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Abstrakt

Tato bakalarska prace pojednava o sekundarni struktuie RNA a konkrétné se zaméfuje na
jeji predikci. Popisuje nejriznéjsi elementy sekundarni struktury a predstavuje nékteré
metody predikce. V ramci bakalarské prace byly implementovany tii vypocetni metody
predikce v programovacim prostiedi MATLAB. Konkrétné se jednd o algoritmus
Nussinové, Zukeriv algoritmus a metodu Crumple. Implementované algoritmy
pfistupovaly k predikci bud’ na zakladé maximalizace bazovych parti, nebo minimalizace
volné energie. Jejich funkce byla ovéfena na vytvoreném datasetu a vysledky byly
srovnany se znamou sekundarni strukturou.

Klic¢ova slova

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

Abstract

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

RNA patii ke skupin€ nukleovych kyselin a v burikach je zodpovédna za prenos genetické
informace. Jedna se o jednovlaknovy biopolymer tvorfen nukleotidy adeninem,
cytosinem, guaninem a uracilem. Spojovanim komplementarnich bazi dochazi
k vytvareni struktur nejriznéjSich smycek, vyduti a pseudouzld. Tyto struktury jsou
znameé jako sekundarni struktura RNA.

Strukturalni elementy sekundarni struktury RNA maji nespocet funkci, mezi které
patii napfiklad modulace epigenetickych znacek, nebo podpora velkych
makromolekularnich komplext. Také se spolecné se strukturou tercialni ucastni
posttranskripéni regulace genové exprese. Spravna predikce sekundarni struktury je
klicova pro pochopeni funkce a regulace transkriptd RNA.

V poslednich desetiletich se dostalo velké pozornosti nejriznéjs§im experimentalnim
a vypocetnim metodam predikce sekundarni struktury RNA. I pfes to, ze experimentalni
metody predikce jsou uspésné, jsou velmi Casoveé narocné, drahé a pro nekteré sekvence
neproveditelné. Pravé proto jsou slibnou alternativou bioinformatické vypocetni metody,
které pracuji s nejriznéjsimi hypotézami o tom, jakym zpisobem je sekundarni struktura
RNA tvofena.

K nejznaméjsim hypotézam patfi minimalizace volné energie a maximalizace
bazovych part. Minimalizace volné energie popisuje, ze nejstabilnéjsi je struktura
s nejmensi hodnotou volné energie a proto predpoklada, ze RNA vytvari sekundarni
strukturu tak, aby mela ve vysledku tuto hodnotu co nejmensi. Dals§i moznou hypotézou
je maximalizace bazovych paru, ktera predpoklada, Ze nejstabilnéjsi je ta struktura, ktera
obsahuje co nejvétsi pocet bazovych part.

Pro bakalafskou praci byly implementovany v programovacim prostiedi MATLAB
celkem tfi vypocCetni metody pro predikci sekundarni struktury RNA. VSechny
implementované metody jsou v textu bakalarské prace postupné predstaveny a jejich
implementace je podrobné popsana. Funk¢nost implementovanych algoritmi byla
otestovana na vytvoreném datasetu RNA sekvenci se znamou sekundarni strukturou. Pro
tvorbu tohoto datasetu bylo Cerpano z volné dostupné databaze RNA sekvenci - RNA
STRAND v2.0.

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

1.1 RNA

Ribonukleova kyselina (RNA) patii ke klicovym molekulam v nasich butikach a je jednou
z nukleovych kyselin, které jsou zodpoveédné za prenos genetické informace z nukleovych
kyselin do proteinti. VEtsi pozornosti se RNA zacalo dostavat az v Sedesatych letech 20.
stoleti, kdy Francis Crick pfedstavil zakladni biologické dogma, které definuje tok
genetické informace v zivych organismech ve sméru DNA (deoxyribonukleova kyselina)
— RNA — protein. RNA, se obdobné jako DNA, sklada z nukleotidd, které jsou tvofeny
vzdy jednou ze Ctyt bazi, monosacharidem ribozou a fosfatovou skupinou. U RNA jsou
tyto baze adenin (A), uracil (U), guanin (G) a cytosin (C). Jednotlivé nukleotidy jsou
fazeny za sebou a tvoii linearni fetézec. [1]

Hlavnim rozdilem mezi DNA a RNA je skutecnost, ze cukr navazany v molekule
RNA je riboza. Cukr navazany v DNA je deoxyriboza [2]. Navazani hydroxylové (-OH)
skupiny na 2’ uhliku rib6zy v RNA hraje velmi dualezitou roli v chemickych reakcich,
kterych se RNA ucastni. DalSim rozdilem je raznorodost tvard, ve kterych RNA
nachdzime. Zatimco DNA se nachazi nejCastéji ve formé dvousroubovice, kterou tvori
spojeni dvou jednoduchych vlaken, viz Obr. 1-1. Molekuly RNA vytvaii nejriznéjsi
vlasenky, smycky a dvojité nebo trojité Sroubovice, vzajemnou interakci mezi sebou. [1]

L Adenine |
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Obr. 1-1: Nukleotidy DNA vs. RNA [3]
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Jednou funkci RNA je prenos genetické informace mezi DNA a proteinem. [1] Tento
pfenos ma na svédomi mediatorovd RNA (mRNA). Ta vznik4 v bunécném jadre béhem
procesu transkripce, kdy je DNA sekvence “pfepsana” do RNA, nasledné projde
posttranskripénimi Gpravami, a nakonec je poslana do cytoplazmy, kde slouzi jako
templat pro syntézu bilkovin béhem translace. [4]

I pres jeji nesmirnou dulezitost tvoii mRNA jen malé procento z celkové RNA
v bunikach. Nejpocetnéjsi skupinou jsou ribozomalni RNA (rRNA), ktera tvori jadra
ribozému. Ribozomy jsou velké komplexy ¢ty rRNA, a nekolika desitek proteint. Za
pomoci transferové RNA (tRNA) rozlusti informaci uloZenou a nesenou pomoci mRNA
a nasledné vyrobi konkrétni bilkovinu. [1] Jednotlivé typy RNA jsou zobrazeny na Obr.
1-2.

Ll U

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

Buiiky dekoduji informaci ulozenou v mRNA ¢tenim nukleotidii ve skuping po tfech.
Tato troj¢lenna skupina nukleotidi se nazyva kodon. Vétsina kodont zastupuje konkrétni
aminokyselinu. Zbytek slouzi jako START a STOP kodony, které znaci, kde zacina a
kon¢i “prekladany” protein. Jednotlivé kodony jsou ¢teny z tabulky kodont, viz Obr. 1-3,
ktera je ¢tena pomoci levého a pravého sloupce a horniho fadku. Levy sloupec obsahuje
prvni pismeno kodonu, horni fadek obsahuje druhé pismeno kodonu a pravy sloupec
obsahuje ¢tvetici nukleotidu, které se nachazi na posledni pozici. [6]
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Obr. 1-3: Tabulka jednotlivych kodont [7]

1.2 Struktura RNA

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

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

Nekovalentni vazby jsou mnohem slabsi nez vazby kovalentni ¢i iontové. Vznikaji
vSude, kde se k sobé ptiblizuji dv€, nebo vice molekul, a vyznamné ovliviiuji chovani,
vlastnosti a reaktivitu vzniklych struktur. Pro vazby mezi jednotlivymi nukleotidy v RNA
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je nutné, aby byly stalé, a zaroven aby bylo mozné tyto vazby rozvolilovat a spojovat.
Nejsilnéjsi znamou nekovalentni vazbou je vazba vodikova (vodikové mustky). [12]
Formace vodikovych mustki mezi komplementarnimi nukleotidy je doprovazena
termodynamickymi zakony, zejména vznikem vazebné volné energie. Ta ma pro stabilni
strukturu RNA vzdy zapornou hodnotu a je uvadéna v jednotkach kcal/mol. K rozdéleni
vazby je potfeba vazebnou energii prekonat, a tedy strukture energii dodat, naptiklad ve
forme tepla. [13]

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

M) AUGCGGCUACGUAACGAGCUUAGCGCGUAUACCGAAAGGGUAGAAC |FD;
Obr. 1-4: Priklad priméarni struktury RNA [15]

Sekundarni strukturu RNA lze zjednoduSené popsat jako seznam sparovanych bazi
ptitomnych v nukleotidové sekvenci RNA. Existuje celkem 16 moznosti, jak parovat
baze, ovSem jen 6 paru je natolik stabilnich, Zze jsou schopny tvofit stabilni par. Podrobné&ji
je sekundarni struktura RNA popsana v kapitole 1.2.1. [14]

Znamé tercialni struktury obsahuji pfevazné jen malé mnozstvi motivi, obsahuji jen
nékolik malo Sroubovic a zpravidla vychazi ze sekundarni struktury. Nékteré ze znamych
motiva tercialni struktury jsou uvedeny na Obr. 1-5, spole¢né se strukturou sekundarni,
ze které vychazi. [16] Tercialni struktura mize byt modelovana pomoci molekularni
dynamiky, ktera byla pfedstavena v roce 1998. Jedna se o metodu, zkoumajici distribuci
kovovych ionti kolem molekuly RNA. [17] Tato metoda je vsSak piili§ pomala pro
simulaci procesu skladani molekul. Efektivnéjsi metoda modelovani tercialni struktury
hleda jeji mozné prvky, které jsou v souladu se strukturou sekundarni. Tuto metodu
predstavili v roce 1999 1. Tinoco a C. Bustamante. [16]
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Obr. 1-5: Predpovidané sekundarni a tercialni struktury RNA [18]

