

Prvnim krokem implementovaného algoritmu pro metodu Crumple je vytvofeni
nulové sekundéarni struktury S. Nulova sekundérni struktura obsahuje pouze znak ze
zavorkové-teckové notace pro smycky nebo vyduté. Takto vytvorend nulova sekundarni
struktura vstupuje do vytvofené funkce CrumpleSequences spolecné se zkoumanou
sekvenci a indexy i a j, znacici zac¢atek a konec zkoumané sekvence.

Funkce CrumpleSequences hledd vSechny mozné sekundarni struktury pro
zkoumanou sekvenci. Nalezené struktury jsou postupné vypliiovany do vstupni nulové
struktury. Postupné je kontrolovana komplementarita bazi na pozicich indexu j, ktery
zna¢i konec zkoumané sekvence, a indexu j-4. V pifipad¢, Ze dojde k nalezeni
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komplementarniho paru na pozici j v nulové sekundarni struktute, je doplnén znak ze
zavorkové-teCkové notace pro uzavieny par bazi a na pozici j-4 je doplnén znak ze
zévorkové-teCkové notace pro otevieny par bazi. Timto ziskdme novou nulovou
sekundarni strukturu, ktera vstupuje rekurzivné do funkce CrumpleSequences spolecné se
zkoumanou sekvenci a novymi indexy. V tomto okamziku hleddme sekundarni strukturu
v jiz nalezené sekundarni struktuie. Tento krok je graficky zndzornén vyvojovym
diagramem na Obr. 4-9.

[ Zkoumana sekvence ]
L4
[ Nulovd sekunddrni ]
struktura S

i=1
[ j = length(sekvence) ]

[C rumpleSequences(sekvence, S](
i)

i l m=j:--1:i ]
n = (j-4):-1:i

Ne

TvoFi sekvence(m) a
Gekvence(n) komplementdrn
par?

S(m) =")"
Stn) ="
I=n
[=m

Obr. 4-9:Vyvojovy diagram pro funkci CrumpleSequences

Ziskany vycet sekundarnich struktur vstupuje do elimina¢niho procesu, kterym je
vybrana pouze jedna nejoptimalnéjsi sekundarni struktura.

4.3.1 Maximalizace bazovych pari

Prvni moznosti, jak vybrat nejoptimalné&jsi strukturu z vystupu metody Crumple, je
vybrani struktury, kterd obsahuje nejvétsi pocet bazovych parti. Bazové pary ve vsech
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predikovanych sekvencich jsou pocitany pomoci vytvorené funkce CrumplePairs. Do této
funkce vstupuje zkoumand RNA sekvence, proménna » a indexy i a j.

Proménnd r zastupuje pocet bazovych part v jiz nalezené sekvenci a pii prvotnim
vstupu je tedy rovna hodnoté 0. Indexy i a j znaci zacatek a konec zkoumané struktury.
Pti nalezeni prvniho bazového paru je funkce volana rekurzivné s novou proménnou » a
novymi indexy i a j. Tento postup je graficky znazornén vyvojovym diagramem na Obr.
4-10.

[ Zkoumana sekvence ]

v
Pocet nalezenym

i=1
[ j = length(sekvence) ]

[C rumplePairs(sekvence, r, i, j)](

v
a [ m = j:-1:i ]
n=(j-4):-1:i

Tvoii sekvence(m) a
Gekvence(n) komplementdrn
par?

Ano

r=r+1
I=n
j=m

Obr. 4-10: Vyvojovy diagram pro funkci CrumplePairs

Vystupem této funkce je vycet nalezenych parit v kazdé nalezené¢ sekundarni
struktufe. Pozice poctu bazovych parit odpovidd pozicim nalezenych sekundarnich
struktur. V piipad¢ shody v poctu vytvofenych bazovych pard je vybrana ta struktura,
ktera se nachdzi v seznamu jako prvni.

Vystup algoritmu pro metodu Crumple bude ohodnocen spole¢né s dalSimi
implementovanymi algoritmy v kapitole 5. Predikované struktury ziskané algoritmem
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pro metodu Crumple, kterd vybira optimalni strukturu na zakladé¢ maximalizace bazovych

part, jsou uvedeny v Tabulce 4-3.

