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Abstrakt 
Tato bakalářská práce pojednává o sekundární struktuře R N A a konkrétně se zaměřuje na 
její predikci. Popisuje nejrůznější elementy sekundární struktury a představuje některé 
metody predikce. V rámci bakalářské práce byly implementovány tři výpočetní metody 
predikce v programovacím prostředí M A T L A B . Konkrétně se jedná o algoritmus 
Nussinové, Zukerův algoritmus a metodu Crumple. Implementované algoritmy 
přistupovaly k predikci buď na základě maximalizace bázových párů, nebo minimalizace 
volné energie. Jejich funkce byla ověřena na vytvořeném datasetu a výsledky byly 
srovnány se známou sekundární strukturou. 

Klíčová slova 
RNA, sekundární struktura RNA, maximalizace bázovách párů, minimalizace volné 
energie algoritmus podle Nussinové, algoritmus podle Zukera, algoritmus pro metodu 
Crumple 

Abstract 
This bachelor thesis discuss R N A 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 M A T L A B . 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. 

Keywords 
RNA, R N A secondary structure, base pairs maximalization, free energy minimalization, 
Nussinov algorithm, Zuker algortihm, Crumple method 



Bibliografická citace 
POLZEROVÁ, Nikola. Metody predikce sekundární struktury RNA. Brno, 2021. 
Dostupné také z: https://www.vutbr.cz/studenti/zav-prace/detail/134377. Bakalářská 
práce. Vysoké učení technické v Brně, Fakulta elektrotechniky a komunikačních 
technologií, Ustav biomedičínského inženýrství. Vedoucí práce Kateřina Jurečková. 

https://www.vutbr.cz/studenti/zav-prace/detail/134377


Prohlášení autora o původnosti díla 

Jméno a příjmení studenta: Nikola Pokerová 

VUT ID studenta: 193239 

Typ práce: Bakalářská práce 

Akademický rok: 2020/21 

Téma závěrečné práce: Metody predikce sekundární struktury RNA 

Prohlašuji, že svou závěrečnou práci jsem vypracoval samostatně pod vedením 
vedoucí/ho závěrečné práce a s použitím odborné literatury a dalších informačních 
zdrojů, které jsou všechny citovány v práci a uvedeny v seznamu literatury na konci 
práce. 

Jako autor uvedené závěrečné práce dále prohlašuji, že v souvislosti s vytvořením této 
závěrečné práce jsem neporušil autorská práva třetích osob, zejména jsem nezasáhl 
nedovoleným způsobem do cizích autorských práv osobnostních a jsem si plně vědom 
následků porušení ustanovení § 11 a následujících autorského zákona č. 121/2000 Sb., 
včetně možných trestněprávních důsledků vyplývajících z ustanovení části druhé, hlavy 
VI. díl 4 Trestního zákoníku č. 40/2009 Sb. 

V Brně dne: 28. května 2021 

podpis autora 



Poděkování 

Děkuji vedoucí mé bakalářské práce Ing. Kateřině Jurečkové za účinnou metodickou, 
pedagogickou a odbornou pomoc a další cenné rady při zpracování mé bakalářské práce. 

V Brně dne: 28. května 2021 

podpis autora 



Obsah 
Seznam obrázku 9 

Seznam tabulek 11 

Úvod 12 

1. RNA a její struktura 13 

1.1 R N A 13 

1.2 Struktura R N A 15 

1.2.1 Sekundární struktura RNA 17 

1.2.2 Vykreslení sekundární struktury RNA 20 

2. Metody predikce sekundární struktury RNA 22 

2.1 Experimentální metody predikce 22 

2.2 Výpočetní metody predikce 23 

2.2.1 Algoritmus podle Nussinové 27 

2.2.2 Algorimuspodle Zukera 30 

2.2.3 Metoda Crumple 32 

2.2.4 Webové aplikace a bioinformatické funkce predikující sekundární 
struktury R N A 34 

3. Dataset RNA sekvencí se známou sekundární strukturou 37 

3.1 Volně dostupná databáze R N A STRAN D v2.0 37 

3.2 Tvorba datasetu R N A sekvencí pro ověření funkčnosti implementovaných 
algoritmů 38 

4. Implementované algorytmy pro predikci sekundární struktury RNA 40 

4.1 Algoritmus podle Nussinové 40 

4.2 Algoritmus podle Zukera 44 

4.3 Algoritmus pro metodu Crumple 50 

4.3.1 Maximalizace bázových párů 57 

4.3.2 Minimalizace volné energie 53 

4.4 Konečný výstup implementovaných algoritmů 56 

5. Výsledky implementovaných algoritmů 58 

Závěr 65 

Citace použitých zdrojů 67 



Seznam symbolů a zkratek 

Seznam příloh 



SEZNAM OBRÁZKŮ 
Obr. 1-1: Nukleotidy D N A vs. R N A [3] 13 

Obr. 1-2: Typy RNA, zleva mRNA, rRNA a t RNA [5] 14 

Obr. 1-3: Tabulka jednotlivých kodonů [7] 15 

Obr. 1-4: Příklad primární struktury R N A [15] 16 

Obr. 1-5: Předpovídané sekundární a terciální struktury R N A [18] 17 

Obr. 1-6: Vlásenková smyčka a šroubovice (hairpin loop a helix) R N A [23] 18 

Obr. 1-7: Rozložení R N A sekundární sktruktury na strukturální elementy, upraveno 
[26] 19 

Obr. 1-8: Pseudouzel R N A [28] 19 

Obr. 1-9: Příklady reprezentace sekundární struktury RNA, upraveno [30] 21 

Obr. 2-1: Ukázka predikce sekundární struktury R N A pomocí N M R [34] 23 

Obr. 2-2: Struktury zohledňované v energetických modelech, upraveno [47] 26 

Obr. 2-3: Možnosti predikce struktur pomocí algoritmu Nussinové [53] 28 

Obr. 2-4: Příklad inicializované a následně vyplněné skórovací matice M [53] 29 

Obr. 2-5: Možnosti zpětné cesty pro algoritmus podle Nussinové [54] 30 

Obr. 2-6: Příklad výpočtu konečné hodnoty volné energie pro sekundární strukturu 
R N A predikovanou pomocí Zukerova algoritmu, upraveno [51] 32 

Obr. 2-7: Ukázka výstupu pro algoritmus využívající metodu Crumple k predikci 
sekundárních struktur R N A [58] 33 

Obr. 2-8: Náhled hlavní stránky webu ViennaRNA Web Services 34 

Obr. 2-9: Prostý diagram sekundární struktury R N A pro funkci RNAfold 35 

Obr. 2-10: Výstup funkce r n a p l o t v programovacím prostředí M A T L A B 36 

Obr. 3-1: Úvodní strana R N A STRANÍ) 2.0 databáze 37 

Obr. 4-1: Vývojový diagram pro první krok algoritmu Nussinové 41 

Obr. 4-2: Vývojový diagram pro druhý krok algoritmu Nussinové 42 

Obr. 4-3: Vývojový diagram pro třetí krok algoritmu Nussinové 43 

Obr. 4-4: Vývojový diagram pro první krok Zukerova algoritmu 45 

Obr. 4-5: Vývojový diagram pro výpočet hodnoty VBI 46 

Obr. 4-6: Vývojový diagram pro výpočet hodnoty es 47 

Obr. 4-7: Vývojový diagram pro druhý krok Zukerova algoritmu 48 

9 



Obr. 4-8: Vývojový diagram pro nalezení bází, které tvoří pár 49 

Obr. 4-9:Vývojový diagram pro funkci CrumpleSequences 51 

Obr. 4-10: Vývojový diagram pro funkci C r u m p l e P a i r s 52 

Obr. 4-11: Vývojový diagram pro nalezení spojeného páru bází při výpočtu celkové 
volné energie struktury 54 

Obr. 4-12: Vývojový diagram pro nalezení vnitřních smyček nebo výdutí při 
výpočtu celkové volné energie struktury 55 

Obr. 5-1: Graf porovnání volných energií pro jednotlivé struktury 59 

Obr. 5-2: Graf ohodnocení implementovaných algoritmů 61 

Obr. 5-3: Porovnání známé sekundární struktury (vlevo) a predikce podle Nussinové 
(vpravo) 62 

Obr. 5-4: Porovnání známé sekundární struktury (vlevo) a predikce podle Zukera 
(vpravo) 62 

Obr. 5-5: Porovnání známé sekundární struktury (vlevo) a predikce podle metody 
Crumple s maximalizací bázových párů (vpravo) 63 

Obr. 5-6: Porovnání známé sekundární struktury (vlevo) a predikce podle metody 
Crumple s minimalizací volné energie (vpravo) 63 

10 



SEZNAM TABULEK 
Tabulka 2-1: Hodnoty volné energie pro spojené páry (stackedpairs) podle modelu 
Turnéra 2004 [kcal/mol] [49] 27 

Tabulka 2-2: Hodnoty volné energie pro smyčky a výdutě podle modelu Turnéra 
2004 [kcal/mol] [49] 27 

Tabulka 3-1: DatasetRNA sekvencí se známou sekundární strukturou 38 

Tabulka 4-1: Sekundární struktury predikované algoritmem Nussinové 44 

Tabulka 4-2: Sekundární struktury a hodnoty volné energie predikované Zukerovým 
algoritmem 50 

Tabulka 4-3: Sekundární struktury predikované algoritmem pro metodu Crumple 
s maximalizací bázových párů 53 

Tabulka 4-4: Sekundární struktury a hodnoty volné energie predikované algoritmem 
pro metodu Crumple s minimalizací volné energie 56 

Tabulka 5-1: Hodnoty volných energií pro predikované sekundární struktury 
[kcal/mol] 59 

Tabulka 5-2: Ohodnocení implementovaných algoritmů 60 

11 



ÚVOD 
R N A patří ke skupině nukleových kyselin a v buňkách je zodpovědná za přenos genetické 
informace. Jedná se o jednovláknový biopolymer tvořen nukleotidy adeninem, 
cytosinem, guaninem a uracilem. Spojováním komplementárních bází dochází 
k vytváření struktur nejrůznějších smyček, výdutí a pseudouzlů. Tyto struktury jsou 
známé j ako sekundární struktura RNA. 

Strukturální elementy sekundární struktury R N A mají nespočet funkcí, mezi které 
patří například modulace epigenetických značek, nebo podpora velkých 
makromolekulárních komplexů. Také se společně se strukturou terciální účastní 
posttranskripční regulace genové exprese. Správná predikce sekundární struktury je 
klíčová pro pochopení funkce a regulace transkriptů RNA. 

V posledních desetiletích se dostalo velké pozornosti nejrůznějším experimentálním 
a výpočetním metodám predikce sekundární struktury RNA. I přes to, že experimentální 
metody predikce j sou úspěšné, j sou velmi časově náročné, drahé a pro některé sekvence 
neproveditelné. Právě proto jsou slibnou alternativou bioinformatické výpočetní metody, 
které pracují s nej různějšími hypotézami o tom, jakým způsobem je sekundární struktura 
R N A tvořena. 

K nejznámějším hypotézám patří minimalizace volné energie a maximalizace 
bázových párů. Minimalizace volné energie popisuje, že nej stabilnej ší je struktura 
s nej menší hodnotou volné energie a proto předpokládá, že R N A vytváří sekundární 
strukturu tak, aby měla ve výsledku tuto hodnotu co nejmenší. Další možnou hypotézou 
je maximalizace bázových párů, která předpokládá, že nej stabilnej šíje ta struktura, která 
obsahuje co nej větší počet bázových párů. 

Pro bakalářskou práci byly implementovány v programovacím prostředí M A T L A B 
celkem tři výpočetní metody pro predikci sekundární struktury RNA. Všechny 
implementované metody jsou v textu bakalářské práce postupně představeny a jejich 
implementace je podrobně popsána. Funkčnost implementovaných algoritmů byla 
otestována na vytvořeném datasetu R N A sekvencí se známou sekundární strukturou. Pro 
tvorbu tohoto datasetu bylo čerpáno z volně dostupné databáze R N A sekvencí - R N A 
STRAND v2.0. 

Implementovány byly algoritmus Nussinové, algoritmus Zukera a metoda Crumple. 
Výsledky byly porovnány se známou sekundární strukturou a mezi sebou. Kvalita 
implementovaných algoritmů byla ohodnocena pomocí senzitivity, PPV a F-skóre. 
Predikované sekundární struktury, které se nejvíce odlišovaly od známé sekundární 
struktury, byly nakonec vykresleny pomocí funkce rnaplot, která je volně dostupná 
v programovacím prostředí M A T L A B . 
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1. RNA A JEJÍ STRUKTURA 

1.1 RNA 
Ribonukleová kyselina (RNA) patří ke klíčovým molekulám v našich buňkách a je jednou 
z nukleových kyselin, které j sou zodpovědné za přenos genetické informace z nukleových 
kyselin do proteinů. Větší pozornosti se R N A začalo dostávat až v šedesátých letech 20. 
století, kdy Francis Crick představil základní biologické dogma, které definuje tok 
genetické informace v živých organismech ve směru D N A (deoxyribonukleová kyselina) 
—> R N A —> protein. RNA, se obdobně jako DNA, skládá z nukleotidů, které jsou tvořeny 
vždy jednou ze čtyř bází, monosacharidem ribózou a fosfátovou skupinou. U R N A jsou 
tyto báze adenin (A), uracil (U), guanin (G) a cytosin (C). Jednotlivé nukleotidy jsou 
řazeny za sebou a tvoří lineární řetězec. [1] 

Hlavním rozdílem mezi D N A a R N A je skutečnost, že cukr navázaný v molekule 
R N A je ribóza. Cukr navázaný v D N A je deoxyribóza [2]. Navázání hydroxylové (-OH) 
skupiny na 2' uhlíku ribózy v R N A hraje velmi důležitou roli v chemických reakcích, 
kterých se R N A účastní. Dalším rozdílem je různorodost tvarů, ve kterých R N A 
nacházíme. Zatímco D N A se nachází nejčastěji ve formě dvoušroubovice, kterou tvoří 
spojení dvou jednoduchých vláken, viz Obr. 1-1. Molekuly R N A vytváří nejrůznější 
vlásenky, smyčky a dvojité nebo trojité šroubovice, vzájemnou interakcí mezi sebou. [1] 

Obr. 1-1: Nukleotidy D N A vs. R N A [3] 
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Jednou funkcí R N A j e přenos genetické informace mezi D N A a proteinem. [1] Tento 
přenos má na svědomí mediátorová R N A (mRNA). Ta vzniká v buněčném jádře během 
procesu transkripce, kdy je D N A sekvence "přepsána" do RNA, následně projde 
posttranskripčními úpravami, a nakonec je poslána do cytoplazmy, kde slouží jako 
templát pro syntézu bílkovin během translace. [4] 

I přes její nesmírnou důležitost tvoří mRNA jen malé procento z celkové R N A 
v buňkách. Nej početnější skupinou jsou ribozomální R N A (rRNA), která tvoří jádra 
ribozómů. Ribozómy jsou velké komplexy čtyř rRNA, a několika desítek proteinů. Za 
pomoci transferové R N A (tRNA) rozluští informaci uloženou a nesenou pomocí mRNA 
a následně vyrobí konkrétní bílkovinu. [1] Jednotlivé typy R N A jsou zobrazeny na Obr. 