(a) vlasenkova smycka s vnitini smyckou, (b) dvojita smycka se dvéma vydutémi, (¢)
pseudouzel 1KPZ, (d) Hammerhead ribozym RNA INYI (e) tRNA 1J1U, (f) SRP RNA
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1.2.1 Sekundarni struktura RNA

Studium sekundarni struktury RNA je klicové pro pochopeni funkce a regulace
transkripth RNA. Jako primarni transkript je oznacovana RNA ihned po jejim vzniku.
Strukturalni elementy sekundarni struktury RNA maji nespocet funkci, mezi které patii
napiiklad modulace epigenetickych znacek, nebo podpora velkych makromolekularnich
komplexti. Spolecné s tercialni strukturou se také ucastni posttranskriCpni regulace
genove exprese. [19]

Sekundarni struktura RNA udava, které komplementarni baze v sekvenci vytvofily
spojenim pomoci vodikovych mustkd par. RozliSujeme dvé skupiny bazi a sice baze
purinové (A, G) a pyrimidinové (C, U). Kazda baze musi byt spojena sbazi sni
komplementarni. Komplementarni baze se nachazi v opacnych skupinach a stabilni pary
tedy vznikaji mezi bazemi A-U, C-G a G-U. Kolisava par bazi G-U porusuje Watson-
Crikovsky teorém, ale zaroven pfispiva k napadné strukturalni formaci. G-C pary mohou
vytvaret az tfi vodikové mustky mezi svymi Watson-Cricovskymi konci, zatimco A-U
pary mohou tvofit pouze dva. [20] Vlakno RNA muze na zakladé své primarni struktury
vytvaret nékolik sekundarnich struktur. Tyto struktury obvykle d€lime na stopky,
smycky, vyduté a pseudouzly, které vznikaji nejriznéjsim proplétanim RNA vlakna. [21]

17



Nejznaméjsi sekundarni strukturou je vlasenkova smycka (hairpin loop), ktera
vznika preklopenim RNA useku sama na sebe. Pieklopeny jsou k sobé€ nukleotidy, které
se mohou parovat a vznika tzv. Sroubovice, najejimz konci vznika jednovlaknova smycka
stavajici se z nukleotidu, které jsou neparové. [21] Obé tyto struktury jsou vyobrazeny na
Obr. 1-6. Specialnim piipadem vlasenkové smycky je libajici vlasenkova smycka (kissing
hairpin loop), ktera vznikd sparovanim bazi ve dvou oddélenych vlasenkovych
smyckach. [22]

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

Dale rozliSujeme smycky vnitini, vn&j§i a multismycky. Vnitini smycky (interior
loops) vznikaji tam, kde nedochdzi k parovani jednotlivych bazi. Vnitini smycky se
nachazi uvniti sekundarni struktury RNA na rozdil od smycek vlaseknovych, které se
nachézeji na jejim konci. Rozeznavame vnitini smycky symetrické a vnitini smycky
asymetrické. Specialni pfipady vnitinich asymetrickych smycek jsou nazyvany vyduté
(bulges), které mohou byt tvofeny jen jednim nukleotidem. [24] Vné&jsi smycka (exterior
loop) spojuje oba, 5° a 3°, konce RNA a alespoil jednou sparovanou bazi. Posledni ze
smycCek, ktera je tvofena sekundarni strukturou RNA, je multismycka. Multismycka
(multi-loop) je misto v RNA, kde se spojuji 3 nebo vice sparovanych bazi, kdy tyto baze
mohou, ale nemusi byt oddéleny neparovymi bazemi. [21] Speciadlnim pifipadem
multismycky je multi-vétvena smycka (multi-branch loop), ktera vznika tam, kde dochézi
ke spojeni nekolika kmenovych smycek do jedné. [25]

Zadna z vyse zminénych struktur se obvykle nevyskytuje samostatng. Je zvykem, Ze
na jedné sekvenci vznika n€kolik riznych strukturalnich elementt, které na sebe navazuji
a jeden v druhy prechazeji. Piiklad sekvence, ktera tvoii n€kolik strukturalnich elementd
je na Obr. 1-7.
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Obr. 1-7: Rozlozeni RNA sekundarni sktruktury na strukturalni elementy, upraveno
[26]

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

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

Vyobrazeni sekundarni struktury RNA je mozné pomoci né€kolika grafickych pfistupt.
Nejbéznéjsi a nejjednodussi je zavorkova-teCkova notace, ktera obsahuje pouze 3 znaky
pro nepseudouzlové struktury. [29] Priklad zavorkové-tockové notace je uveden na Obr.
1-9(c).

Zavorkova-teCkova notace je jednou z nejbéznéjSich a nejjednodussich reprezentaci
sekundarni struktury RNA. Tyto znaky znazorfiuji otevieny a uzavieny par bazi a také
misto v sekvenci, kde se nachazi smycka, nebo vydut. Otevieny par bazi vznika
v okamziku, kdy nukleotid vytvofi par snukleotidem nachazejicim se pred nim.
Uzavieny par bazi vznika, kdyz nukleotid utvori par s nukleotidem, ktery se nachazi za
nim. [29]

Znaky reprezentujici zavorkovou-teCkovou notaci pro nepseudouzlové struktury
jsou:

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

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

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

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

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

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

I pres jeji nesmirnou dulezitost se sekundarni struktura dockala vétsi pozornosti az
v poslednich desetiletich. Velmi roz§ifenym oborem je tedy studium jeji predikce.
Spravné predikovana sekundarni sktruktura je klicova k pochopeni v§ech vyse zminénych
procesu, za které je sekundarni sktruktura RNA zodpovédna. [31]

Obor metod predikce sekundarni struktury mizeme rozdélit na dvé skupiny: metody
experimentalni a metody vypocetni. Také rozliSujeme metody, které nezahrnuji predikce
pseudouzli a metody, které ji zahrnuji. Bylo prokazano, ze pseudouzly jsou pro
sekundarni strukturu RNA funk¢né dulezité, avSak metody, které jejich predikci zahrnuji
stale vyzaduji mnoha vylepSeni. Naopak metody predikujici nepseudouzlové struktury
jsou velice presné. [31]

2.1 Experimentalni metody predikce

Experimentalnich metod predikce sekundarni struktury RNA je znamych hned nékolik.
Obvykle jsou ale vSechny experimentalni metody ¢asové 1 financné naroéné a mnohdy
neproveditelné. Mezi nejrozsiren€jsi experimentalni metody predikce patii: nuklearni
magnetickd rezonance (NMR), rentgenova (RTG) krystalografie a kryoelektronova
mikroskopie. [32]

NMR je Setrna a nedestruktivni metoda, vyuzivajici, obdobné jako klasicka
magnetickd rezonance (MR), magnetickych vlastnosti atomovych jader. Pti vlozeni
zkoumané struktury do vnéjsiho magnetického pole dojde ke srovnani magnetickych
momentd jader atomd s magnetickymi momenty vnéjSiho magnetického pole. [33]
Orientaci magnetickych momentt jader 1ze ménit, je-li jadrim dodana energie vhodnym
zpasobem. U NMR je tato energie dodana formou radiofrekvenéniho zafeni. Cim vyssi
je hodnota magnetického pole a frekvence zafeni, tim lepSi citlivost a rozliSovaci
schopnost pro zkoumané struktury. NMR dokaze odhalit, jak jsou na sebe molekuly a
nukleotidy vazany, jak daleko od sebe se nachazi, nebo jaké uhly jejich vazby sviraji.
Vsechny informace o struktufe jsou ziskany analyzou spekter, ktera odhali NMR. Ptiklad
vystupu NMR pro predikci sekundarni struktury RNA je na vyobrazen na Obr. 2-1. [32]
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Obr. 2-1: Ukazka predikce sekundarni struktury RNA pomoci NMR [34]

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

RTG krystalografie je metoda studujici interakce krystalickych vzorki s RTG
zafenim. Dokaze odhalit absolutni strukturu zkoumaného vzorku. Monochromatické
RTG svétlo prochazi zkoumanym vzorkem, pfi¢emz dochazi k jeho ohybu (difrakci). Do
jaké miry a jakym smérem k difrakci dochézi zalezi na vnitni sktrukture zkoumaného
vzorku. Intenzita a smér lomu jsou méfeny a po korekci je urCena absolutni struktura
vzorku. [35]

Kryoelektronovéa mikroskopie zkouma bunécné struktury v atomovém rozliseni. Jeji
princip spociva ve velmi rychlém ochlazeni zkoumaného, zavodnéného vzorku na
kryogenni teplotu, ktera se pohybuje okolo -200 °C, a nasledné ponoteni do kapalného
etanu. V ledu se nestihne vytvorit krystalova miizka, a vzorek je obalen amorfnim ledem
pfipominajicim sklo, ktery presné kopiruje strukturu zkoumaného vzorku. [36]

2.2 Vypocetni metody predikce

Experimentalni metody predikce jsou velice piesné a témeét bezchybné. Avsak, jak uz
bylo feceno vyse, jsou velice ¢asoveé narocné, drahé a mnohdy proveditelné jen za velice
specifickych podminek, nebo nejsou proveditelné vibec. Proto jsou v této oblasti velice
slibnou alternativou vypocetni metody predikce. Ty pracuji pouze se vstupni sekvenci
nukleotidi a na zakladé matematickych postupt predikuji nejoptimalngjsi strukturu pro
zkoumanou sekvenci. [31] Vystupem vypocetnich metod predikce je sekundarni struktura
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nejCastéji ve formé zavorkové-teckové notace, ktera je podrobnéji popsana v predchozi
kapitole 1.2.2.

