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ABSTRAKT 

Inverzní repetice (IR) jsou přirozenou součástí DNA všech známých prokaryotických i 

eukaryotických organismů. Inverzní repetice mají důležitou roli při regulaci základních 

buněčných procesů. Jsou zodpovědné za vznik křížových struktur. Inverzní repetice taktéž 

zapříčiňují genomovou nestabilitu a mohou být zdrojem řady mutací. Křížové struktury mohou 

být rozeznávány celou řadou DNA vazebných proteinů a také mohou fungovat jako transkripční 

regulátory. Pomocí nástroje Palindrom analyser byla analyzována frekvence výskytu a 

lokalizace inverzních repetic v bakteriálních genomech. Frekvence výskytu inverzních repetic 

napříč bakteriálními genomy vykazuje variabilní charakter. Frekvence výskytu krátkých 

inverzní repetic vykazuje přibližně kvadratickou závislost na % obsahu GC párů v genomu 

s minimem okolo 50 % obsahu GC. Lokalizace inverzních repetic vzhledem k funkčním 

oblastem DNA vykazuje nenáhodný charakter rozložení. Frekvence výskytu IR u většiny 

sledovaných funkčních oblastí je vyšší „vně“ než „uvnitř“. 

ABSTRACT 

Inverted repeats (IR) are common part of DNA of all living prokaryotic and eukaryotic 

organisms. Inverted repeats plays an important role in the regulation of basics cells processes. 

They are responsible for formation of cruciform structures. Inverted repeats also cause genomic 

instability and can be a source of numerous mutations. Cruciform structures can be recognized 

by DNA-binding proteins and can also act as a transcriptional regulators. Using the Palindrome 

Analyser tool, the frequency of IR and localization of inverted repeats in bacterial genomes was 

analyzed. The frequency of IR across the bacterial genome is variable. The frequency of short 

inverted repeats shows an approximately quadratic dependence on the %GC content in the 

genome with a minimum of about 50% of GC content. The localization of inverted repeats with 

respect to “annotated features” show a non-random distribution. The frequency of IR for most 

features is higher “outside” than “inside”.  

 

KLÍČOVÁ SLOVA 

Inverzní repetice, křížové struktury, Palindrome analyser, protein p53 

KEY WORDS 

Inverted repeats, cruciform structures, Palindrome analyser, protein p53 
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1 ÚVOD 

Inverzní repetice jsou přirozenou součástí DNA prokaryotických a eukaryotických buněk a 

vyskytují se napříč celým genetickým kódem. Vyskytují se v různých oblastech DNA s různou 

četností. Jsou rozeznávány celou řadou proteinů jako jsou restrikční enzymy, helikázy a 

transkripční faktory [1]. Inverzní repetice jsou schopné ovlivňovat strukturu DNA. Také mohou 

způsobovat genetickou nestabilitu. Například místa translokačních zlomů v genomu lidského 

karcinomu bývají často obohacena o inverzní repetice [2]. Taktéž mohou být mutagenní a 

stimulovat tvorbu DNA dvou-řetězcových zlomů, které mohou vést k delecím v savčích i 

kvasinkových buňkách [2]. Nejenom v lidském genomu, ale také například v genomu viru 

SARS-COV-2 jsou místa výskytu bodových mutací obohaceny o inverzní repetice [3].  

Kromě známé dvoušroubovicové struktury DNA objevené Watson a Crickem v roce 1953 

[4] byly postupně objeveny další formy sekundárních struktur DNA, které se účastní celé řady 

biologických procesů jako například levotočivá Z-DNA, vlásenkové struktury, křížové 

struktury, triplexy, kvadruplexy a další [5]. Právě inverzní repetice se podílejí na vzniku 

křížových a vlásenkových struktur. K tvorbě křížové struktury je zapotřebí minimálně 6 nebo 

více bází dlouhé inverzní repetice [6]. Jejich struktura je stabilizována nadšroubovicovým 

vinutím DNA [7]. 

Křížové struktury hrají důležitou roli v regulaci přirozených procesů zahrnujících DNA. 

Nejsou rozmístěny zcela náhodně. Častěji se vyskytují v blízkosti bodů zlomu, oblasti 

promotorů a místech počátků replikace DNA [7]. Také mohou ovlivnit stupeň 

nadšroubovicového vinutí, umístění nukleosomů in vivo, a tvorbu dalších sekundárních 

struktur. Jsou zásadní pro celou řadu biologických procesů zahrnujících replikaci, regulaci 

genové exprese, strukturu nukleosomů a rekombinaci. Také byly zapojeny do evoluce a vývoje 

některých onemocnění jako je rakovina nebo Wernerův syndrom (syndrom předčasného 

stárnutí) a další [8; 9]. 

Křížové struktury jsou cílem celé řady stavebních a regulačních proteinů. Byla 

identifikována celá řada proteinů mající afinitu ke křížovým strukturám včetně proteinu 14-3-

3, tumor suppresového proteinu p53 s jeho homologu p73 [1; 7; 10]. Také histony H1 a H5, 

topoisomeráza IIβ, HMG proteiny, HU, p53, proto-onkogenní protein DEK a další interagují 

s křížovými strukturami [7]. Několik DNA-vazebních proteinů, jako jsou proteiny z rodiny 

HMGB, Rad54, BRCA1 a PARP-1 polymeráza se i přes svoji nízkou DNA sekvenční specifitu 

váží přednostně na křížové struktury. Některé z těchto proteinů jsou dokonce schopné vyvolat 

tvorbu křížových struktury po navázaní na DNA [7]. 
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2 TEORETICKÁ ČÁST 

2.1 Inverzní repetice 

Inverzní repetice (IR) je úsek DNA, který sestává ze dvou následných navzájem 

invertovaných komplementárních sekvencí na jednom vláknu DNA. Mezi těmito dvěma 

sekvencemi se může nacházet různý počet nukleotidových bází včetně nuly. Rozlišujeme přímé 

a nepřímé inverzní repetice. V případě přímých inverzních repetic také označovaných jako 

palindromické se mezi invertovanými sekvencemi nenacházejí další nukleotidy (obrázek 1). 

Nepřímé inverzní repetice obsahují mezi invertovanými sekvencemi variabilní počet dalších 

nukleotidů (obrázek 1) [11]. Inverzní repetice ještě dále můžeme dělit na dokonalé a nedokonalé 

na základě úplné nebo částečné komplementárnosti invertovaných sekvencí. Kromě inverzních 

repetic rozeznáváme také přímé repetice, které sestávají z opakujících se sekvencí nukleotidů 

(obrázek 1) [7; 12]. 

 

 

Obrázek 1 Příklady inverzních sekvencí 

Inverzní repetice plní celou řadu biologicky důležitých funkcí. Hrají důležitou roli při 

genové expresi, regulaci a replikaci DNA [11].  Inverzní repetice také stimulují vznik delecí 

během DNA replikace a interchromozomální rekombinaci mezi homologními sekvencemi [13; 

14]. Také definují hranice transpozomů a označují oblasti schopné autokomplementárního 

párování bází [13]. Tyto vlastnosti hrají důležitou roli v případě genové nestability a přispívají 

nejen ke genetické diverzitě a evoluci, ale také dávají vzniku mutacím a onemocněním. Díky 

komplementárnosti sekvencí mohou za vhodných podmínek dát vzniku dalším sekundárním 

strukturám, především křížovým strukturám nebo vlásenkám. 

Rozmístění inverzních repetic napříč genetickým kódem vykazuje nenahodilý charakter. 

Analýza lidského a myšího genomu odhalila, že výskyt inverzních repetic je častější u intronů 

než u exonů [1]. Dále bylo analýzou promotorů lidského genomu zjištěno, že nejvíce inverzních 
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repetic s délkou 8+ se nachází ve vzdálenost do 100 bp před počátečním místem transkripce 

(TSS, z angl.: transcription start site) [1]. 

2.2 Vliv inverzních repetic na strukturu DNA 

Jak již bylo uvedeno výše mohou inverzní repetice způsobovat mutace DNA, tedy měnit 

její primární strukturu. Nedokonalé inverzní repetice mohou způsobovat bodové mutace. Na 

obrázku 2 je možné vidět schéma modelu vzniku bodové mutace způsobené nedokonalou IR, 

poprvé navrženého v roce 1982. Proces mutace zahrnuje dva přeskoky DNA polymerázy.  První 

přeskok, který může být buď intramolekulární, kdy DNA polymeráza přeskakuje z původního 

Obrázek 2 Bodová mutace DNA (převzato a upraveno z [15]) 
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řetězce na nově syntetizovaný (obr. 2 B) nebo intermolekulární, kdy dochází k přeskoku DNA 

polymerázy na protilehlý řetězec, v tomto případě opožďující se (obr. 2 C). Poté dochází ke 

druhému přeskoku DNA polymerázy zpátky na replikované vlákno (obr. 2 D). Na konci tohoto 

procesu se na původním vláknu nachází původní nedokonalá IR a na novém vláknu nová 

dokonalá IR, která se během další replikace zanese kompletně do genomu dceřiné buňky [15]. 

