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Abstrakt

V tejto préci sa venujeme popisu stochastickychkbmetextovych gramatik a
kovariartnych modelov pouZzivanych na modelovanie sekundastrejktiry RNA
retazcov. Ako stiag’ prace sme zostrojili prehliatl&ovariartnych modelov, ktory ich
zobrazuje v grafickej forme, ktora je oproti texdow formatu ziskaného z Rfam
databazy prdladnejsia.

Abstract

In this work did we write about stochastic contbge grammars a covariance
models, which are used to model secondary strucfuRNA sequences. We have made
CMBrowser, that shows covariance models in grapHmam, which is much more

comprendious than textual form of covariance mofitels Rfam database.
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Uvod

Bioinformatika je pomerne novym vedeckym smeromniia len pred 20-30
rokmi, kvoli potrebe spracovavania rozsiahlych bgitkych dat. Preto sa v prvej
kapitole prace venujeme popisu aktualnych bioinfitiakych problémov.

V druhej ¢asti sa venujeme jednej z éastejSie rieSenych dloh v bioinformatike.
Jenou viacnasobné zarovnavanie sekvencii, ktorym geaaieSenie mnohych inych
problémov.

V poslednej kapitole popisujeme jedno z vyuZiti cWi@sobného zarovnania,
ktorym je zostrojenie kovarigného modelu. Ten slUZi na reprezentaciu primarnej
a sekundarnej Struktury DNA a RNA. Da sa zostrppmocou softvéru INFERNAL,
ktory je vd’ne dostupny na internete. Jeho pilas vé’mi pomohla pochopgi jeho

zostrojenie a zdrojové kdédy reprezentaciu dat \gemgrovanych suboroch.

Ako sltag’ prace sme zostrojili prehliatlakovariartnych modelov, ktory je
priloZzeny ako priloha na CD. Tento sliZi na intuidjSie grafické zobrazenie
kovariartnych modelov vytvorenych INFERNAL-om. Jeho vyzorowadanie

popisujeme na konci tejto prace.




1 Bioinformatika

Bioinformatika vznikla kvoli potrebe spracovavaniazsiahlych biologickych
informacii, ako je napriklad evaina historia, Struktira proteinov, DNA a RNA
retazcov. Zaobera sa vyuzitim informatickych technidlpgedovsetkym v problémoch
molekularnej bioldgie. Dve rozsiahtasti bioinformatiky sa tykaju analyzy genémov a
proteinov. Genbmom moZze tbypazvana kompletna mnozina DNA sekvencii kodujuca
dediny material prenasany z generacie na generacito TBIA sekvencie zahiaju

vSetky gény a képie fazcov RNA.

V z&iatkoch bioinformatiky bolo jej hlavhym diem vytvorenie a udrZiavanie
databaz do ktorych by sa ukladali biologické infaoe, ako napriklad nukleotidy
a re&’azce aminokyselin. Tieto databazy mali nielen sypist vedcom data, ale mali im
umoznt’ aj vkladanie novych dat. Preto vSak muselit lstanovené normy pre
reprezentaciu tychto dat. Samotny proces analyategoretacie dat je ozdavany ako
vypoctova biologia. Medzi dnesné bioinformatické databgatria napriklad GenBank,
Rfam, PROSITE, Pfamg¢i National DNA database. Databazou s bioinformatick
¢lankami a vedeckou literattrou je PubMed Central.

Medzi hlavné problémy bioinformatiky a vy§tovej bioldgie patri rozvoj
a implementacia nastrojov, ktoré umoznia efektiynistup a vyuzitie réznych typov
informacii. Dalsim rieSenym problémom je vyvoj novych algoritmavatematickych
formdl a Statistik waka ktorym by sa dala ohodnofpribuznog medzi jednotlivymi
¢lenmi rozsiahlych mnoZzin dat. Tu patria metddy diadanie génov v sekvenciach,
predpovedanie proteinovej Struktury a funkcie &apsvanie proteinovych sekvencii

do rodin obsahujucich pribuzné sekvencie.
Z konkrétnych problémov, ktoré riesi bioinformatikeZzeme spomeridieto:

1. Zarovnavanie sekvencii — ide o sp6sob usporiadania dvoch, alebo
viacerych réazcov DNA, RNA alebo proteinov na identifikaciu
podobnychéasti, ktoré mézu hydbésledkom funénej, Strukturalnej, alebo
evolwnej pribuznosti medzi tymito tazcami. Tento problém a niektoré
metddy jeho rieSenia je popisany v kapitole 2 tpjtce.

2. Vyhladavanie génov-— tyka sa predovSetkym wviddavania usekov
sekvencii genotypovej DNA. Medzi tieto Useky pagény kodujuce rézne
proteiny a RNA gény.




. Spajanie gendmov- ide o spajanie mnozstva kratkych DNA sekvenaii n
vytvorenie reprezentéacie pévodného chromozomupzkb DNA vznikla.
Tieto kratke DNA sekvencie vznikaju na zaklade ektj ,Shotgun
sequencing®, ktory rozdeli DNA na miliony kratky¢hsti. Tie su potom
naitané pomocou zarovnavacieho stroja. Algoritmuspeganie genémov
tieto sekvencie zarovna. Na miestach, kde sa 2eseke prelinaju sa mozu
spoji dokopy. Tento probléem je zlozity pretoZze genOmysattuju
podre’azce, ktoré sa opakuju.

. Zarovnavanie proteinovej Struktary — Strukturalne zarovnavanie je
forma zarovnavania sekvencii zaloZzena na poroviavavaru

a trojdimenzionalnej Struktdry.

Predpovedanie proteinovej Struktary — ide o predpovedanie
trojdimenzionalnej Struktlry proteinov na zaklag&wencie aminokyselin.
Tato metdda je dblezita napriklad v medicine prirnavani liekov, alebo

v biotechnoldgii pri navrhovani novych enzymov.

Uréovanie funkcie proteinu — na rieSenie tohto problému zdtia
neexistuju vhodné data. Momentalnym T'o® je zostroffi databazu
obsahujucu reakcie proteinov. Najprv vSak trebaonf vhodny spdsob

ich reprezentécie.

Modelovanie evol&nej historie — ide o zoskupovanie sekvencii na
zéklade ich podobnosti do stromu. Takyto fylogemksti strom potom

reprezentuje zmeny v sekvenciackigmevollcie.