Vypocetni metody predikce pocitaji se skuteCnosti, ze sekundarni struktura neni
tvorena nahodné, ale Ze jeji utvareni je zavislé na setu nékolika pravidel. Tyto pravidla
jsou celkem 4. Prvni pravidlo piifazuje jednotlivym bazim v sekvenci Cisla od 1 po N a
urCuje, ze parovani komplementarnich bazi mtze probihat na pozicich 7 a j v pripadg, ze
je absolutni hodnota rozdilu mezi j a 7 vétsi nebo rovna 4. Tato podminka vzdalenosti
zajisti, ze nedojde k utvoreni paru mezi sousednimi bazemi. V takovém piipadé by totiz
sekvence RNA nemohla tvoftit dal§i struktury. Druhym pravidlem pro utvoreni stabilni
sekundarni struktury je, Ze pary mohou tvofit pouze komplementarni baze. [37] V pfipadé
RNA se jedna o baze A-U, C-G a G-U [8]. Tretim pravidlem je oSetfeno, ze nukleotid na
pozici 7 se vyskytuje v nejvyse jedné sparované bazi. Ctvrté pravidlo fika, Ze pii vzniku
dalSiho paru bazi na pozicich k a / musi platiti <k </<j. [37]

Vypocetni metody pro predikci sekundarni struktury RNA jsou realizovany pomoci
algoritmi  vyuzivajicich dynamického programovani. Podstata dynamického
programovani spociva ve zjednoduseni komplikovaného problému na nékolik dil¢ich,
mensich podproblému, které se vzajemné piekryvaji. KoneCné feSeni pavodniho,
komplikovaného problému je pak kombinaci vSech dil¢ich feseni. Hlavni vyhodou
dynamického programovani je skutecnost, ze neni tak ¢asoveé naro¢né a zvysuje efektivitu
implementovaného algoritmu. To je zptsobeno tim, Ze predchozi feseni dil¢ich probléma
jsou ukladany a v ptipadé potieby vytahovany z paméti. Timto nejsou s kazdou dilci ¢asti
pocitany znovu. [38]

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

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

Pocet vSech spravné predikovanych bazovych para

Senzitivita = (2.1)

Pocet vSech bazovych part v sekvenci

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

Pocet spravné predikovanych bazovych paru v sekvenci

PPV =

(2.2)

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

, 2xsenzitivitaxPPV
F — skore = (2.3)

senzitivita+PPV

Posledni zmifiovanou moznosti, jak ohodnotit implementovany algoritmus, je
stanovenim jeho slozitosti. Celkovou slozitost implementovaného algoritmu posuzujeme
na zakladé 2 parametrii — Cas a pamét. [41] Jako nejlepsi algoritmus feSici zkoumanou
problematiku je vzdy ten, ktery ma co nejmensi jak ¢asovou, tak pamét'ovou naro¢nost.
Nejvice popisovanou slozitosti je slozitost asymptoticka, kterd je nastrojem k popsani a
porovnani efektivity algoritmu. [40] Je vyjadienim trendu, jakym roste, at uz Casové,
nebo prostorové naro¢nosti, s rostoucim mnozstvim vstupnich dat. [41]

Samotnou asymptotickou slozitost je mozné vyjadiit pomoci nékolika notaci. Prvni
moznou notaci je notace Omega (Q), ktera vyjadiuje ,nejlepsi pripad” a to tedy, ze
naro¢nost algoritmu bude s pfibyvajicim mnozstvim dat rast stejn€, nebo vice. Druhou
moznou a pouzivanou notaci, je notace Omikron (O) vyjadiujici ,,nejhorsi ptipad®. Tedy
ze slozitost algoritmu roste stejné, nebo méné. Posledni moznou notaci je notace Theta
(®) popisyjici slozitost algoritmil v , primémém piipadé“. Tato notace je vyjadienim
slozitosti algoritmu, jehoz slozitost roste s mnozstvim vstupnich dat vzdy stejné. [40]

K samotné predikci je mozné piistupovat na zakladé neckolika teorii. Mezi
nejznaméjsi patii predikce na zakladé maximalizace bazovych part a predikce na zaklade
minimalizace volné energie. Oba tyto pfistupy hledaji co nejstabilnéj§i sekundarni
strukturu RNA. Maximalizace bazovych part pracuje s myslenkou, Ze nejstabilnéjsi je ta
struktura, ktera obsahuje nejvétsi mnozstvi part bazi, a tedy minimalni mnozstvi smycek.
Pristup pomoci minimalizace volné energie povazuje za nejstabilngjsi tu strukturu, ktera
ma co nejmensi hodnotu volné energie. [42]

Pristup k predikci pomoci volné energie uvazuje, ze vytvareni a pripadny rozpad
sekundarni struktury RNA doprovazi termodynamické zakony. Zejména Gibbsova volna
energie je veliCinou uvozujici sekundarni strukturu RNA. [31] Termodynamika vzniku a
zaniku sekundarnich struktur vychazi obecné z principti pfemény energie a celkova
termodynamika molekuly RNA odpovida tedy sumé energii, potiebné k spojeni, nebo
rozpojeni para bazi. [43] V molekulach probihaji veskeré preménné procesy za stalého
tlaku a stalé teploty, proto je k popisu energickych reakci pouzita zména Gibbsovi volné
energie a zmeéna entalpie, kterda odpovidda zméné celkové wnitini energie. [44]
Matematicky prepis pro vypocet Gibbsovy volné energie je zobrazen rovnici 2.4.

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

Energetické modely popisuji, jaky je prispévek volné energie jednotlivych
sekundarnich struktur k celkové strukture RNA v jednotkach kcal/mol. [31] Ptispévky
jednotlivych struktur byly experimentadlné nameétfeny podle Freierovych pravidel pii
teplot¢ 37 ‘C v roztoku NaCl o koncentraci 1 mol/l. Teplota 37 °C predstavuje
fyziologickou teplotu a koncentrace 1 mol/l NaCl zajistuje neutralni pH prostiedi. [46]
Struktury, pro které byly tyto hodnoty experimentalné urCeny jsou Ctyfi a jsou zobrazeny
na Obr. 2-2. Patfi k nim vlasenkova a vnitfni smycka, vydut a stopka (spojené pary bazi).

C U -
Semnn ---i" ....‘ S5 eemem
-
3'.... .I-‘ '* 3'....
CI A ..Il..
Spojené pdry bdzi Vidsenkovd
(stacked pairs) smycka

Vaitini smyéka

- -
LT L

Vidut'

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

Nejznaméjsim a nejhojnéji pouzivanym energetickym modelem je model Turnerav.
Prvni Turnerav model byl predstaven v roce 1999, ktery ovsem uvazoval pouze volnou
energii spojenych struktur. Jeho obnova z roku 2004 pocita navic se zménou entalpie
strukturalnich elementii. Pro RNA uvazuje tento model zmény entalpie pro Watson-
Crickovské pary, kolisavé pary, vlasenkové smycky, vnitini smycky a vyduté. [48]
Hodnoty pro model Turner 2004 jsou uvedeny v Tabulce 2-1 a Tabulce 2-2.

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

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

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

s::;fcéite lz:;:i:’l:i) Vl;l;;néllit;va Vnitini smycka Vydut’
1 o o 3,8
2 o o 2.8
3 5,4 el 3,2
4 5,6 1,1 3,6
5 5,7 2,0 4.0
10 6,5 2.5 49
15 6,9 2.9 5,4
30 7,7 3,7 6,1

2.2.1 Algoritmus podle Nussinové

Metoda predikce pomoci algoritmu Nussinové byla predstavena v roce 1978 doktorkou
biologie Ruth Nussinovovou, jako jedna z prvnich metod pro predikci sekundarnich
struktur RNA. Jedna se o jednodussi ale velmi efektivni techniku predikce sekundarni
struktury vyuzivajici principy dynamického programovani, kterd by meéla, v nejhorSim
pfipadé, pracovat v ©(n?) &ase a O(n’) paméti. Algoritmus Nussinové predikuje na
zaklade pfistupu o maximalizaci pari bazi a neuvazuje pseudouzlové struktury. [50]
Algoritmus Nussinové uvazuje set n¢kolika pravidel, na jejichz zékladé stanovuje
vyslednou predikci sekundarni struktury RNA. Tato pravidla mimo jiné urcuji, které baze
v sekvenci mohou tvofit par. V pfipadé RNA uvazujeme komplementarni baze podle
Watson-Crikovského parovani i kolisavy par bazi. [S1] V prvni fadé je tfeba si uvédomit,
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ze algoritmus Nussinové uvazuje shodnou stabilitu pro vSechny mozné pary. Dale, je
nutné ignorovat piispévky volné energie, ke kterym dojde vlivem parovani, a také
destabilizacni efekt, ktery maji na strukturu vzniklé smycky. V ptipadé€, ze dochazi
k predikci na velmi dlouhych sekvencich, dochazi pied samotnou predikci k rozdéleni
sekvence na nekolik kratSich podsekvenci a predikce optimalni sekundarni struktury
probiha na kazdé podsekvenci zvlast’. [52]

Algoritmus uvazuje celkem Ctyfi moznosti parovani bazi. Prvni moznosti je, ze se
neparova baze na misté i navaze na bazi na misté i+ /, ktera vytvortila par s bazi na misté
J. Tato moznost je vyobrazena na Obr. 2-3(b). Druhou moznosti je, ze se neparova baze
na miste j navaze na bazi na misté j-/, ktera vytvorila par s bazi na misté 7. Tato moznost
je vyobrazena na Obr. 2-3(c). Tieti moznost je navazani sparovanych nukleotidi na
mistech i a j, ke sparovanym nukleotidim na misté€ i+ / a j-1. Tohle spojeni je nazyvano
spojenymi pary bazi (stacked pairs) a je zakladem pro vytvoreni struktury stopky. Tato
moznost je vyobrazena na Obr. 2-3(a). Posledni moznosti, jak se mohou parovat
komplementarni baze, je kombinace dvou optimalnich substruktur na pozicich i,k a k+ 1,
J. Tato struktura je vyobrazena na Obr. 2-3(d) a je znadma jako rozdvojeni struktury
(burification) a je zékladem pro tvorbu multismycek. [52]

(a) (b) (©) (d)

i k kel J

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

Predikce sekundarnich struktur pomoci algoritmu Nussinové 1ze rozdélit na tii dilci
Casti: vyplnéni skoérovaci matice M, nalezeni zpétné cesty a ohodnoceni zpétné cesty
znaky zavorkové-teckové notace.