Tabulka 4-3: Sekundérni struktury predikované algoritmem pro metodu Crumple

s maximalizaci bazovych para

ID RNA STRAND v2.0: Znama sekundarni Predikovana sekundarni
PDB struktura struktura
00009 ((C---COM) ((C(CC-2)--))
00028 (@M ((C(C-)))))
00037 omn; (-0
00077 (om) (),
00097 (((...)) (((...)))
00118 (- (-
00151 (@) ((CC-))))
00168 (G ((---)))) (=)D
00191 ()] ((.((C..)))
00212 (O (..
00226 (.- ) (.- )
00799 (E)N)) ()
01064 (M) (@)
00002 (=) (-0

Training (.0) (™))

Algoritmus pro metodu Crumple, ve kterém je vybirdna nejoptimalnéjsi struktura

pomoci maximalizace béazovych parG, je implementovdn vrameci funkce

CrumpleMaxPairsAlgorithm. Vstupem do této funkce je zkoumana nukleotidovd RNA
sekvence a vystupem nejoptimalnéjsi sekundarni struktura. V ramci této funkce je volana
1 funkce CrumplePairs.

4.3.2 Minimalizace volné energie

Druhou moznosti, jak vybrat nejoptimalnéjsi strukturu z vystupu metody Crumple je
vybrani struktury snejmensi hodnotou volné energie. Volnd energie pro vSechny
nalezené sekundérni struktury je pocitdna pomoci funkce structureFreeEnergy.

Do této funkce vstupuje zkoumand RNA sekvence a predikovand sekundarni
struktura v zadvorkové-teCckové notaci. Pocitd se vznikem celkem &tyf struktur —
vlasenkovéa smycka, vnitini smycka, vydut’ a spojeny par bazi. I tato funkce vyuziva
tabulek s volnymi energiemi Turner04 a stackedPairs.

Funkce kontroluje jednotlivé znaky zavorkové-teckové notace a kontroluje jejich
potadi. Znak zavorkové-teckové notace znacici uzavieny par bazi nasledovany stejnym
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znakem uvozuje spojeny par bazi v piipadé, ze pii zpétném prochdzeni nalezené
struktury, je jako prvni narazeno na znak znacici otevieny par bazi nasledovany stejnym
znakem. Tento krok je graficky znazornén vyvojovym diagramem na Obr. 4-11.

[ Zkoumana sekvence J
L 4

Predikovana
sekunddarni struktura

[1’ = | :length(sekvence) ]

Nachazi se na
struktura(i) a na
(cuktura(i+1) znak (72

[Nejedm:-.s'e ”. S{Hyeﬂ) ,](7 J = length(sekvence):i J
par bazi

Nachazi se na
struktura(j) a na
suktura(j-1) znak ')

- Ano
Hodnotu volné 2
energie cteme = Jedna se o spojeny ]
tabulky pro spojené par bazi

pary bazi

Obr. 4-11: Vyvojovy diagram pro nalezeni spojené¢ho paru bazi pii vypoctu celkové
volné energie struktury

V pfipadé, Ze je znak zavorkové-teCkové notace znacici uzavieny par bazi
nasledovany teckou, hledame kterym znakem je teckova struktura uzaviena. V ptipad¢,
Ze je uzaviena znakem pro otevieny par bazi, je nalezend teckova struktura vldsenkova
smycka. V opa¢ném piipadé¢ je kontrolovano, zda se ve stejné oblasti na druhém konci
struktury také naléza néjaka teckové struktura. Pokud ano, jedna se o vnitini smycku,

pokud ne, jedna se o vydut. Tento krok je graficky zndzornén vyvojovym diagramem na
Obr. 4-12.
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[ Zkoumana sekvence ]

Y
Predikovana
sekundarni struk

[f = l:length(sekvence) ]

dichazi se na strukturati,
znak (" a na struktura(i+1)
znak "."?