Buňky dekódují informaci uloženou v mRNA čtením nukleotidů ve skupině po třech. 
Tato trojčlenná skupina nukleotidů se nazývá kodon. Většina kodonů zastupuje konkrétní 
aminokyselinu. Zbytek slouží jako START a STOP kodony, které značí, kde začíná a 
končí "překládaný" protein. Jednotlivé kodony jsou čteny z tabulky kodonů, viz Obr. 1-3, 
která je čtena pomocí levého a pravého sloupce a horního řádku. Levý sloupec obsahuje 
první písmeno kodonu, horní řádek obsahuje druhé písmeno kodonu a pravý sloupec 
obsahuje čtveřici nukleotidů, které se nachází na poslední pozici. [6] 

1-2 

Obr. 1-2: Typy RNA, zleva mRNA, rRNA a tRNA [5] 
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Obr. 1-3: Tabulka jednotlivých kodonů [7] 

1.2 Struktura RNA 
R N A je typicky jednovláknový biopolymer. Ovšem přítomnost autokomplementárních 
sekvencí má za následek párování bází a skládání ribonukleotidového řetězce do složitých 
strukturních forem, jako jsou smyčky a šroubovice. [8][9] Molekuly R N A mají tendenci 
se párovat do spirálovité struktury všude tam, kde se nacházejí dvě doplňující se části 
sekvence. Zpravidla tohle párování probíhá na základě Watson-Crickovského teorému za 
vzniku vodíkových můstků mezi bázemi C-G a A - U . V R N A ovšem dochází k fenoménu 
a sice k párování mezi méně stabilními páry G-U. [8] Pár vzniklý nedodržením teorému 
Watson-Crickovského párování se nazývá kolísavý pár bází. [10] Rozlišujeme báze 
purinové (adenin a guanin) a pyrimidinové (cytosin a uracil). U pyrimidinových i u 
purinových bází vzniká esterová vazba mezi fosfátovou skupinou a deoxyribózou. [11] 

Molekuly R N A vykazují extrémně komplexní a rozmanité struktury, které se účastní 
několika biologicky významných regulačních procesů, jako jsou molekulární rozpoznání, 
konformační změna a katalýza. Řetězec R N A dosahuje stability díky tvoření párů mezi 
komplementárními bázemi, za vzniku nekovalentních vazeb. [2] 

Nekovalentní vazby jsou mnohem slabší než vazby kovalentní či iontové. Vznikají 
všude, kde se k sobě přibližují dvě, nebo více molekul, a významně ovlivňují chování, 
vlastnosti a reaktivitu vzniklých struktur. Pro vazby mezi jednotlivými nukleotidy v R N A 
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je nutné, aby byly stálé, a zároveň aby bylo možné tyto vazby rozvolňovat a spojovat. 
Nej silnější známou nekoval entní vazbou je vazba vodíková (vodíkové můstky). [12] 
Formace vodíkových můstků mezi komplementárními nukleotidy je doprovázena 
termodynamickými zákony, zejména vznikem vazebné volné energie. Ta má pro stabilní 
strukturu R N A vždy zápornou hodnotu a je uváděna v jednotkách kcal/mol. K rozdělení 
vazby je potřeba vazebnou energii překonat, a tedy struktuře energii dodat, například ve 
formě tepla. [13] 

R N A je schopna tvořit struktury primární, sekundární, terciální i kvarterní. Primární 
struktura R N A popisuje pouze nukleotidovou sekvenci, vzájemně propojenou pomocí 
fosfodiesterové vazby, tj. popisuje, jak jsou jednotlivé nukleotidy uspořádány v řadě za 
sebou, směrem od 5' k 3' konci. Příklad primární struktury je vyobrazen na Obr. 1-4. [14] 

(E> AUGCGGCUACGUAACGAGCUUAGCGCGUAUACCGAAAGGGUAGAAC 

Obr. 1-4: Příklad primární struktury R N A [15] 

Sekundární strukturu R N A lze zjednodušeně popsat jako seznam spárovaných bází 
přítomných v nukleotidové sekvenci RNA. Existuje celkem 16 možností, jak párovat 
báze, ovšem jen 6 páruje natolik stabilních, že jsou schopny tvořit stabilní pár. Podrobněji 
je sekundární struktura R N A popsána v kapitole 1.2.1. [14] 

Známé terciální struktury obsahují převážně jen malé množství motivů, obsahují jen 
několik málo šroubovic a zpravidla vychází ze sekundární struktury. Některé ze známých 
motivů terciální struktury j sou uvedeny na Obr. 1-5, společně se strukturou sekundární, 
ze které vychází. [16] Terciální struktura může být modelována pomocí molekulární 
dynamiky, která byla představena v roce 1998. Jedná se o metodu, zkoumající distribuci 
kovových iontů kolem molekuly RNA. [17] Tato metoda je však příliš pomalá pro 
simulaci procesu skládání molekul. Efektivnější metoda modelování terciální struktury 
hledá její možné prvky, které jsou v souladu se strukturou sekundární. Tuto metodu 
představili v roce 1999 I. Tinoco a C. Bustamante. [16] 
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Obr. 1-5: Předpovídané sekundární aterciální struktury R N A [18] 

(a) vlásenková smyčka s vnitřní smyčkou, (b) dvojitá smyčka se dvěma výdutěmi, (c) 
pseudouzel 1KPZ, (d) Hammerhead ribozym R N A 1NYI, (e) tRNA 1J1U, (f) SRP R N A 

1Z43 

1.2.1 Sekundární struktura RNA 
Studium sekundární struktury R N A je klíčové pro pochopení funkce a regulace 
transkriptů RNA. Jako primární transkript je označována R N A ihned po jejím vzniku. 
Strukturální elementy sekundární struktury R N A mají nespočet funkcí, mezi které patří 
například modulace epigenetických značek, nebo podpora velkých makromolekulárních 
komplexů. Společně s terciální strukturou se také účastní posttranskričpní regulace 
genové exprese. [19] 

Sekundární struktura R N A udává, které komplementární báze v sekvenci vytvořily 
spojením pomocí vodíkových můstků pár. Rozlišujeme dvě skupiny bází a sice báze 
purinové (A, G) a pyrimidinové (C, U). Každá báze musí být spojena s bází sní 
komplementární. Komplementární báze se nachází v opačných skupinách a stabilní páry 
tedy vznikají mezi bázemi A - U , C-G a G-U. Kolísavá pár bází G-U porušuje Watson-
Crikovský teorém, ale zároveň přispívá k nápadné strukturální formaci. G-C páry mohou 
vytvářet až tři vodíkové můstky mezi svými Watson-Cricovskými konci, zatímco A - U 
páry mohou tvořit pouze dva. [20] Vlákno R N A může na základě své primární struktury 
vytvářet několik sekundárních struktur. Tyto struktury obvykle dělíme na stopky, 
smyčky, výdutě a pseudouzly, které vznikají nej různějším proplétáním R N A vlákna. [21] 

17 



Nejznámější sekundární strukturou je vlásenková smyčka (hairpin loop), která 
vzniká překlopením R N A úseku sama na sebe. Překlopeny jsou k sobě nukleotidy, které 
se mohou párovat a vzniká tzv. šroubovice, najejímž konci vzniká jednovláknová smyčka 
stávající se z nukleotidů, které jsou nepárové. [21] Obě tyto struktury jsou vyobrazeny na 
Obr. 1-6. Speciálním případem vlásenkové smyčky je líbající vlásenková smyčka (kissing 
hairpin loop), která vzniká spárováním bází ve dvou oddělených vlásenkových 
smyčkách. [22] 

Obr. 1-6: Vlásenková smyčka a šroubovice (hairpin loop a helix) R N A [23] 

Dále rozlišujeme smyčky vnitřní, vnější a multismyčky. Vnitřní smyčky (interior 
loops) vznikají tam, kde nedochází k párování jednotlivých bází. Vnitřní smyčky se 
nachází uvnitř sekundární struktury R N A na rozdíl od smyček vláseknových, které se 
nacházejí na jejím konci. Rozeznáváme vnitřní smyčky symetrické a vnitřní smyčky 
asymetrické. Speciální případy vnitřních asymetrických smyček jsou nazývány výdutě 
(bulges), které mohou být tvořeny jen jedním nukleotidem. [24] Vnější smyčka (exterior 
loop) spojuje oba, 5' a 3', konce R N A a alespoň jednou spárovanou bázi. Poslední ze 
smyček, která je tvořena sekundární strukturou RNA, je mul ti smyčka. Mul ti smyčka 
(multi-loop) je místo v RNA, kde se spojují 3 nebo více spárovaných bází, kdy tyto báze 
mohou, ale nemusí být odděleny nepárovými bázemi. [21] Speciálním případem 
multismyčky je multi-větvená smyčka (multi-branch loop), která vzniká tam, kde dochází 
ke spojení několika kmenových smyček do jedné. [25] 

Žádná z výše zmíněných struktur se obvykle nevyskytuje samostatně. Je zvykem, že 
na jedné sekvenci vzniká několik různých strukturálních elementů, které na sebe navazují 
a jeden v druhý přecházejí. Příklad sekvence, která tvoří několik strukturálních elementů 
je na Obr. 1-7. 
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Nej složitějším strukturálním elementem pro sekundární strukturu R N A je struktura 
pseudouzlu. Tato struktura vzniká vzájemným proplétáním a křížením vazeb, které 
vznikají mezi komplementárními bázemi. [8] Podstrukturou pseudouzlu je H-typ 
pseudouzel, který vzniká utvořením bázového páru mezi vlásenkovou smyčkou a 
jednovláknovou oblastí vlásenky. H-typ pseudouzl tedy obsahuje dvě šroubovicové 
struktury a dvě smyčky. Příklad pseudouzlu v R N A je vyobrazen na Obr. 1-8. [27] 

Obr. 1-8: Pseudouzel R N A [28] 
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1.2.2 Vykreslení sekundární struktury RNA 
Vyobrazení sekundární struktury R N A je možné pomocí několika grafických přístupů. 
Nejběžnější a nejjednodušší je závorková-tečková notace, která obsahuje pouze 3 znaky 
pro nepseudouzlové struktury. [29] Příklad závorkové-točkové notace je uveden na Obr. 
l-9(c). 

Závorková-tečková notace je jednou z nejběžnější ch a nejjednodušší ch reprezentací 
sekundární struktury RNA. Tyto znaky znázorňují otevřený a uzavřený pár bází a také 
místo v sekvenci, kde se nachází smyčka, nebo výduť. Otevřený pár bází vzniká 
v okamžiku, kdy nukleotid vytvoří pár s nukleotidem nacházejícím se před ním. 
Uzavřený pár bází vzniká, když nukleotid utvoří pár s nukleotidem, který se nachází za 
ním. [29] 

Znaky reprezentující závorkovou-tečkovou notaci pro nepseudouzlové struktury 
jsou: 

• „.", je kódovacím znakem pro místo v sekvenci, kde nedochází k párování 
bází, jedná se tedy o místo v sekvenci, kde se nachází nějaká smyčka nebo 
výduť [29], 

• „)", kóduje místo v sekvenci, kde se nachází otevřený pár bází [29], 
• „(", kóduje místo v sekvenci, kde se nachází uzavřený pár bází [29], 

Nej přehlednější reprezentace je reprezentace prostým diagramem, vyobrazena na 
Obr. l-9(a). Toto zobrazení ukazuje jednotlivé strukturální elementy a to, jak na sebe 
navazují. Další možností je reprezentace kruhová, nebo lineární. V těchto reprezentacích 
jsou báze tvořící pár spojeny pomocí obloukových křivek. V místech, kde dochází ke 
křížení těchto křivek, lze předpokládat výskyt pseudouzlu. [30] Příklad kruhové a lineární 
reprezentace je na Obr. l-9(b) a Obr. l-9(f). 