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

M(i,j) = max (2.5)

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

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

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

2.2.2 Algorimus podle Zukera

Algoritmus podle Zukera je jednim z nejpopularnéjsich metod pro predikci sekundarni
struktury RNA. Pocita s pristupem minimalizace volné energie a je schopny pracovat
v nejhor§im piipadé v @(n*) Case a O(n?) paméti. [56] Poprvé byl predstaven v roce 1981
Michaelem Zukerem a dodnes je hojné pouzivan v nejruzn€jSich volné dostupnych
softwarech pro predikci sekundami struktury RNA. Nejlepsich vysledkti dosahuje pro
nepseudouzlové a kratsi sekvence. Presnost jeho predikce klesa, jak délka sekvence roste.
Jeho zakladni verze nepocitd s pseudouzlovymi sktrukturami, avSak v dnesni dobé
existuje nékolik obmeén, které prediku;ji i tyto struktury. Pro predikci optimalni sekundarni
struktury RNA pocita s experimentalnimi hodnotami energetickych modelt. [51]
Ptiklady hodnot pro energeticky model Turner 2004 jsou uvedeny vySe v Tabulce 2-1 a
Tabulce 2-2.

Algoritmus podle Zukera pracuje se dvéma skorovacimi maticemi: Va W. Matice
V(i,j) obsahuje nejmensi hodnoty volné energie pro zkoumané casti sekvence. Matice
W(ij) obsahuje celkovou minimélni volnou energii zkoumané casti sekvence. [57]
Hodnoty minimalni volné energie pro matice V(7,j) a W(i,j) jsou vybirany podle rovnic
26a27.
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eh(i, )
esL)+V(@i+1j—1)

V(i,j) = min VBIG, ) (2.6)
VM@, )
W(i+1,))
WG, j) = min oo )

Minic<; (W K) + W(k + 1, ))]

Hodnota e/ pro matici V znaci hodnotu volné energie pro vlasenkovou smycku, ktera
je uzaviena parem bazi na mistech i a j. Hodnota es pro matici V zastupuje hodnotu
spojenych paru bazi (stacked pairs) na mistech 7 a j s bdzemi na mistech i+/ aj-1. VBI je
volna energie vnitini smycky, nebo vyduté, ktera je uzaviena parem bazi na mistech i a ;.
Hodnoty vnitini smyc¢ky nebo vyduté jsou brany pro strukturu na pozicich i a j*. Tato
struktura se nachazi uvnitt 7 a j. Hodnotu pro vydut uvazujeme v okamziku, kdy i —i >1,
nebo j—j ‘> 1. Hodnotu pro vnitini smycku uvazujeme, pokud i‘—7 >/ a souCasnej —j*
> 1. Kone¢na hodnota pro VBI je vybirana podle vztahu, ktery je uveden v rovnici 2.8.
Hodnota /M pro matici V znaci misto, kde dochazi k rozdvojeni struktury (burification),
a které je zakladem pro tvorbu multismycek. Kone¢na hodnota pro VM je vybirana podle
vztahu, ktery je uveden v rovnici 2.9, kde konstanta a znaci konstantni pfirustek volné
energie pro vzniklou multismycku. [51]

VBI(i,j) = min{ebi(i, ), 1",j") + V(' j')} icir<ji<; (2.8)

VM(i, j) = min{W (i + 1,k) + W(k + 1,j — D}icpejoq + @ (2.9)

Ze skorovaci matice W urCime, které baze utvorily par. Pro lepsi vizualizaci je
doporuceno tvorit soucasné s matici W 1 trasovaci matice T. Ziskame tedy vektor Cisel
znacici pozice jednotlivych pard. Tyto pozice jsou pak v konecné zavorkové-teckové
struktufe nahrazeny znaky pro oteviené a uzaviené pary bazi. [51]

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

2.2.3 Metoda Crumple

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

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

Vystupem algoritmu predikujici pomoci metody Crumple je tedy vycet vSech
moznych sekundarnich struktur, které je schopna zkoumana sekvence utvorit. Primarné
je ovSem pozadovano predikovat jen jednu finalni sekundarni strukturu. Metoda Crumple
je tedy dopliiovana o piistupy, nebo filtry, pomoci kterych lze ziskat z vysledného
seznamu moznych sekundarnich struktur pouze jednu nejoptimalnéjsi strukturu. [58]

Finalni sekundarni strukturu je mozné vybrat na zakladé maximalizace bazovych
part a vystupni strukturou bude tedy ta struktura, ktera obsahuje nejvétsi pocet part bazi.
Dal$i moznosti, jak vybrat finalni sekundarni strukturu, je vyc¢isleni volnych energii vSech
predikovanych struktur. V tomto pfipadé bude finalni strukturou ta struktura, kterd ma
nejmensi hodnotu volné energie. Vice sofistikované algoritmy vyuzivajici metodu
Crumple k predikci sekundarnich struktur byvaji doplnéné o nejraznéjsi filtry, které jsou
zalozeny na experimentalnich datech. Tyto filtry zahrnuji omezeni pro: chemicky
testovana dostupna rozpoustédla, enzymatické Stépeni parovych a neparovych bazi,
fylogenetické kovariace a minimalni délku RNA Sroubovice. Minimalni délka RNA
Sroubovice je stanovena pomoci kryoelektronové mikroskopie. Spravné urCena
minimalni délka Sroubovice ma velky vliv na zmenSeni prostoru, ve kterém se smotana
RNA nachazi. [58]
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2.2.4 Webové aplikace a bioinformatické funkce predikujici
sekundarni struktury RNA

Protoze se predikci sekundarnich struktur RNA dostava v poslednich letech mnoho
pozornosti, existuje nekolik volné dostupnych webovych aplikaci, které jsou schopné
sekundarni strukturu predikovat na zakladé vlozené sekvence nukleotidi. [59]
Nejznaméjsim webovou aplikaci pro predikci sekundarnich struktur RNA je ViennaRNA
Web Services. Nejnovéjsi verzi této aplikace je verze 2.0, ktera vyuziva parametrt
energetického modelu Turner 99 a podporuje ¢teni formatu FASTA. [60] Nahled hlavni
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 RNA secondary structures.
For general information and other offerings from our group see the main TBl homepage.

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

Our Web Services

Thermodynamic Structure Prediction

@  RNAfold Server P @ RNAprobing Server P @ RNAalifold Server P
_predicts minimum free energy ...predicts minimum free energy ...predicts consensus secondary
structures and base pair structures and base pair structures from an alignment of
probabilities from single RNA or probabilities from single RNAs several related RNA or DNA
DNA sequences. using a guiding potential based on sequences. You need to upload an
SHAPE reactivity probing data alignment
@  RnaAevalServer P @ RNAcofold Server P @  RNAup Server 4
_provides a detailed ...allows you to predict the ...allows you to predict the
thermodynamic description of a secondary structure of a dimer. accessibility of a target region.

sequence/structure pair.

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

Jak je z nahledu patrné, ViennaRNA Web Services nabizi nékolik raznych funkci
pro predikci sekundarnich struktur RNA. Prvni funkci, kterd je z webu dostupna, je
funkce RNAfold. RNAfold predikuje sekundéarni struktury na zakladé pfistupu
minimalizace volné energie. Dal§i funkci nachézejici se na ViennaRNA Web Services, je
funkce RNAalifold, ktera predikuje shodu sekundérnich struktur na zakladé zarovnani
nékolika podobnych sekvenci. ViennaRNA Web Services nabizi vystupni sekundarni
strukturu ve dvou variantach. Mimo klasické zavorkové-teckové notace, je predikovana
sekundarni struktura vyobrazena i pomoci prostého diagramu, ptiklad tohoto vystupu je
na Obr. 2-9. [60]
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Obr. 2-9: Prosty diagram sekundarni struktury RNA pro funkci RNAfold

Mimo volné dostupné webové aplikace existuji i nejraznéjsi bioinformatické funkce
predikujici sekundarni strukturu RNA, které jsou implementovany pifimo v konkrétnich
programovacich prostiedich.

Programovaci prostfedi MATLAB nabizi funkci rnafold, ktera predikuje sekundarni
strukturu pomoci pfistupu minimalizace volné energie. Vstupem do této funkce je RNA
sekvence a vystupem je nejcastéji predikovana sekundarni struktura v zavorkové-teckové
notaci. Funkce rnafold v programovacim prostfedi MATLAB umoziiuje volbu vice nez
jednoho vystupniho parametru. Mimo predikovanou sekundarni strukturu v zavorkové-
teckové notaci, je mozné na vystupu ziskat také konecnou hodnotu volné energie pro tuto
strukturu a skorovaci matici, podle které byla finalni sktruktura vytvorena. [61]

Dalsi funkci, kterou programovaci prosttedi MATLAB nabizi je funkce rnaplot.
Tato funkce vykresluje sekundarni struktury RNA ve formé prostych diagrami, nebo
pomoci reprezentace linearni, kruhové, horou nebo stromem. Vstupem pro tuto funkci je
tedy sekundarni sktruktura v zavorkové-teckové notaci a sekvenci, pro niz byla tato
struktura predikovana. Dale je na vstupu mozné volit a ménit nejriznéj§i parametry.
Jednim z téchto parametra je parametr Format. Timto parametrem je nastaveno, pomoci
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které reprezentace bude sekundarni struktura na vystupu vykreslena. Ptiklad vystupu pro

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

s "\”;/\

3

O GCI/ICG
2 Unpaired
b

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

3.1 Volné dostupna databaze RNA STRAND v2.0

RNA STRAND v2.0 je voln¢ dostupna databaze RNA sekvenci se znamou sekundarni
strukturou. Zahrnuje komplexnéjsi Skalu znamych sekundarnich struktur pro RNA
sekvence nez predchozi databaze. Nahled uvodni strany pro RNA STRAND v2.0 je na
Obr. 3-1. [63]

RNASTRAND contains known RNA secondary structures of any type and organism. The ultimate goal of this database is fo incorporate a comprehensive
c:ulk-zt:gg:glI gf gbcgm RMA secondary structures, and to provide the scientific community with simple vet poweriul ways of analysing, searching and updating the
propo atabase.