Bodové mutace způsobené nedokonalými IR mohou vést k řadě onemocnění. Například 

oblast genu kódující antitrombin III obsahuje nedokonalou IR (obr. 3), přičemž mutace na 

dokonalou IR způsobí záměnu guaninu za adenin a konverzi kodonu ACG na ACA (obr. 3), 

což vede k zařazení aminokys. threoninu namísto alaninu. Následkem je vznik nefunkčního 

anti-thrombinu III [16]. 

Další onemocnění jako osteogenesis imperfecta, jehož základním projevem je křehkost 

kostí, které vede ke zlomeninám dlouhých kostí a vzniku dalších deformit je spojováno 

Obrázek 3 Bodová mutace genu kódující protein Antithrombin III (kresleno pomocí [82]) 

Obrázek 4 T-inzerce (kresleno pomocí [82]) 
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s mutacemi genu kolagenu typu I, COL1A1 a COL1A2. Jedná se o delece, inzerce a bodové 

mutace především v oblasti kódující triple-helikální strukturu kolagenu. Příkladem může být T-

inzerce (obr. 4) způsobené konverzí nedokonalé IR na dokonalou IR, která zapříčiní změnu 

čtecího rámce a následně vznik mutantního propeptidického řetězce proα1(I), který je zkrácený 

a má jiné složení aminokyselin. Mutantní řetězec proα1(I) znemožňuje tvorbu normální triple-

helikální struktury kolagenu [16; 17].  

2.3 Vznik a výskyt křížových struktur v genomu 

Kromě mutací vedou inverzní repetice k tvorbě sekundárních struktur jako jsou vlásenky 

nebo křížové struktury. Křížové struktury hrají důležitou roli při regulaci biologických procesů. 

V normální dvoušroubicovité DNA je jejich výskyt termodynamicky nepravděpodobný. 

Ovšem s rostoucím stupněm negativního nadšroubovicového vinutí DNA pravděpodobnost 

jejich výskytu roste z důvodu snižující se energie potřebné pro jejich tvorbu. Tvorba křížových 

struktur in vivo byla prokázána jak u prokaryotických, tak u eukaryotických organismů. 

Přítomnost křížových struktur byla poprvé popsána u kružnicové plasmidové DNA, kde může 

být stabilizována negativním nadšroubovicovým vinutím. Například, existence křížové 

struktury in vivo byla prokázána u plazmidu pT181. Delecí sekvence zodpovědné za vznik této 

struktury vedlo k redukci nebo selhání replikace [7]. Podobně delecí vazebné domény pro 

křížovou strukturu u proteinů 14-3-3 došlo ke snížení vazby na počátky replikace, což ovlivňuje 

iniciaci replikace DNA u kvasinek. Ke studiu křížových struktur a jejich izolaci byly také 

připraveny monoklonální protilátky, které se na tyto struktury specificky váží a tím je stabilizují 

[18]. Použití monoklonálních protilátek 2D3 a 4B4 se specifitou ke křížovým strukturám vedlo 

ke dvou až šestinásobnému zvýšení replikace in vivo [19]. Podobně u homologních proteinů 

14-3-3 kvasinek Saccharomices cerevisiae Bmh1p a Bmh2p, byla pomocí monoklonálních 

protilátek 2D3 prokázána afinita ke křížovým strukturám in vitro a in vivo. Tyto proteiny se 

váží v dimerní formě specificky ke křížovým strukturám, přičemž heterodimer Bmh1p-Bmh2p 

vykazuje silnější afinitu než homodimery výše zmíněných proteinů. Jejich cílová struktura se 

Obrázek 5 Sekvence ARS307  
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nachází na replikačním počátku ARS307, kde je tvořená dokonalou inverzní repeticí o délce 10 

bp (obr 5) [20]. 

Křížové struktury vznikají na základě komplementárnosti bází podobně jako 

dvoušroubovicová DNA, s tím rozdílem, že k párování bází dochází mezi bázemi jednoho a 

téhož vlákna DNA. Tímto procesem vzniká útvar, který má po obou stranách výstupky 

připomínající kříž (obr. 6). Na obr. 6 je možné vidět sekvenci 20 bp promotoru genu p21 

obsahující inverzní repetici, která je rozeznávána proteinem p53 a přechod na její křížovou 

strukturu [7].  

Křížová struktura sestává s větvení, stopky a smyčky (obr. 6 B). Délka smyčky závisí na 

velikosti mezery mezi invertovanými sekvencemi. Přímé inverzní repetice vedou ke tvorbě 

smyčky s minimální délkou, která neobsahuje žádnou nukletidovou bázy. Formace křížových 

struktur z nepřímých inverzních repetic závisí nejen na délce mezery, ale také na její sekvenci. 

Sekvence mezery bohatá na AT báze zvyšuje pravděpodobnost vzniku křížové struktury. 

Obrázek 6 Přechod lineární DNA na křížovou strukturu DNA (převzato a upraveno z [7]) 
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Pravděpodobnost formace křížových struktur také podporuje negativní nadšroubovicové vinutí 

DNA [7; 21]. 

Kromě křížových struktur vznikajících na jedné dvouvláknové šroubovici DNA, vznikají 

také křížové struktury při crossing-overu mezi dvěma homologními chromozomy. Při tomto 

ději dochází k propojení čtyř vláken DNA a vzniká tzv. Hollidayovo spojení, které zaujímá tvar 

křížové struktury. Toto spojení je následně rozeznáváno a štěpeno speciálními enzymy zvanými 

resolvázy. Studium křížových struktur pomocí AFM odhalilo několik možných konformací 

(obr. 7 D). První konformace označovaná jako rozložená má obě ramena kolmá na hlavní 

řetězec DNA (obr. 7 A), zbylé dvě konformace označované jako skládané svírají ostrý úhel 

Obrázek 7 Konformace křížových struktur (převzato a upraveno z [7]) 
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s hlavním řetězcem DNA (obr 7 B, C). Právě dvě z těchto konformací můžeme nalézt 

v Hollidayově struktuře [7]. 

2.4 Interakce proteinů s křížovými strukturami 

Interakce proteinů s molekuly DNA patří mezi základní biologické procesy, bez kterých by 

nebyl možný život buňky. Hrají důležitou roli při regulaci genové exprese [22], DNA replikaci 

[23], opravách [24], transkripci [25], rekombinaci [26] a organizaci DNA do chromatinu [27]. 

Podle způsobu vazby proteinů na nukleové kyseliny rozlišujeme vazbu proteinů na 

nespecifickou a specifickou mající sekvenční nebo strukturní specifitu. Celá řada proteinů se 

váže k DNA bez sekvenční či strukturní specifity, například histony, které způsobují organizaci 

DNA do chromatinu. Velký význam mají i proteiny vážící se specificky k určitým oblastem 

DNA, například transkripční faktory aj. Velmi často obsahují specifické proteinové motivy, 

jako zinkový prst, leucinový zip, dva helixy spojené krátkou smyčkou aj. Další významná 

skupina proteinů jsou proteiny, které rozlišují specificky určité lokální struktury DNA a jsou 

schopné s nimi interagovat. Mezi takové struktury patří právě výše zmíněné křížové struktury. 

Z hlediska hlavních funkcí proteinů, které se váží na křížové struktury, byly proteiny 

rozděleny na: a) enzymy rozeznávající Hollidayovo spojení, b) proteiny účastnící se transkripce 

a opravy DNA, c) chromatin-asociované proteiny, d) proteiny účastnící se replikace a MLL 

protein [7]. 

2.4.1 Enzymy rozeznávací Hollidayovo spojení 

Enzymy rozeznávají Hollidayovo spojení patří mezi hojně zastoupené endonukleázy, které 

jsou důležité při opravách DNA a rekombinaci. Jak již bylo zmíněno výše, Hollidayovo spojení 

je struktura, která sestává s propojení čtyř vláken DNA, vznikající překřížením řetězců DNA 

při rekombinaci nebo při obrácení replikační vidlice. Proteinů rozeznávající Hollidayovo 

spojení byla identifikována celá řada, byly identifikovány u mnoha organismů, od bakterií až 

po kvasinky, archae a savčí buňky [28]. Většina z nich může být rozdělena do dvou základních 

skupin [29]. Enzymy v první skupině se váží ke všem křížovým strukturám, ale štěpí pouze 

specifické sekvence. Do této skupiny patří E. coli RuvC, kvasinkové integrázy, Cce1, Ydc2 a 

RnaseH proteiny. Druhá skupiny zahrnuje endonukleázy T7, RecU, resolvázy Hjc a Hje, 

proteinovou rodinu MutH a příbuzné restrikční endonukleázy [30]. 

Na obrázku 8 je možné vidět schéma mechanismu bilaterálního (dvoustranného) štěpení 

křížové struktury lokalizované na cirkulární DNA, která je stabilizována negativním 
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nadšroubovicovým vinutím. Pokud by docházelo pouze k unilaterálnímu (jednostrannému) 

štěpení, nevznikala by lineární DNA, ale cirkulární DNA zbavená superhelicity a 

s reabsorbovanou křížovou strukturou, a tedy s nemožností znovunavázání enzymu. Je tedy 

důležité, aby proběhlo druhé štěpení před disociací komplexu proteinu a křížové struktury. 