Dále rozlišujeme reprezentaci horou a stromem (mountain a tree representatiorí). 
Reprezentace horou vychází ze závorkové-tečkové notace. Každý pár bází je 
reprezentován horizontální linií nad primární sekvencí. Tyto horizontální linie jsou 
skládány nad sebe a nachází se tím výše, čím hlouběji v sekvenci se vytvořený pár 
nachází. Reprezentace pomocí stromu také vychází ze závorkové-tečkové notace s tím 
rozdílem, že sdružují substruktury pod označené vrcholy. [30] Příklad reprezentace horou 
a stromem je na Obr. l-9(d) a Obr. l-9(e). 
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Obr. 1-9: Příklady reprezentace sekundární struktury RNA, upraveno [30] 

(a) prostý diagram, (b) reprezentace lineární, (c) závorková-tečková notace, (d) 
reprezentace horou, (e) reprezentace stromem, (f) reprezentace kruhová 
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2. METODY PREDIKCE SEKUNDÁRNI 
STRUKTURY RNA 

I přes její nesmírnou důležitost se sekundární struktura dočkala větší pozornosti až 
v posledních desetiletích. Velmi rozšířeným oborem je tedy studium její predikce. 
Správně predikovaná sekundární sktruktura j e klíčová k pochopení všech výše zmíněných 
procesů, za které je sekundární sktruktura R N A zodpovědná. [31] 

Obor metod predikce sekundární struktury můžeme rozdělit na dvě skupiny: metody 
experimentální a metody výpočetní. Také rozlišujeme metody, které nezahrnují predikce 
pseudouzlů a metody, které j i zahrnují. Bylo prokázáno, že pseudouzly jsou pro 
sekundární strukturu R N A funkčně důležité, avšak metody, které jejich predikci zahrnují 
stále vyžadují mnohá vylepšení. Naopak metody predikující nepseudouzlové struktury 
jsou velice přesné. [31] 

2.1 Experimentální metody predikce 
Experimentálních metod predikce sekundární struktury R N A je známých hned několik. 
Obvykle jsou ale všechny experimentální metody časově i finančně náročné a mnohdy 
neproveditelné. Mezi nej rozšířenější experimentální metody predikce patří: nukleární 
magnetická rezonance (NMR), rentgenová (RTG) krystalografie a kryoelektronová 
mikroskopie. [32] 

N M R je šetrná a nedestruktivní metoda, využívající, obdobně jako klasická 
magnetická rezonance (MR), magnetických vlastností atomových jader. Při vložení 
zkoumané struktury do vnějšího magnetického pole dojde ke srovnání magnetických 
momentů jader atomů s magnetickými momenty vnějšího magnetického pole. [33] 
Orientaci magnetických momentů jader lze měnit, je-li jádrům dodána energie vhodným 
způsobem. U N M R je tato energie dodána formou radiofrekvenčního záření. Čím vyšší 
je hodnota magnetického pole a frekvence záření, tím lepší citlivost a rozlišovací 
schopnost pro zkoumané struktury. N M R dokáže odhalit, jak jsou na sebe molekuly a 
nukleotidy vázány, jak daleko od sebe se nachází, nebo jaké úhly jejich vazby svírají. 
Všechny informace o struktuře j sou získány analýzou spekter, která odhalí NMR. Příklad 
výstupu N M R pro predikci sekundární struktury R N A je na vyobrazen na Obr. 2-1. [32] 
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Obr. 2-1: Ukázka predikce sekundární struktury R N A pomocí N M R [34] 

(A) predikovaná sekundární struktura, (B) graf analýzy spekter 

R T G krystalografie je metoda studující interakce krystalických vzorků s R T G 
zářením. Dokáže odhalit absolutní strukturu zkoumaného vzorku. Monochromatické 
R T G světlo prochází zkoumaným vzorkem, přičemž dochází k jeho ohybu (difrakci). Do 
jaké míry a jakým směrem k difrakci dochází záleží na vnitřní sktruktuře zkoumaného 
vzorku. Intenzita a směr lomu jsou měřeny a po korekci je určena absolutní struktura 
vzorku. [35] 

Kryoelektronová mikroskopie zkoumá buněčné struktury v atomovém rozlišení. Její 
princip spočívá ve velmi rychlém ochlazení zkoumaného, zavodněného vzorku na 
kryogenní teplotu, která se pohybuje okolo -200 °C, a následné ponoření do kapalného 
etanu. V ledu se nestihne vytvořit krystalová mřížka, a vzorek je obalen amorfním ledem 
připomínajícím sklo, který přesně kopíruje strukturu zkoumaného vzorku. [36] 

2.2 Výpočetní metody predikce 
Experimentální metody predikce jsou velice přesné a téměř bezchybné. Avšak, jak už 
bylo řečeno výše, j sou velice časově náročné, drahé a mnohdy proveditelné j en za velice 
specifických podmínek, nebo nejsou proveditelné vůbec. Proto jsou v této oblasti velice 
slibnou alternativou výpočetní metody predikce. Ty pracují pouze se vstupní sekvencí 
nukleotidů a na základě matematických postupů predikují nej optimálnější strukturu pro 
zkoumanou sekvenci. [31] Výstupem výpočetních metod predikce je sekundární struktura 
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nejčastěji ve formě závorkové-tečkové notace, která je podrobněji popsána v předchozí 
kapitole 1.2.2. 

Výpočetní metody predikce počítají se skutečností, že sekundární struktura není 
tvořena náhodně, ale že její utváření je závislé na setu několika pravidel. Tyto pravidla 
jsou celkem 4. První pravidlo přiřazuje jednotlivým bázím v sekvenci čísla od 1 po N a 
určuje, že párování komplementárních bází může probíhat na pozicích i a j v případě, že 
je absolutní hodnota rozdílu mezi j a /' větší nebo rovna 4. Tato podmínka vzdálenosti 
zajistí, že nedojde k utvoření páru mezi sousedními bázemi. V takovém případě by totiž 
sekvence R N A nemohla tvořit další struktury. Druhým pravidlem pro utvoření stabilní 
sekundární struktury je, že páry mohou tvořit pouze komplementární báze. [37] V případě 
R N A se jedná o báze A - U , C-G a G-U [8]. Třetím pravidlem je ošetřeno, že nukleotid na 
pozici /' se vyskytuje v nejvýše jedné spárované bázi. Čtvrté pravidlo říká, že při vzniku 
dalšího páru bází na pozicích kal musí platit i <k< l<j. [37] 

Výpočetní metody pro predikci sekundární struktury R N A j sou realizovány pomocí 
algoritmů využívajících dynamického programování. Podstata dynamického 
programování spočívá ve zjednodušení komplikovaného problému na několik dílčích, 
menších podproblémů, které se vzájemně překrývají. Konečné řešení původního, 
komplikovaného problému je pak kombinací všech dílčích řešení. Hlavní výhodou 
dynamického programování je skutečnost, že není tak časově náročné a zvyšuje efektivitu 
implementovaného algoritmu. To je způsobeno tím, že předchozí řešení dílčích problémů 
j sou ukládány a v případě potřeby vytahovány z paměti. Tímto nej sou s každou dílčí částí 
počítány znovu. [38] 

Implementovaný algoritmus predikující sekundární strukturu R N A je nutné nějakým 
způsobem ohodnotit. Hodnocení korektnosti algoritmu je možné stanovit, například 
výpočtem senzitivity, pozitivní prediktivní hodnoty (PPV), F-skóre, nebo stanovením 
složitosti algoritmu. [39] 

Senzitivita algoritmu neboli jeho citlivost, stanovuje schopnost algoritmu správně 
určit páry bází v sekvenci a nabývá hodnot od 0 do 1. [39] Výpočet je dán jako poměr 
všech správně predikovaných párů bází ku všem bázovým párům v predikované sekvenci. 
Matematický předpis je zobrazen rovnicí 2.1. [20] 

PPV hodnota určuje, s jakou pravděpodobností je predikovaný bázový pár skutečně 
párem a nabývá hodnot od 0 do 1. [39] Výpočet je dán jako poměr správně predikovaných 
bázových párů v sekvenci ku všem predikovaným bázovým párům. Matematický předpis 
je zobrazen rovnicí 2.2. [20] 

Senzitivita = 
Počet všech správně predikovaných bázových párů (2.1) 

Počet všech bázových párů v sekvenci 

PPV = Počet správně predikovaných bázových párů v sekvenci (2.2) 
Počet všech predikovaných bázových párů 
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F-skóre vyjadřuje míru přesnosti implementovaného algoritmu a nabývá hodnot od 
0 do 1. [39] Výpočet je dán jako poměr součinu dvakrát senzitivity a PPV ku součtu 
senzitivity a PPV. Matematický předpis je zobrazen rovnicí 2.3. [20] 

F — skóre = 2*senzitivita*PPV (2.3) 
senzitivita+PPV 

Poslední zmiňovanou možností, jak ohodnotit implementovaný algoritmus, je 
stanovením jeho složitosti. Celkovou složitost implementovaného algoritmu posuzujeme 
na základě 2 parametrů - čas a paměť. [41] Jako nej lepší algoritmus řešící zkoumanou 
problematiku je vždy ten, který má co nej menší jak časovou, tak paměťovou náročnost. 
Nejvíce popisovanou složitostí je složitost asymptotická, která j e nástrojem k popsání a 
porovnání efektivity algoritmu. [40] Je vyjádřením trendu, jakým roste, ať už časové, 
nebo prostorové náročnosti, s rostoucím množstvím vstupních dat. [41] 

Samotnou asymptotickou složitost je možné vyjádřit pomocí několika notací. První 
možnou notací je notace Omega (Q), která vyjadřuje „nejlepší případ" a to tedy, že 
náročnost algoritmu bude s přibývajícím množstvím dat růst stejně, nebo více. Druhou 
možnou a používanou notací, je notace Omikron (O) vyjadřující „nejhorší případ". Tedy 
že složitost algoritmu roste stejně, nebo méně. Poslední možnou notací je notace Theta 
(O) popisující složitost algoritmů v „průměrném případě". Tato notace je vyjádřením 
složitosti algoritmu, jehož složitost roste s množstvím vstupních dat vždy stejně. [40] 

K samotné predikci je možné přistupovat na základě několika teorií. Mezi 
nej známější patří predikce na základě maximalizace bázových párů a predikce na základě 
minimalizace volné energie. Oba tyto přístupy hledají co nej stabilnej ší sekundární 
strukturu RNA. Maximalizace bázových párů pracuje s myšlenkou, že nej stabilnější je ta 
struktura, která obsahuje nej větší množství párů bází, a tedy minimální množství smyček. 
Přístup pomocí minimalizace volné energie považuje za nej stabilnej ší tu strukturu, která 
má co nej menší hodnotu volné energie. [42] 

Přístup k predikci pomocí volné energie uvažuje, že vytváření a případný rozpad 
sekundární struktury R N A doprovází termodynamické zákony. Zejména Gibbsova volná 
energie je veličinou uvozující sekundární strukturu RNA. [31] Termodynamika vzniku a 
zániku sekundárních struktur vychází obecně z principů přeměny energie a celková 
termodynamika molekuly R N A odpovídá tedy sumě energií, potřebné k spojení, nebo 
rozpojení párů bází. [43] V molekulách probíhají veškeré přeměnné procesy za stálého 
tlaku a stálé teploty, proto je k popisu energických reakcí použita změna Gibbsovi volné 
energie a změna entalpie, která odpovídá změně celkové vnitřní energie. [44] 
Matematický přepis pro výpočet Gibbsovy volné energie je zobrazen rovnicí 2.4. 

AG = AH — TAS (kcal/mol), (2.4) 
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kde A H znamená změnu entalpie, AS změnu entropie a T termodynamickou teplotu 
(310,15 K = 37 °C). [45] Pro výpočet volné energie sekundárních struktur se používají 
energetické modely, které obsahují experimentálně získané hodnoty pro nejrůznější 
sekundární struktury RNA. 

Energetické modely popisují, jaký je příspěvek volné energie jednotlivých 
sekundárních struktur k celkové struktuře R N A v jednotkách kcal/mol. [31] Příspěvky 
jednotlivých struktur byly experimentálně naměřeny podle Freierových pravidel při 
teplotě 37 °C v roztoku NaCl o koncentraci 1 mol/l. Teplota 37 °C představuje 
fyziologickou teplotu a koncentrace 1 mol/l NaCl zajišťuje neutrální pH prostředí. [46] 
Struktury, pro které byly tyto hodnoty experimentálně určeny jsou čtyři a jsou zobrazeny 
na Obr. 2-2. Patří k nim vlásenková a vnitřní smyčka, výduť a stopka (spojené páry bází). 

Výdm' 

Obr. 2-2: Struktury zohledňované v energetických modelech, upraveno [47] 

Nejznámějším a nejhojněji používaným energetickým modelem je model Turnérův. 
První Turnérův model byl představen v roce 1999, který ovšem uvažoval pouze volnou 
energii spojených struktur. Jeho obnova z roku 2004 počítá navíc se změnou entalpie 
strukturálních elementů. Pro R N A uvažuje tento model změny entalpie pro Watson-
Crickovské páry, kolísavé páry, vlásenkové smyčky, vnitřní smyčky a výdutě. [48] 
Hodnoty pro model Turner 2004 jsou uvedeny v Tabulce 2-1 a Tabulce 2-2. 

Model Turnéra vychází z termodynamických parametrů nejbližšího souseda 
{nearest-neighbour thermodynamics parametrs). Ovšem pro R N A existuje samostatná 
sada pravidel, která zahrnuje stabilitu nej různějších smyček a výdutí, které jsou tvořené 
nejrůznějším spojováním komplementárních bází. [46] 
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Tabulka 2-1: Hodnoty volné energie pro spojené páry (stackedpairs) podle modelu 
Turnéra 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 smyčky a výdutě podle modelu Turnéra 
2004 [kcal/mol] [49] 

Počet bází ve 
smyčce (výduti) 

Vlásenková 
smyčka Vnitřní smyčka Výduť 

1 co co 3,8 

2 co co 2,8 

3 5,4 co 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 pomocí algoritmu Nussinové byla představena v roce 1978 doktorkou 
biologie Ruth Nussinovovou, jako jedna z prvních metod pro predikci sekundárních 
struktur RNA. Jedná se o jednodušší ale velmi efektivní techniku predikce sekundární 
struktury využívající principy dynamického programování, která by měla, v nej horším 
případě, pracovat v0(n 2 ) čase a 0(n 3) paměti. Algoritmus Nussinové predikuje na 
základě přístupu o maximalizaci párů bází a neuvažuje pseudouzlové struktury. [50] 

Algoritmus Nussinové uvažuje set několika pravidel, na jejichž základě stanovuje 
výslednou predikci sekundární struktury RNA. Tato pravidla mimo jiné určují, které báze 
v sekvenci mohou tvořit pár. V případě R N A uvažujeme komplementární báze podle 
Watson-Crikovského párování i kolísavý pár bází. [51] V první řadě je třeba si uvědomit, 
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že algoritmus Nussinové uvažuje shodnou stabilitu pro všechny možné páry. Dále, je 
nutné ignorovat příspěvky volné energie, ke kterým dojde vlivem párování, a také 
destabilizační efekt, který mají na strukturu vzniklé smyčky. V případě, že dochází 
k predikci na velmi dlouhých sekvencích, dochází před samotnou predikcí k rozdělení 
sekvence na několik kratších podsekvencí a predikce optimální sekundární struktury 
probíhá na každé podsekvenci zvlášť. [52] 

Algoritmus uvažuje celkem čtyři možnosti párování bází. První možností je, že se 
nepárová báze na místě /' naváže na bázi na místě která vytvořila pár s bází na místě 
j. Tato možnost je vyobrazena na Obr. 2-3(b). Druhou možností je, že se nepárová báze 
na místě j naváže na bázi na místě j-1, která vytvořila pár s bází na místě /'. Tato možnost 
je vyobrazena na Obr. 2-3(c). Třetí možnost je navázání spárovaných nukleotidů na 
místech i a j, ke spárovaným nukleotidům na místě i+1 a j-1. Tohle spojení je nazýváno 
spojenými páry bází (stackedpairs) a je základem pro vytvoření struktury stopky. Tato 
možnost je vyobrazena na Obr. 2-3(a). Poslední možností, jak se mohou párovat 
komplementární báze, je kombinace dvou optimálních substruktur na pozicích i,k a k+1, 
j. Tato struktura je vyobrazena na Obr. 2-3(d) a je známá jako rozdvojení struktury 
(burifwatiori) a je základem pro tvorbu multismyček. [52] 

(a) (b) (c) (d) 

Obr. 2-3: Možnosti predikce struktur pomocí algoritmu Nussinové [53] 

Predikce sekundárních struktur pomocí algoritmu Nussinové lze rozdělit na tři dílčí 
části: vyplnění skórovací matice M , nalezení zpětné cesty a ohodnocení zpětné cesty 
znaky závorkové-tečkové notace. 