2 Viacnasobné zarovnavanie sekvencii

V nasledujucegasti sa budem podrobnejSie venbwdacnasobnému zarovnaniu
sekvencii, ktoré je v bioinformatike jednou zdaatejSie rieSenych uloh. Je prvou fazou
rieSenia mnohych zlozZitejSich problémov, ako ndadk ugovanie sekundarnej
Struktury RNA, konsStrukcia fylogenetického strontuidentifikacia ¢asti DNA alebo

proteinov, ktoré savisia sditou funkciou.

Zarovnanie dvoch razcov, spéiva vich doplneni o medzery a zapisani
jednotlivych znakov pod seba. Pre nas je doleiitéestni’ medzery na spravne miesta

tak, aby boli podobné&asti zarovnané pod sebou(Obr. 1).

Obr. 1 Zarovnanie reazcov qacdbd a gavxb

Aby sme mohli naj$s najvhodnejSie zarovnanie potrebujeme ho najpnakeej
definova’. VyuZiva sa na to algoritmuslit distance ktory zarovnanie ohodnoti ptal
poctu a typu zmien potrebnych na to, aby sme pré@zec zmenili na druhy. Povolené
zmeny su vloZenie znaku do prvéha’azca, vymazanie znaku z prvéhd’azca
a nahradenie znaku v prvonragci znakom z druhéhoti@zca. Kazda z tychto zmien
ma svoje ohodnotenie (obvykle 1, ak s danym znakammusime vykonaZzZiadnu
operaciu pretoze sa zhoduje so znakom v druhatazee hodnotime to obvykle 0).
Ohodnotenie zarovnania je rovn&slvsetkych potrebnych zmien vynasobenych ich
ohodnotenim.

Za optimalne zarovnanie sa povazuje zarovnaniensmalnym edit distance
ohodnotenim. Optimalne zarovnanie dadé pomocou dynamického programovania.
Pre 2 réazceS, a$ sa vypdaita tabdika vzdialenostD, v ktorej D(i, j) je najmensSie
ohodnotenie operacii potrebnych na zmenu pniyoakovS, na prvychj znakovS,.

Na jej vyp@et sa pouzivaju tieto zakladné vzorce:
D(i,0)=i
D(0,})= |
D(i,j)=min[D(i -1, j)+1D(i, j -1)+1D(i -1 j —2) +t(i, j)]
Pricomt(i, j) = 0 ak S (i) = S(j), inakt(, j) = 1.




Priklad tabuliek vzdialenosti a k nim prislichagicizarovnani je v Tab.1 a
Obr. 2.

AlIB|C|A A|IB|ClA AlA|B|C
0|12 3| 4 0|12 3| 4 0O(1|2|3 4
Al1]0|1]| 2] 3 Al1]0]|1| 2| 3 Al1]0|1]| 23
Al2|1|1]2] 2 Al2(1|1| 2] 2 Al2]1/0[1|2
Cl3(2|2|1)|2 B|3|2|1|2] 3 Cl|3|2]1/1|1
Ald4|3| 3| 2|1 Cl4,3|2[1]2 Ald413|2|2]|2

Tab. 1 Priklad tabuliek tabuliek edit distance prekazdu dvojicu z retazcov AACA, AABC, ABCA
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Obr. 2 Zarovnanie retazcov pod’a vzdialenostnych tabuliek z Tab. 1

Viacnasobné zarovnanie(Obr.3) sa tyka zarovnavanacerych réazcov.
V bioinformatike predovSetkym DNA, alebo RNAtezcovi proteinovych réazcov,

ktoré nazyvame sekvenciami.
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Obr. 3 Priklad viacnasobného zarovnania sekvencii




Vypocet optimalneho zarovnania jgasovo narény — patri medzi NP-UpIné
problémy. Preto su vSetky doterajSie algoritmy zaf@ na heuristik&o spdsobuje, ze
rieSenie nemusi liyoptimalne. Existujdce algoritmy sa roZdgl do troch skupin:

1) Exaktné algoritmy — pouZivaju prepracované heuristikg@akacomu su
rieSenia blizke optimalite. Su vSa&sovo vémi narané, a teda pouziteé
len pre maly peet sekvencii (obvykle menej ako 20).

2) Postupné (progresivne) algoritmy— konStruuji zarovnanie postupnym
pridavanim sekvencii k uz zarovnanym. Tieto metsdynajpouzivanejSie
predovSetkym kvoli ich rychlosti a jednoduchej implentécii. Napriek
tomu, Ze su heuristické poskytuju dostat presné vysledky.

3) lterativne algoritmy — hnel’ na zdiatku vygeneruju zarovnanie, ktoré
potom iterativne vylepSuju. Kéia ked’ uz sa rieSenie viac spresmeda.
M6zu by stochastické, alebo deterministické. Determirkstiobvykle

pracuju tak, Ze ndhodne vyberu sekvenciu a znozarovnaju.

2.1 Exaktné algoritmy

Exaktné algoritmy dokazu skonStruévaajoptimalnejSie viacnasobné zarovnanie.
Ohodnotenie viacnasobného zarovnania je vSak & nigozitejSi problém ako
ohodnotenie zarovnania 2tezcov. Jednym z moznych rieSeni je sum-of-pairs(SP)

ohodnotenie, ktoré je &tom ohodnoteni jednotlivych dvojic zarovnanych seloii.

Exaktné algoritmy vznikajui na zé&klade dynamickéhoogpamovania a
zovSeobecnenia algoritmov slUZiacich na zarovn&a sekvencii. Pre n
zarovnavanych razcov vSak musia zostrojazn-rozmerné pole vzdialenosti, takZe ich
zlozitog® velmi rastie so zwBujucim sa p&tom re’azcov. ZvésSa sa daju pouZina
zarovnanie 5 - 20 sekvencii. Patri tu metdda pjgenie minimalneho SP ohodnotenia
zaloZzena na dynamickom programovani. Tato metédarFak prilis v&ka zlozitog'.
Pri k sekvenciach, z ktorych kazda nidkil n je to a®@(n“). To je dévodom, Ze sa da

vyuZzit' len pri malom pé&te sekvencii.