Toho je dosaženou zrychlením druhé štěpné reakce deseti až stonásobně [28]. 

2.4.2 Proteiny účastnící se transkripce a opravy DNA 

Oprava DNA patří pravděpodobně mezi nejdůležitější mechanismy k udržování genetické 

stability. Vazba proteinů na poškozenou DNA a na lokální alternativní DNA struktury tedy 

hraje klíčovou roli při procesu opravy DNA. Právě tyto alternativní struktury můžeme často 

najít v promotorech genů, kde se mohou formovat z inverzních repetic, které se zde vyskytují 

častěji a jsou schopny tvorby křížových struktur in vivo. Řada DNA-vazebných proteinů, jako 

například proteiny rodiny HMGB-box [31], Rad54 [32], BRCA1 [33], MutS [34] a také PARP-

1 [24], vykazují nízkou sekvenční, ale vysokou strukturní specifitu ke křížovým strukturám. 

Mezi proteiny účastnící se opravy DNA, které rozeznávají křížové struktury, patří již výše 

zmíněné enzymy Ruv, RuvB, helikáza DNA, XPG protein a multifunkční proteiny z rodiny 

Obrázek 8 Štěpení křížové struktury resolvázou (převzato a upraveno z [28]) 
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HMG-box BRCA1, rodina proteinů 14-3-3 a kvasinkové homology Bmh1 a Bmh2, a také 

rostlinný homolog GF14. 

PARP-1 - je nejhojněji se vyskytující enzym z rodiny proteinů PARP. Proteiny z rodiny 

PARP jsou DNA-závislé polymerázy, vyskytující se hojně v jádrech buněk (cca 1 enzym na 50 

nuklezómů), které obsahují strukturu zinkových prstů. Jejich substrátem je molekula NAD+, ze 

které odštěpují monomery ADP-ribózy, které polymeryzují na poly(ADP-ribózu), která dále 

slouží jako signální řetězec pro další enzymy podílející se na opravě DNA [35]. PARP-1 má 

vysokou afinitu k poškozené DNA, taktéž umožňuje rozrušení histonové struktury a tím ji 

zpřístupňuje dalším regulačním faktorům [36]. Kromě své afinity k poškozené DNA bylo také 

zjištěno, že se může vázat a stabilizovat křížové struktury v DNA [24]. Pokusy s negativní 

nadšroubovicovou plasmidovou DNA obsahující křížové struktury ukázaly, že PARP-1 je 

schopen vazby a stabilizace těchto struktur, což vede ke změně úrovně superhelicit. Modulace 

úrovně superhelicity byla navržena jako jeden z možných mechanismů regulace genové exprese 

[24]. 

Protein p53 – patří mezi jeden z nejvíce studovaných tumor supresorových proteinů. Více 

než 50 % všech lidských nádorů obsahuje mutace právě tohoto proteinu [37]. Inaktivace genu 

TP53 kódující protein p53 hrají kritickou roli při indukci maligní transformace buňky [38]. 

Protein p53 se váže jako tetramer a jeho DNA-vazebná afinita je evolučně konzervovaná [15]. 

Protein p53 vykazuje sekvenční specifitu a jeho cílové místo sestává ze dvou kopií sekvence 

5’-RRRC(A/T)(T/A)GYYY-3 [15], která často tvoří křížovou strukturu [39]. Taktéž bylo 

pozorováno, že jeho vazební afinita je závislá na teplotě a délce fragmentu DNA [40; 41]. Dále 

bylo prokázáno, in vivo, že vazba proteinu p53 na jeho cílovou sekvenci je vysoce závislá na 

přítomnosti právě inverzních repetic v cílovém místě vazby [39]. Inverzní repetice obsažené 

v cílovém místě zesilují vazebnou afinitu proteinu p53 k DNA [42]. Také byla popsána jeho 

vyšší afinita k nadšroubicové DNA [43; 44]. Protein p53 se může selektivně vázat na další 

nekanonické struktury jako duplexy obsahující chybně párované báze, ohnutá DNA, křížové 

struktury, hemikatenátové smyčky, DNA výdutě, 3 a 4 - cestné křížení nebo telomerní t-smyčky 

[7]. 

2.4.3 Chromatin-asociované proteiny 

Tvoří širokou skupinou jaderných proteinů. Tyto proteiny, které se částečně podílejí na 

tvorbě chromatinové struktury a také jsou zapojeny do celé řady procesů souvisejících s funkcí 

DNA. Do této skupiny patří i proteiny DEK, BRCA1, HMG proteiny, Rad51, Rad54, které se 
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účastní opravy a replikace DNA. Další skupinou enzymů důležitou v procesech opravy a 

replikace DNA jsou topoizomerázy. Tyto enzymy se vyskytují ve všech živých organismech, 

kde mají za úkol řídit topologický stav buněčné DNA [45]. Topoizomeráza I štěpí hollidayova 

spojení [46] a topoizomeráza II rozeznává a štěpí křížové struktury [47] a taktéž interaguje 

s HMGB1 proteiny [48]. Tyto procesy jsou důležité pro zachování genomové stability, a to 

především díky schopnosti snížit torzní napětí, které vzniká v DNA během transkripce a 

replikace a taktéž schopnosti štěpit dlouhé křížové struktury, které by jinak bránily oddělování 

vláken DNA. Další protein Rad54 hraje důležitou roli při homologní rekombinaci eukaryot. 

Kvasinkový a lidský Rad54 se specificky váže na Hollidayova spojení s preferencí k jeho 

rozložené konformaci, a taktéž podporuje migraci této struktury [32; 49]. 

DEK protein – je všudypřítomný a hojně se vyskytující protein v mnohobuněčných 

organismech, kde je obsažen v množství několik miliónů kopií na buněčné jádro. Sestává z 375 

amino-kyselin (AA) a má dvě funkční DNA-vazebné domény, kde jedna doména leží 

v centrální části molekuly a obsahuje sekvence, které jsou shodné s evolučně konzervovanou 

SAF-box doménou [50]. Druhá DNA-vazebná doména se nachází na C-terminálním konci, 

který může být posttranslačně modifikován fosforylací, která vede k jeho snížení vazebné 

afinity k DNA a indukci tvorby DEK multimerů [51]. Protein DEK postrádá sekvenční 

specifitu, ale vykazuje strukturní specifitu [52]. Studium izolovaného DEK proteinu prokázaly 

jeho DNA-vazební aktivitu s preferencí ke čtyřcestným spojením a nadšroubovicové DNA proti 

lineární DNA a jeho schopnost vyvolat pozitvní nadšroubovicové vinutí v relaxované cirkulární 

DNA [27]. 

BRCA1 protein – patří mezi lidské tumor supresorové proteiny. Gen BRCA1 byl poprvé 

identifikován a naklonován v roce 1994 na základě jeho spojitosti s brzkým nástupem rakoviny 

prsu a vaječníků u žen. BRCA1 protein účinkuje v celé řadě buněčných procesů zahrnující 

udržování genomové stability, včetně aktivace kontrolního bodu buněčného cyklu vyvolaného 

poškozením DNA, opravu DNA, ubikvitinaci proteinů, chromatinovou remodelaci, a také 

transkripční regulaci a apoptózu [7]. Mutace genu BRCA1 jsou spojené se značně zvýšeným 

rizikem vzniku rakoviny prsu a jsou zodpovědné až za 45 % případů dědičné rakoviny prsu 

[53]. 
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Protein BRCA1 se skládá z 1 863 aminokyselin a obsahuje několik vazebných domén a řadu 

fosforylačních míst (obr. 9). Na počátku obsahuje strukturu zinkového prstu (RING), která je 

zodpovědná za jeho ubikvitin ligázovou aktivitu. Na tuto strukturu se váže protein BARD1, 

který je důležitý pro jeho aktivitu, a se kterým vytváří heterodimer. Na exonu 11-13 se nacházejí 

dvě sekvence NLS a vazebná místa pro několik proteinů jako RB, cMyc, Rad50 a RAD51. Dále 

se zde nachází struktura navinuté cívky, která se účastní interakce s proteinem PALB2 a také 

část SCD domény, která je cílem fosforylace ATM serin/threonín kinázy. Na konci proteinu se 

nachází BRCT doména, která zprostředkovává fosfoproteinové interakce mezi BRCA1 

proteiny a proteiny fosforylované kinázy ATM a ATR, při zjištění poškození DNA. Také se 

zde váží proteiny CtIP, abraxas, BACH1 a p53 [54]. Kromě své vazebné afinity k ostatním 

proteinům vykazuje také afinitu k DNA. Fragment centrálního regionu (444-1 057) BRCA1 se 

váže silně na negativní nadšroubovicové plasmidové DNA a také vykazuje vysokou afinitu ke 

křížovým strukturám DNA [55]. Taktéž samotný 1 863 AA dlouhý protein BRCA1 se silně 

váže k plasmidové scDNA a také na konce DNA. Další fragment BRAC1 (230-534) (obr. 9) se 

váže silněji na křížové struktury ve srovnání s dvouřetězcovou a jednořetězcovou DNA. Ani 

20-násobný přebytek koncentrace lineární DNA nebyl schopný rozrušit vazbu fragmentu 

BRCA1 (230-534) vázaného ke křížové struktuře DNA. Oblast aminokyselin 340-534 BRCA1 

byla identifikována jako oblast s minimální afinitou k DNA [56]. Funkce proteinu BRCA1 je 

velmi komplexní a zahrnuje pravděpodobně interakce jak s DNA a jejími sekundárními 

struktury, tak s celou řadou proteinů. 