V prvním kroku je třeba vyplnit skórovací matici M o rozměrech n x n, kde n je délka 
zkoumané sekvence. Hlavní diagonála a diagonála pod ní je inicializována nulami. [51] 
Matice je vyplňována postupně po diagonálách až do pravého horního rohu. Kontroluje 
se komplementarita jednotlivých bází na pozicích i, j a matice je plněna hodnotami podle 
rovnice 2.5. Poslední řádek rovnice odkazuje na vznik výše zmíněného rozdvojení 
struktury. [52] 
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M (i, j) = max 

M ( i + 1,7 - 1) + ú)(i,;) ^ 
M(i,7 - 1) 

M(í + 1,7) 

jnaxi<k<j[a)(i, k) + a)(k + 

(2.5) 

Hodnota <x>(ij) je rovna 1 v případě, že jsou báze na pozicích z, j komplementárni. 
V případě, že báze komplementární nejsou, nabývá co(ij) hodnoty 0. [52] Příklad 
vyplněné tabulky pro algoritmus Nussinové je na Obr. 2-4. 

G G G A A A U c c s G G A A A U c c 
a 0 G 0 0 0 Ú 1 2 0 
G 0 0 O 0 0 0 0 D (J 1 2 3 
C 0 D I o 0 0 0 0 0 1 1 2 
A 0 0 1 A t> •:: 0 1 1 1 
A 0 0 l * ú 0 1 1 1 
A 0 Q A 0 D 1 1 1 
U 0 0 U 0 0 0 0 

0 0 C • 0 a 
c 0 0 c U Q 

Obr. 2-4: Příklad inicializované a následně vyplněné skórovací matice M [53] 

Po vyplnění skórovací matice je nutné nalézt zpětnou cestu. Hledání zpětné cesty 
začíná v pravém horním rohu, kde se nachází maximální hodnota matice M . Zpětné 
trasování po maximech probíhá až do chvíle, kdy je nalezeno místo v matici, kde se 
nenachází žádná hodnota. [55] Směry zpětné cesty jsou možné celkem tři, stejně jako 
prvky závorkové-tečkové notace. Každému směru je tedy přidělen jeden prvek. Pro 
přehlednost při hledání zpětné cesty se doporučuje tvořit současně se skórovací maticí M 
i trasovací matici T. Trasovací matice obsahuje celkem 3 hodnoty, které jsou ukazatelem, 
ze kterého směru bylo vybráno maximum při vyplňování skórovací matice M . Možné 
zpětné cesty vyplněnou maticí M jsou vidět na Obr. 2-5. 
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G G G A A A U C C 

0 G G 0 0 0 1 2 (?) c 
0 0 0 ů ů ů 1 n) c 

0 0 ů ů ů (TÍ 2 c 
0 ů ů ů (Tf 1 1 A 

ů (2f (1) 1 1 A 

0 (2) (1) 1 1 A 

(§) 0 0 0 U 

0 0 0 C 

0 0 C 

Obr. 2-5: Možnosti zpětné cesty pro algoritmus podle Nussinové [54] 

Jak je patrné na Obr. 2-5, neexistuje pouze jedna možnost zpětné cesty, ale několik. 
Už během implementace algoritmu Nussinové záleží na několika ovlivnitelných 
parametrech. Prvním je, kterou ze 3 možností pro výběr maxima bude upřednostňovat. 
Dále je nutné řešit, který směr bude upřednostňován při hledání zpětné cesty a jak bude 
zpětná cesta ohodnocována prvky závorkové-tečkové notace. 

2.2.2 Algorimus podle Zukera 
Algoritmus podle Zukera je jedním z nej populárnějších metod pro predikci sekundární 
struktury RNA. Počítá s přístupem minimalizace volné energie a je schopný pracovat 
v nejhorším případě v 0(n 4) čase a 0(n 2) paměti. [56] Poprvé byl představen v roce 1981 
Michaelem Zukerem a dodnes je hojně používán v nej různějších volně dostupných 
softwarech pro predikci sekundární struktury RNA. Nej lepších výsledků dosahuje pro 
nepseudouzlové a kratší sekvence. Přesnost jeho predikce klesá, jak délka sekvence roste. 
Jeho základní verze nepočítá s pseudouzlovými sktrukturami, avšak v dnešní době 
existuje několik obměn, které predikují i tyto struktury. Pro predikci optimální sekundární 
struktury R N A počítá s experimentálními hodnotami energetických modelů. [51] 
Příklady hodnot pro energetický model Turner 2004 jsou uvedeny výše v Tabulce 2-1 a 
Tabulce 2-2. 

Algoritmus podle Zukera pracuje se dvěma skórovacími maticemi: V a W. Matice 
V(i,j) obsahuje nejmenší hodnoty volné energie pro zkoumané části sekvence. Matice 
'Wfij) obsahuje celkovou minimální volnou energii zkoumané části sekvence. [57] 
Hodnoty minimální volné energie pro matice V(iJ) a jsou vybírány podle rovnic 
2.6 a 2.7. 
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V (i, j) = min 

eh(i,j) 
es(i,j) + V(i + 1,7 - 1) 

VBI(i,j) 
VM(i,j) 

(2.6) 

W(i,j) = min 

W(i + 1,7) 

- 1) 

n u ) 
,mm i < f e < y [V^(i,k) + W(k + 1,7)]. 

(2.7) 

Hodnota e/z pro matici V značí hodnotu volné energie pro vlásenkovou smyčku, která 
je uzavřena párem bází na místech z a j. Hodnota es pro matici V zastupuje hodnotu 
spojených páru bází (stackedpairs) na místech z ay s bázemi na místech i+1 aj-1. VBIje 
volná energie vnitřní smyčky, nebo výdutě, která je uzavřena párem bází na místech z a j. 
Hodnoty vnitřní smyčky nebo výdutě jsou brány pro strukturu na pozicích z' a j'. Tato 
struktura se nachází uvnitř z a j. Hodnotu pro výduť uvažujeme v okamžiku, kdy i' i >1, 
nebo j j' > 1. Hodnotu pro vnitřní smyčku uvažujeme, pokud z' z >1 a současně j -j' 
> 1. Konečná hodnota pro VBIje vybírána podle vztahu, který je uveden v rovnici 2.8. 
Hodnota ř^Mpro matici V značí místo, kde dochází k rozdvojení struktury (burification), 
a které je základem pro tvorbu multismyček. Konečná hodnota pro VM]e vybírána podle 
vztahu, který je uveden v rovnici 2.9, kde konstanta a značí konstantní přírůstek volné 
energie pro vzniklou multismyčku. [51] 

VBI(i,f) = min{ebi(i,j,i',j') + V(i',j')} ŕ<ŕ'<;'<;- (2.8) 

VM(i,j) = min{W(i + l,k) + W(k + l,j - l ) } i < f e < y - i + a (2.9) 

Ze skórovací matice W určíme, které báze utvořily pár. Pro lepší vizualizaci je 
doporučeno tvořit současně s maticí W i trasovací matice T. Získáme tedy vektor čísel 
značící pozice jednotlivých párů. Tyto pozice jsou pak v konečné závorkové-tečkové 
struktuře nahrazeny znaky pro otevřené a uzavřené páry bází. [51] 

Konečná hodnota volné energie pro strukturu predikovanou algoritmem podle 
Zukera se nachází v pravém horním rohu matice W. Příklad sekundární struktury a 
konečné hodnoty volné energie, počítané podle modelu Turner 99, je zobrazen na Obr. 
2-6.[51] 
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Vlásenková snvfčka o 
velikostí 4 nukleotidů +5.9 

Výdia' o velikosti 1 
nukletid 

+3.3 

A 
\ 

U 

G 

A 

G * C 
ťj * A 
A * U 

i— 

C * G 
i i — 

A » U 
A \ 

-2.9 
Hodnota pro spojeně 
páry (stackedpairs) 

_2 g Hodnota pro spojeně 
páry (stackedpairs) 

Hodnota.pro spojeně 
~ l.o páry (stacked pairs) 

_q g Hodnota pro spojeně 
pár)'(stackedpairs) 

— ] Q Hodnota pro spojeně 
páry (stackedpairs) 

— 1,7 Hodnota p ro spojen ě 
páry (stackedpairs) 

3' 

5' 

Konečná hodnota volně energie pro predikovanou 
sekundární strukturu: .2,8 kcal/mol 

Obr. 2-6: Příklad výpočtu konečné hodnoty volné energie pro sekundární strukturu 
R N A predikovanou pomocí Zukerova algoritmu, upraveno [51] 

2.2.3 Metoda Crumple 
Predikce metodou Crumple vytváří všechny možné nepseudouzlové struktury bez ohledu 
na termodynamiku sekvence a nabízí tedy alternativní přístup k tradičním algoritmům, 
predikujících sekundární strukturu na principu minimalizace volné energie. Je schopný 
odhalit nepseudouzlové struktury, které tradičními algoritmy, počítající s minimální 
volnou energií, nejsou předpovídány, přesto, že přístup minimalizace volné energie je 
velmi úspěšný. [58] 

Obecný přístup predikce pomocí metody Crumple je založený na přístupu, který 
hledá strukturu ve struktuře. Vstupem do algoritmu, predikující sekundární struktury 
touto metodou, je tedy nejen sekvence RNA, ale také vstupní sekundární struktura 
v závorkové-tečkové notaci. Predikce metodou Crumple nepočítá s žádnými maticemi, 
ale pouze nachází komplementární páry. V okamžiku, kdy je nalezen komplementární pár 
na pozicích i, j dochází k uložení této struktury a k rekurzivnímu volání algoritmu, jehož 
vstupemje stejná sekvence, ale odlišná vstupní sekundární struktura v závorkové-tečkové 
notaci. Ukázka výstupu algoritmu, který predikuje sekundární struktury R N A pomocí 
metody Crumple je na Obr. 2-7. [58] 
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Obr. 2-7: Ukázka výstupu pro algoritmus využívající metodu Crumple k predikci 
sekundárních struktur R N A [58] 

Výstupem algoritmu predikující pomocí metody Crumple je tedy výčet všech 
možných sekundárních struktur, které je schopna zkoumaná sekvence utvořit. Primárně 
je ovšem požadováno predikovat jen jednu finální sekundární strukturu. Metoda Crumple 
je tedy doplňována o přístupy, nebo filtry, pomocí kterých lze získat z výsledného 
seznamu možných sekundárních struktur pouze jednu nej optimálnější strukturu. [58] 

Finální sekundární strukturu je možné vybrat na základě maximalizace bázových 
párů a výstupní strukturou bude tedy ta struktura, která obsahuje největší počet párů bází. 
Další možností, jak vybrat finální sekundární strukturu, je vyčíslení volných energií všech 
predikovaných struktur. V tomto případě bude finální strukturou ta struktura, která má 
nejmenší hodnotu volné energie. Více sofistikované algoritmy využívající metodu 
Crumple k predikci sekundárních struktur bývají doplněné o nej různější filtry, které jsou 
založeny na experimentálních datech. Tyto filtry zahrnují omezení pro: chemicky 
testovaná dostupná rozpouštědla, enzymatické štěpení párových a nepárových bází, 
fylogenetické kovariace a minimální délku R N A šroubovice. Minimální délka R N A 
šroubovice je stanovena pomocí kryoelektronové mikroskopie. Správně určená 
minimální délka šroubovice má velký vliv na zmenšení prostoru, ve kterém se smotaná 
R N A nachází. [58] 
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2.2.4 Webové aplikace a bioinformatické funkce predikující 
sekundární struktury RNA 

Protože se predikci sekundárních struktur R N A dostává v posledních letech mnoho 
pozornosti, existuje několik volně dostupných webových aplikací, které jsou schopné 
sekundární strukturu predikovat na základě vložené sekvence nukleotidů. [59] 
Nej známějším webovou aplikací pro predikci sekundárních struktur R N A je ViennaRNA 
Web Services. Nejnovější verzí této aplikace je verze 2.0, která využívá parametrů 
energetického modelu Turner 99 a podporuje čtení formátu FASTA. [60] Náhled hlavní 
strany této aplikace je na Obr. 2-8. 

You are here: /RNA 

The ViennaRNA Web Services  

This server provides programs, web services, and databases, related to our work on R N A secondary structures. 

For general information and other offerings from our group see the main TBI homepage. 

To help us providing you witfi even better services please take trie time to rate us at *fc S u r v e y M o n k e y 

Our Web Services 

Thermodynamic Structure Prediction 

Ô RNAfo ld Server • Ô RNAprob ing Server • 

...predicts minimum free energy 

structures and base pair 

probabilities from single R N A c r 

D N A sequences. 