Carrillo a Lipman[2] navrhli spdsob redukcie vypav nutnych na zostrojenie
optimalneho SP-zarovnania. Jej rozSirenie bolo ipbwZprograme MSA[3]. V MSA je
predchadzajuci algoritmus upraveny tak, aby pracevaanom smere. Po vyplneni
D(i, j, K) sa jej hodnota poSle tym siedmim bunkam, ktoréemd#plyvni’. Carrillove

a Lipmanove urychlenie ¢ir eSte pred zZgatkom hlavného vyptiu ktoré uzly z neho
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moéZu by vynechané. V pripade 3 tazcov tento algoritmus najprv dase O(n°)
vypacita ohodnoteni@n (i, j) ,kdemnU {1, 2, 3} zarovnania dvoch sekven@&i(i...n)

aS(j...n). NajkratSia cesta, j, k) do(n, n, n) je minimalne:
di, (i, §)+ds(i. k) + ds (i K)

Pri tomto urychleni sa na &atok zoberielubovd’né zarovnanie sekven&i, S
aS; Ak je jeho ohodnotenie rovng tak z vyp@tu mdzeme vyldit' vSetky uzly, pre

ktoré plati:

D(i, j,k)+dy, (i, j)+dy,(i. k) +d,4(j,k) >

2.2 Postupné (progresivne) algoritmy

Progresivne algoritmy vyuzivaju heuristiky na pestin konstrukciu zarovnania.
Zaginaju obvykle tak, Ze zarovnaju malu skupinkdmae podobnych sekvencitgsto
len 2). Nasledne k vzniknutému zarovnaniu pridavdiplSie r&azce. Medzi sebou
zarovnavané sekvencie si 28a vyberaju na z&klade stromu a vysledné zarovianie

s nim konzistentné:

Nech Sje mnoZina obsahujica ktezcov arl je strom, v ktorom kazdy uzol je
oznaeny jednym z tychto fazcov. Viacnasobné zarovnameretazcov zS nazyvame
konzistentnym so stromomT, ak pre kazdeé dva susedné udlya § je ohodnotenie

ich zarovnania Wl rovné ich minimalnej edit distancB(S, S)).

K tymto algoritmom patri napriklad metdéda centear,sstktora zostrojuje

viachasobného zarovnania konzistentného so stromotvare hviezdy(Obr. 4).

Vrcholom stromu je méazec S, pre ktory je hodnotaZSDSD(S,,Sc) minimalna.

V tomto algoritme potrebujeme pre kazdyk etfazcov patriacich doS vypcitat
zarovnanie 2 m@azcov pomocou edit distance, ktorého zloZitgs O(n®). Celkova
zloZitog’ tohto algoritmu je ted®(k*n®). Zarovnanie, ktoré ziskame touto metédou ma
v najhorSom pripade SP ohodnotenie blizke dvojridsathodnotenia optimélneho

zarovnania.

11



Ss

S, S,

Obr. 4 Center star strom pre 7 rd&’azcov

Je uzit@né vedi€ ovplyvnit’ viacnasobné zarovnaniefazcov na zaklade znamej
evolwnej historie, aby sme mohli lepSie zarowrsekvencie pribuznych organizmov.
Evolutna histéria je reprezentovana ewvwlym stromom(Obr.5)., ktorého listy
reprezentuju zname sekvencie existujucich organizeeonutorné uzly reprezentujd
nezname sekvencie ich predkov. Aby smelpdgllogenetického stromu mohli vytveri
zarovnanie, musime teda najpr¢itrvhodné sekvencie pre jednotlivé vnutorné uzly.
Tato operacia sa nazyva fylogenetické zarovnamdnym z pouzivanych algoritmov
na jeho vypoet je algoritmus Lifted Alignment, kde je kazdémoutornému uzlu
priradeny réazec, ktorym je ozrany aj niektory z jeho potomkov. Ak ozfime k
pocet listov stromuT aN celkov( dzku re’azcov, ktorymi st ozm@né budeiasovéa
zloZitog’ tohto vypétu O(N? + k), pricom O(N?) je zloZitos' predspracovania(vyptu
D pre vSetky dvojice t@zcov).O(K?) je zloZitos vypaitu d pre jeden vnitorny uzol.

v,=abca V;=aaca Vg=aabc V,=abac

Obr. 5 Priklad fylogenetického stromu

2.3 lIterativne algoritmy

Iterativne algoritmy pracuju podobne ako progresjvale na rozdiel od nich
v iterativnych krokoch opravuju vzniknuté chyby tpdoym zarovndvanim vybranych

12



retazcov k vzniknutému zarovnaniu. Algoritmus kgrked’ uz nie je mozné zarovnanie
viac vylepst.

Prikladom je metdda opakovanych motivov. Tato meeuigiva vo vyifadavani
najdihSich podmazcov, ktoré sa opakuju v mnohych zarovnavanychvesekéch.
Tento podréazec sa zvykne nazytwanotiv. Po ngjdeni motivu sa gadneho zarovnaju
vSetky sekvencie, ktoré ho obsahuju. Na zarovnamigku sa rekurzivne pouziva
rovnaky algoritmus. Sekvencie, ktoré neobsahuju iimaa zarovnju samostatne

a pripiSu k zarovnaniu tych s motivom.

13



3 Stochastické bezkontextové gramatiky (SCFG)
a kovarian ¢éné modely (CM)

Na modelovanie primarnej a sekundarnej StrukturyAR&AIDNA re’azcov sa
v bioinformatike vyuZivaju viacero metdd. Patria dme ne napriklad stochastické
bezkontextové gramatiky a kovartam® modely, ktoré popisujem v tejto kapitole.
KedZze RNA ani DNA nie su nahodnétezce, ale ich zloZenie zavisi od funkcie
a organizmov existuju pre ne dadtoho rézne gramatiky a kovartax@ modely.
Kovariartny model je svojim spésobom akymsi nahradenim gtiagna je mozné ho
na nu prepisd, rovnako ako je mozné zo stochastickej bezkontextgramatiky
vytvorit’ kovariargny model.

V RNA nukleotidy adenin(A), cytozin(C), guanin(G)umacil(U) interaguju
a formuju charakteristick sekundarnu Struktlror&treprezentuje jej 3D tvar. Sklada
sa zo Spiral a réznych druhov &kk(). Sakakibara[9] ukazal, Ze tento jej tvar mbye

popisany pomocou bezkontextovych gramatik..