HMGB rodina – proteiny z rodiny HMG (z angl.: High-Mobility Group) jsou vysoce 

pohyblivé chromozomální proteiny obsahující HMG-Box doménu. Jsou hojně se vyskytující, 

Obrázek 9 Struktura proteinu BRCA1 (převzato a upraveno z [54]) 
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všudypřítomné nehistonové proteiny, které se váží k chromatinu eukaryot. Proteiny HMG jsou 

rozděleny do 3 rodin, každá obsahující charakteristikou funkční doménu: 

a) HMGA – obsahující AT-hook doménu, 

b) HMGB – obsahující HMG-box doménu, 

c) HMGN – obsahující nukleozóm-vazebnou doménu. 

HMGB proteiny nevykazují sekvenční specifitu, ale vykazují strukturní specifitu s vyšší 

afinitou k některým strukturám DNA (čtyřcestné spojení, DNA minikroužky, cis-platinová 

DNA aj.) oproti lineární DNA. Proteiny HMG jsou zapojeny do regulace DNA-závislých 

procesů jako je transkripce, replikace, rekombinace a oprava DNA. HMG-box doména je 

přibližně 80 aminokyselin dlouhá doména, která se nachází v řadě chromozomálních proteinů 

a transkripčních faktorů eukaryot. Všechny HMG-box domény vykazují preferenci ke 

čtyřcestným spojením DNA v rozložené konformaci. Naproti tomu za podmínek, které 

stabilizují skládanou konformaci čtyřcestného spojení dochází k oslabení afinity HMG-box 

domény k čtyřcestným spojením [57]. Na obrázku 10 je znázorněna struktura proteinu 

HMGB1, který se může vázat s vysokou afinitou na DNA smyčky. Struktura sestává ze dvou 

tandemových HMG-box domén – Box A N-terminální domény, Box B centrální domény a 

kyselé C-terminální oblasti (obr. 10).  Domény A, B jsou zodpovědné za DNA-vazebnou afinitu 

HMGB1 proteinu, C-terminální oblast hraje roli při regulaci a schopnosti ohybu DNA HMGB 

proteiny [58]. Bylo zjištěno, že vazba izolované Box A domény ke čtyřcestným spojením DNA 

je znemožněna, pokud dojde ke dvojité mutaci uvnitř této domény na aminokyselinách Lys2 a 

Lys11 [59]. 

 

Obrázek 10 Struktura proteinu HMGB (převzato a upraveno z [58]) 

2.4.4 Proteiny účastnící se replikace 

Existuje řada proteinů účastnící se replikace vykazující afinitu ke křížovým strukturám. 

Bylo ukázáno, že přechodné změny B-DNA na křížové struktury korelují s replikací a 

transkripcí DNA [21]. Taktéž mohou křížové struktury sloužit jako rozpoznávací signály uvnitř 

nebo v blízkosti počátku replikaci DNA eukaryot [23]. 
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Ribozomální protein S16 - kódovaný genem RPS16 vykazuje strukturní specifitu 

s preferencí ke křížovým strukturám [60]. Některé proteiny ze skupiny SMC, jako například 

SMC1, SMC2 vykazují vysokou afinitu ke křížovým strukturám a také fragmentům DNA 

bohatých na AT sekvence včetně S/MAR regionů [61]. Proteiny ze skupiny SMC patří do velké 

rodiny vysoce konzervovaných chromozomálních ATPáz, které se podílejí na vyšší organizaci 

a dynamice chromozomů [62]. Další protein VLF-1, patřící mezi integrázy, se váže 

k sekundárním strukturám DNA jako jsou Y-vidlice, třícestné spojení a křížové struktury. VLF-

1 se podílí na zpracování rozvětvených molekul DNA v pozdních stádiích replikace virového 

genomu AcMNPV a také se účastní sestavy nukleokapsidů bakuloviru AcMNPV [63]. 

14-3-3 rodina proteinů - sestává z devíti izoforem (α, β, γ, δ, ε, ζ, η, θ, τ z čehož α a δ jsou 

fosforylované formy β a γ), kódovaných sedmi různými geny, které se nachází 

v eukaryotických organismech. Rodina proteinů 14-3-3 byla poprvé identifikována v polovině 

60. let jako rodina početných kyselých proteinů vyskytujících se v mozkové tkáni. Byly 

označeny na základě jejich elučního vzorce při DEAE chromatografii (14. frakce) a následné 

purifikace pomocí gelové elektroforézy (frakce 3.3) z toho tedy jejich název 14-3-3. Později po 

20 letech jim byla připsána jejich první funkce jako aktivátory tyrozin a tryptofan hydroxyláz 

– enzymů účastnících se biosyntézy neurotransmiterů [64]. Následně byla objevena jejich 

schopnost vazby k celé řadě rozmanitých signálních proteinů, včetně kináz, fosfatáz a 

transmembránových receptorů. Tyto rozmanité vlastnosti propůjčují proteinům 14-3-3 

schopnost modulovat celou řadu životně důležitých procesů zahrnujících mitogenní signály 

transdukce, apoptózy a regulaci buněčného cyklu [65]. 

Proteiny z rodiny 14-3-3 nacházíme především v buněčném jádru, kde se mohou účastnit 

procesů replikace DNA vazbou ke křížovým strukturám, které přechodně vznikají na 

replikačním počátku na začátku S fáze buněčného cyklu. Afinita některých izoforem 14-3-3 

proteinů ke křížovým strukturám byla potvrzena pomocí imunofluorescenčních metod v HeLa 

buňkách [66]. Přímé interakce byly potvrzeny u izoforem β, γ, σ, ε, ζ a kvasinkových 14-3-3 

analogů Bmh1, Bmh2 a GF14 u rostlin [20]. Taktéž bylo zjištěno, že řada z funkcí proteinů 14-

3-3 souvisí s jejich afinitou ke křížovým strukturám [7]. 

WRN protein – patří mezi evolučně konzervované ATP dependentní 3’→5’ DNA helikázy 

z rodiny RecQ [67]. Je kódovaný genem WRN a jeho mutace způsobuje jedno z progerických 

onemocnění tzv. Wernerův syndrom (syndrom předčasného stárnutí). Rodina helikáz RecQ je 

obsažena jak u eukaryotických, tak u prokaryotických organismů, přičemž u vyšších eukaryot 

se vyskytuje několik homologů, v případě lidí bylo identifikováno 5 homologů. Všichni 
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členové sdílejí konzervovanou helikázovou doménu s jednou nebo dvěma C-terminálními 

doménami, RQC (RecQ karboxy-terminální) doména a HRDC (RNázováD C-terminální) 

doména. WRN se váže k replikační vidlici a také na Hollidayovo spojení. Tato vazba je vysoce 

specifická [9]. Při vazbě na DNA dochází k tvorbě velkého komplexu sestávajícího ze 4 

monomerů WRN proteinu [9]. 

2.4.5 MLL protein 

Je jaderný protein kódovaný genem MLL1, dnes označovaným jako KMT2A nacházející se 

na chromozomu 11q23 [68]. Chromozomové aberace zahrnující MLL gen jsou spojeny s akutní 

myeloidní i lymfoblastickou leukémií. Produktem genu MLL1 je 3969 AA dlouhý protein, který 

patří do rodiny SET1 evolučně konzervovaných methytransferáz H3K4, které jsou zapojeny do 

regulace řady biologických funkcí. Protein MLL1 funguje jako transkripční koaktivátor, 

potřebný pro regulaci exprese Hox genů během hematopoézy a vývoje. Obsahuje celou řadu 

konzervovaných domén jako domény „AT-hook“, CXXC, PHD, BD, TAD, NR box, WDR5 a 

C-terminální SET doménu, která je zodpovědná za jeho methyltransferázovou aktivitu [69]. Po 

translaci je proteolyticky rozštěpen enzymem taspázou na dva fragmenty MLL-N a MLL-C.  

Tyto dva fragmenty tvoří společně s dalšími proteiny multiproteinový komplex, který reguluje 

modifikaci chromatinu a genovou expresi [69]. Doména „AT-hook“ proteinu MLL se váže ke 

křížovým strukturám DNA a vykazuje spíše strukturní než sekvenční specifitu a taktéž 

vykazuje preferenci k AT bohatým oblastem DNA [70]. 

 

2.5 Onemocnění a proteiny vážící se na křížové struktury 

Rozpoznání křížových struktur je důležité pro udržování genomové stability a pro regulaci 

základních buněčných procesů. Dysregulace mechanismu štěpení Hollidayových spojů a 

dlouhých křížových struktur může vést k různým chromozomovým aberacím jako translokace, 

delece, ztráta stability nebo karcinogeneze. Existuje celá řada proteinů rozeznávající a vážící se 

na tyto struktury s cílem udržet neporušený genom. Mutace a epigenetické modifikace, které 

mění možnost vzniku křížových struktur mohou mít na buněčné úrovni drastické následky. 