SS RMAeva l Server r 

...provides a detailed 

thermodynamic description of a 

sequence/structure pair 

...predicts minimum free energy 

structures and base pair 

probabilities from single RNAs 

using a guiding potential based on 

S H A P E reactivity probing data. 

@ RNAcofo ld Server • 

...allows you to predict the 

secondary structure of a dimer 

Ö RNAal i fo ld Server • 

...predicts consensus secondary 

structures from an alignment of 

several related R N A or D N A 

sequences. You need to upload an 

alignment. 

R N A u p Server 

...allows you to predict the 

accessibility of a target region. 

Obr. 2-8: Náhled hlavní stránky webu ViennaRNA Web Services 

Jak je z náhledu patrné, ViennaRNA Web Services nabízí několik různých funkcí 
pro predikci sekundárních struktur RNA. První funkcí, která je z webu dostupná, je 
funkce RNAfold. RNAfold predikuje sekundární struktury na základě přístupu 
minimalizace volné energie. Další funkcí nacházející se na ViennaRNA Web Services, je 
funkce RNAalifold, která predikuje shodu sekundárních struktur na základě zarovnání 
několika podobných sekvencí. ViennaRNA Web Services nabízí výstupní sekundární 
strukturu ve dvou variantách. Mimo klasické závorkové-tečkové notace, je predikovaná 
sekundární struktura vyobrazena i pomocí prostého diagramu, příklad tohoto vystupuje 
na Obr. 2-9 [60] 
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Obr. 2-9: Prostý diagram sekundární struktury R N A pro funkci RNAfold 

Mimo volně dostupné webové aplikace existují i nejrůznější bioinformatické funkce 
predikující sekundární strukturu RNA, které jsou implementovány přímo v konkrétních 
programovacích prostředích. 

Programovací prostředí M A T L A B nabízí funkci rnafold, která predikuje sekundární 
strukturu pomocí přístupu minimalizace volné energie. Vstupem do této funkce je R N A 
sekvence a výstupem je nejčastěji predikovaná sekundární struktura v závorkové-tečkové 
notaci. Funkce rnafold v programovacím prostředí M A T L A B umožňuje volbu více než 
jednoho výstupního parametru. Mimo predikovanou sekundární strukturu v závorkové-
tečkové notaci, je možné na výstupu získat také konečnou hodnotu volné energie pro tuto 
strukturu a skórovací matici, podle které byla finální sktruktura vytvořena. [61] 

Další funkcí, kterou programovací prostředí M A T L A B nabízí je funkce rnaplot. 
Tato funkce vykresluje sekundární struktury R N A ve formě prostých diagramů, nebo 
pomocí reprezentace lineární, kruhové, horou nebo stromem. Vstupem pro tuto funkci je 
tedy sekundární sktruktura v závorkové-tečkové notaci a sekvenci, pro niž byla tato 
struktura predikována. Dále je na vstupu možné volit a měnit nejrůznější parametry. 
Jedním z těchto parametrů je parametr Formát. Tímto parametrem je nastaveno, pomocí 
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které reprezentace bude sekundární struktura na výstupu vykreslena. Příklad výstupu pro 
funkci rnaplot v programovacím prostředí MATLAB je na Obr. 2-10. [62] 
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3. DATASET RNA SEKVENCI SE ZNÁMOU 
SEKUNDÁRNÍ STRUKTUROU 

3.1 Volně dostupná databáze RNA STRAND v2.0 
R N A STRAND v2.0 je volně dostupná databáze R N A sekvencí se známou sekundární 
strukturou. Zahrnuje komplexnější škálu známých sekundárních struktur pro R N A 
sekvence než předchozí databáze. Náhled úvodní strany pro R N A STRAND v2.0 je na 
Obr. 3-1. [63] 

RNA S T R A N D contains known RNA secondary structures of any type and organism. The ultimate goal of this database is to incorporate a comprehensive 
collection of known RNAsecondary stnjctures : and to provide th&scientific community with simple yet powerful ways of ana lys ing , search ing and updat ing the 
proposed database. 

Current holdings: 4666 secondary structures in total. Search R N A S T R A N D ID 

Search Search for RMA S T R A N D 
entries, supports multiple 
search criteria 

Analyse Analyse one or a group of 
R N A secondary structures 

Submit Submit new RMA secondary 
structures to RNA S T R A N D 

News News and updates on new 
releases of the database 

Held Brief explanations of RNA 
S T R A N D input and output 
fields, also accessible via the 
'[?]' links on any RNA 
S T R A N D page 

1L Ml J it11 W*l i :IJ fM.i 1 liA! 1 l U 1111 •) 111 IIA FfRNAs Source and link to source 

105 i R C S B Protein Data Bank 
1056 Gutell Lab C R W Site 
728 tmRNA Database 
322 Sorinzl tRNA Database 
454 RNase P Database 
333 S R P Database 
313 Rfam Database 
53 Nucle i : A d d Database 

S c h e n a t i ; •i=:rsse"ta: •:- ;f t ie secondary structure (a set of 
base pai rs) for th e RNase P RNA molecule of Methanococcus 
marapaludis from the RNase P Database: RNA S T R A N D ID 
is A S E 00199. Thick blue clo:s n a r ' oase pairs. Red dashed 
::• . s ; r s ••: Eti'u-:t.ir3l features. 

Structural feature occurences in RNA STRAND 
FřRNAs FtOccurences Structural motif 
2333 Pseudo^nots 
35S2 17537 Multibranched loops 
2992 35350 Internal loops 
239S 31392 Bulge loops 
4575 43442 Hairpin loops 
2293 43730 Non-canonical base pairs 

Most common RNA types in RNA STRAND 
# R N A s RNA type 
723 Transfer Messenger R N A 
723 16S Ribosomal R N A 
707 Transfer R N A 
470 Ribonuclease P R N A 
450 Synthetic RMA 
394 Signal Recognition Particle R N A 
205 23S Ribosomal R N A 
161 5S Ribosomal R N A 
152 Group I Intron 
143 Hammerhead Ribozyme 
64 OSier Ribosomal R N A 
53 Ottier Ribozyme 
42 Group II Intron 
41 Cis-regulatory element 

Obr. 3-1: Úvodní strana R N A STRAND 2.0 databáze 

Řada předchozích databází obsahovala sekundární strukturu pouze pro ty molekuly 
RNA, pro která byla na základě sekundární struktury predikována struktura terciální. 
Avšak známé terciální struktury existují jen pro cca 18 % nashromážděných molekul 
RNA. [63] V současné době obsahuje přesné sekundární struktury pro více než 4666 
molekul RNA. Tyto struktury byly získány pomocí experimentálních metod. Nejčastěji 
používané experimentální metody jsou N M R a R T G krystalografie. [63] 

Databáze R N A STRAND v2.0 si klade za cíl poskytnout komplexní informace o 
všech dostupných strukturálních prvcích pro sekundární strukturu RNA. Tyto informace 
by mohly být klíčové k pochopení nejrůznějších strukturálních motivů ve specifických 
typech RNA. Dále by mohly sloužit k odhadu přesnosti výpočetní predikce sekundární 
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struktury RNA, nebo k vylepšení současných termodynamických modelů pro predikci 
sekundární struktury. [63] 

3.2 Tvorba datasetu RNA sekvencí pro ověření funkčnosti 
implementovaných algoritmů 

Pro potřeby bakalářské práce byl v tabulkovém procesoru Excel vytvořen dataset R N A 
sekvencí se známou sekundární strukturou. Formát vytvořeného datasetu je *.xlsx. Na 
vytvořeném datasetu budou testovány implementované algoritmy pro predikci 
sekundární struktury RNA. Tyto algoritmy jsou podrobněji popsány v následující 
kapitole 4. Všechny sekvence byly získány z volně dostupné databáze R N A STRAND 
v2.0. Tato databázeje podrobněji popsána v předchozí kapitole 3.1. Vytvořený dataset se 
známou sekundární strukturou je uveden v Tabulce 3-1. 

Tabulka 3-1: Dataset R N A sekvencí se známou sekundární strukturou 

ID RNA 
STRAND 

v2.0: 
PDB 

Sekvence Typ 
Známá sekundární 

struktura 

00009 G G U A A U A A G C U C G A G U A C C 
Intron 

skupiny I ((( (((())))))) 

00028 G G G U C U U C G G G U C C 
Intron 

skupiny I ((((((••)))))) 

00037 G C C A C C C U G C A G G G U C G G C 
jiná 

rRNA ((((((((O)))))))) 

00077 C A C G U G C A C G U G mRNA (((((()))))) 
00097 G G G C G U G C C C IRES (((••••))) 
00118 G G U U C A G U U G A A C C mRNA (((((••••))))) 
00151 G G A C U U C G G U C C mRNA (((((••))))) 

00168 
G A G G G U G G A A C C G C G C G C G U C 

CCUC 
mRNA (((( ( ( ) ) ) ) ) ) 

00191 G G C U C U C A G U G A G C C mRNA ((((( ))))) 
00212 C C C C G G G G C C C C G G G G mRNA (((((((()))))))) 
00226 G A C U G G G G C G G U C tRNA (((((•••))))) 
00799 C A U G G G C C G G C C C mRNA ..(((O).)) 
01064 G G U G C G C C C G G U G C G C C mRNA (((((((O))))))) 
00002 G G C G U A A G G A U U A C C U A U G C C mRNA (((((•(((••••)))))))) 

Training G G G A A A U C C •((••O)) 
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Vytvořený dataset obsahuje celkem 14 R N A sekvencí, které byly získány z databáze 
R N A STRAND v2.0 a jednu tréninkovou sekvenci, na které byla ověřována funkčnost 
implementovaných algoritmů před konečnou analýzou. Maximální délka sekvencí, které 
se v datasetu nachází, je 25 nukleotidů. Všechny sekvence byly vybírány tak, aby 
obsahovali vlásenkové smyčky, vnitřní smyčky a výdutě nejrůznějších rozměrů. 

Sekundární struktury všech R N A sekvencí, které jsou v datasetu použity, byly 
získány pomocí NMR, experimentální metody pro predikci sekundárních struktur RNA, 
která je podrobněji popsána v kapitole 2.1. Vytvořený dataset obsahuje sekvence pro 
devět molekul syntetických mRNA, jednu molekulu tRNA, jednu molekulu rRNA, dvě 
molekuly pro introny skupiny I a jednu molekulu IRES. 

R N A sekvence a jejich známá sekundární struktura j sou uloženy celkem ve třech 
sloupcích. První sloupech obsahuje ID z databáze R N A STRAND v2.0, podle kterého je 
konkrétní R N A sekvence v této databázi dohledatelná. Druhý sloupec obsahuje R N A 
sekvencí a třetí známou sekundární strukturu. 
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4. IMPLEMENTOVANÉ ALGORYTMY PRO 
PREDIKCI SEKUNDÁRNÍ STRUKTURY 
RNA 

Pro predikci sekundární struktury R N A byly implementovány celkem tři algoritmy 
v programovacím prostředí M A T L A B . Implementovány byly tyto algoritmy: algoritmus 
podle Nussinové, algoritmus podle Zukera a algoritmus pro metodu Crumple. V žádném 
z implementovaných algoritmů není uvažován vznik rozdvojení struktury (burifficatiori) 
a mul ti smyček. 

4.1 Algoritmus podle Nussinové 
Do implementovaného algoritmu podle Nussinové vstupuje nukleotidová sekvence RNA. 
Výstupem je predikovaná sekundární struktura. Algoritmus podle Nussinové predikuje 
sekundární strukturu R N A na základě maximalizace bázových párů. Predikce sekundární 
struktury R N A algoritmem Nussinové probíhá ve třech krocích: tvorba skórovací matice, 
tvorba trasovací matice a ohodnocení zpětné cesty elementy závorkové-tečkové notace. 

Skórovací matice M má rozměry n x n, kde n je délka zkoumané sekvence. Hlavní 
diagonála a diagonála pod hlavní diagonálou jsou inicializovány hodnotami 0. Matice je 
vyplňována postupně po diagonálách až do pravého horního rohu. Na místo matice M(iJ) 
vybíráme maximum podle rovnice 4.1. 

M(i,j)=maxl M ( i , ; ' - 1 ) i (4.1) 
{ M ( i + J 

Element (o(i,j) nabývá hodnoty 1 při komplementaritě bází a hodnoty 0, když báze 
nejsou komplementární. Celý první krok algoritmu Nussinové je pro lepší vizualizaci 
graficky znázorněn na vývojovém diagramu na Obr. 4-1. 
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M(ij) = max[M(ij-l), M(i+l,j), 
M(i+i,j-l) + Omega] 

Obr. 4-1: Vývojový diagram pro první krok algoritmu Nussinové 

Dalším krokem je tvorba trasovací matice N , která je tvořena současně se skórovací 
maticí M . Trasovací matice je vyplňována hodnotami 1, 2 a 3. Tyto hodnoty jsou vybírány 
podle toho, které hodnota z rovnice 4.1 byla vybrána jako maximální. Tento krok je 
graficky znázorněn společně se skórovací maticí na vývojovém diagramu na Obr. 4-2. 
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f 
N — zeros(n) 

í = l:n 
• 

i = 2:n 

Ano Ano Ano 

1 i 

W = 3 
Obr. 4-2: Vývojový diagram pro druhý krok algoritmu Nussinové 

Posledním krokem je nalezení a ohodnocení zpětné cesty elementy závorkové-
tečkové notace. Hledání zpětné cesty začíná v pravém horním rohu. Existují tři možné 
směry zpětné cesty - diagonála, dolů a doleva. Diagonální směr ohodnocujeme znakem 
závorkové-tečkové notace pro uzavřený pár bází. Směr dolů a doleva je ohodnocen 
znakem pro smyčku, nebo výduť. Po zpětné cestě putujeme až do okamžiku, kdy 
narazíme na hodnotu 0, která se nachází na hlavní diagonále, nebo diagonále pod ní. 
Zbytek sekundární struktury je doplněn znakem závorkové-tečkové notace pro otevřený 
pár bází. Tento krok je graficky znázorněn na vývojovém diagramu na Obr. 4-3. 