Nejedna se o
vlasenkovou smycku, l j = i:length(sekvence)
vnitini smyéku ani
vidut’

Nachazi se na Nachazi se na

gruktura(j) znak '('?

Hodnotu volné energie Jedna se o
Ano Eteme z tabulky pro vidsenkovou smycku
Turner04 pro

vidasenkové smycky

Hodnotu voilné energie

4 A e e Ano—3 ‘ Jedna se o vnitini '(."'feme = tabulky pro.
nak "'? smycku Turner04 pro vnitini
smychky
Ne
Y Hodnotu volné energie
[ Jedna se o vydut’ cteme z tabulky pro

Turner(4 pro vyduté

Obr. 4-12: Vyvojovy diagram pro nalezeni vnitinich smycek nebo vyduti pfi vypoctu
celkové volné energie struktury

Funkce structureFreeEnergy je volana v rdmci funkce CrumpleMinEnergyAlgorithm.
Vstupem do této funkce je zkoumana nukleotidova sekvence RNA a jejim vystupem je
jedna nejoptimalnéjsi sekundarni struktura. Sekundarni struktury predikované pomoci
algoritmu pro metodu Crumple, ktery vybird nejoptimalnéjsi sekundarni strukturu
pomoci minimalizace volné energie, jsou uvedeny spolu s vypoctenymi hodnotami
volnych energii v Tabulce 4-4.
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Tabulka 4-4: Sekundarni struktury a hodnoty volné energie predikované algoritmem
pro metodu Crumple s minimalizaci volné energie

Znama Predikované i
ID RNA STRAND o L Hodnoty volné
v2.0: PDB_ sekundarni sekundarnf | ergie [keal/mol]
struktura struktury

00009 ((C....e.CLCO (G- ) 1,0
00028 () (.- -1,3
00037 ((((««COMN-N) ((((((C.--))))-) -3,1
00077 (O ((((---)))) -1,3
00097 (... (... -0,2
00118 (((C---M)) () -1,7
00151 (M) (((---)) -1,2
00168 ((((........ (M) (e ()N -5.9
00191 ((((C....)N)) ((((C.....)) -3,2
00212 (((«COM) (... ) -9,4
00226 (((((.-))))) (((((.-))))) -2,0
00799 (EO)N) ()] -0,2
01064 (©mmy; (.. N -0,1
00002 ()| WD) -3,6
Training ((..0)) ((...))) 0,6

4.4 Konecny vystup implementovanych algoritmii

Pro bakaléiskou praci bylo vytvoteno celkem 11 funkei, které jsou podrobné&ji popsany
dale v textu. Vsechny implementované algoritmy pro predikci jsou volany pomoci jedné
vytvofené funkce — SecondaryStructurePrediction. Do této funkce vstupuje vytvoteny
dataset RNA sekvenci se znamou sekundarni strukturou, jehoz celkové analyza trvala
5470,71 vtefin. Vystupy této funkce jsou celkem tfi.

Prvni v podobé predikovanych sekundéarnich struktur a hodnot volné energie pro
zkoumané sekvence. Tyto hodnoty byly uklddany piimo do struktury vytvoieného
datasetu. Vystupni podoba datasetu je datovy typ table o rozmérech /5 x 11, ktery
obsahuje predikované struktury pomoci vSech implementovanych algoritml vcetné
sekundérnich struktur predikovanych pomoci webové aplikace RNAfold, hodnoty
volnych energii pro algoritmy, které pocitali s minimalizaci volné energie a ptvodni
dataset. VSechny predikované sekundérni struktury jsou uvedeny v tabulce v Ptiloze 1.