Tedy dysregulace proteinů s kruciformní specifitou je často spojená s patologickými stavy [7]. 

Výše zmíněné proteiny jako p53, BRCA1, WRN a protoonkogenní DEK, MLL a HMG jsou 

spojovány s rozvojem rakoviny. Některý z těchto proteinu zaujímají tak důležitou roli, že jejich 

mutace nebo inaktivace způsobí vážnou nestabilitu genomu nebo i letalitu. Například kmenové 
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buňky myší s vyřazeným genem BRCA1 vykazují značnou nestabilitu genomu, přítomnost 

spontánních zlomů chromozomů a hypersenzitivitu k řadě škodlivých látek poškozující DNA 

(např.: γ záření), to vše z důvodu snížené schopnosti opravy DNA. Taktéž mutace genu BRCA1 

u žen způsobuje zvýšenou pravděpodobnost vzniku rakoviny prsu a vaječníků. Také formace 

křížových struktur v oblastech promotorů rozeznávaných proteinem p53 může být důležitá pro 

jeho transkripční aktivitu. Chromozomové proteiny z rodiny HMG (proteiny s vysokou 

mobilitou) patří mezi transkripční regulátory a hrají důležitou roli při regulaci struktury 

chromatinu a genové expresi. Jejich nadprodukce je spojená s karcinogenezí, zvýšenou 

malignitou a potenciálem tumorů metastázovat in vivo. Proteiny z rodiny 14-3-3 jsou spojeny 

s řadou onemocnění jako je rakovina, Alzheimerova choroba, Miller-Diekerův syndrom, 

Spinocereberální ataxie typu 1 a spongiformní encefalopatie. Lidský protein DEK také může 

hrát roli v onemocnění způsobující demenci jako Alzheimerova choroba [71]. Také byl nalezen 

sfůzovaný s nukleoporinem NUP214 u části pacientů s akutní myeloidní leukémií [72]. Také 

byl identifikován jako autoantigen u celé řady pacientů s autoimunitním onemocněním [73]. 

2.6 Nástroj Palindrome analyser 

Nástroj Palindrome analyser je uživatelsky-přívětivá aplikace vyvinutá Biofyzikálním 

ústavem akademie věd ČR ve spolupráci Mendelovou univerzitou v Brně pro hledání 

inverzních repetic v DNA. Aplikace je dostupná z http://palindromes.ibp.cz/ [74]. Po načtení 

webové stránky se zobrazí úvodní obrazovka a po kliknutí na Palindrome analysis z nabídky 

Analysis se zobrazí formulář pro zadání vstupní sekvence a parametrů analýzy (Obr.11). 

Parametr „size“ – určuje rozsah velikosti vyhledávaných inverzních repetic, „spacer“ – určuje 

rozsah počtu nukleotidů mezi jednotlivými inverzními sekvencemi, „mismatches“ – určuje 

maximální počet nekomplementárních bází v hledaných sekvencích. V poli „options“ je možné 

zatrhnout kružnicovou DNA a filtrování ATATAT sekvencí. Do pole „sequence“ je 

Obrázek 11 Webová aplikace Palindrome analyser [74]

http://palindromes.ibp.cz/
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zkopírována/zadána ručně sekvence určená k analýze. Aplikace také nabízí možnost bezplatné 

registrace. Výhodou po přihlášení je možnost importování sekvencí v textovém nebo FASTA 

formátu a také pomocí NCBI ID s následným uložením analýz s možností stáhnutí výsledků 

v .csv formátu. Vzhledem k náročnosti zobrazení výsledků je omezen maximální počet 

vyhledaných inverzních repetic na 5 000. Při překročení tohoto limitu je uživatel vyzván ke 

změně parametrů analýzy. Na obr. 12 je možné vidět příklad analýzy genomu Acetobacter aceti. 

Pod názvem analyzované sekvence můžeme vidět tzv. heatmap, která rozděluje analyzovanou 

sekvenci (v tomto případě celý genom) na jednotlivé segmenty délky 46563 bp. Segmenty 

obsahují číslici vyjadřující počet vyskytujících se IR v daném segmentu a barevné rozlišení 

(čím jasnější barva, tím vyšší počet IR). Pod nimi lze nalézt graficky vyznačené jednotlivé 

sekvence IR. O něco níže je celkový přehled nalezených IR s možností filtrace podle uvedených 

parametrů. Dále jsou zobrazeny jednotlivé výsledky, přičemž na každém řádku je zobrazena 

jedna IR. První sloupec zobrazuje typ IR ve formátu l-s-m (l – délka sekvence, s – počet 

nukleotidů mezi komplementárními sekvenci, m – počet nekomplementárních párů bází v IR), 

Obrázek 12 Analýza pomocí Palindrome Analyser [74]
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druhý pozici IR, třetí rozdíl volné energie křížové a lineární struktury, čtvrtý graficky 

zobrazenou IR, pátý   sloupec umožňuje zobrazení detailů IR (obr. 13). Na konci je zobrazeno 

celkové shrnutí analýzy s celkovým počtem nalezených IR a histogramy výskytu IR podle 

jednotlivých parametrů viz. obr 14. Navíc k celkovému shrnutí nabízí analýzu podobnosti (obr. 

13 odkaz vedle „Overview of palindromes“), která zobrazuje četnost výskytu shodných 

sekvencí podle zvoleného filtru obr. 15. 

Obrázek 13 Analýza pomocí Palindrome Analyser [74] 
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Obrázek 14 Analýza pomocí Palindrome Analyser [74] 

Obrázek 15 Analýza pomocí Palindrome Analyser [74] 
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3 EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST 

3.1 Cíl práce 

Cílem bylo vypracovat literární rešerši na téma inverzní repetice. Popsat význam a funkci 

inverzních repetic v živých organismech a jejich vliv na DNA. Dále zaměření na křížové 

struktury vznikající z inverzních repetic a jejich charakteristiku. Funkce křížových struktur 

v organismech, jejich vliv na strukturu DNA a na buněčné funkce. Charakterizace proteinů 

vážících se na křížové struktury. Využití nástroje Palindrome analyser pro charakterizaci a 

lokalizaci inverzních repetic ve vybraném vzorku bakteriálních genomů. 
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3.2 Přehled analyzovaných genomů 

Pro analýzu inverzních repetic bylo zvoleno 1 547 druhů bakterií roztříděných do 

jednotlivých skupin a podskupin podle NCBI taxonomie. Rozdělení je možné vidět na 

fylogenetickým stromu, viz. obr. 16.  Celkem bylo analyzováno 1 627 genomů (některé bakterie 

Obrázek 16 Fylogenetický strom analyzovaných bakterií (převzato z [81]) 
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mají 2 genomy). Pro statistickou analýzu, byly použity pouze skupiny s 10 a více 

analyzovanými genomy (barevně zvýrazněny, viz obr. 16). 

3.3 Metody 

Pro samotnou analýzu byl použit nástroj Palindrome analyser (popsaný výše) v jeho offline 

verzi. Práce s nástrojem Palindrome analyser v offline verzi se provádí pomocí příkazů 

v příkazové řádce. Nejprve je nutné nastavit pracovní adresář tak, aby obsahoval složku 

s programem Palindrome analyser (dostupný z kolomaznik - genetika). Použitelné příkazy si 

lze zobrazit pomocí spuštění příkazu genetika s parametrem – h, viz. obr. 17. Parametr – acsv 

stáhne a analyzuje genomy přímo z databáze NCBI, k tomu je zapotřebí vytvořit soubor ve 

formátu .csv nebo .txt, který obsahuje název analyzovaného genomu (může být libovolný) a 

NCBI identifikátor oddělený tabulátorem. V případě více analyzovaných genomů – je potřeba 

uvést každý další na nový řádek. Parametr -adir je podobný s tím rozdílem, že vstupem jsou 

všechny .csv soubory v dané složce. Další parametry -df a, -dldir umožňují stáhnutí 

jednotlivých genomů z databáze NCBI bez analýzy a parametry -df a, -dr umožňují přímou 

analýzu ze stažených souborů.  

Obrázek 17 Příkazová řádka programu palindrome analyser [74] 

https://bitbucket.org/kolomaznik/genetika/downloads/
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Pro analýzu bylo nutné rozdělit genomy do několika skupin zhruba po 10–20 genomech, 

protože analýza celého souboru genomů naráz nebyla možná, z důvodu přetečení paměti 

programu. Na obr. 18 je možné vidět ukázku .csv souboru s genomy ze skupiny spirochaetia. 