42 



Ano Ano Ano 

f 1 
struktura 

[struktura V j 

f "i 
struktura = 

[struktura '('( 
struktura = 

[struktura '. 'j 

* 

Obr. 4-3: Vývojový diagram pro třetí krok algoritmu Nussinové 

Celý algoritmus Nussinové byl implementován v rámci jediné funkce 
NussinovAlgorithm. Jeho výstup bude ohodnocen společně s dalšími implementovanými 
algoritmy v kapitole 5. Predikované struktury pouze algoritmem Nussinové jsou 
znázorněny v Tabulce 4-1. 
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Tabulka 4-1: Sekundární struktury predikované algoritmem Nussinové 

ID RNA STRAND v2.0: Známá sekundární Predikovaná sekundární 
PDB struktura struktura 
00009 ((( (((())))))) ((..(.(((O)))))) 
00028 ((((((••)))))) (((••((O))))) 
00037 ((((((((O)))))))) ((((((((O)))))))) 
00077 (((((()))))) (((((()))))) 
00097 (((••••))) ((((())))) 
00118 (((((••••))))) ((((((())))))) 
00151 (((((••))))) (((••(O)))) 
00168 (((( ( ( ) ) ) ) ) ) .(((.((.((((O))))))))) 
00191 ((((( ))))) ((••(((•O))))) 
00212 (((((((()))))))) (((((((()))))))) 
00226 (((((•••))))) ((((•••())))) 
00799 ..(((O).)) •••((((O)))) 
01064 (((((((O))))))) (((((((O))))))) 
00002 (((((•(((••••)))))))) (((((•(((••O)))))))) 

Training •((••O)) •((••O)) 

4.2 Algoritmus podle Zukera 
Do implementovaného algoritmu podle Zukera vstupuje zkoumaná nukleotidová R N A 
sekvence. Výstupem je predikovaná sekundární struktura. Algoritmus podle Zukera 
predikuje sekundární strukturu R N A na základě minimalizace volné energie. V rámci 
Zukerova algoritmu jsou tvořeny dvě skórovací matice V a W. Obě tyto matice mají 
rozměry n x n, kde n je délka zkoumané sekvence. Pomocí matice W jsou nakonec 
hledány báze, které spolu tvoří pár. Tyto páry jsou pak pomocí závorkové-tečkové notace 
vyneseny jako finální sekundární struktura. 

Pro predikci Zukerovým algoritmem byly implementovány celkem tři funkce. 
Funkce i n t e r n a l B u l g e V a l u e a funkce stackedPairsValue. Tyto funkce počítají 
příspěvky volné energie pro vnitřní smyčky, výdutě a spojené páry při plnění matice V. 
Poslední vytvořenou funkcí je funkce ZukerAlgorithm, která vybírá minimální hodnoty 
volné energie pro vlásenkové smyčky, vyplňuje matici W a tvoří konečnou sekundární 
strukturu. V rámci této funkce jsou volány obě výše zmíněné funkce pro výpočet volné 
energie. 

V prvním kroku Zukerova algoritmu je vyplněna skórovací matice V. Její plnění 
začíná její inicializací. Hlavní diagonálu a diagonála pod hlavní diagonálou jsou vyplněny 
hodnotou nekonečno. Na pozici V ( y ) je pak vybírána minimální hodnota podle rovnice 
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4.2. Matice V je plněna hodnotami směrem od hlavní diagonály směrem k pravému 
hornímu rohu. 

eh(i,j) 
V(i,j) = min\es(i,j) + V(i + l,j — 1) 

VBI(i,j) 
(4.2) 

Hodnota eh značí volnou energii vlásenkové smyčky, která je uzavřena párem bází 
na pozicích /' a j. Hodnota VBI vybírá minimum volné energie pro vnitřní smyčku nebo 
výduť. Vnitřní smyčka nebo výduť j e tvořena uvnitř struktury uzavřené párem na pozicích 
i a j. S hodnotou pro vnitřní smyčku je počítáno v případě, že /'' - /' >1 a zároveň j -j' > 
1. S hodnotou pro výduť je počítáno, když i' - i >1, nebo j j' > 7, ale ne zároveň. 
Tabulka hodnot pro vlásenkové smyčky, vnitřní smyčky a výdutě je zpracována 
v tabulkovém procesoru Excel a uložena jako Turner04. Celý první krok Zukerova 
algoritmu je graficky znázorněn vývojovým diagramem na Obr. 4-4. 

Zkoumaná sekvence 

e 

> t 

VfiJ) --= inf 

Ano 

V(ij) = mitt[eh(i,j), es(ij) + V(i+l,j-l), 
VBKij)] 

Obr. 4-4: Vývojový diagram pro první krok Zukerova algoritmu 
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Volné energie pro vlásenkové smyčky j sou vybírány v rámci funkce ZukerAlgorithm. 
Hodnoty volných energií pro vnitřní smyčky a výdutě j sou vybírány v rámci funkce 
i n t e r n a l B u l g e V a l u e . Do této funkce vstupuje zkoumaná sekvence, částečně vyplněná 
matice V a indexy i a j. Tyto indexy značí pozice nukleotidů, které tvoří pár a uzavírají 
danou strukturu. V rámci této funkce je kontrolována komplementarita bází na pozicích i 
a j, jsou vybírány hodnoty volných energií z tabulky Turner 04 a je vybírána nej menší 
hodnota volné energie, která je zároveň výstupem této funkce. Výběr hodnot volných 
energií pro vnitřní smyčky a výdutě je graficky znázorněn na vývojovém diagramu na 
Obr. 4-5. 

Zkoumaná sekvence 

v 
Částečně vyplněná 

matice V 

indexy i a j 

Obr. 4-5: Vývojový diagram pro výpočet hodnoty VBI 

46 



Hodnota es v rovnici 4.2 zastupuje spojené páry bází, pro které je hodnota volné 
energie vybírána v rámci funkce stackedPairsValue. Vstupem do této funkce jsou 
zkoumané sekvence, nukleotidy tvořící pár a indexy i a j. Tyto indexy značí pozice 
vstupních nukleotidů. Funkce kontroluje, zda jsou komplementární i nukleotidy na 
pozicích i+1 a j-1. V případě že ano, vzniká v těchto místech spojený pár bází, jehož 
hodnota je čtena z tabulky, která je zpracována v tabulkovém procesoru Excel a uložena 
jako stackedPairs. Výběr hodnot volných energií pro spojené páry bází je graficky 
znázorněn na vývojovém diagramu na Obr. 4-6. 

• 1 

Zkoumaná sekvence 

sekvence(i) 
sekvence fj) 

Ano 
> 1 s 
Vybíráme hodnotu volné energie 

z tabulky pro spojené páry 

Obr. 4-6: Vývojový diagram pro výpočet hodnoty es 

V druhém kroku Zukerova algoritmu je vyplněna skórovací matice W a současně i 
trasovací matice T. Obě matice jsou nejprve vyplněny hodnotami nekonečno na hlavní 
diagonále a diagonále pod hlavní diagonálou. Na pozici W(zj) je pak vybírána minimální 
hodnota podle rovnice 4.3. Hodnota celkové volné energie pro strukturu predikovanou 
Zukerovým algoritmem se nachází v pravém horním rohu matice W. 
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W(i,j) = mini W(i,j - 1)1 (4.3) 

Matice T je plněna hodnotami zároveň s maticí W a je plněna hodnotami 1, 2 nebo 3 
podle toho, která hodnota byla vybrána jako minimální. Tento krok je graficky znázorněn 
vývojovým diagramem na Obr. 4-7. 

W=inf(n) 

T = iftffn) 

1 
/ - I:n 
i = 2:n 

>' 

W(ij) = min[W(i+lJ), W(iJ-I), V(iJ)] 
- ) 

Byla minimálnh 
hodnota na pozici 

A n o 
_4_ 

T(iJ) = 3 T(ij)=2 

Ano 

T(ij) = / 

Obr. 4-7: Vývojový diagram pro druhý krok Zukerova algoritmu 

Dále je tvořena nulová sekundární struktura, která obsahuje pouze znaky závorkové-
tečkové notace pro nepárové nukleotidy. Podle trasovací matice T jsou nalezeny báze, 
které tvoří páry a tato místa jsou v nulové sekvenci přepsány znaky pro otevřené a 
uzavřené páry bází. Tento krok je graficky znázorněn vývojovým diagramem na Obr. 4-8. 
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Trasovací matice T 

x = l 
y = length (sekvence) 

Je T(x,y) 
rovno 1? 

Ano 
I 

Nukleotidy na 
pozicích xay tvoři 

pár 

Nukleotidy na 
pozicích xay netvoři 

pár 

Je T(x,y) 
rovno 3? 

Ano 
, 1 

Nukleotidy na 
pozicích xay netvoři 

pár 

Obr. 4-8: Vývojový diagram pro nalezení bází, které tvoří pár 

Sekundární struktury predikované Zukerovým algoritmem j sou uvedeny v Tabulce 
4-2 společně s hodnotami vypočtené volné energie. Jeho výstup je číselně ohodnocen 
společně s ostatními implementovanými algoritmy v kapitole 5, kde je porovnán 
s výstupy webové aplikace RNAfold a také s výstupy algoritmu pro metodu Crumple 
s minimalizací volné energie. 
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Tabulka 4-2: Sekundární struktury a hodnoty volné energie predikované Zukerovým 
algoritmem 

ID RNA STRAND 
v2.0: PDB 

Známá 
sekundární 
struktura 

Predikované 
sekundární 
struktury 

Hodnoty volné 
energie [kcal/mol] 

00009 ((( (((())))))) (( (.(•••)))) 1,0 
00028 ((((((••)))))) (((((•••))•))) -1,3 
00037 ((((((((O)))))))) ((•(((•(•••))))••)) -4,1 
00077 (((((()))))) ((((••••)))) -1,3 
00097 (((••••))) (((••••))) -0,2 
00118 (((((••••))))) (((((••••))))) -1,7 
00151 (((((••))))) (((•(•••)))) -1,2 
00168 (((( ( ( ) ) ) ) ) ) (((...(....(C...))..)))) -5,1 
00191 ((((( ))))) ((••(((•••))))) -3,2 
00212 (((((((()))))))) ((((•((•••)))))) -9,4 
00226 (((((•••))))) (((((•••))))) -2,0 
00799 ..(((O).)) ...(((....))) -0,2 
01064 (((((((O))))))) (((((((•••))))))) -6,1 
00002 (((((•(((••••)))))))) (((...(((....)))..))) -4,8 

Training (CO)) (((•••))) 0,6 

4.3 Algoritmus pro metodu Crumple 
Vstupem do implementovaného algoritmu pro metodu Crumple je nukleotidová 
sekvence. Výstupem z prvotního algoritmu pro metodu Crumple je výčet všech možných 
sekundárních struktur pro zkoumanou sekvenci. Tento výčet je nakonec eliminován a je 
z něj vybrána pouze jedna nej optimálnější sekundární struktura. Tato struktura j e vybrána 
pomocí dvou možných přístupů. Za prvé pomocí přístupu a maximalizaci bázových párů, 
a za druhé pomocí přístupu o minimalizaci volné energie. Oba přístupy budou číselně 
ohodnoceny v kapitole 5, společně s ostatními implementovanými algoritmy. 

Prvním krokem implementovaného algoritmu pro metodu Crumple je vytvoření 
nulové sekundární struktury S. Nulová sekundární struktura obsahuje pouze znak ze 
závorkové-tečkové notace pro smyčky nebo výdutě. Takto vytvořená nulová sekundární 
struktura vstupuje do vytvořené funkce CrumpleSequences společně se zkoumanou 
sekvencí a indexy i a j, značící začátek a konec zkoumané sekvence. 

Funkce CrumpleSequences hledá všechny možné sekundární struktury pro 
zkoumanou sekvenci. Nalezené struktury jsou postupně vyplňovány do vstupní nulové 
struktury. Postupně je kontrolována komplementarita bází na pozicích indexu j, který 
značí konec zkoumané sekvence, a indexu j-4. V případě, že dojde k nalezení 
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komplementárního páru na pozici j v nulové sekundární struktuře, je doplněn znak ze 
závorkové-tečkové notace pro uzavřený pár bází a na pozici j-4 je doplněn znak ze 
závorkové-tečkové notace pro otevřený pár bází. Tímto získáme novou nulovou 
sekundární strukturu, která vstupuje rekurzivně do funkce CrumpleSequences společně se 
zkoumanou sekvencí a novými indexy. V tomto okamžiku hledáme sekundární strukturu 
vjiž nalezené sekundární struktuře. Tento krok je graficky znázorněn vývojovým 
diagramem na Obr. 4-9. 

Zkoumaná sekvence 

Nulová sekundární 
. struktura S , 

, / = lenzthjsekvence) > 

, ¥ 

CrumpieSequences(sekvence, S, 

f 

S(n) = r 
i - n 

Obr. 4-9:Vývojový diagram pro funkci CrumpleSequences 

Získaný výčet sekundárních struktur vstupuje do eliminačního procesu, kterým je 
vybrána pouze jedna nej optimálnější sekundární struktura. 

4.3.1 Maximalizace bázových párů 
První možností, jak vybrat nej optimálnější strukturu z výstupu metody Crumple, je 
vybrání struktury, která obsahuje nej větší počet bázových párů. Bázové páry ve všech 
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predikovaných sekvencích jsou počítány pomocí vytvořené funkce CrumplePairs. Do této 
funkce vstupuje zkoumaná R N A sekvence, proměnná r a indexy i aj. 

Proměnná r zastupuje počet bázových párů v již nalezené sekvenci a při prvotním 
vstupuje tedy rovna hodnotě 0. Indexy i a j značí začátek a konec zkoumané struktury. 
Při nalezení prvního bázového páruje funkce volána rekurzivně s novou proměnnou r a 
novými indexy i a j. Tento postup je graficky znázorněn vývojovým diagramem na Obr. 
4-10 

Zkoumaná sekvence 

Počet nalezeným 
házavýcjí párů r 

i= 1 
i = length(sek\mce) 

CrumplePairsfsekvence, r, 

n = (H);-I:i 

N c 

Ano—i 

r = r + 1 
i = n 
i = m 

Obr. 4-10: Vývojový diagram pro funkci CrumplePairs 

Výstupem této funkce je výčet nalezených párů v každé nalezené sekundární 
struktuře. Pozice počtu bázových párů odpovídá pozicím nalezených sekundárních 
struktur. V případě shody v počtu vytvořených bázových párů je vybrána ta struktura, 
která se nachází v seznamu jako první. 