Current holdings: 4666 secondary structures in tofal | || Search RNA STRAND D |
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base pairs) for the RNase P RNA molecule of Methanococcus
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boxes mark structural features.

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

Rada pfedchozich databazi obsahovala sekundarni strukturu pouze pro ty molekuly
RNA, pro kterd byla na zaklad¢ sekundarni struktury predikovana struktura tercialni.
Avsak znamé tercialni struktury existuji jen pro cca 18 % nashromazdénych molekul
RNA. [63] V soucasné dobé& obsahuje piesné sekundarni struktury pro vice nez 4666
molekul RNA. Tyto struktury byly ziskany pomoci experimentalnich metod. Nejcastéji
pouzivané experimentalni metody jsou NMR a RTG krystalografie. [63]

Databaze RNA STRAND v2.0 si klade za cil poskytnout komplexni informace o
vSech dostupnych strukturalnich prvcich pro sekundarni strukturu RNA. Tyto informace
by mohly byt klicové k pochopeni nejrizngjsich strukturalnich motivi ve specifickych
typech RNA. Déle by mohly slouzit k odhadu presnosti vypocetni predikce sekundarni
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struktury RNA, nebo k vylepSeni soucasnych termodynamickych modelt pro predikci
sekundarni struktury. [63]

3.2 Tvorba datasetu RNA sekvenci pro ovéreni funkcénosti
implementovanych algoritmi

Pro potteby bakalarské prace byl v tabulkovém procesoru Excel vytvoren dataset RNA
sekvenci se znamou sekundarni strukturou. Format vytvoreného datasetu je *x/sx. Na
vytvoreném datasetu budou testovany implementované algoritmy pro predikci
sekundarni struktury RNA. Tyto algoritmy jsou podrobnéji popsany v nasledujici
kapitole 4. VSechny sekvence byly ziskany z volné dostupné databaze RNA STRAND
v2.0. Tato databaze je podrobnéji popsana v predchozi kapitole 3.1. Vytvoreny dataset se
znamou sekundarni strukturou je uveden v Tabulce 3-1.

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

ID RNA

STRAND Sek T Znama sekundarni
v2.0: clvence yp struktura
PDB_
00009 | GGUAAUAAGCUCGAGUACC | [ntron (... O

skupiny I
Intron
00028 GGGUCUUCGGGUCC skupiny I aeam)
00037 GCCACCCUGCAGGGUCGGC ri{li; amm)
00077 CACGUGCACGUG mRNA (O
00097 GGGCGUGCCC IRES ((....)
00118 GGUUCAGUUGAACC mRNA @)
00151 GGACUUCGGUCC mRNA ()
GAGGGUGGAACCGCGCGCGUC

00168 v CCUC v mRNA | ((((........ (GW9)8)))]
00191 GGCUCUCAGUGAGCC mRNA ((((....))))
00212 CCCCGGGGCCCCGGGG mRNA @mMm))
00226 GACUGGGGCGGUC tRNA (..
00799 CAUGGGCCGGCCC mRNA (0
01064 GGUGCGCCCGGUGCGCC mRNA (W« &)
00002 | GGCGUAAGGAUUACCUAUGCC | mRNA @@

Training GGGAAAUCC ((-0))
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Vytvoreny dataset obsahuje celkem 14 RNA sekvenci, které byly ziskany z databaze
RNA STRAND v2.0 a jednu tréninkovou sekvenci, na které byla ovéfovana funkénost
implementovanych algoritmt pred konecnou analyzou. Maximalni délka sekvenci, které
se v datasetu nachazi, je 25 nukleotidd. VSechny sekvence byly vybirany tak, aby
obsahovali vlasenkové smycky, vnitini smycky a vyduté nejriznéjSich rozmeéru.

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

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

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

4.1 Algoritmus podle Nussinové

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

Skorovaci matice M ma rozméry n x n, kde n je délka zkoumané sekvence. Hlavni
diagonala a diagonala pod hlavni diagonalou jsou inicializovany hodnotami 0. Matice je
vyplilovana postupné po diagonalach az do pravého horniho rohu. Na misto matice M(7,j)
vybirame maximum podle rovnice 4.1.

M@GA+1,j—1)+ w(i,j)
M(i,j) = max M(i,j—1) 4.1)
M@ +1,))

Element w(i,j) nabyva hodnoty 1 pfi komplementarité bazi a hodnoty 0, kdyz baze

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

N >

v
n = length(sekvence)
\ S
L 4
I" ~
M = zeros(n)
'8 L2 D
i=1n
j=2:n )

ol sekvence(i) a sekvenceélf

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

v

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

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

Dalsim krokem je tvorba trasovaci matice N, ktera je tvofena soucasné se skorovaci
matici M. Trasovaci matice je vypliiovana hodnotami 1, 2 a 3. Tyto hodnoty jsou vybirany
podle toho, které hodnota z rovnice 4.1 byla vybrana jako maximalni. Tento krok je
graficky znazornén spole¢né se skorovaci matici na vyvojovém diagramu na Obr. 4-2.
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N = zeros(n)
v

[ i=1n }
j=2:n

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

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

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

Ano Ano Ano

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

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

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

e hodnota na pozic¥
N(x,y) rovaa 2?

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

Ano Ano Ano

struktura struktura struktura
[struktura .'| [struktura '("] [struktura ']

{ |

fe vysledna struktu
stejné dlouha jako

JNU

Dopli strukturu
znakem ')’

‘r“[ Findini struktura J(—

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

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

ID RNA STRAND v2.0: Znama sekundarni Predikovana sekundarni
PDB_ struktura struktura
00009 ((C.....ccOM) (.. C.LCOM)
00028 (((@M))) ((C.CONN)
00037 (((«o”-N) ((CCCCOM)
00077 (em; (o,
00097 ((---) («ON)
00118 (), e,
00151 (@) (&)
00168 (... ((---)))) ((CCCCOMMM)
00191 ()] (C.(CCONM)
00212 o o)
00226 (@) (((C.--0N)
00799 (EO))) ()
01064 (@M (@@ coOmm)
00002 () (O

Training (¢..0)) (¢..0))

4.2 Algoritmus podle Zukera

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

Pro predikci Zukerovym algoritmem byly implementovany celkem tfi funkce.
Funkce internalBulgevalue a funkce stackedPairsvalue. Tyto funkce pocitaji
ptispévky volné energie pro vnitini smycky, vyduté a spojené pary pii plnéni matice V.
Posledni vytvotenou funkci je funkce zZukerAlgorithm, kterd vybird minimalni hodnoty
volné energie pro vlasenkové smycky, vypliuje matici W a tvoii kone¢nou sekundarni
strukturu. V rameci této funkce jsou volany obé€ vyse zminéné funkce pro vypocet volné
energie.

V prvnim kroku Zukerova algoritmu je vyplnéna skorovaci matice V. Jeji plnéni
zacind jeji inicializaci. Hlavni diagonalu a diagonala pod hlavni diagonélou jsou vyplnény
hodnotou nekonecno. Na pozici V(i,j) je pak vybirana minimalni hodnota podle rovnice

44



4.2. Matice V je plnéna hodnotami smérem od hlavni diagonaly smérem k pravému
hornimu rohu.

eh(i, J)
V(@i,j) = minies(i,j)) +V(i+1,j—1) (4.2)
VBI(i, ))

Hodnota eh znaci volnou energii vlasenkové smycky, ktera je uzaviena parem bazi
na pozicich i a j. Hodnota VBl vybird minimum volné energie pro vnitini smycku nebo
vydut’. Vnitini smycka nebo vydut je tvofena uvnitf struktury uzaviené parem na pozicich
i aj. S hodnotou pro vnitini smycku je pocitano v piipadé€, zei‘—i7 >/ a zaroven j —j‘ >
1. S hodnotou pro vydut’ je pocitano, kdyz i* —i >1, nebo j — j* > [, ale ne zaroven.
Tabulka hodnot pro vlasenkové smycky, vnitini smycky a vyduté je zpracovana
v tabulkovém procesoru Excel a ulozena jako 7urner04. Cely prvni krok Zukerova
algoritmu je graficky znazornén vyvojovym diagramem na Obr. 4-4.

Zkoumand sekvence

p. >

4
n = length(sekvence)
AN S
Y
'l Y
V =infin)
s LJ 3
i=1mn
j=2:n )

oFi sekvence(i) a sekvencely

komplementdrni pdr?