Déle jsou soucésti vystupniho datasetu hodnoty volné energie pro sekundarni
struktury predikované implementovanym Zukerovym algoritmem, webovou aplikaci
RNAfold a algoritmem pro metodu Crumple, ktery vybird nejoptimalné;si strukturu na
zaklad¢€ minimalizace volné energie.
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Druhym vystupem funkce SecondaryStructurePrediction je ohodnoceni kvality
predikce vSech implementovanych algoritmt, véetné predikce RNAfold. Parametry
ohodnoceni pro jednotlivé algoritmy jsou senzitivity, PPV a F-skore. Vypocet téchto
parametri probihal pro kazdou predikovanou sekvenci zvlast a vysledné ohodnoceni
algoritmt je ddno primeérem té€chto jednotlivych ohodnoceni.
implementovanou metodu. Vykresleni téchto struktur probéhlo pomoci MATLAB funkce
rnaplot, vramci funkce SecondaryStructurePrediction. Pro vizualizace
predikovanych struktur byla zvolena forma prostého diagramu.

Vsechny vystupy jsou podrobné okomentovany, graficky doplnény a diskutovany
v nasledujici kapitole 5.
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5. VYSLEDKY IMPLEMENTOVANYCH
ALGORITMU

Vsechny implementované algoritmy byly otestovany na vytvofeném datasetu RNA
sekvenci se znamou sekundarni strukturou, ktery je podrobnéji popsan v kapitole 3.
Implementované algoritmy byly ohodnoceny pomoci senzitivity, PPV a F-skore. Pro
kazdy implementovany algoritmus byla vykreslena predikovand sekundarni struktura,
ktera dosahovala nejmensSi hodnoty senzitivity. Vykresleni téchto struktur prob&hlo
pomoci MATLAB funkce rnaplot.

Vizuélnim zhodnocenim vysledné tabulky predikovanych struktur, kterd je uvedena
v Ptiloze 1, lze fict, Ze predikce pomoci algoritmu Nussinové byla 100% shodna se
znamou sekundarni strukturou ve 3 z 15 pfipada. Implementovana Zukerova predikce se
shodovala se zndmou sekundarni strukturou ve 3 z 15 piipadi, predikce RNAfold ve 4
z 15 ptipadi. Predikce metodou Crumple byla shodna se zndmou sekundarni strukturou
ve 4 z 15 ptipadl pro eliminaci pomoci maximalizace bazovych parii a v 6 z 15 ptipada
pro eliminaci pomoci minimalizace volné energie. Ciselnd je predikce pomoci
jednotlivych algoritmti ohodnocena niZze pomoci senzitivity, PPV a F-skore.

Rozdily v jednotlivych predikcich jsou patrné. Spolu byly porovnany vystupy téch
algoritmii, které predikovali na zdklad¢ stejné hypotézy. Implementovany Zukertv
algoritmus byl tedy porovnan s vystupy pro RNAfold a vystupy pro metodu Crumple
s minimalizaci volné energie. Algoritmus Nussinové byl porovnan s implementovanou
metodou Crumple s maximalizaci bazovych paru.

Predikce pomoci implementovaného Zukerova algoritmu byla shodna s predikci
RNAfold v 6 z 15 ptipadd. Implementovany algoritmus pro metodu Crumple, ktery
vybird optimalni sekundéarni strukturu pomoci minimalizace volné energie, byl shodny
s predikci pomoci Zukerova algoritmu v 6 z 15 ptipadi a shodny s predikci pomoci
RNAfold v 13 z 15 ptipadt. Algoritmus Nussinové nebyl shodny s predikci metodou
Crumple s maximalizaci bazovych parti v zddném z ptipadu.

Déle byly hodnoceny ziskané¢ hodnoty volné energie pro sekundarni struktury
predikované implementovanym Zukerovym algoritmem, webovou aplikaci RNAfold a
algoritmem pro metodu Crumple, ktery vybird nejoptimalnéjsi strukturu na zakladé
minimalizace volné energie. Hodnoty volnych energii jsou uvedeny v Tabulce 5-1.