Výstup algoritmu pro metodu Crumple bude ohodnocen společně s dalšími 
implementovanými algoritmy v kapitole 5. Predikované struktury získané algoritmem 
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pro metodu Crumple, která vybírá optimální strukturu na základě maximalizace bázových 
párů, jsou uvedeny v Tabulce 4-3. 

Tabulka 4-3: Sekundární struktury predikované algoritmem pro metodu Crumple 
s maximalizací bázových párů 

ID RNA STRAND v2.0: Známá sekundární Predikovaná sekundární 
PDB struktura struktura 
00009 ((( (((())))))) (((•(((•••)•••))))) 
00028 ((((((••)))))) (((•((•••))))) 
00037 ((((((((O)))))))) ((((•(((•••))))))•))) 
00077 (((((()))))) ((((••••)))) 
00097 (((••••))) (((••••))) 
00118 (((((••••))))) (((((••••))))) 
00151 (((((••))))) (((•(•••)))) 
00168 (((( ( ( ) ) ) ) ) ) ((((((((••C-))-))-))))) 
00191 ((((( ))))) ((••(((•••))))) 
00212 (((((((()))))))) ((((•((•••)))))) 
00226 (((((•••))))) (((((•••))))) 
00799 ..(((O).)) ...(((....))) 
01064 (((((((O))))))) (((((((•••))))))) 
00002 (((((•(((••••)))))))) (((((•(((••••)))))))) 

Training (CO)) (((•••))) 

Algoritmus pro metodu Crumple, ve kterém je vybírána nej optimálnější struktura 
pomocí maximalizace bázových párů, je implementován v rámci funkce 
CrumpleMaxPairsAlgorithm. Vstupem do této funkce je zkoumaná nukleotidová R N A 
sekvence a výstupem nej optimálnější sekundární struktura. V rámci této funkce j e volána 
i funkce CrumplePairs. 

4.3.2 Minimalizace volné energie 
Druhou možností, jak vybrat nej optimálnější strukturu z výstupu metody Crumple je 
vybrání struktury s nejmenší hodnotou volné energie. Volná energie pro všechny 
nalezené sekundární struktury je počítána pomocí funkce structureFreeEnergy. 

Do této funkce vstupuje zkoumaná R N A sekvence a predikovaná sekundární 
struktura v závorkové-tečkové notaci. Počítá se vznikem celkem čtyř struktur -
vlásenková smyčka, vnitřní smyčka, výduť a spojený pár bází. I tato funkce využívá 
tabulek s volnými energiemi Turner04 a stackedPairs. 

Funkce kontroluje jednotlivé znaky závorkové-tečkové notace a kontroluje jejich 
pořadí. Znak závorkové-tečkové notace značící uzavřený pár bází následovaný stejným 
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znakem uvozuje spojený pár bází v případě, že při zpětném procházení nalezené 
struktury, je jako první naraženo na znak značící otevřený pár bází následovaný stejným 
znakem. Tento krok je graficky znázorněn vývojovým diagramem na Obr. 4-11. 

Zkoumaná sekvence 

Predikovaná 
sekundami struktura 

Nejedná se o spojený 
pár bází  

Hodnotu volné 
energie čteme z 

tabulky pro spojené 
púiv bázi 

Ano 

> 

j = !ength(sekvence):i 

Jedná se o spojený 
pár bází 

Obr. 4-11: Vývojový diagram pro nalezení spojeného páru bází při výpočtu celkové 
volné energie struktury 

V případě, že je znak závorkové-tečkové notace značící uzavřený pár bází 
následovaný tečkou, hledáme kterým znakem je tečková struktura uzavřena. V případě, 
že je uzavřena znakem pro otevřený pár bází, je nalezená tečková struktura vlásenková 
smyčka. V opačném případě je kontrolováno, zda se ve stejné oblasti na druhém konci 
struktury také nalézá nějaká tečková struktura. Pokud ano, jedná se o vnitřní smyčku, 
pokud nejedná se o výduť. Tento krok je graficky znázorněn vývojovým diagramem na 
Obr. 4-12. 
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Zkoumaná sekvence 

Predikovaná 
sekundárni struktun 

Nejedná se o 
vlásenkovou smyčku, 

vnitřní smyčku ani 
vMuť  

-Ano 

t 

j = i:length(sekvence) 

t 

Hodnotu volné energie 
cleme z tabulky pro 

TumerOA pro 
. vlásenkové smyčky . 

Ano 

Jedná se o 
vlásenkovou smyčku 

f -h 

Jedná se o vttiiřtti 
smyčku 

Hodnotu volné energie' 
čteme z tabulky pro 
Turnerfí-I pro vnitřní 

, smyčky  

Jedná se o výiluť 
Hodnotu volné energie 

čteme z tabulky pro 
Turner04 pro \ýdutě 

Obr. 4-12: Vývojový diagram pro nalezení vnitřních smyček nebo výdutí při výpočtu 
celkové volné energie struktury 

Funkce structureFreeEnergy je volána v rámci funkce CrumpleMinEnergyAlgorithm. 
Vstupem do této funkce je zkoumaná nukleotidová sekvence R N A a jejím výstupem je 
jedna nej optimálnější sekundární struktura. Sekundární struktury predikované pomocí 
algoritmu pro metodu Crumple, který vybírá nej optimálnější sekundární strukturu 
pomocí minimalizace volné energie, jsou uvedeny spolu s vypočtenými hodnotami 
volných energií v Tabulce 4-4. 
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Tabulka 4-4: Sekundární struktury a hodnoty volné energie predikované algoritmem 
pro metodu Crumple s minimalizací volné energie 

ID RNA STRAND 
v2.0: PDB 

Známá 
sekundární 
struktura 

Predikované 
sekundární 
struktury 

Hodnoty volné 
energie [kcal/mol] 

00009 ((( (((())))))) (((( )))) 1,0 
00028 ((((((••)))))) (((((••••))))) -1,3 
00037 ((((((((O)))))))) (((((((••••))))•)) -3,1 
00077 (((((()))))) ((((••••)))) -1,3 
00097 (((••••))) (((••••))) -0,2 
00118 (((((••••))))) (((((••••))))) -1,7 
00151 (((((••))))) ((((••••)))) -1,2 
00168 (((( ( ( ) ) ) ) ) ) ((((( ( ( ) ) ) ) ) ) ) -5,9 
00191 ((((( ))))) ((((( ))))) -3,2 
00212 (((((((()))))))) ((((((••••)))))) -9,4 
00226 (((((•••))))) (((((•••))))) -2,0 
00799 ..(((O).)) ...(((....))) -0,2 
01064 (((((((O))))))) (((((((•••))))))) -6,1 
00002 (((((•(((••••)))))))) (((((•(((••••)))))))) -3,6 

Training (CO)) (((•••))) 0,6 

4.4 Konečný výstup implementovaných algoritmů 
Pro bakalářskou práci bylo vytvořeno celkem 11 funkcí, které jsou podrobněji popsány 
dále v textu. Všechny implementované algoritmy pro predikci jsou volány pomocí jedné 
vytvořené funkce - S e c o n d a r y S t r u c t u r e P r e d i c t i o n . Do této funkce vstupuje vytvořený 
dataset R N A sekvencí se známou sekundární strukturou, jehož celková analýza trvala 
5470,71 vteřin. Výstupy této funkce jsou celkem tři. 

První v podobě predikovaných sekundárních struktur a hodnot volné energie pro 
zkoumané sekvence. Tyto hodnoty byly ukládány přímo do struktury vytvořeného 
datasetu. Výstupní podoba datasetu je datový typ table o rozměrech 75 x 77, který 
obsahuje predikované struktury pomocí všech implementovaných algoritmů včetně 
sekundárních struktur predikovaných pomocí webové aplikace RNAfold, hodnoty 
volných energií pro algoritmy, které počítali s minimalizací volné energie a původní 
dataset. Všechny predikované sekundární struktury j sou uvedeny v tabulce v Příloze 1. 

Dále jsou součástí výstupního datasetu hodnoty volné energie pro sekundární 
struktury predikované implementovaným Zukerovým algoritmem, webovou aplikací 
RNAfold a algoritmem pro metodu Crumple, který vybírá nej optimálnější strukturu na 
základě minimalizace volné energie. 
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Druhým výstupem funkce S e c o n d a r y S t r u c t u r e P r e d i c t i o n je ohodnocení kvality 
predikce všech implementovaných algoritmů, včetně predikce RNAfold. Parametry 
ohodnocení pro jednotlivé algoritmy jsou senzitivity, PPV a F-skóre. Výpočet těchto 
parametrů probíhal pro každou predikovanou sekvenci zvlášť a výsledné ohodnocení 
algoritmů je dáno průměrem těchto jednotlivých ohodnocení. 

Třetí výstup jsou vykreslené sekundární struktury s nej nižší senzitivitou pro každou 
implementovanou metodu. Vykreslení těchto struktur proběhlo pomocí M A T L A B funkce 
rnaplot, v rámci funkce S e c o n d a r y S t r u c t u r e P r e d i c t i o n . Pro vizualizace 
predikovaných struktur byla zvolena forma prostého diagramu. 

Všechny výstupy jsou podrobně okomentovány, graficky doplněny a diskutovány 
v následující kapitole 5. 
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5. VÝSLEDKY IMPLEMENTOVANÝCH 
ALGORITMŮ 

Všechny implementované algoritmy byly otestovány na vytvořeném datasetu R N A 
sekvencí se známou sekundární strukturou, který je podrobněji popsán v kapitole 3. 
Implementované algoritmy byly ohodnoceny pomocí senzitivity, PPV a F-skóre. Pro 
každý implementovaný algoritmus byla vykreslena predikovaná sekundární struktura, 
která dosahovala nejmenší hodnoty senzitivity. Vykreslení těchto struktur proběhlo 
pomocí M A T L A B funkce r n a p l o t . 

Vizuálním zhodnocením výsledné tabulky predikovaných struktur, která je uvedena 
v Příloze 1, lze říct, že predikce pomocí algoritmu Nussinové byla 100% shodná se 
známou sekundární strukturou ve 3 z 15 případů. Implementovaná Zukerova predikce se 
shodovala se známou sekundární strukturou ve 3 z 15 případů, predikce RNAfold ve 4 
z 15 případů. Predikce metodou Crumple byla shodná se známou sekundární strukturou 
ve 4 z 15 případů pro eliminaci pomocí maximalizace bázových párů a v 6 z 15 případů 
pro eliminaci pomocí minimalizace volné energie. Číselně je predikce pomocí 
jednotlivých algoritmů ohodnocena níže pomocí senzitivity, PPV a F-skóre. 

Rozdíly v jednotlivých predikcích jsou patrné. Spolu byly porovnány výstupy těch 
algoritmů, které predikovali na základě stejné hypotézy. Implementovaný Zukerův 
algoritmus byl tedy porovnán s výstupy pro RNAfold a výstupy pro metodu Crumple 
s minimalizací volné energie. Algoritmus Nussinové byl porovnán s implementovanou 
metodou Crumple s maximalizací bázových párů. 

Predikce pomocí implementovaného Zukerova algoritmu byla shodná s predikcí 
RNAfold v 6 z 15 případů. Implementovaný algoritmus pro metodu Crumple, který 
vybírá optimální sekundární strukturu pomocí minimalizace volné energie, byl shodný 
s predikcí pomocí Zukerova algoritmu v 6 z 15 případů a shodný s predikcí pomocí 
RNAfold v 13 z 15 případů. Algoritmus Nussinové nebyl shodný s predikcí metodou 
Crumple s maximalizací bázových párů v žádném z případů. 

Dále byly hodnoceny získané hodnoty volné energie pro sekundární struktury 
predikované implementovaným Zukerovým algoritmem, webovou aplikací RNAfold a 
algoritmem pro metodu Crumple, který vybírá nej optimálnější strukturu na základě 
minimalizace volné energie. Hodnoty volných energií jsou uvedeny v Tabulce 5-1. 

Rozdíly ve výpočtech volných energií jsou z tabulky patrné. Velké rozdíly mohou 
být způsobeny faktem, že volná energie vypočtená webovou aplikací RNAfold počítá 
s hodnotami pro energetický model Turner 99. Navíc počítá s hodnotami destabilizační 
energie pro smyčky a výdutě. Výpočet volné energie pro struktury predikované pomocí 
implementovaných algoritmů počítá s hodnotami energetického modelu Turner 2004 a 
nepočítá s hodnotami destabilizačních energií. Grafické porovnání volných energií, které 
byly získány pro jednotlivé struktury, je vyobrazeno na Obr. 5-2. 
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Tabulka 5-1: Hodnoty volných energií pro predikované sekundární struktury 
[kcal/mol] 

ID RNA 
STRAND v2.0: 

PDB 

Volná energie 
(Zuker) 

Volná energie 
(RNAfold) 

Volná energie 
(Crumple) 

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 

Porovnání volných energií pro jednotlivé struktury 

-14 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 

Pozice zkoumané sekvence v datasetu 

Obr. 5-1: Graf porovnání volných energií pro jednotlivé struktury 
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Z grafu je patrné, jak se získané hodnoty volné energie liší a shodují. Energie získané 
pro predikci Zukerovým algoritmem a algoritmem pro metodu Crumple s minimalizací 
volné energie jsou téměř totožné i přesto, že výsledné struktury se liší. To je s největší 
pravděpodobností způsobeno tím, že implementovaný algoritmus pro metodu Crumple 
vybírá v případě více shodným minimálních energií tu strukturu, která je ve výčtu 
položena nejvýše. Není tedy vyloučeno, že kdyby algoritmus pro metodu Crumple 
eliminoval shody jinak, byly by predikce těmito algoritmy téměř shodné. 