Ne Ano

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

VBI(ij)]

Obr. 4-4: Vyvojovy diagram pro prvni krok Zukerova algoritmu
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Volné energie pro vlasenkové smycky jsou vybirany v ramci funkce ZukerAlgorithm.
Hodnoty volnych energii pro vnitini smycky a vyduté jsou vybirany v ramci funkce
internalBulgeValue. Do této funkce vstupuje zkoumana sekvence, ¢astecné vyplnéna
matice V a indexy i a j. Tyto indexy znaci pozice nukleotidu, které tvoii par a uzaviraji
danou strukturu. V ramci této funkce je kontrolovana komplementarita bazi na pozicich i
a j, Jjsou vybirany hodnoty volnych energii z tabulky 7urner04 a je vybirana nejmensi
hodnota volné energie, ktera je zaroven vystupem této funkce. Vybér hodnot volnych
energii pro vnitini smycky a vyduté je graficky znazornén na vyvojovém diagramu na
Obr. 4-5.

[ Zkoumana sekvence J

Y
Cdstecné vyplnénd
matice V

foFi sekvence(i) a sekvencelj

komplementdrni par?
Ano

VBI = inf

(o o

Jei-i>1a
iroveii j-j' >

=]

Hledame hodnotu |<_
An

pro vaitini smycku

Ne-> |Hh*d:ime .‘:mhn;—m]
L (4 L]
pro vwdut

Obr. 4-5: Vyvojovy diagram pro vypocet hodnoty VBI
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Hodnota es v rovnici 4.2 zastupuje spojené pary bazi, pro které je hodnota volné
energie vybirana vramci funkce stackedPairsvalue. Vstupem do této funkce jsou
zkoumané sekvence, nukleotidy tvorici par a indexy 7 a j. Tyto indexy znaci pozice
vstupnich nukleotidi. Funkce kontroluje, zda jsou komplementarni i nukleotidy na
pozicich i+1/ a j-1. V ptipad€ ze ano, vznika v téchto mistech spojeny par bazi, jehoz
hodnota je Ctena z tabulky, ktera je zpracovana v tabulkovém procesoru Excel a ulozena
jako stackedPairs. Vybér hodnot volnych energii pro spojené pary bazi je graficky
znazornén na vyvojovém diagramu na Obr. 4-6.

Zkoumanda sekvence

Y
[ sekvence(i) ]

sekvence(j)

[ Indexyiaj ]

oFi sekvence(i) a sekvencey

komplementdrni par?
Ano

voFi sekvence(i+1) a
sekvence(j-1) komplementdirn
par?

Ano
Y

[I-jfb.f'r'dme hodnotu volné energf'e]
z tabulky pro spojené pary

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

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

Matice T je plnéna hodnotami zaroven s matici W a je plnéna hodnotami 1, 2 nebo 3
podle toho, ktera hodnota byla vybrana jako minimalni. Tento krok je graficky znazornén

vyvojovym diagramem na Obr. 4-7.

W = infin)
Y

T = inffn)
v

7

[W{i,j) =min[W(i+1,j), W(i, j-1), I”(I'J)]J

-

Il
o~
S

J

Byla minimdlni
hodnota na pozici
V(ij)?

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

Byla minimdln
hodnota na pozici
W(i+l,)?

Ano Ano Ano

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

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

Y

L x=1 ]
» = length(sekvence)

Ano Ano Ano
\ 4 A 4 Y
Nukleotidy na Nukleotidy na Nukleotidy na
pozicich x a y tvoFi pozicich x a y netvori| | pozicich x a y netvori
par par par

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

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

algoritmem
ID RNA STRAND Znama Predikované Hodnoty volné
sekundarni sekundarni .
v2.0: PDB_ struktura struktury energie [kcal/mol]
00009 (((.....c.COM (C.....C..HY 1,0
00028 (W m ()P -1,3
00037 (@@mmm) (CWCC-M-) -4,1
00077 (@om); (&) -1,3
00097 (... C...H -0,2
00118 () (o)) -1,7
00151 (m) (- -1,2
00168 ((........ ()N)) (G Ea () ™)) -5,1
00191 (G, (.- -3,2
00212 (@ (M) -9,4
00226 (@) ((((GM)))] -2,0
00799 I (EG)N)) ()] -0,2
01064 cconm; (- m;m) -6,1
00002 (=m0 -4.8
Training (..0)) (... 0,6

4.3 Algoritmus pro metodu Crumple

Vstupem do implementovaného algoritmu pro metodu Crumple je nukleotidova
sekvence. Vystupem z prvotniho algoritmu pro metodu Crumple je vycet vSech moznych
sekundarnich struktur pro zkoumanou sekvenci. Tento vycet je nakonec eliminovan a je
z néj vybrana pouze jedna nejoptimalnéjsi sekundarni struktura. Tato struktura je vybrana
pomoci dvou moznych pfistupti. Za prvé pomoci piistupu a maximalizaci bazovych part,
a za druhé pomoci pfistupu o minimalizaci volné energie. Oba piistupy budou ciselné
ohodnoceny v kapitole 5, spolecné s ostatnimi implementovanymi algoritmy.

Prvnim krokem implementovaného algoritmu pro metodu Crumple je vytvotreni
nulové sekundarni struktury S. Nulova sekundarni struktura obsahuje pouze znak ze
zavorkové-teCkové notace pro smycky nebo vyduté. Takto vytvorena nulova sekundarni
struktura vstupuje do vytvorené funkce CrumpleSequences spole¢né se zkoumanou
sekvenci a indexy 7 a j, znacici zacatek a konec zkoumané sekvence.

Funkce CrumpleSequences hleda vSechny mozné sekundarni struktury pro
zkoumanou sekvenci. Nalezené struktury jsou postupné vypliiovany do vstupni nulové
struktury. Postupné je kontrolovana komplementarita bazi na pozicich indexu j, ktery

znali konec zkoumané sekvence, a indexu j-4. V pfipadé, Ze dojde k nalezeni

50



komplementarniho paru na pozici j v nulové sekundarni strukture, je doplnén znak ze
zavorkové-teckové notace pro uzavieny par bazi a na pozici j-4 je doplnén znak ze
zavorkové-teCkové notace pro otevieny par bazi. Timto ziskdme novou nulovou
sekundarni strukturu, ktera vstupuje rekurzivné do funkce CrumpleSequences spolecné se
zkoumanou sekvenci a novymi indexy. V tomto okamziku hledame sekundarni strukturu
v jiz nalezené sekundarni strukture. Tento krok je graficky znazornén vyvojovym
diagramem na Obr. 4-9.

[ Zkoumana sekvence ]
Y
[ Nulova sekundarni ]
struktura §

i=1
[ j = length(sekvence) ]

[(”rumpfeSequences(sek\-'ence. S](
LJ)

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

Tvo¥i sekvence(m) a
ekvence(n) komplementdirn
par?

Stm) =")"
Stm) ="'
i=n
j=m

Obr. 4-9:Vyvojovy diagram pro funkci CrumpleSequences

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

4.3.1 Maximalizace bazovych pari

Prvni moznosti, jak vybrat nejoptimalnéjsi strukturu z vystupu metody Crumple, je
vybrani struktury, ktera obsahuje nejvétsi pocet bazovych part. Bazové pary ve vSech
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predikovanych sekvencich jsou pocitany pomoci vytvorené funkce CrumplePairs. Do této
funkce vstupuje zkoumana RNA sekvence, proménna r a indexy 7 a j.

Proménna r zastupuje poCet bazovych para v jiz nalezené sekvenci a pii prvotnim
vstupu je tedy rovna hodnoté 0. Indexy 7 a j znaci zacatek a konec zkoumané struktury.
Pfi nalezeni prvniho bazového paru je funkce volana rekurzivn€ s novou proménnou 7 a
novymi indexy i a j. Tento postup je graficky znazornén vyvojovym diagramem na Obr.
4-10.

[ Zkoumana sekvence ]

Y
Pocet nalezenym

i=1
[ j = length(sekvence) ]

[(“rump!ePafrsﬁveh'ence, K, j)}‘

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

TvoFi sekvence(m) a

par?

r=r+1
iI=n
j=m

Obr. 4-10: Vyvojovy diagram pro funkci CrumplePairs

Vystupem této funkce je vycCet nalezenych part v kazdé nalezené sekundarni
struktufe. Pozice poCtu bazovych pari odpovida pozicim nalezenych sekundarnich
struktur. V pfipadé shody v poCtu vytvofenych bazovych part je vybrana ta struktura,
ktera se nachazi v seznamu jako prvni.

Vystup algoritmu pro metodu Crumple bude ohodnocen spolecné s dalSimi
implementovanymi algoritmy v kapitole 5. Predikované struktury ziskané algoritmem
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pro metodu Crumple, ktera vybira optimalni strukturu na zakladé maximalizace bazovych
part, jsou uvedeny v Tabulce 4-3.

Tabulka 4-3: Sekundarni struktury predikované algoritmem pro metodu Crumple
s maximalizaci bazovych part

ID RNA STRAND v2.0: Znama sekundarni Predikovana sekundarni
PDB_ struktura struktura
00009 ((C.....CCCcOM ((CC-)--0))
00028 (@, (-
00037 (@@mmm)) (-
00077 (W) (=)
00097 C...H ...
00118 ((((G))) ()
00151 (@) ((CC-))
00168 (... (=) (-G 00MN)
00191 () (C.(CC-)))
00212 ((wo”M ()
00226 ((((GM)))] (@)
00799 (EG)N)) ()]
01064 (WM (- OomM)
00002 (MmN (0N

Training (¢..0)) ...

Algoritmus pro metodu Crumple, ve kterém je vybirana nejoptimalnéjsi struktura
pomoci maximalizace bazovych pari, je implementovan vramci funkce
CrumpleMaxPairsAlgorithm. Vstupem do této funkce je zkoumana nukleotidova RNA
sekvence a vystupem nejoptimalnéjsi sekundarni struktura. V ramci této funkce je volana
1 funkce CrumplePairs.