Rozdily ve vypoctech volnych energii jsou z tabulky patrné. Velké rozdily mohou
byt zplisobeny faktem, Ze volna energie vypoctend webovou aplikaci RNAfold pocita
s hodnotami pro energeticky model Turner 99. Navic pocita s hodnotami destabilizacni
energie pro smyc¢ky a vyduté. Vypocet volné energie pro struktury predikované pomoci
implementovanych algoritmt pocitd s hodnotami energetického modelu Turner 2004 a
nepocita s hodnotami destabiliza¢nich energii. Grafické porovnani volnych energii, které
byly ziskany pro jednotlivé struktury, je vyobrazeno na Obr. 5-2.
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Tabulka 5-1: Hodnoty volnych energii pro predikované sekundarni struktury

[kcal/mol]
ID RNA Volna energie Volna energie Volna energie
STRAND v2.0:
(Zuker) (RNAfold) (Crumple)

PDB _
00009 1,0 -0,5 1,0
00028 -1,3 -1,3 -1,3
00037 -4,1 -9,2 -3,1
00077 -1,3 -2,2 -1,3
00097 -0,2 2,1 -0,2
00118 -1,7 -4,7 -1,7
00151 -1,2 -4,2 -1,2
00168 -5,1 -6,9 -5,6
00191 -3,2 -7,6 -3,2
00212 9.4 -11,5 -9.4
00226 -2,0 -2,7 -2,0
00799 -0,2 -2,1 -0,2
01064 -6,1 9,1 -6,1
00002 -4,8 -7,9 -3,6

Training 0,6 0 0,6

Hodnota volné energie [keal/mol]

Porovnani volnych energii pro jednotlivé struktury

0y !]11 1 :
I ‘ l ‘ ‘ W \Volna energie (Zuker) [kcal/mol]

|
(%]

|
I

!
[=)]

m Volna energie (RNAfold) [kcal /mol]

'
ca

Volna energie (Crumple) [kecal/mol]
-10

-12
-14

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 12 14 15

Pozice zkoumané sekvence v datasetu

Obr. 5-1: Graf porovnani volnych energii pro jednotlivé struktury
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Z grafu je patrné, jak se ziskané hodnoty volné energie 1isi a shoduji. Energie ziskané
pro predikci Zukerovym algoritmem a algoritmem pro metodu Crumple s minimalizaci
volné energie jsou témef totozné i piesto, ze vysledné struktury se lisi. To je s nejveétsi
pravdépodobnosti zpiisobeno tim, ze implementovany algoritmus pro metodu Crumple
vybird v piipad¢ vice shodnym minimalnich energii tu strukturu, kterd je ve vyctu
poloZzena nejvySe. Neni tedy vylouceno, Ze kdyby algoritmus pro metodu Crumple
eliminoval shody jinak, byly by predikce témito algoritmy témét shodné.

Kvalita kazdého implementovaného algoritmu byla ohodnocena pomoci senzitivity,
PPV a F-skore. Ziskané hodnoty senzitivity, PPV a F-skére jsou uvedeny v Tabulce 5-2
a graficky znazornény na Obr. 5-2.

Tabulka 5-2: Ohodnoceni implementovanych algoritm

Senzitivita PPV F-skore
1\11)1::::2:; 0,8245 0,7425 0,7762
Predikce Zukera 0,7067 0,8400 0,7620
Predikce RNAfold 0,7365 0,8492 0,7830
Predikce Crumple
(maximalizace 0,7308 0,8079 0,7616
pariu)
Predikce Crumple
(minimalizace 0,7976 0,9103 0,8442
energie)
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Ohodnoceni implementovanych algoritm(

0.9
0.8
M Algoritmus podle Nussinové
0,7
06 M Algoritmus podle Zukera
05 m RMNAfold
04
Algoritmus pro metodu Crumple
03 (maximalizace bazowych pard)
M Algoritmus pro metodu Crumple
0.2 (minimalizace volné energie)
0,1
0
Senzitivita PPV F-skdre