UA
C G
a0
2 a8 G
&5 &
AP %A B Lug aAUy ark
G GAAUUA UG e %g
! ACUADU  AC C g 4
GU.y AC Pach G.a
GUGCGUaACACUUCGAACGChCUUGCG~UAGGC
ot Cu%
£ :
J¢ H. sapiens 5.8S rENA G
0 &
U L
A acY
G
U

G
%
GP"U

Youcae

Obr. 6 Priklad sekundarnej Struktury.
Jednoduchy spbsob reprezentacie sekundarnej Styujglpomocou zatvoriek.
Napriklad ( ((((....))))) reprezent@giralu zloZenu z piatich parov nukleotidov

asli&ku zo Styroch nukleotidov. V takomto zapise je v&&d¢ké interpretoua
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zloZitejSie Struktdry. JednoduchSie je to pomocouUS®B notacie(Washington

University Secondary Structure notation - Obr.Tg.pouZiva nasledujlice znaky:
1. ,<>" nareprezentaciu jednoduchych koncovych&pir

2. ,( )" na reprezentaciu vnuatornych Spiral ukaofucich rozdelenia

obsahujuce len koncové Spiraly.

3. [ ]° na reprezentaciu vnutornych Spiradl ukagicich rozdelenia

obsahujuce aspigednu slé¢ku ozn&ena ,,( )“.
4. { } na reprezentaciu vSetkych vnutornych Spirédkamcujucich hlbSie
rozdelenia.
» _ - nareprezentaciu koncovych s&iek.
» - - Na reprezentaciu vypuklych a vnatornychcsék.
., Nareprezentaciu zvyskov v rodbeacich sldkéach

.. " nareprezentaciu samostatnych viakien mimualgtiry

© ®© N o O

. - Nareprezentaciu vioZeni nepatriacich do zegstruktiry

10.Na reprezentéaciu jednoduchych pseudouzlov(Obrag)osiZziva ozngnie

JAa“, napriklad <<<_AA___ >>>ad)alsie pseudouzly mézu bpznaené

,Bb*, ,Cc", atd..
nestrukturované viakno
5\‘ 5! lv
A A 1
A /3 ' Al y 3" vypukla sluéka
CeG CeG
GeC Ge C . .
G : : : : (¢ oncova slucka
GeC viachasobne rozdelenie Gel
AU AU }
A, B G _cc. g A & 5. e
ACC GU CcG C A C C G U CG C
C o o o L) L) U C o o o LI ) o o U
AUGGA UCAUGCU AUGG CAUGCU
U )4 U \
koncova spirala vnutorna slucka
e ((((,<<< >>>,, ,<<-<< >>-=->>,))-))

AACGGAACCAACAUGGAUUCAUGCUUCGGCCCUGGUCGCG
Obr. 7 Priklad WUSS notéacie sekundarnej Struktary
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Obr. 8 Pseudouzol v sekundéarnej Struktare

3.1 Stochastické bezkontextové gramatiky
Bezkontextova gramatika je je StvoriGa= (N, T, P, S v ktorej:
1. N je kon€na mnozina neterminalovych symbolov
2. Tje kon€na mnozina terminalovych symbolov,Jom NNT =&
3. P je mnozina pravidiel typlA — a, kde AON,a O(NUT)*

4. Sje netermindlovy Startovaci symbol

Pod’a konvencie sa neterminalové symboly zvyknu o6awa velkymi
pismenami aterminalové symboly malymi pismenamiavidla popisuju, ako
gramatikaG generuje réazce terminalovych symbolov postupom krokov(odvaaén
z&inajuc Startovacim symbolomS. Ak sa vréazci zlozenom z terminélov
a neterminalov najde znak, ktory sa nachadzBamej strane niektorého pravidla moéze
sa prepisarefazcom z pravej strany tohto pravidla. Odvodeniec¢koked” uz sa na
odvodzovany réazec neda pouZi ziadne pravidlo. Jednoducha bezkontextova
gramatika generujlica slova typlb" (slova, v ktorych za razcomn &ok nasleduje

retazecn b&ok) méze vyzemanapriklad takto:
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Znake znamena prazdny ttazec. Odvodenie slova aaaaabbbbb by v tejto

gramatike vyzeralo takto:
S - a%h - aaShb — aaaShbb - aaaaSbbbb - aaaaaSbbbbb - aaaaabbbbb

Moznog’ pouZzitia pravidiel typuA - aBcnam dovduje generova refazce na
zaklade sekundarnej Struktiry RNA, pretoze mozZerapevd znaky, ktoré sa
navzajom spajaju v jednom kroku. Bezkontextova gt#ita pre RNA réazce vyzera
takto:
={s
{ac.g.u}

S

N
T
S
S-aly S-aS S-S S5 SS
S-uxa S-¢cS S S-¢

S—»C% S—>gS S—>$
S—>g&: S-uS S

Odvodenie pomocou bezkontextovej gramatiky ma elegea reprezentaciu —
takzvany parsovaci strom na ktorom dobre ¥idiekundarnu Struktdru RNA. Priklad

takéhoto stromu uvedeny v [8] je na Obr. 9.

3OV 4O E QY

's) U89 EN KR

a=u g=c¢ a=u (!l ) g=c

| S | | S| | S| N/ [ S|

S g—¢ g—T¢C g—T¢C g=¢

A A~G 1 S 1 S | S| 1S |

c.U C ¢ g u=a ‘a u=—a
A G G ¢ I S | S S| | S

c. U G A a’g 934 g @ 95 ‘

c uU”A 1.5 1 | 2 |

AA Gc | S | S S | S |

1 I 4 L

(Y (1 (5 i

RN/ "/ N

Obr. 9 Sekundarna Struktira RNA a parsovaci strom nazoriujuci jej odvodenie

Rozdiel medzi bezkontextovou gramatikou a stocblsti bezkontextovou
gramatikou spé&iva vtom, Ze je kazdému jej pravidlu priradenavgepodobnag
s ktorou sa pouziva. To nam pre zmenu ufm@ zahrnél do vypd@tu aj bezné zmeny
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v sekvenciach(inzercie, delécie a substitlcie jdotyoh znakov) vznikajuce p@s
vyvoja.
Stochastick& bezkontextova gramatika je teda p&iegN, T, P, S Pr) v ktorej:
1. N je kon€na mnozina neterminalov
2. Tje kon€na mnozina terminalov, gom NNT =&
3. P je mnoZina pravidiel typlA - a, kde AON,a O(NUT)*
4. Sje Startovaci symbol