Kvalita každého implementovaného algoritmu byla ohodnocena pomocí senzitivity, 
PPV a F-skóre. Získané hodnoty senzitivity, PPV a F-skóre jsou uvedeny v Tabulce 5-2 
a graficky znázorněny na Obr. 5-2. 

Tabulka 5-2: Ohodnocení implementovaných algoritmů 

Senzitivita PPV F-skóre 
Predikce 

Nussinové 
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 

párů) 
0,7308 0,8079 0,7616 

Predikce Crumple 
(minimalizace 

energie) 
0,7976 0,9103 0,8442 
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1 

Ohodnocení implementovaných algoritmů 

• RNAfold 

Algoritmus pro metodu Crumple 
(maximalizace bázových párů] 

• Algoritmus pro metodu Crumple 
(minimalizace volné energie) 

0 
PPV F-skóre 

Obr. 5-2: Graf ohodnocení implementovaných algoritmů 

Z tabulky a grafu je patrné, že nej lepší senzitivity dosahuje algoritmus Nussinové a 
naopak nej horší algoritmus podle Zukera. Nej vyšší hodnoty PPV a F-skóre dosahuje 
metoda Crumple s minimalizací volné energie. Implementovaný Zukerův algoritmus a 
RNAfold dosahují téměř shodných výsledků. Protože RNAfold používá pro predikci 
právě Zukerův algoritmus, lze říct, že i implementovaný algoritmus podle Zukera byl 
úspěšný. Celkově dosahuje nejlepších výsledků metoda Crumple s minimalizací volné 
energie. Potvrzuje tedy myšlenku vyslovenou v kapitole 2.2.3. Tato myšlenka říká, že 
metoda Crumple je schopna odhalit nepseudouzlové struktury, které algoritmy 
využívající minimalizaci volné energie neodhalí. 

Sekundární struktury s nej nižší senzitivitou pro každý algoritmus, které byly 
vykresleny pomocí funkce M A T L A B rnaplot, jsou zobrazeny společně se známou 
referenční strukturou na Obr. 5-3, Obr. 5-4, Obr. 5-5 a Obr. 5-6. Rozdíly mezi známou 
sekundární strukturou a predikovanou sekundární strukturou jsou popsaný pod 
jednotlivými obrázky. 
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o A U / U A 

0 G U / U G 

o G C / C G 

o U n p a i r e d 

A U / U A 

G U / U G 

O G C / C G 

O U n p a i r e d 

Obr. 5-3: Porovnání známé sekundární struktury (vlevo) a predikce podle Nussinové 
(vpravo) 

Z Obr. 5-3 je patrné, že algoritmus Nussinové operuje s myšlenkou o maximalizaci 
bázových párů. Jim předpovězená struktura je tedy spárovaná na všech možných místech 
a nepredikuje tedy vznik velké vnitřní smyčky. Jedná se o sekundární strukturu pro 
nukleotidovou sekvenci RNA, která je v datasetu uvedena pod ID PBD 00168. 

o A U / U A 

G U / U G 

o G C / C G 

o U n p a i r e d 

Obr. 5-4: Porovnání známé sekundární struktury (vlevo) a predikce podle Zukera 
(vpravo) 

Predikce Zukerovým algoritmem na Obr. 5-4 je téměř shodná se známou sekundární 
strukturou. Predikovaná struktura obsahuje navíc vlásenkovou a vnitřní smyčku a jednu 
výduť. Vnitřní smyčka na predikované struktuře vzniká ve stejné oblasti jako výduť na 
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známé sekundární struktuře. Jedná se o sekundární strukturu pro nukleotidovou sekvenci 
RNA, která je v datasetu uvedena pod ID PBD 00009. 

o A U / U A 
G U / U G 

o G C / C G 

o Unpai red 

0 A U / U A 
G U / U G 

O G C ; C C 
O Unpai red 

Obr. 5-5: Porovnání známé sekundární struktury (vlevo) a predikce podle metody 
Crumple s maximalizací bázových párů (vpravo) 

Metoda Crumple s maximalizací bázových párů na Obr. 5-5 se se známou sekundární 
shoduje v celkem 4 párech bází. Implementované metoda Crumple s maximalizací 
bázových párů zvolila jako nej optimálnější strukturu, která obsahuje navíc vlásenkovou 
smyčku a 2 výdutě. Stejně jako pro predikci Zukerovým algoritmem se jedná o 
sekundární strukturu pro nukleotidovou sekvenci RNA, která je v datasetu uvedena 
pod ID PBD 00009. 

o A U / U A 

0 G U / U G 

o G C / C G 

o Unpa i red 

Obr. 5-6: Porovnání známé sekundární struktury (vlevo) a predikce podle metody 
Crumple s minimalizací volné energie (vpravo) 
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Predikce metodou Crumple s minimalizací volné energie na Obr. 5-6 se shoduje se 
známou sekundární strukturou v prvních třech bázových párech. Na rozdíl od známé 
sekundární struktury byla navíc predikována vlásenková smyčka o velikosti 11 
nukleotidů. I v tomto případě se jedná o sekundární strukturu pro nukleotidovou sekvenci 
RNA, která je v datasetu uvedena pod ID PBD 00009. 
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ZÁVĚR 
Bakalářské práce byla zaměřena na RNA, konkrétně na její sekundární strukturu a 
predikci těchto struktur. V teoretické části práce jsou představeny nej různější strukturální 
elementy sekundární struktury a možnosti jejich vizualizace. Dále jsou popsány některé 
experimentální a výpočetní metody predikce. Vybrané výpočetní metody predikce byly 
implementovány v programovacím prostředí M A T L A B . Kompletní soupis odevzdaných 
souborů se nachází v Příloze 2. 

V rámci bakalářské práce byly implementovány celkem tři algoritmy predikující 
sekundární strukturu RNA. Algoritmus podle Nussinové, algoritmus podle Zukera a 
algoritmus pro metodu Crumple. Metoda Crumple predikuje všechny možné sekundární 
struktury pro zkoumanou sekvenci, proto je nutné vybrat pouze jednu finální. Finální 
struktura byla vybírána pomocí dvou přístupů - maximalizace bázových párů a 
minimalizace volné energie. 

Výstupy všech implementovaných algoritmů byly porovnány se známými 
sekundárními strukturami a mezi sebou. Zukerův algoritmus a algoritmus pro metodu 
Crumple s minimalizací volné energie byly navíc porovnány s výstupem webové aplikace 
RNAfold. U těchto dvou algoritmů nebyly pozorovány pouze predikované struktury, ale 
i výpočty volné energie. 

Získané hodnoty volných energií byly téměř totožné i přesto, že predikované 
struktury byly mírně odlišné. S největší pravděpodobností za to může fakt, že algoritmus 
pro metodu Crumple s minimalizací volné energie vybírá v případě shody minimálních 
volných energií tu strukturu, která se nachází ve výčtu možných sekvencí nejvýše. 
Rozdíly v hodnotách volných energií mezi implementovanými algoritmy a RNAfold byly 
nejspíše způsobeny tím, že webová aplikace RNAfold využívá pro výpočet volných 
energií energetický model Turner 99. V bakalářské práci byly pro výpočet volných 
energie použity parametry energetického modelu Turner 2004. 

Kvalita predikce pro všechny implementované metody byla stanovena pomocí 
senzitivity, PPV a F-skóre. Nej vyšší senzitivity dosahuje algoritmus podle Nussinové, 
v ostatních parametrech vede metoda Crumple s minimalizací volné energie. Predikce 
metodou Crumple s minimalizací volné energie také dosáhla nejvíce shod mezi 
predikovanými a známými sekundárními strukturami. Ty struktury, které dosahovaly pro 
daný algoritmus nejnižší hodnoty senzitivity byly vykresleny pomocí rnaplot, funkce 
volně dostupné v programovacím prostředí M A T L A B . 

Celkově se jako úspěšnější jeví přístup minimalizace volné energie oproti přístupu 
maximalizace bázových párů. Algoritmy, které s tímto přístupem počítaly dosáhly 
celkově lepších výsledků než algoritmy, které počítaly s přístupem maximalizace 
bázových párů. 

Algoritmy, které počítají s maximalizací bázových párů počítají pouze s teoretickými 
znalostmi o formaci sekundárních sktruktur. Naopak přístup s minimalizací volné energie 
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používá pro predikci sekundárních struktur experimentálně získané hodnoty volné 
energie. Jeho predikce se tedy zakládá na ověřených znalostech, i proto je zřejmě predikce 
pomocí tohoto přístupu úspěšnější. 
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SEZNAM SYMBOLU A ZKRATEK 
Zkratky: 

FEKT Fakulta elektrotechniky a komunikačních technologií 

V U T Vysoké učení technické v Brně 

R N A Ribonukleová kyselina 

D N A Deoxyribonukleová kyselina 

OH skupina Hydroxylová skupina 

mRNA Mediátorová R N A 

rRNA Ribozomová R N A 

tRN A Transferová R N A 

A Adenin 

C Cytosin 

G Guanin 

U Uracil 

PP V Pozitivní prediktivní hodnota 

N M R Nukleární magnetická rezonance 

R T G rentgen/rentgenová 

M R Magnetická rezonance 

M F E Minimální volná energie 
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Příloha 1 - Kompletní dataset predikovaných struktur 

ID RNA 
STRAN 
D v2.0: 
PDB 

Známá 
sekundární 
struktura 

Predikce podle 
Nussinové 

Predikce podle 
Zukera 

RNAfold 
Metoda Crumple 

(maximalizace 
párů) 

Metoda Crumple 
(minimalizace 

energie) 

00009 ((( (((())))))) ((..(.(((O)))))) (( (()))) (((( )))) (((•(((•••)•••))))) (((( )))) 00009 
V V V V V V V / / / / / / / ((..(.(((O)))))) (( (()))) V V V V / / / / (((•(((•••)•••))))) V V V V / / / / 

00028 ((((((••)))))) (((••((O))))) (((((•••))•))) (((((••••))))) (((•((•••))))) (((((••••))))) 
00037 ((((((((()))))).))) ((((((((O)))))))) ((•(((•(•••))))••)) (((((((••••))))•))) ((((•(((•••))))))•))) (((((((••••))))•)) 
00077 (((((()))))) (((((()))))) ((((••••)))) ((((••••)))) ((((••••)))) ((((••••)))) 
00097 (((••••))) ((((())))) (((••••))) (((•••))) (((••••))) (((••••))) 
00118 (((((••••))))) ((((((())))))) (((((••••))))) (((((••••))))) (((((••••))))) (((((••••))))) 
00151 (((((••))))) (((••(O)))) (((•(•••)))) ((((••••)))) (((•(•••)))) ((((••••)))) 

00168 (((( (()))) 
)) 

.(((.((.((((O))))))) 
)) 

( ( ( ( ( ( ) ) ) ) 
)) 

((((((( )).))) 
)) 

((((((((••(•••))•))•))) 
)) 

((((( (())))) 
)) 

00191 ((((( ))))) ((••(((•O))))) ((••(((•••))))) ((((( ))))) ((••(((•••))))) ((((( ))))) 
00212 (((((((()))))))) (((((((()))))))) ((((•((•••)))))) ((((((••••)))))) ((((•((•••)))))) ((((((••••)))))) 
00226 (((((•••))))) ((((•••())))) (((((•••))))) (((((•••))))) (((((•••))))) (((((•••))))) 
00799 ...((.(()).)) •••((((O)))) ...(((....))) ...(((....))) ...(((....))) ...(((....))) 
01064 (((((((O))))))) (((((((O))))))) (((((((•••))))))) (((((((•••))))))) (((((((•••))))))) (((((((•••))))))) 
00002 (((((•(((••••)))))))) (((((•(((••O)))))))) (((...(((....)))..))) ((((((•((••••)))))))) (((((•(((••••)))))))) (((((•(((••••)))))))) 

Training .((..())) (CO)) (((•••))) (((•••))) (((...))) 
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Příloha 2 - Soupis elektronických příloh 
• Datasetsekvenci.xlsx - dataset R N A sekvencí se známou sekundární strukturou. 

• Turner04.xlsx - energetický model Turner 2004 s hodnotami volné energie pro 
vnitřní smyčky, vlásenkové smyčky a výdutě. 

• stackedPairs.xlsx - hodnoty volné energie pro spojené páry podle energetického 
modelu Turner 2004. 

• SecondaryStructurePrediction.m - funkce, do které vstupuje vytvořený dataset a 
z níž vystupují kompletní predikce všech implementovaných metod, ohodnocení 
kvality implementovaných metod a vykreslené nejvíce odlišné predikované 
sekundární struktury. 

• predictionQuality.m - funkce, počítající senzitivitu, PPV a F-skóre pro 
implementované algoritmy. 

• NussinovAlgorithm.m - funkce, predikující sekundární struktury podle algoritmu 
Nussinové. 

• ZukerAlgorithm.m - funkce, predikující sekundárni struktury podle Zukerova 
algoritmu. 

• internalBulgeValue.m - funkce, počítající příspěvky volné energie pro vnitřní 
smyčky a výdutě v rámci Zukerova algoritmu. 

• stackedPairsValue.m - funkce, počítající příspěvky volné energie pro spojené 
páry bází. 

• CrumpleMaxPairsPrediction.m - funkce, predikující sekundární strukturu 
metodou Crumple s maximalizací bázových párů. 

• CrumpleMinEnergyPrediction.m - funkce, predikující sekundární strukturu 
metodou Crumple s minimalizací volné energie. 

• CrumpleSequences.m - funkce, predikující všechny možné sekundární struktury 
metodou Crumple. 

• CrumplePairs.m - funkce, počítající výskyt všech bázových párů ve všech 
strukturách predikovaných funkcí CrumpleSequences. 

• structureFreeEnergy.m - funkce, počítající celkovou volnou energii predikované 
struktury. 

• readme.txt - textový soubor, popisující vstupy, výstupy a návaznost všech 
odevzdaných elektronických příloh. 

Všechny výše uvedené elektronické přílohy jsou podrobně popsány v textu 
bakalářské práce, kde je jejich popis doplněn i vývojovými diagramy. 
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