Obr. 5-2: Graf ohodnoceni implementovanych algoritmt

Z tabulky a grafu je patrné, Ze nejlepsi senzitivity dosahuje algoritmus Nussinové a
naopak nejhorsi algoritmus podle Zukera. Nejvyssi hodnoty PPV a F-skére dosahuje
metoda Crumple s minimalizaci volné energie. Implementovany Zukeriiv algoritmus a
RNAfold dosahuji téméi shodnych vysledkt. Protoze RNAfold pouziva pro predikci
pravé Zukertv algoritmus, lze fict, ze 1 implementovany algoritmus podle Zukera byl
uspésny. Celkoveé dosahuje nejlepSich vysledkli metoda Crumple s minimalizaci volné
energie. Potvrzuje tedy mysSlenku vyslovenou v kapitole 2.2.3. Tato mySlenka tika, Ze
metoda Crumple je schopna odhalit nepseudouzlové struktury, které algoritmy
vyuzivajici minimalizaci volné energie neodhali.
vykresleny pomoci funkce MATLAB rnaplot, jsou zobrazeny spole¢né se znamou
referencni strukturou na Obr. 5-3, Obr. 5-4, Obr. 5-5 a Obr. 5-6. Rozdily mezi zndmou
sekundarni strukturou a predikovanou sekundarni strukturou jsou popsany pod
jednotlivymi obrazky.
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Obr. 5-3: Porovnani znamé sekundarni struktury (vlevo) a predikce podle Nussinové
(vpravo)

Z Obr. 5-3 je patrné, ze algoritmus Nussinové operuje s myslenkou o maximalizaci
bazovych part. Jim ptedpovezena struktura je tedy sparovana na vSech moznych mistech
a nepredikuje tedy vznik velké vnitini smycky. Jedna se o sekundarni strukturu pro
nukleotidovou sekvenci RNA, ktera je v datasetu uvedena pod ID PBD_00168.

/f\\ TN L
/ f/a —

> T /Lj\a

/ v ,

A7

‘__'_'___,_r_.-) —_____‘_‘___}‘

GUUG
O  GC/CG
O Unpaired \ /

Obr. 5-4: Porovnani znamé sekundarni struktury (vlevo) a predikce podle Zukera
(vpravo)

Predikce Zukerovym algoritmem na Obr. 5-4 je t¢émé&f shodné se znamou sekundarni
strukturou. Predikovand struktura obsahuje navic vlasenkovou a vnitini smycku a jednu
vydut’. Vnitini smycka na predikované struktute vzniké ve stejné oblasti jako vydut’ na
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znamé sekundarni struktuie. Jedna se o sekundarni strukturu pro nukleotidovou sekvenci
RNA, ktera je v datasetu uvedena pod ID PBD_00009.

i 5

=g 11
VL e
/

7 T
: ~<
/ E< J

AU/UA
GUUG

—~
/ GUMUG
d / o Golce / Cf GCEQG
\G O Unpaired C— ©  Unpaired

G

Obr. 5-5: Porovnani znamé sekundarni struktury (vlevo) a predikce podle metody
Crumple s maximalizaci bazovych part (vpravo)

Metoda Crumple s maximalizaci bazovych part na Obr. 5-5 se se zndmou sekundarni
shoduje v celkem 4 parech bazi. Implementované metoda Crumple s maximalizaci
bazovych part zvolila jako nejoptimalnéjsi strukturu, ktera obsahuje navic vlasenkovou
smycku a 2 vyduté. Stejné¢ jako pro predikci Zukerovym algoritmem se jedna o
sekundarni strukturu pro nukleotidovou sekvenci RNA, kterd je v datasetu uvedena
pod ID PBD 00009.

U
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) /
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— AU/UA
/ / GUUG AUUA
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2 Unpaired C\G/ O Unpaired

Obr. 5-6: Porovnani znamé sekundarni struktury (vlevo) a predikce podle metody
Crumple s minimalizaci volné energie (vpravo)

L
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Predikce metodou Crumple s minimalizaci volné energie na Obr. 5-6 se shoduje se
znamou sekundarni strukturou v prvnich tfech bazovych parech. Na rozdil od zndmé
sekundarni struktury byla navic predikovana vlasenkova smycka o velikosti 11
nukleotidl. I v tomto piipad¢ se jedné o sekundarni strukturu pro nukleotidovou sekvenci
RNA, kterd je v datasetu uvedena pod ID PBD_00009.
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ZAVER

Bakalatské prace byla zaméfena na RNA, konkrétné na jeji sekundarni strukturu a
predikci téchto struktur. V teoretické ¢asti prace jsou predstaveny nejrizngjsi strukturalni
elementy sekundarni struktury a moznosti jejich vizualizace. Dale jsou popsany nékteré
experimentalni a vypocetni metody predikce. Vybrané vypocetni metody predikce byly
implementovany v programovacim prostfedi MATLAB. Kompletni soupis odevzdanych
soubori se nachazi v Ptiloze 2.