5. Pr je funkcia Pr:P - (01), ktord kazdému pravidlu z P priradzuje
pravdepodobnasieho pouZitia z interval o)

Pravdepodobnds pravidla A - a ozn&ujeme Pr(A - a) a pre konkrétny

neterminalovy symbaoA plati:
Z(Aqa)DPPr(A S a)=1

Pravdepodobndsodvodenia réazca a sa pd@ita ako stin pravdepodobnosti
vSetkych pravidiel pouzitych pri jeho odvodzovamhacnenych na pet pouZziti
a ozng&uje saPr(a)

Jednoduchy priklad SCFG:

N ={A B,C,D}
T ={a,b,c}
S=s
S - ABC B-b
A - aAa C - cCc
A- a C - Cabc
B - bBb C-¢
P{S — ABC)=1 P{B - b)= 04
PA - aAa)= 055 PrC - cCc)= 075
PA - a)=045  PrC - Cabc)=01
Pr(B - bBb)= 06 PrC - £)=015

P=

Odvodenie réazca aaabbbbbcccabcc by v tejto gramatike vyzéakto:

S . ABC - aAaBC - aaaBC - aaabBbC - aaabbBbbC - aaabbbbbcCc -
- aaabbbbbcCabcc - aaabbbbbccCcabee - aaabbbbbcccabee
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Jeho pravdepodobndge:

3.2 Kovarian €éné modely

Pr(aaabbbbbcccabee) = Pr(S - abc)x Pr{A - aAa)xPr{A - a)x
xPr(B - bBb)* xPr(B - b)xPr{C - cCc)’ xPr(C - Cabc)xPrC - &)=
=1x 055x 045% 0,6° x 0,4x 0,75 x 01x 015= 0,0003007125

Kovariartny model je Specialna SCFG architektira pozostéeajio skupin

modelovych stavov, ktoré suvisia so sekundarnouk&irou RNA. Dalo by sa tiez

povedd, Ze je to automat. Vznik4 na zé&klade viacnadsobrzé@novnania a sekundéarnej
Struktary(riadok v zarovnani na zaklade WUSS nefacMa sedem typov stavov

a produknych pravidiel uvedenych v Tab. 2.

Typ Popis oravidio Emisna Prechodova
stavu pravdepodobnog’ pravdepodobnog’

P emituje par | P - aYb e, (a,b) t,(Y)

L emituje vavo | L - aY e (a) t,(Y)

R emituje vpravo| R - Ya e,(a) t,(Y)

B rozdvojenie B-SS 1 1

D vymazanie | D - Y 1 t,(Y)

S zatiatok S-Y 1 t,(Y)

E koniec E-e¢ 1 1

Tab. 2 Typy stavov v kovariarénom modeli

Ll << >
.AAGACUUCGGAUCUGGCG.ACA . CCC.
aUACACUUCGGAUG-CACC.AAA . GUGa

.AGGUCUUC-GCACGGGCAgCCAcUUC.
1 5 10 15 20 25 28

> 2>, <<-<. - > BN

Obr. 10 Priklad zarovnania s 1. riadkom reprezentuficim sekundarnu Struktiru vo WUSS notacii

uvedeny v [10]
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Kovariartny model pozostava z mnohych stavov tychto siedntypbv. Kazdy
Z nich ma svoju vlastni emisnu a prechodovu pravdiepnos ako aj vlastnd mnozinu
stavov, do ktorych moéze prechadz&pola@né zakladné pary su modelované pomocou
stavov typu P, spotmé jednovlaknové zvySky pomocou stavov typu L arRercie
pomocou d’alSich stavov typu L a R, delécie pomocou stavoputy a celkova
sekundérna Struktira na zaklade stavov typu SEB a

Zostrojenie CM je mozné pomocou softvéru INFERNALQry najprv vyrobi
pomocny binarny strom uzlov reprezentujucich selénnmd Strukttru. Tychto uzlov je

osem typov uvedenych v Tab. 3.

Uzol Popis Typ stavu
MATP par P
MATL jednovldknovy zvySok Ravo L
MATR jednovldknovy zvySok vpravo R
ROOT vrchol S

BIF rozdvojenie B
BEGL z&iatok l'avej vetvy S
BEGR z&iatok pravej vetvy S

END ukoncenie vetvy E

Tab. 3 Typy uzlov v pomocnom strome

Kazdy z tychto uzlov bude nakoniec obsahbjeglen alebo viac stavov. Pomocny
strom koreSponduje so zhodujucoutag’ou zarovnania. Pre jednotlivé sekvencie vSak
eSte treba oSefriinzercie a delécie. Pomocny strom je kostrou rmaektiNFERNAL
stavia kovariatny model. Uzol MATP napriklad obsahuje stav typuaty mohol
vymodelova& zhodujlci sa zakladny par, ale dplSie stavy, ktoré sa postaraju
o pripadné viloZenie alebo vymazanie znakti veda tohto paru.

Vrcholom pomocného stromu je ROOT, na zndzorneaia j& pouzité MATP, na
zhodné nespéarovandste zarovnania MATR a MATL. Na rozvetvenie sa puaBIF
ahne’ za nim ako zaatok pravej strany BEGR ad&atok l'avej strany BEGL.

Ukorgenie vetvy sa znéazimje pomocou END. $ice s vkladanymi znakmi, ktoré nie

20



su v zhodnych ¢astiach sa pri vytvarani pomocného stromu ignorupiiklad
pomocného stromu je na Obr. 11.

2{{MATL 2]
3MATL 3]

4qMATP_6p14 15 MATL 16]
5 13 16 27
[MATR_8]>12 174 MATP 1826
6qMATP_Op11 18 MATL 19]
7{{ MATL 10] 19 25
8 MATL 11] 21 MATL 21]
9 MATL 12] 22{{MATL 22]
10{[MATL 13] 23 (MATL 23]

Obr. 11 Priklad sekundarnej struktiry zarovnania na Obr. 10 a jemu zodpovedajuceho

pomocného stromu taktieZ uvedeny v [10isla oznauiju stipce zarovnania.