Z takové souboru provedeme analýzu pomocí příkazu: 

genetika -acsv C:\genetika\genomy\spirochaetia1.csv -t C:\genetika\genomy\vysledky 

V parametru -acsv je nutné uvést celou cestu, kde se nachází .csv soubor s genomy a také další 

parametr -t, za kterým následuje specifikace cílové složky kam se nahrají stažené soubory a 

Obrázek 18 .csv soubor s genomy 

Obrázek 19 složka s výsledky analýzy 



29 
 

výsledky analýzy. Na obr. 19 je možné vidět výslednou složku s výsledky. Ve složce se nachází 

jednak stažené genomy a jejich funkční oblasti v textovém a FASTA formátu a dále jednotlivé 

.csv soubory s výsledky analýzy. Specifikaci jednotlivých funkčních oblastí vyskytujících se 

v souborech s příponou _ft.txt je možné najít na http://www.insdc.org/documents/feature-

table#7.2. Na začátku jsou soubory s celkovou analýzou inverzních repetic a analýzou IR 

vzhledem k funkčním oblastem DNA (overall_palindromes.csv a overall_features.csv). Další 

.csv soubory s příponou _palindromes.csv obsahují celkový výčet inverzních repetic, jejich 

lokalizaci, sekvenci, typ a délku. Protože jsou v souborech s příponou .csv hodnoty 

jednotlivých položek uvedené v uvozovkách a oddělené čárkami, je nutné je pro další 

zpracování transformovat např. pomocí Excelu. Na obr. 20 je možné vidět soubor 

overall_palindromes.csv načtený do excelu. Na každém řádku jsou uvedeny výsledky analýzy 

daného genomu. V jednotlivém sloupci je uveden postupně název genomu, tak jak byl uveden 

v .csv souboru, potom následují NCBI ID a dále údaje o velikosti genomu (počet bp), obsah 

GC párů. Dále následují frekvence výskytu všech IR, frekvence výskytu IR o délce 8 bp+, 

10 bp+ a 12 bp+. Frekvence výskytu je ve výchozím nastavení vyjádřena jako počet IR na 1 bp 

analyzovaného genomu. Další sloupce obsahují údaje s počtem IR podle jednotlivých kritérií 

(all – všechny IR, 8 – IR o délce 8 bp a delší, 10 – IR o délce 10 bp a delší, 12 – IR o délce 

Obrázek 20 soubor overall_palindromes.csv po transformaci do excelu  

http://www.insdc.org/documents/feature-table#7.2
http://www.insdc.org/documents/feature-table#7.2
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12 bp a delší). Poslední sloupce potom obsahují nalezené počty IR jednotlivých délek až do 

délky 30 (není vyobrazeno na obr. 20). Takto analyzované genomy byly spojeny do jednoho 

souboru a roztříděny do jednotlivých skupin a dále zpracovány viz. příloha Výsledky.xls. 

Soubor overall_features.csv obsahuje obdobné shrnutí pro výskyt inverzních repetic vzhledem 

k funkčním oblastem, viz. obr. 21. Na každém řádku je uveden typ funkční oblasti, celkový 

počet, součet celkové délky funkčních oblastí, průměrná délka a dále následují jednotlivé 

frekvence výskytu IR vztažené na celkovou délku funkční oblasti a rozdělené podle výskytu IR 

(nacházející se uvnitř funkční oblasti, do 100 bp před a do 100 bp následující po dané funkční 

oblasti). Za sloupci s hodnotami frekvencí výskytu následuje obdobně jako u souboru výše 

sloupce s počty nalezených inverzních repetic roztříděné podle výskytu (uvnitř, před a po) a 

podle délky (všechny, 8 bp a delší, 10 bp a delší, 12 bp a delší). 

Vzhledem k tomu, že genomy byly analyzovány po skupinách, musela být obdobná tabulka 

pro celý soubor genomů sestrojena znovu z jednotlivých souborů. Za tímto účelem byly pomocí 

příkazu  

copy *_feature_palindromes.csv souhrn_feature_palindromes.csv  

všechny soubory z celé analýzy s příponou feature_palindromes.csv spojeny do jednoho 

souboru souhrn_feature_palindromes.csv. Vzhledem k jeho velikosti cca 3,11 GB, jej nebylo 

Obrázek 21 overall_features.csv po transformaci do excelu  
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možné načíst do tabulkového procesoru excel. Z tohoto důvodu byl zvolen program Tad 

(dostupný z [75]), využívající SQLite databázi schopný zpracovat tak velký soubor dat. Po 

načtení souboru do programu Tad, byly vyfiltrovány statistiky k jednotlivým funkčním 

oblastem a sečteny jednotlivé počty nalezených inverzních repetic. Na obr. 22 je možné vidět 

příklad filtraci řádků podle rRNA funkční oblasti (oblasti DNA kódující ribozomální RNA) a 

jednotlivé součty IR. Dále vidíme, že počet všech nalezených inverzních repetic ze všech 

analyzovaných genomů vyskytujících se uvnitř (all inside) funkční oblasti DNA kódující rRNA 

je 776 127, v případě IR o délce 8+ je celkový počet 89 156 atd. Z takto vyfiltrovaných 

výsledků byla zrekonstruována obdobná tabulka jako na obr. 21 pro celý analyzovaný soubor 

genomů, ze které mohl být dále sestaven graf, viz. kapitola výsledky. 

 

 

Obrázek 22 Filtrované výsledky v programu Tad  

https://www.tadviewer.com/
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4 VÝSLEDKY 

4.1 Frekvence výskytu inverzních repetic v bakteriálních genomech 

Analyzovaný dataset obsahoval 1627 genomů z 1547 druhů bakterií. Celková délka genomů 

se pohybovala od 298 kbp do 20.20 Mbp. Průměrný obsah GC párů ve vzorku byl 50,6 %, 

s minimem 20,2 % u Buchnera aphidicola (Gammaproteobakterie) a maximem 74,70 % u 

Corynebacterium sphenisci (Aktinobakterie). Nejvyšší zastoupení zaujímaly IR o délce 6-7 bp 

(86,6 % všech IR), méně početné byly IR s délkou 8 bp a delší (13,41 všech IR) a IR s délkou 

10 a delší (1,87 % všech IR) a nejméně zastoupení byly IR s délkou 12 a delší (0,42 % všech 

IR). Tedy čím delší IR, tím menší je její pravděpodobnost výskytu. Celkový souhrn počtu 

nalezených IR a jejich frekvenci výskytu z celého analyzovaného souboru je znázorněn 

v tabulce 1.  

Tabulka 1 Celkový počet inverzních repetic jednotlivých délek a frekvence jejich výskytu 

Délka IR Počet IR Frekvence výskytu IR na 1000 bp 

Vše 241 419 782 41,87 

6-7 209 053 900 36,20 

8+ 32 365 882 5,66 

10+ 4 504 521 0,80 

12+ 1 014 643 0,18 

Dále byl soubor genomů rozdělen do barevně rozlišených skupin a podskupin, viz. obr 16 

fylogenetický strom. Pro statistické vyhodnocení byly brány pouze skupiny a podskupiny 

obsahující více jak 10 sekvenovaných genomů, zbytek byl zařazen do skupiny ostatní. 

V tabulce 2 je možné vidět počet analyzovaných sekvencí u jednotlivých individuálních skupin 

a podskupin a u celého celku. Dále jsou v tabulce 2 uvedené jednotlivé statistické ukazatele, 

Median, nejkratší a nejdelší genom, průměrný obsah GC párů v genomech, celkový počet 

nalezených IR a průměrné frekvence nalezených IR včetně minimálních a maximálních hodnot. 

Průměrná frekvence výskytu inverzních repetic u všech bakteriálních genomů byla 41,87 IR na 

1000 bp. V případě skupin byla nejmenší průměrná frekvence výskytu inverzních repetic u 

skupiny Thermotogae (37,06 IR/kbp) a nejvyšší u skupiny Terrabacteria (44,01 IR/kbp), 

následované Spirochaetes (43,14 IR/kbp). V případě podskupin byla nejmenší průměrná 

frekvence výskytu inverzních repetic u podskupiny Chlamydiae (35,66 IR/kbp) a nejvyšší u 

Tenericutes (61,89 IR/kbp) následovaná skupinou Actinobacteria (49,26 IR/kbp). Nejvyšší 

frekvence inverzních repetic byla nalezena u bakterie Buchnera aphidicola (BCc) a to 113,38 
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IR/kbp zároveň s nejnižším obsahem GC párů 20,1 %. Nejnižší frekvence inverzních repetic 

byla nalezena u bakterie Anaplasma centrale 27,08 IR/kbp.  

Dále byl pro podskupiny z tab. 2 vytvořen krabicový/boxový graf (obr.23) zachycující 

detailní charakteristiky výskytu IR v jednotlivých podskupinách. Jednotlivé boxy reprezentují 

danou podskupinu a jsou ohraničeny shora 3. kvartilem a zespodu 1. kvartilem, mezi nimi se 

nachází linie vymezující medián. Dále obsahují linie (tzv. vousy), které vycházejí ze střední 

části boxů kolmo nahoru a dolů, vyjadřující variabilitu dat pod prvním a nad třetím kvartilem 

s maximální a minimální hodnotou v mezikvartilovém rozpětí. Jednotlivé tečky nad boxy pak 

znázorňují odlehlé výsledky. Odlehlé výsledky jsou stanoveny na základě jejich hodnot, které 

leží mimo oblast 1,5násobku mezikvartilového rozpětí. Z grafu je patrné, že genomy z 

podskupiny Tenericutes mají nejvyšší frekvenci výskytu IR. V případě odlehlých výsledků je 

nejvíce obsaženo v podskupinách Firmicutes a Gammaproteobacteria. Ve skupině 

Gammaproteobacteria se jedná především o genomy (celkem 14) bakterie Buchnera aphidicola, 

izolované z různých hostitelů. Ve skupině Firmicutes se jedná především o bakterie z rodu 

Clostridium.  