V ramci bakalarské prace byly implementovany celkem tfi algoritmy predikujici
sekundarni strukturu RNA. Algoritmus podle Nussinové, algoritmus podle Zukera a
algoritmus pro metodu Crumple. Metoda Crumple predikuje v§echny mozné sekundéarni
struktury pro zkoumanou sekvenci, proto je nutné vybrat pouze jednu findlni. Finalni
struktura byla vybirdna pomoci dvou pfistupi — maximalizace bazovych part a
minimalizace volné energie.

Vystupy vsech implementovanych algoritmid byly porovnany se znadmymi
sekundarnimi strukturami a mezi sebou. Zukertv algoritmus a algoritmus pro metodu
Crumple s minimalizaci volné energie byly navic porovnany s vystupem webové aplikace
RNAfold. U téchto dvou algoritmli nebyly pozorovany pouze predikované struktury, ale
1 vypocCty volné energie.

Ziskané hodnoty volnych energii byly témér totozné i piesto, ze predikované
struktury byly mirné odlisné. S nejvétsi pravdépodobnosti za to muize fakt, ze algoritmus
pro metodu Crumple s minimalizaci volné energie vybira v ptipad¢ shody minimalnich
volnych energii tu strukturu, kterd se nachazi ve vyc¢tu moznych sekvenci nejvyse.
Rozdily v hodnotéach volnych energii mezi implementovanymi algoritmy a RNAfold byly
nejspise zpisobeny tim, ze webova aplikace RNAfold vyuzivd pro vypocet volnych
energii energeticky model Turner 99. V bakalaiské praci byly pro vypocet volnych
energie pouzity parametry energetického modelu Turner 2004.

Kvalita predikce pro vSechny implementované metody byla stanovena pomoci
senzitivity, PPV a F-skore. Nejvyssi senzitivity dosahuje algoritmus podle Nussinové,
v ostatnich parametrech vede metoda Crumple s minimalizaci volné energie. Predikce
metodou Crumple s minimalizaci volné energie také dosahla nejvice shod mezi
predikovanymi a zndmymi sekundarnimi strukturami. Ty struktury, které dosahovaly pro
dany algoritmus nejnizsi hodnoty senzitivity byly vykresleny pomoci rnaplot, funkce
voln¢ dostupné v programovacim prostitedi MATLAB.

Celkov¢ se jako uspésnéjsi jevi pristup minimalizace volné energie oproti piistupu
maximalizace bazovych parG. Algoritmy, které stimto pfistupem pocitaly dosahly
celkoveé lepSich vysledkti nez algoritmy, které pocitaly s pfistupem maximalizace
bazovych para.

Algoritmy, které pocitaji s maximalizaci bazovych part pocitaji pouze s teoretickymi
znalostmi o formaci sekundéarnich sktruktur. Naopak pfistup s minimalizaci volné energie
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pouziva pro predikci sekundarnich struktur experimentaln¢ ziskané hodnoty volné
energie. Jeho predikce se tedy zakladad na ovéfenych znalostech, i proto je ziejmé predikce

vvvvvv
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SEZNAM SYMBOLU A ZKRATEK

ZKkratky:

FEKT Fakulta elektrotechniky a komunikaénich technologii
vuUT Vysoké uceni technické v Brné
RNA .. Ribonukleova kyselina

DNA .. Deoxyribonukleova kyselina
OH skupina ... Hydroxylova skupina

mRNA Mediatorovd RNA

rRNA o Ribozomova RNA

tRNA o Transferova RNA

A Adenin

C Cytosin

G Guanin

U Uracil

PPV . Pozitivni prediktivni hodnota
NMR .. Nukledrni magneticka rezonance
RTG e rentgen/rentgenova