Aby bolo zostrojenie pomocného stromu jedn@méa dodrZiavaju sa tieto
pravidla:
1. Ak je mozné poufiuzol typu MATL namiesto MATR, tak sa pouZije.
2. Pri opise vnutornych okruhov sa pouzZivaju uzly tWATL pred uzlami
typu MATR.
3. Uzly typu BIF sa pouzivaju len ak je to naozaj rfawytné.
4. Ak je potrebné viacnasobné rozdelenie rozdelimpmaj.j na 2¢asti i..k
a k+1..j tak, aby bola ichizka¢o najzhodnejsia.
Kvéli tomu, Zze CM musi rieSiaj mazania a vkladanigasti RNA, ktoré nie su vo
viachasobnom zarovnani zhodné je kazdy uzol zlozew@cerych stavov. Napriklad
v uzle typu P musi lymozné okrem vloZenia paru aj vymazanie ktorélioéb z jeho

¢lenov, ako aj vloZzenie nezhodnych zvySkov. V Tale uvedené na aké stavy su

rozélenené jednotlivé typy uzlov.
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Uzol Stavy

MATP MP MR ML D IR IL
MATL ML D IL
MATR MR D IR

ROOT SILIR

BIF B

BEGL S

BEGR SIL

END E

Tab. 4 RoZlenenie uzlov na stavy

Stavy MP, ML a MR su @ené pre zhodnéasti zarovnania, stavy IL a IR su
uréené na vkladanie znakov, ktoré sa v zarovnani riegtis ostatnymi v danomigti.
V [10] rozdd'uju stavy do 2 skupin. V prvej su stavy MP, ML, MB, S, E aD,
v druhej stavy IL a IR. Zatla¢o z prvej skupiny je v kazdom uzle navstiveny prave
jeden stav, z druhej skupiny nemusit byavstiveny ani jeden, resp. méze icht’ by
navstivenych viacero. Dokonca je mozné v jednone umvstivi ktorykd'vek stav
z druhej skupiny viac krat. Zo stavu B sa da dbd#ita do stavov S v nasledujlcich
uzloch typu BEGL a BEGR. Pre ostatné uzly plagizkazdého stavu z prvej skupiny
sa da dostado kazdého stavu druhej skupiny toho istého uzla kazdého stavu prvej
skupiny nasledujuceho uzla. Stavy druhého typu rhaginu do kazdého stavu prvého
typu nasledujiceho uzla a do seba samého. Okrem nt@h eSte stav typu IL hranu

smerujdcu do stavu IR v tom istom uzle.

Aby sme ziskali prechodové a emisné pravdepodobikgstnotlivym hrandm
musime pre kazdl sekvenciu zo vstupného viachdbkobrEarovnania zostrdji

parsovaci strom na zaklade vytvoreného kovénaho modelu.
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Obr. 12 Priklad parsovacieho stromu pre druhd sekvaciu z Obr. 10 uvedeny v[10]

3.3 CM Browser

Kovariartné modely vygenerované INFERNAL-om maju nepesima textovu
formu(Obr. 13). Preto som spravila prehliadetory zobrazuje INFERNAL-om

vygenerované CM vo forme grafu(Obr. 14).

[ MATL 11 ]

M 60 596 62 3 -8.106 -0.019 -6.760 -0.328 0.844 -0.972 -0.155

D 61 596 62 3 -6.281 -1.474 -0.673

IL 62 623 62 3 -1.442 -0.798 -4.142 0.660 -0.612 -0.293 -0.076
[ MATL 12 ]

M 63 623 65 3 -8.117 -0.019 -6.771 1.658 -2.070 -2.065 -1.443

D 64 623 65 3 -6.174 -1.687 -0.566

IL 65 653 65 3 -1.442 -0.798 -4.142 0.660 -0.612 -0.293 -0.076
[ MATL 13 ]

M 66 653 68 3 -8.117 -0.019 -6.771 -0.783 -1.219 -1.577 1.408

D 67 653 68 3 -6.174 -1.687 -0.566

IL 68 683 68 3 -1.442 -0.798 -4.142 0.660 -0.612 -0.293 -0.076
[ MATL 14 ]

M 69 683 71 3 -6.837 -0.511 -1.788 1.486 -1.722 -1.238 -1.082

D 70 683 71 3 -5.620 -0.734 -1.403

I 74 713 71 3 -1.908 -0.570 -4.061 0.654 -0.640 -0.301 -0.039
[ MATR 15 ]

MR 72 713 74 2 -7.909 -0.006 -0.027 0.748 -0.956 -0.279

D 73 713 74 2 -6.324 -0.018

IR 74 743 74 2 -1.823 -0.479 0.660 -0.612 -0.293 -0.076
[ BIF 16 ]

B 75 743 205 76
[ BEGR 57 ]

s 76 751 77 5 -7.227 -0.116 -4.048 -7.255 -8.146

. 77 772 77 5 -2.408 -0.496 -4.087 -5.920 -5.193 0.660 -0.612 -0.293 -0.076

[ MATP 58 ]
Obr. 13 Uryvok kovarianéného modelu vygenerovaného INFERNAL-om
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IL 55 IR 59
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Obr. 14 Cag’ kovarianéného modelu vygenerovana CM Browserom

Prechodové pravdepodobnosti jednotlivych hrdn S0Mv Browseri vypisané
ved’a modelu vo forméte aky je vidi@ma Obr. 15.
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MF 42
SpIL g6 =01743%
- IR 4F =0.1818%
-3 AP 42 = OB A23Y
-3 bl 49 = 04245 %
-x MR A0 = 03498 %
-» 061 = D.2660%

MP 43
s»ILE2 =01740%
-x IR 63 =0.1814%
-3 AP 54 = OB AZ3Y
-3 AL 85 = 0.4239%
-3 MR 86 = 0.23491%
-» 067 = 02655 %

MP 54
-3 IL &8 = 0.8440%
-x IR 89 = 0.6288%
-+ ML 60 = O6.059%
-» 061 = 2.4064%

ML ED
-3 IL G2 = 0.3620%
-3 ML 63 = D5.691%
-x D64 =0.0226%

ML 43

s3Il 6= 122330
-x IR 47 = 0.9634%
-3 AP 4 = 308049
-3 bl 49 = 40 487 %
-x MR A0 = 1 5603 %
- 061 = 6.O685%