Tabulka 2 Celkový počet inverzních repetic v jednotlivých skupinách a podskupinách a frekvence jejich 

výskytu. Sekvence (počet analyzovaných genomů), Median (medián délky genomů), Nejkratší (nejkratší 

genom), Nejdelší (nejdelší genom), GC (průměrný obsah GC párů v genomech), Počet IR (počet 

nalezených IR všech délek), Průměr (průměrná frekvence výskytu IR vztažená na 1000bp v dané 

skupině/podskupině), Min (nejmenší nalezená frekvence výskytu IR vztažená na 1000 bp), Max (největší 

nalezená frekvence výskytu IR vztažená na 1000 bp) 



34 
 

Jako další byla sledována závislost frekvence výskytu inverzních repetic na obsahu GC 

párů. Za tímto účelem byly sestrojeny grafy závislosti frekvenci výskytu IR jednotlivých délek 

na obsahu GC párů (%) u všech analyzovaných genomů. Na obr. 24 je možné vidět celkem 4 

grafy znázorňující závislost frekvence výskytu IR na obsahu GC párů. Jednotlivé popisky u 

grafů – VŠE, 8+, 10+ a 12+ značí délku zahrnutých IR. 

V případě grafu pro frekvenci výskytu IR všech délek je patrné, že zde existuje korelace 

mezi frekvencí a obsahem GC párů, viz. obr 24. Minimální frekvence výskytu IR se nachází 

uprostřed, kde obsah GC párů je okolo 50 % a postupně symetricky roste na obě strany až do 

svého maxima. Tato závislost přestává být s rostoucí délkou inverzních repetic pozorovatelná, 

jak je možné vidět v případě grafu pro IR 12+. Dále jsou zde zvýrazněny genomy Buchnera 

aphidicola a Corynebacterium sphenisci DSM 44792, mající minimální a maximální obsah GC 

párů z celého souboru analyzovaných genomů a jejich korespondující hodnoty frekvence 

výskytu IR, které jsou taktéž maximální z celého souboru s výjimkou grafu pro IR 10+ a IR 

12+. Dále je v grafu pro IR 10+ a IR 12+ zvýrazněn mikroorganismus Mycoplasma suis, jehož 

frekvence výskytu IR, délky 10+ a 12+ vzhledem k obsahu GC párů výrazně vybočuje z celého 

souboru.
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Obrázek 23 Boxový graf frekvence výskytu všech IR v jednotlivých podskupinách   
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Obrázek 24 Grafy závislosti frekvence výskytu IR různých délek na procentuálním obsahu GC párů 
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4.2 Lokalizace inverzních repetic vzhledem k funkčním oblastem DNA 

Kromě analýzy frekvence výskytu inverzních repetic v celém genomu byla analýza taktéž 

zaměřena na sledování frekvence jejich výskytu „uvnitř“ daných funkčních oblastí, do 100 bp 

„před“ a do 100 bp „za“ nimi. Funkční oblast DNA je úsek DNA, u kterého byla objevena 

nějaká funkce, například geny pro tvorbu proteinů, RNA nebo různé regulační oblasti. Soubory 

s polohou výskytu funkčních oblastí jednotlivých genomů byly automaticky staženy 

programem Palindrome analyser z NCBI databáze a rovnou analyzovány, .csv výstupy poté 

byly zpracovány viz. teorie výše.  

Celkem bylo sledováno 10 funkčních oblastí – gen (oblasti s nacházejícími se geny, např. 

tvorba proteinů, enzymů atd.), tRNA (oblast kódující transferovou RNA), jiné funkční oblasti 

(funkční oblasti nezařazené do ostatních skupin), různé vazebné oblasti (oblasti ke kterým se 

váží kovalentně či nekovalentně jiné molekuly, kromě proteinů a primerů), oblasti opakování 

(oblast obsahující opakující se sekvence nukleotidů), ncRNA (protein-nekódující oblast, která 

kóduje jinou než ribozomální a transferovou RNA), rRNA (oblast kódující ribozomální RNA), 

tmRNA (oblast kódující transferovou RNA), regulační oblasti (jakákoliv oblast regulující 

funkci transkripce, translace, replikace nebo chromatinové struktury), STS (sekvence DNA, 

která obsahuje orientační bod v genomu, který lze detekovat pomocí PCR). 

 Níže jsou uvedené jednotlivé grafy. Celkem byly sestaveny 4 grafy sledující výskyt 

inverzních repetic daných funkčních oblastí. V prvním grafu č.1 jsou zahrnuty frekvence 

výskytu IR všech délek. V dalších grafech č.2, 3 a 4 jsou postupně zahrnuty frekvence výskytu 

IR délek 8 bp a delší, 10 bp a delší a nakonec 12 bp a delší. V případě grafu č.1 je nejvyšší 

frekvence IR pozorována „před“ oblastí 4 a „za“ ní, naopak „uvnitř“ je frekvence výskytu IR 

skoro o polovinu nižší. Podobná je situace u oblastí 6-9 s tím rozdílem, že maximum se nachází 

až „za“ jednotlivými oblastmi. V případě frekvencí výskytu IR délky 8+ dochází k prohloubení 

výše uvedené závislosti u oblastí 4, 6-9, v případě oblasti 4 se maximum frekvence IR přesouvá 

až „za“ oblast. Zajímavá situace nastává u grafů č.3 a 4, kde se maximum frekvence výskytu 

IR u všech oblastí s výjimkou oblasti č.3 nachází až „za“ nimi a v případě IR délek 12+ dokonce 

několikanásobně překračuje hodnota frekvence výskytu IR hodnotu výskytu IR „před“ a 

„uvnitř“ oblastí s výjimkou oblasti 3 a 5. U oblasti 10 nebyly nalezeny žádné IR délky 12+ 

„před“ ani „po“. Dále byla u všech oblastí pozorována frekvence výskytu IR „uvnitř“ nižší než 

„vně“ s výjimkou oblastí 10 a 3 (pro IR délky 8+, 10+ a 12+) a také pro oblast 1 v případě grafu 

č.1.   
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5 DISKUZE 

Inverzní repetice se vyskytují nejen v genomu bakterií, ale také v eukaryotické DNA, kde 

taktéž vykazují nenáhodnou distribuci. Inverzní sekvence bohaté na GC páry, nacházející se 

v oblasti promotorů, mohou po oxidaci 2’-deoxyguanosinu dát vzniku křížovým strukturám, 

které následně regulují transkripci [76]. Inverzní repetice se také nacházejí ve virových 

částicích. Například analýza lidského RNA virusu SARS-CoV-2 zjistila, že bodové mutace se 

častěji vyskytují uvnitř inverzních repetic [3]. Taktéž dvě konzervované oblasti SARS-CoV-2 

a SARS-Co-V zaujímají vlásenkové struktury, které mohou chránit virální RNA před rychlou 

degradací v lidských buňkách, a tudíž zvyšovat stabilitu virové RNA, zefektivňovat replikaci a 

virulenci [3]. 

V případě výskytu IR u eukaryotických organismů byl analyzován celý genom 

Saccharomyces cerevisiae (kvasinka pekařská) včetně mitochondriální DNA (mtDNA) [77]. 

Průměrný výskyt IR u všech chromozomů S. cerevisiae byl 0,56 IR/Kbp, což je zhruba 75krát 

méně, než jaký byl průměrný výskyt IR v analyzovaném souboru bakteriálních genomů [77]. 

Naproti tomu u mtDNA byl průměrný výskyt IR u S. cerevisiae 25,02 IR/Kbp. Tato frekvence 

výskytu IR se blíží frekvenci výskytu IR u námi analyzovaného souboru bakterií, což podporuje 

endosymbiotickou teorii vzniku mitochondrií pohlcením bakteriálního genomu dávným 

předkem eukaryot [78]. Podobně jako v případě analýzy bakteriálních genomů vykazuje 

analýza výskytu IR vzhledem k funkčním oblastem u S. cerevisiae nenáhodnou distribuci IR 

s maximem výskytu IR nacházejícím se uvnitř centromerních oblastí [77].  