4.3.2 Minimalizace volné energie

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

Do této funkce vstupuje zkoumana RNA sekvence a predikovand sekundarni
struktura v zavorkové-teckové notaci. Pocitd se vznikem celkem Cctyt struktur —
vlasenkova smycka, vnitini smycka, vydut’ a spojeny par bazi. I tato funkce vyuziva
tabulek s volnymi energiemi 7urner04 a stackedPairs.

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

{ Zkoumana sekvence }
v

Predikovana ]
sekundd r.f:" struktura

[1’ = I:length(sekvence) ]

Nachazi se na
struktura(i) a na
feuktura(i+1) znak '(7?

[Nejecﬁra'ﬁ'e “. SPW eny ']17 j = length(sekvence):i J
par bazi

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

- Ano
Hodnotu volné A 4
energie Cteme = Jedna se o spojeny ]
tabulky pro spojené pir bazi

pary bazi

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

V pfipadé, ze je znak zavorkové-teCkové notace znalici uzavieny par bazi
nasledovany teCkou, hledame kterym znakem je teCkova struktura uzaviena. V piipadeé,
Ze je uzaviena znakem pro otevieny par bazi, je nalezena teckova struktura vlasenkova
smycka. V opacném piipad¢€ je kontrolovano, zda se ve stejné oblasti na druhém konci
struktury také naléza néjaka teckova struktura. Pokud ano, jedna se o vnitfni smycku,

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

Predikovana

Michazi se na strukturafy,
znak (' a na struktura(i+1)
znak "."?

Nejedna se o

viasenkovou smycku, l J = i:length(sekvence)

vniténi smy&ku ani
vidut’

Nachazi se na Nachazi se na

gruktura(j) znak '('?

Ano cteme z tabulky pro vidsenkovou smycku
Turner04 pro
viasenkové smycky

Hodnotu volné energie Jedna se o ]

Hodnotu volné energie

' A e Ano Jedna se o vnitfni Cteme z tabulky pro
znak .'? smycku Turner04 pro vnitini
smyvcky

Ne
v

Hodnotu volné energie
Jedna se o vydut’ cteme z tabulky pro
Turner04 pro vyduté

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

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

ID RNA STRAND Znama Predikované Hodnoty volné
sekundarni sekundarni .
v2.0: PDB_ struktura struktury energie [kcal/mol]
00009 (.....cCOOM (G ) 1,0
00028 (@) (o)) -1,3
00037 (@@@mmm)) ()N -3,1
00077 (@ ()] -1,3
00097 C...H C...H -0,2
00118 (o)) (o)) -1,7
00151 (@) ()] -1,2
00168 («C....... (@) 3) RR((((e (G )’)N)) -5,9
00191 () () -3,2
00212 (W) (-0 9,4
00226 ((((GM)))] ((((GM)))] -2,0
00799 (E()N)) ()] -0,2
01064 (@@ (- m;m) -0,1
00002 (W0 | W omm) -3,6
Training (¢..0)) (... 0,6

4.4 Konecny vystup implementovanych algoritmi

Pro bakalafskou praci bylo vytvoreno celkem 11 funkci, které jsou podrobnéji popsany
dale v textu. VSechny implementované algoritmy pro predikci jsou volany pomoci jedné
vytvorené funkce — SecondaryStructurePrediction. Do této funkce vstupuje vytvoreny
dataset RNA sekvenci se znamou sekundarni strukturou, jehoz celkova analyza trvala
5470,71 vtefin. Vystupy této funkce jsou celkem tfi.

Prvni v podobé predikovanych sekundarnich struktur a hodnot volné energie pro
zkoumané sekvence. Tyto hodnoty byly ukladany pfimo do struktury vytvoreného
datasetu. Vystupni podoba datasetu je datovy typ table o rozmérech /5 x /1, ktery
obsahuje predikované struktury pomoci vSech implementovanych algoritmi vcetné
sekundarnich struktur predikovanych pomoci webové aplikace RNAfold, hodnoty
volnych energii pro algoritmy, které pocitali s minimalizaci volné energie a puvodni
dataset. VSechny predikované sekundarni struktury jsou uvedeny v tabulce v Priloze 1.

Dale jsou soucasti vystupniho datasetu hodnoty volné energie pro sekundarni
struktury predikované implementovanym Zukerovym algoritmem, webovou aplikaci
RNAfold a algoritmem pro metodu Crumple, ktery vybira nejoptimalnéjsi strukturu na
zakladé minimalizace volné energie.
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Druhym vystupem funkce SecondaryStructurePrediction je ohodnoceni kvality
predikce vSech implementovanych algoritmi, vcetné predikce RNAfold. Parametry
ohodnoceni pro jednotlivé algoritmy jsou senzitivity, PPV a F-skoére. Vypocet téchto
parametri probihal pro kazdou predikovanou sekvenci zvlast a vysledné ohodnoceni
algoritmu je dano primérem téchto jednotlivych ohodnoceni.

Tteti vystup jsou vykreslené sekundarni struktury s nejnizsi senzitivitou pro kazdou
implementovanou metodu. Vykresleni téchto struktur probehlo pomoci MATLAB funkce
rnaplot, vramci funkce SecondaryStructurePrediction. Pro vizualizace
predikovanych struktur byla zvolena forma prostého diagramu.

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

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

Vizualnim zhodnocenim vysledné tabulky predikovanych struktur, ktera je uvedena
v Piiloze 1, lze fict, ze predikce pomoci algoritmu Nussinové byla 100% shodna se
znamou sekundarni strukturou ve 3 z 15 pfipada. Implementovana Zukerova predikce se
shodovala se znamou sekundarni strukturou ve 3 z 15 pfipadd, predikce RNAfold ve 4
z 15 ptipadd. Predikce metodou Crumple byla shodna se znamou sekundarni strukturou
ve 4 z 15 ptipadi pro eliminaci pomoci maximalizace bazovych part a v 6 z 15 ptipada
pro eliminaci pomoci minimalizace volné energie. Ciselné je predikce pomoci
jednotlivych algoritmii ohodnocena nize pomoci senzitivity, PPV a F-skore.

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

Predikce pomoci implementovaného Zukerova algoritmu byla shodné s predikci
RNAfold v 6 z 15 piipadi. Implementovany algoritmus pro metodu Crumple, ktery
vybira optimalni sekundarni strukturu pomoci minimalizace volné energie, byl shodny
s predikci pomoci Zukerova algoritmu v 6 z 15 pfipadi a shodny s predikci pomoci
RNAfold v 13 z 15 pfipadi. Algoritmus Nussinové nebyl shodny s predikci metodou
Crumple s maximalizaci bazovych para v zadném z pripadi.

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

Rozdily ve vypoctech volnych energii jsou z tabulky patrné. Velké rozdily mohou
byt zptsobeny faktem, Ze volna energie vypoctena webovou aplikaci RNAfold pocita
s hodnotami pro energeticky model Turner 99. Navic pocita s hodnotami destabilizacni
energie pro smycky a vyduté. Vypocet volné energie pro struktury predikované pomoci
implementovanych algoritmt pocita s hodnotami energetického modelu Turner 2004 a
nepocitd s hodnotami destabilizacnich energii. Grafické porovnani volnych energii, které
byly ziskany pro jednotlivé struktury, je vyobrazeno na Obr. 5-2.
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Tabulka 5-1:

Hodnoty volnych energii pro predikované sekundarni struktury

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

PDB
00009 1,0 -0,5 1,0
00028 -1,3 -1,3 -1,3
00037 41 9,2 -3,1
00077 -1,3 22 -1,3
00097 -0,2 -2,1 -0,2
00118 -1,7 -477 -1,7
00151 -1,2 -42 -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 =27 -2,0
00799 -0,2 -2,1 -0,2
01064 -6,1 9,1 -6,1
00002 -4.8 -7,9 -3,6

Training 0,6 0 0,6

Hodnota volné energie [kcal/mol]

Porovnani volnych energii pro jednotlivé struktury

5 |. | 1
-4
-6 m Volna energie (Zuker) [kcal/mol]
-8 m Volna energie (RNAfold) [keal /mol]
Volna energie (Crumple) [keal/mol]
-10
-12
-14

1 2 3 4 5 6 7 8 95 10 11 12 13 14 15

Pozice zkoumane sekvence v datasetu

Obr. 5-1: Graf porovnani volnych energii pro jednotlivé struktury
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Z grafu je patrné, jak se ziskané hodnoty volné energie lisi a shoduji. Energie ziskané
pro predikci Zukerovym algoritmem a algoritmem pro metodu Crumple s minimalizaci
volné energie jsou témer totozné 1 presto, ze vysledné struktury se li§i. To je s nejvetsi
pravdépodobnosti zptisobeno tim, Ze implementovany algoritmus pro metodu Crumple
vybira v pfipad¢ vice shodnym minimalnich energii tu strukturu, kterd je ve vyctu
polozena nejvySe. Neni tedy vyloucCeno, ze kdyby algoritmus pro metodu Crumple
eliminoval shody jinak, byly by predikce t€mito algoritmy téméf shodné.