ML 43

-3 IL &2 = 12665 %
-» IR 63 = 0.0964%
-3 AP g = A 3TOY
-3 AL 55 = 40 106%
-3 MR 86 = 1.1056%
-» DEF = 6.1256%

ML 55

-3 IL &8 =7.3302%
-» IR 59 = 64569 %
-» ML GO = FOOG12 %
-» DB = 15.582%

DEA

-3 IL G2 = 1.2850%
-3 hAL 63 = 35.008%
-» D64 = 62.720%

MR 44

-»IL 46 =0.7877 %
- IR 4F = 1.9011%
-3 AP 4 = 32 A0
-3 bl 49 = 1.0303 %
-» MR A0 = 56.291%
-» 081 = 6AG15%

MR 50

-3 ILE2 =0.7845%
-x IR 63 =1.8032%
-3 AP G4 = 32 7149
- AL 85 =1 0223 %
-» MR 86 = 56.058 %
- D67 = 6.E202%

MR 56

-3 IL &8 = 352550
-x IR 89 =6.0108%
-x ML GO = 3003128
-» D61 = 50254

IL B2

-3 IL G2 = 36.805%
-3 ML 63 = 57 .514%
-» O 64 = 5664 %

045
-»IL 46 =01877%
-3 IR 47 = 0.4626%
-3 AP 42 = 85200%
-3 AL 49 = 580249
-: MR A0 = 52483 %
-» 061 = FOUAE4%

D &4
- ILE2 =01861%
-» IR 63 = 04587 %
-3 AP G54 = 844049
-3 ML 85 = 52665 %
-3 MR 86 = 6.6155%
-» 067 = Fo.004%

D&7
-3 IL &3 = 4.2150%
-» IR 89 = 52556 %
-+ ML 60 = 20.804%
-» D61 = 60737 %

IL 4E

-»IL 46 = 167350
-3 IR 47 = 12.946%
-3 AP 42 = 50.049°%
-3 bl 49 = A4 A2B6 T
-x MR A0 = 2 5844 %
s OE =327

IL &2

-3 ILE2 = 167350
-x IR 63 = 12.046%
-3 hAP 54 = 50.049°%
-3 AL 85 = 4 4286
-3 MR 86 = 2.5844%
- DEF =3271%

IL &5

-3 IL &8 = 30.006%
-x IR 89 =10.237%
-3 ML 60 = 46 4259
- D61 = 3.4363%

IR 47

Sr IR 4P =188
-3 hAP 48 = 70907 %
-3 hAL 48 = 1 G515 %
-x MR A0 = 58842 %
-» 0081 = 2TIETE

IR &3

-d IR G =108
-» hAP 54 = 70007 %
-3 ML 85 = 1 G515 %
-3 MR A6 = 58842 %
- DEF =2.7337%

IR 53

-3 IR 69 = 36,805 %
-» hAL 60 = 57 .514%
-» D61 = 5664 %

Obr. 15 Prechodové pravdepodobnosti kovariaéného modelu v CM Browseri

3.3.1 Rozbor CM vygenerovaného INFERNAL-om

INFERNAL uklada kovariatné modely do textovych suborov s priponou cm.
Tieto subory su dostupné na stranke Rfam datab@kyldh popis vSak nie je uvedeny
ani v uzivatéskej prirdke INFERNAL-u, kvéli tomu Ze satasto meni. Po
preStudovani zdrojoveého kédu som vSak dospela kgikam o jeho Strukture.

Z Obr. 13 si mOzete vSimig Ze ozn&enie jednotlivych uzlov je zapisané
v hranatych zéatvorkach, v ktorych je uvedeny tymeadoveiislo uzla. Hné za tymto
oznaenim nasleduje popis stavov v danom uzle.

V riadku popisujucom stav su postupne uvedené tidtge:

1. Typ stavu.

I 7

2. Poradové&islo stavu.

3. Poradove&islo posledného stavu, z ktorého vedie hrana daéspeaného

stavu.

4. Pctet stavov, z ktorych vedie hrana do popisovanéhwugtSetky tieto

stavy su vzdy zoradené za sebou).
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5. Poradové&islo prvého stavu do ktorého vedie hrana z popiséva stavu.

6. Patet stavov do ktorych vedie hrana z popisovanéhousétdetky tieto

stavy su vzdy zoradené za sebou).

7. Prechodové pravdepodobnosti pre hrany iduce z pegho stavu(ich
formét popiSem neskor).

8. Emisné pravdepodobnosti pre jednotlivé emitovanékyfv poradi
A,C,G,U). V pripade stavu typu MP emisné pravdepodsti pre kazdu
moznu dvojicu emitovanych znakov(v poradi AA, AGGAAU, CA, CC,
CG, CU, GA, GC, GG, GU, UA, UC, UG, UU).

Popis stavu typu B neobsahuje body 5, 6, 7 a 8.id&mnich obsahuje poradové

¢isla jedinych 2 stavov, do ktorych z neho vedienhraKelZze ide o rozdvojenie

neemituju sa Ziadne znaky a obe prechodové pradddposti su rovné 1.

Pravdepodobnosti v infernalovskom CM subore su aonéite nazyvanom ,log
odds ratio“. Na prevod tychto pravdepodobnosti revgepodobnasz intervalu (0;1)

sa pouzivaju tieto vzorce:

\

t (01) (Y) = 2tv(Y)
S(0a) (a) = 2 D25

e (au) = 2409 025

t(Y), e(a) ae(ab) vtomto vzorci su pravdepodobnosti vygeneméva
INFERNAL-om . Tento vZah pochadza priamo zo zdrojového kédu INFERNAL-u.