MR o Magneticka rezonance

MFE o Minimalni voln4 energie
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Priloha 1 - Kompletni dataset predikovanych struktur

ID RNA

Znama ] ) Metoda Crumple | Metoda Crumple
STRAN L Predikce podle Predikce podle . . L. .
sekundarni ] i RNAfold (maximalizace (minimalizace
D v2.0: Nussinové Zukera . . )
struktura paru) energie)
PDB _
00009 ((C....cCcOM (C..C.COMN (C.....C..))) (e ) ((CUC---0)) (I )
00028 ((CCm (C.COMN ((CCC.-- ) () (G- ()
00037 ((CCCCccom-n | (cccommM)) (C(CC-N-) (CCCCCC...oma | C@CC-0ma | @G-
00077 (oM (((CCcom (((C...))) (&) (((G)) (G
00097 ((C...)) (€O (D) ((¢.-))) () ((C...))
00118 () (((CCcom”) (... () () ()
00151 (@) ((C-COM) ((C(--)) (((C---) ((CC-)) ()]
ooteg | ((Cooonn (-0 | (O |GG | NN |00 | e (C)D)
) ) ) ) ) )
00191 (G, (C-(CCOMN (C.((C-)))) (G (C.((C-))) ()
00212 ((CCCccom”N) (((Ccccomn”N) () (CCCCC.)) (@) (CCCCC--))
00226 ((CCC.-)) (((...0N) (@) ((CCC.-)) (@) ((CCC.-)
00799 --(CO)) --((ON) () () () ~-((C--))
01064 (@, (@om ((CCCCC.. ) (.- »m) ((CCCCC.- ) (.-
00002 | (G- | 0D | W= | G- | )| CCCCC-0mm)
Training K(&X0)) (&X0)); ((C99)) R (W) (..
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Priloha 2 - Soupis elektronickych priloh

Dataset sekvenci.xlsx — dataset RNA sekvenci se znamou sekundarni strukturou.

Turner04.xlsx — energeticky model Turner 2004 s hodnotami volné energie pro
vnitini smycky, vlasenkové smycky a vydute.

stackedPairs.xIsx — hodnoty volné energie pro spojené pary podle energetického
modelu Turner 2004.

SecondaryStructurePrediction.m — funkce, do které vstupuje vytvoreny dataset a
z niz vystupuji kompletni predikce vSech implementovanych metod, ohodnoceni
kvality implementovanych metod a vykreslené¢ nejvice odlisné predikované
sekundarni struktury.

predictionQuality.m — funkce, pocitajici senzitivitu, PPV a F-skore pro
implementované algoritmy.

NussinovAlgorithm.m — funkce, predikujici sekundérni struktury podle algoritmu
Nussinove.

ZukerAlgorithm.m — funkce, predikujici sekundarni struktury podle Zukerova
algoritmu.

internalBulgeValue.m — funkce, pocitajici piispévky volné energie pro vnitini
smycky a vyduté v ramci Zukerova algoritmu.

stackedPairsValue.m — funkce, pocitajici ptispévky volné energie pro spojené
pary bazi.

CrumpleMaxPairsPrediction.m — funkce, predikujici sekundarni strukturu

metodou Crumple s maximalizaci bazovych part.

CrumpleMinEnergyPrediction.m — funkce, predikujici sekundarni strukturu
metodou Crumple s minimalizaci volné energie.

CrumpleSequences.m — funkce, predikujici vS§echny mozné sekundarni struktury
metodou Crumple.

CrumplePairs.m — funkce, pocitajici vyskyt vSech bazovych parii ve vSech
strukturach predikovanych funkci CrumpleSequences.

structureFreeEnergy.m — funkce, pocitajici celkovou volnou energii predikované
struktury.

readme.txt — textovy soubor, popisujici vstupy, vystupy a ndvaznost vSech
odevzdanych elektronickych ptiloh.

Vsechny vyse uvedené elektronické prilohy jsou podrobné popsany v textu

bakalaiské prace, kde je jejich popis doplnén i vyvojovymi diagramy.
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