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

Tabulka 5-2: Ohodnoceni implementovanych algoritmt

Senzitivita PPV F-skore

;::i:;cvee 0,8245 0,7425 0,7762

Predikce Zukera 0,7067 0,8400 0,7620

Predikce RNAfold 0,7365 0,8492 0,7830
Predikce Crumple

(maximalizace 0,7308 0,8079 0,7616

paru)

Predikce Crumple

(minimalizace 0,7976 0,9103 0,8442

energie)
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Ohodnoceni implementovanych algoritmd

N Algoritmus podle Nussinové

M Algoritmus podle Zukera

B RMAfold
Algoritmus pro metodu Crumple
(maximalizace bazowych para)

M Algoritmus pro metodu Crumple
(minimalizace volné energie)

PPV

F-skare
Obr. 5-2: Graf ohodnoceni implementovanych algoritma
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Z tabulky a grafu je patrné, Ze nejlepsi senzitivity dosahuje algoritmus Nussinové a
naopak nejhorsi algoritmus podle Zukera. Nejvyss§i hodnoty PPV a F-skore dosahuje
metoda Crumple s minimalizaci volné energie. Implementovany Zukertv algoritmus a
RNAfold dosahuji téméf shodnych vysledkd. Protoze RNAfold pouziva pro predikci
pravé Zukertv algoritmus, lze fict, Ze i implementovany algoritmus podle Zukera byl
uspésny. Celkove dosahuje nejlepsSich vysledkti metoda Crumple s minimalizaci volné
energie. Potvrzuje tedy myslenku vyslovenou v kapitole 2.2.3. Tato myslenka fika, ze
metoda Crumple je schopna odhalit nepseudouzlové struktury, které algoritmy
vyuzivajici minimalizaci volné energie neodhali.

Sekundarni struktury snejniz§i senzitivitou pro kazdy algoritmus, které byly
vykresleny pomoci funkce MATLAB rnaplot, jsou zobrazeny spole¢né se znamou
referencni strukturou na Obr. 5-3, Obr. 5-4, Obr. 5-5 a Obr. 5-6. Rozdily mezi znamou
sekundarni strukturou a predikovanou sekundarni strukturou jsou popsany pod
jednotlivymi obrazky.
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Obr. 5-3: Porovnani znamé sekundarni struktury (vlevo) a predikce podle Nussinové
(vpravo)

Z Obr. 5-3 je patrné, ze algoritmus Nussinové operuje s myslenkou o maximalizaci
bazovych para. Jim predpovézena struktura je tedy sparovana na v§ech moznych mistech
a nepredikuje tedy vznik velké vnitini smycky. Jedna se o sekundarni strukturu pro
nukleotidovou sekvenci RNA, ktera je v datasetu uvedena pod ID PBD 00168.

GUUG

/U \ T, O GCICG
AN : /

O Unpaired

[ N
/- SN 3
[ o=
/7 AN

GC/CG

O Unpaired \/A
G

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

Predikce Zukerovym algoritmem na Obr. 5-4 je téméf shodna se zndmou sekundarni
strukturou. Predikovana struktura obsahuje navic vlasenkovou a vnitini smycku a jednu
vydut’. Vnitini smycka na predikované struktufe vznika ve stejné oblasti jako vydut’ na
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znamé sekundarni struktufe. Jedna se o sekundarni strukturu pro nukleotidovou sekvenci
RNA, ktera je v datasetu uvedena pod ID PBD 00009.

. / 3
/7 e
// AUUA ‘\[“"‘*‘ / / AUIUA
C/ Yy GUUG \ ;i GUIUG

— O GCKee / o Goee
G O Unpaired C— O Unpaired

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

Metoda Crumple s maximalizaci bazovych pard na Obr. 5-5 se se znamou sekundarni
shoduje v celkem 4 parech bazi. Implementované metoda Crumple s maximalizaci
bazovych part zvolila jako nejoptimalnéjsi strukturu, ktera obsahuje navic vlasenkovou
smyCku a 2 vyduté. Stejné jako pro predikci Zukerovym algoritmem se jednd o
sekundarni strukturu pro nukleotidovou sekvenci RNA, ktera je v datasetu uvedena
pod ID PBD_00009.

) - /
s g sl
/ A S

~ AUUA
/ GUIUG AUTOA
O GC/CG ;
C

A O GC/CG
‘\TJ/ O Unpaired

O Unpaired

Obr. 5-6: Porovnani znamé sekundarni struktury (vlevo) a predikce podle metody
Crumple s minimalizaci volné energie (vpravo)
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Predikce metodou Crumple s minimalizaci volné energie na Obr. 5-6 se shoduje se
znamou sekundarni strukturou v prvnich tfech bazovych parech. Na rozdil od znamé
sekundarni struktury byla navic predikovana vlasenkova smycCka o velikosti 11
nukleotidt. I v tomto piipade se jedna o sekundarni strukturu pro nukleotidovou sekvenci
RNA, ktera je v datasetu uvedena pod ID PBD 00009.
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ZAVER

Bakalarské prace byla zaméfena na RNA, konkrétné na jeji sekundarni strukturu a
predikci téchto struktur. V teoretické Casti prace jsou predstaveny nejraznéjsi strukturalni
elementy sekundarni struktury a moznosti jejich vizualizace. Déle jsou popsany nékteré
experimentalni a vypocetni metody predikce. Vybrané vypocetni metody predikce byly
implementovany v programovacim prostiedi MATLAB. Kompletni soupis odevzdanych
souboru se nachazi v Priloze 2.

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

Vystupy vSech implementovanych algoritmi byly porovnany se znamymi
sekundarnimi strukturami a mezi sebou. Zukerav algoritmus a algoritmus pro metodu
Crumple s minimalizaci volné energie byly navic porovnany s vystupem webové aplikace
RNAfold. U téchto dvou algoritmt nebyly pozorovany pouze predikované struktury, ale
1 vypocty volné energie.

Ziskané hodnoty volnych energii byly téméf totozné i pfesto, ze predikované
struktury byly mirné odlisné. S nejvétsi pravdépodobnosti za to maze fakt, Ze algoritmus
pro metodu Crumple s minimalizaci volné energie vybird v piipadé shody minimalnich
volnych energii tu strukturu, kterd se nachdzi ve vy¢tu moznych sekvenci nejvyse.
Rozdily v hodnotach volnych energii mezi implementovanymi algoritmy a RNAfold byly
nejspiSe zpusobeny tim, ze webova aplikace RNAfold vyuziva pro vypocet volnych
energii energeticky model Turner 99. V bakalarské praci byly pro vypocet volnych
energie pouzity parametry energetického modelu Turner 2004.

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

Celkoveé se jako uspésnéjsi jevi pristup minimalizace volné energie oproti piistupu
maximalizace bazovych part. Algoritmy, které stimto pfistupem pocitaly dosahly
celkové lepsich vysledki nez algoritmy, které pocitaly s pfistupem maximalizace
bazovych para.

Algoritmy, které pocitaji s maximalizaci bazovych para pocitaji pouze s teoretickymi
znalostmi o formaci sekundarnich sktruktur. Naopak pfistup s minimalizaci volné energie
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pouziva pro predikci sekundarnich struktur experimentalné ziskané hodnoty volné
energie. Jeho predikce se tedy zaklada na ovéfenych znalostech, i proto je ziejmé predikce
pomoci tohoto pristupu Gspeésnejsi.
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SEZNAM SYMBOLU A ZKRATEK

Zkratky:

FEKT
VUT
RNA
DNA
OH skupina
mRNA
rRNA
tRNA
A

C

G

U

PPV

RTG

MFE

Fakulta elektrotechniky a komunika€nich technologii

Vysoké uceni technické v Brné
Ribonukleova kyselina
Deoxyribonukleova kyselina
Hydroxylova skupina
Mediatorova RNA
Ribozomova RNA
Transferova RNA

Adenin

Cytosin

Guanin

Uracil

Pozitivni prediktivni hodnota
Nuklearni magneticka rezonance
rentgen/rentgenova
Magneticka rezonance

Minimalni volna energie
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Priloha 1 - Kompletni dataset predikovanych struktur

ID RNA Znama . . Metoda Crumple | Metoda Crumple
STRAN sekundarni Predlkc.e pOfile Predikce podle RNAfold (maximalizace (minimalizace
D v2.0: struktura Nussinové Zukera périi) energie)
PDB
00009 ((C.....CCOMN (.. C.CCOMN (C.....C.)))) ((((Cyyeeovees ) ((CC-)--M) (e )
00028 (@) ((C.CCOM ()P (o)) (@) ()
00037 ((WwwoOM-M ((CwComm) (CACC-)-) (M) | Q-0 | )
00077 (@om ((CCcon (((Gm)] ()] ()] (((C--)
00097 ()] (O ((C.--)) (D) (D)) (D))
00118 (M) o), (o)) (o)) () ()
00151 (@) ((C.CON) (a»)] ()] ((CC-)) ((())))
ooteg | (G ((G)3) I I ((E (R (((62)))))) I I ((Cor PP (Cor ) 19 ) I I ((((((Crpeppees DB AR((((((G(E9)3)3) RR((((GE(Cn) )]
) ) ) ) ) )
00191 () (oM (.- () (.- ()
00212 (WO (WO (M) (.- ) (((CC-0)) (-0
00226 ((((GM))] (SR (&), (@), (@) ((((GM))]
00799 () (O (D)) (D)) -((C-)) -((C-))
01064 (@mm (O (- ;M) (- ;M) (- om) ()
00002 | ((CCCLAC- ) | (@C-ommN) | WG90 | W@ | @@ mm | QW@
Training (¢..0)) (¢..0)) «...)y | ... ..
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Priloha 2 - Soupis elektronickych priloh

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

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

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

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

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

NussinovAlgorithm.m — funkce, predikujici sekundarni struktury podle algoritmu
Nussinové.

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

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

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

CrumpleMaxPairsPrediction.m — funkce, predikujici sekundéarni strukturu

metodou Crumple s maximalizaci bazovych paru.

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

CrumpleSequences.m — funkce, predikujici vSechny mozné sekundarni struktury
metodou Crumple.

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

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

readme.txt — textovy soubor, popisujici vstupy, vystupy a navaznost vSech
odevzdanych elektronickych pfiloh.

Vsechny vySe uvedené elektronické pfilohy jsou podrobné popsany v textu

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