3.3.2 Ovladanie CM Browsera

Ovladanie CM Browsera je jednoduché. V druhom nadikna sa nachadza
policko, v ktorom je mozné vybfasi RNA rodinu, ktorej kovariaimy model chceme
zobrazi. Hned’ za tymto pollkom je tl&idlo, po ktorého sti&eni sa model zobrazi.
Ked’Ze ponukanych rodin je dosela(priblizne 600) zabudovala som do prehligdaj
filter. Policko pre filter sa nachadza v prvom riadku okna. Baceni veda neho
leZziaceho tlaidla ,Filter” sa zredukuja RNA rodiny ponukané bresvom na rodiny,

ktoré vo svojom nazve obsahujdagec zadany vo filtri(Obr. 17).
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£ . Prehliada¢ kovarianénych modelov

Filter |

5.85 ribosomal RHA

5.8S ribosomal RNA

55 ribosomal RNA

65 j 5815 RNA

7SK RHA

APC internal ribosome entry site (IRES)
Alfalfa mosaic virus RNA 1 5° UTR stem-loop
Alfalfa mosaic virus coat protein hinding (CPB) RM
Alpha operon ribosome hinding site

ImOE!

| Zobrazit |

[«

Obr. 16 Okno CMBrowsera

Prehliadac kovariancnych modelov

ribosomal | | Filter |
5.85 ribosomal RNA ~] | Zobrazit |
%.85 ribosomal RHA

h% ribosomal RNA

DnaX ribosomal frameshifting element

Insertion sequence 151222 rihosomal frameshifting g
Small subunit ribosomal RNA, 5° domain

Obr. 17 Vyber RNA rodin po pouziti filtra
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Po aktivovani platna, na ktorom sa zobrazi kovarigmmodel je mozné tymto
modelom prechadfa pomocou Sipok smerom hore adole. Ak je niektory z
zobrazenych uzlov typu BIF je mozZné preprsa na prezeranie pravej vetvy pomocou
Sipky vpravo a na prezerariiavej vetvy pomocou Sipkyravo. Pre jednoduchsSi navrat
k poslednému rozdvojeniu je mozné paufiacidlo Backspace. Po viacerych
stlateniach Backspace sa dostanete nakpacholu kovariatiného modelu.

£ Prehliadac kovarianénych modelov

ribosomal [ Filter |
5% ribosomal RNA [+ Zobrazit |
30 IL1 IR 2
SIL1=0773% o IL1=14190% - IR 2=36.334%
< IRZ=062% - IRZ=5001% - MR3=60112%
SMRTEELENE - MRI=GE3E3Y o Dd=5ATEL
ROOTO - D4=18201% -+ D4=15410%
MR 3 o4 IR
2 IRE=07620% -2 IRS5=15146% - IR5=10841%
ez D4 ] SMPES0SI0TE o MPE=63805% > MFB=TDODTE
SMLT=0B543% 2 MLT =004 > MLT = 18515%
,,,,,,,,,,,,,,, L e m————|mMaTRA SMRESZEIEIE o MRS =40554% . MRE= 58841
- D0=03074% -2 09=30880% > D0=273970%
IR s
MPE MLT MR E oa IL 10 IR 11
S IL10=0.4782% - IL10=12881% - IL1D=0.6073% > IL10=04833% - ILI0=16738% o R11=18841%
fpe a7 Jrs ps ] IR =08878% -+ IR 11 =16827% IR 11=03778% - IR11=13946%  -> MP 12 =70.807%
o MP12=230338 o MP12=230338% o MPIZ=TATIOE o MP12=50040% o MLI3=18515%
_______ = = Shm—————|MATP 2 S ML13=D4340% 2 ML13=4B071% > ML13= 17074% > ML13=43374% -3 ML13=44208% - MR 14=58843%
MR 14=0.4310% > MR 14=28018% > MR 14=50.662% > MR 14=00866% > MR 14=2.5844% > D 15=27337%
a0 11 S D15=02718% -2 015=60348% > D15=58024% > D15=77503% > D15 =32710%
MF 12 ML 13 MR 14 015 IL 18 IR 17
IL16=047683% - IL16=12058% - IL16=07264% > IL16=0610% > IL16=16735% - IR17=18.841%
[P 12 13 R 14 15 | S IR1T=10104% - IR1T=17830% > IRIT=03003% - IR17=13046% o MP 18 = T0.007%
-2 M 18 = 411517 5 MP18208802% > MP 18=59.040% > ML10 = 1 B515%
,,,,,,, £ L oo ————|maTP3 SMLI0=D4203% o MLID=d014I% > MLI9= |FFETY > ML19=60830% o ML10=44386% o MRI0 = 5.9341%
S MRI0=D0.4750% P MRID=11312% > MR20=55324% > MR20=7E5M4% - MR20=25344% > 021=07307%
T i > D21=02602% > 021=62673% > D21=6.1388% > D21=76800% > D21 =32712%
MF 18 ML 13 MR 20 021 IL 22 IR 23
S ILIZ=04784% - ILZE=12076% - ILIZ=0TI60% o ILIT=04T43% o ILIT=16TIY o RI3= 188414
[P 15 Ja 13 Jar2n p21 ] G IRZI=00828% - IR23=10208% - IR23=17762% - IR23=04206% -2 IR23=13946% - WP 24=70.907%
0P 3.564% o MPI4=d0566% o MPI4=35365% o MPI4=E0IDIY - MP2d=S0040% o MLIS= 16515%
_______ = = Shm—————|MATP 4 S MLI5=DAITI% 2 ML2E=40200% > ML5=16035% > ML25=40300% -3 ML25=44208% - MR 26 = 5.9843%
S MRZE=03080% > MR26=1.1337% o MR6=84111% > MR26=26860% o MR 26=25844% o> D27 =27337%
L2 25 -+ DI7=02675% .2 027 =67088% > D27=62107% > DIV =TP754% > D27 =32710%

Obr. 18 Okno CMBrowsera po zobrazeni kovariagného modelu
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4 Zaver

V préaci sme popisali stochastické bezkontextovéngtiky a kovariatné modely
sliZiace na modelovanie primarnej a sekundarnektsiry DNA a RNA. Popisali sme
spbsob zostrojenia kovariémeho modelu na zaklade viachasobného zarovnamigy, kt
vyuZiva softvér INFERNAL. Zostrojili som prehliati&ovariartnych modelov RNA
rodin z Rfam databazy, ktory zobrazuje v grafickgdobe kovariatné modely
vygenerované INFERNAL-om.

V buducnosti by sme eSte mohli do CM Browsera ddphobrazenie emisnych
pravdepodobnosti, generovanie taecov podla kovariakného modelu, resp.

vyhladavanie vzorov v sekvenciach pomocou kovéri@ho modelu.
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