Analýzou mitochondriální DNA různých organismů (celkem 7135 mtDNA sekvencí), byla 

zjištěna přítomnost inverzních repetic, která vykazovala evoluční konzervaci i jejich 

nenáhodnou distribuci [79]. Taktéž chloroplastová DNA (cpDNA) vykazuje přítomnost 

inverzních repetic a jejich nenáhodnou distribuci [80]. Podobně jako v případě frekvence 

výskytu IR u bakteriálních genomů klesá s rostoucí délkou IR i u mtDNA a cpDNA, s několika 

výjimkami [79; 80]. Analýza frekvence výskytu IR u cpDNA vzhledem k funkčním oblastem 

taktéž ukázala jejich nenáhodnou distribuci, tak jako v případě frekvence výskytu IR u 

analyzovaného souboru bakteriálních genomů [80]. Tabulka 3 ukazuje porovnání statistických 

ukazatelů analyzovaného souboru bakteriálních genomů s analýzou IR u mitochondriální a 

chloroplastové DNA. 
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Tabulka 3 Srovnání jednotlivých statistických ukazatelů 

 

1. kvartil 
(IR/Kbp) 

3. kvartil 
(IR/Kbp) 

Průměr 
(IR/Kbp) 

Min 
(IR/Kbp) 

Max 
(IR/Kbp) 

Analyzovaný soubor 33,3 48,3 41,9 27,10 113,40 

mtDNA 27,0 47,0 41,9 9,47 248,50 

cpDNA 40,0 45,0 45,0 26,00 191,98 

Polovina analyzované eukaryotické mtDNA vykazovala frekvenci výskytu IR mezi 27 – 47 

IR/Kbp [79], u cpDNA bylo rozmezí 40 – 45 IR/Kbp [80] a v případě analyzovaného souboru 

bakteriálních genomů se 50 % všech hodnot nachází mezi frekvencemi 33 – 48 IR/Kbp. 

Průměrný výskyt všech inverzních repetic u cpDNA byl 45 IR/Kbp [80] a u mtDNA byl 41,9 

IR/Kbp [79], tedy stejný jako v analyzovaném souboru bakteriálních genomů. Ovšem v případě 

rozpětí hodnot vykazoval náš soubor nejmenší rozpětí, naopak nejvyšší rozpětí hodnot 

frekvence výskytu IR byl u mtDNA. Dále byly ještě zpracovány dva grafy, které srovnávají 

frekvence výskytu IR analyzovaného souboru bakteriálních genomů s frekvencí výskytu IR u 

jednotlivých skupin organismů u mtDNA (graf č. 5) a také u cpDNA (graf č.6). Grafy jsou 
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Graf č.5 Srovnání distribuce IR frekvencí u mtDNA (převzato a upraveno z [79]) 
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znázorněny jako boxové s vyznačeným mediánem, 3. a 1. kvartilem a s vystupujícími liniemi 

se střední části udávající maximální a minimální hodnoty.   

 Dále byla ještě porovnána frekvence výskytu IR analyzovaného souboru bakteriálních 

genomů s frekvencí výskytu sekvencí pro formaci G-kvadruplexových struktur. Ve srovnání 

s výskytem sekvencí pro formaci G-quadruplexových struktur (PQS) jsou inverzní repetice 

zastoupeny poměrně častěji v bakteriálních genomech a jejich závislost na % obsahu GC párů 

vykazuje odlišný průběh. Obecně platí, že výskyt G-kvadruplexových struktur se zvyšuje 

s rostoucím obsahem GC % párů, samozřejmě s celou řadou výjimek [81]. Naproti tomu 

minimum výskytu inverzních repetic nástává okolo 50 % obsahu GC párů a roste symetricky 

na obě strany a dosahuje své maximální hodnoty v krajních hodnotách % obsahu CG párů. Dále 

byl zpracován graf č.7 porovnávající frekvenci výskytu PQS sekvencí s IR sekvencemi 
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vzhledem k daným funkčním oblastem. Graf č. 7 má dvě osy y (osa vlevo znázorňuje frekvenci 

výskytu PQS, osa vpravo znázorňuje frekvenci výskytu IR) a překrývající se sloupce (hnědá 

značí frekvenci výskytu PQS a světle modrá frekvence výskytu IR). Průměrná frekvence 

výskytu IR „před“, „uvnitř“ a „po“ je zhruba 29násobná oproti frekvenci výskytu PQS. 

V případě rozložení výskytu PQS vzhledem k funkčním oblastem, se maximum a minimum 

frekvence výskytu PQS nachází „před“ oblastí 8 a „uvnitř“ oblasti 10 a maximum a minimum 

frekvence výskytu IR „před“ oblastí 4 a „uvnitř“ oblasti 7, viz. graf č. 7.  Oblasti 5 a 9 vykazují 

podobnosti v rozložení frekvence výskytu IR a PQS. Oblasti 3 jsou navzájem invertované. 

Ostatní oblasti se odlišují v relativním výskytu frekvencí IR a PQS. 
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6 ZÁVĚR 

Inverzní sekvence jsou nedílnou součástí DNA, jejich distribuce vykazuje nenahodilý 

charakter. Mohou zapříčiňovat genomovou nestabilitu, vznik různých inzercí, delecí nebo 

translokací. Také jsou součástí transpozomů a oblastí rozeznávaných restrikčními 

endonukleázami. Nedokonalé inverzní repetice mohou být příčinou vzniku mutací a z nich 

následných onemocnění. Naproti své negativní roli při vzniku genomové instability a mutací, 

mají taktéž pozitivní roli, protože umožňují vzniku různým sekundárním strukturám, které jsou 

rozeznávány řadou proteinů. Ze vznikajících sekundárních struktur byla věnována pozornost 

křížovým strukturám a proteinům, které s těmito struktury interagují. Křížové struktury jsou 

důležité pro celou řadu biologických procesů včetně transkripce, replikace, rekombinace a 

regulace genové exprese a organizace genomu. Dále byla představena aplikace Palindrome 

analyser pro hledání inverzních repetic a popsáno využití její online a offline verze při analýze. 

Experimentální část byla zaměřena na analýzu frekvence výskytu inverzních repetic 

v bakteriálních genomech. Za tímto účelem byl analyzován soubor 1547 druhů bakterií, 

roztříděných do několika skupin a podskupin. Celkem bylo analyzováno 1627 bakteriálních 

genomů pomocí programu Palindrome analyser. Nejvyšší počet inverzních repetic byl nalezen 

u podskupiny Tenericutes, medián 63,17 IR/1000bp. V případě jednotlivých bakterií byla 

nejvyšší frekvence výskytu IR zjištěna u bakterie Buchnera aphidicola s frekvencí výskytu 

113,37 IR/1000bp a nejnižší frekvence 27,8 IR/1000bp u Anaplasma centrale. Dále byla 

zkoumána závislost frekvence výskytu IR na obsahu GC párů. Bylo zjištěno, že v případě 

inverzních repetic všech délek (6-30 bp) vykazuje frekvence výskytu IR přibližně kvadratickou 

závislost s minimem okolo 50 % obsahu GC párů, která slábne s rostoucí délkou inverzních 

repetic.  

Dále byla zkoumána lokalizace inverzních repetic vzhledem k funkčním oblastem. Celkem 

bylo zkoumáno 10 různých typu funkčních oblastí u kterých byl sledován výskyt inverzních 

repetic ve vzdálenosti do 100 bp před, uvnitř a do 100 bp za funkční oblastí, viz. kapitola 4.2. 

Byla analyzována lokalizace vůči uvedeným funkčním oblastem u celkem 4 druhů délek IR – 

VŠE (6-30), 8+ (8 a delší), 10+ (10 a delší), 12+ (12 a delší). Zjištěné výsledky byly graficky 

zpracovány do 4 grafů (č.1 až 4) a zhodnoceny. Ve většině skupin je frekvence výskytu IR 

„uvnitř“ nižší než „vně“. Tento poměr se zvyšuje s rostoucí délkou inverzních repetic a zároveň 

dochází ke zvyšování poměru frekvence výskytu IR za funkčními oblastmi oproti výskytu před 

a uvnitř oblastí. V případě IR délky 12+ je poměr frekvencí výskytu IR „za“ oblastmi dokonce 

několikanásobně větší než „před“ a „uvnitř“.  
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V diskuzi byla porovnána frekvence výskytu IR s frekvencí výskytu IR u ostatních 

organismů včetně mitochondriální a chloroplastové DNA. Výsledky porovnání jsou 

znázorněny v grafech č.5 až 7. Zajímavé je zjištění, že průměrný výskyt IR u všech 

chromozomů S. cerevisiae (kvasinka pivní) činil 0,56 IR/Kbp, což je zhruba 75krát méně, než 

jaký byl průměrný výskyt IR v analyzovaném souboru bakteriálních genomů. 
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8 POUŽITÉ ZKRATKY 

HMGB proteiny z rodiny HMG (z angl.: High-Mobility Group) vysoce pohyblivých 

chromozomálních proteinů obsahujících HMG-Box doménu 

COL1A1 z angl.: Collagen Type I Alpha 1 Chain 

COL1A2 z angl.: Collagen Type II Alpha 1 Chain 

AFM mikroskopie atomárních sil (z angl.: atomic force microscopy) 

ARS307 Autonomní replikační sekvence nacházející se na chromozomu III kvasinek 

Saccharomyces Cerevisiae 

SAF-box z ang. scaffold attachment factor-box  

BRCA1  z ang. Breast-associated protein-1 

NLS z ang. nuclear localization signal or sequence (NLS) 

BARD1 z ang. BRCA1 Associated ING Domain protein 1 

PALB2 z ang. Partner and localizer of BRCA2 

SCD z ang. Serine Containing Domain 

ATM z ang. Ataxia Telangiectasia Mutated protein 

RB z ang. Retinoblastoma protein 

BACH1 z ang. BTB and CNC homology 1, basic leucine zipper transcription factor 1 

CtIP z ang. C-terminal binding protein 1 (CtBP1) interacting protein 

Abraxas z ang. BRCA1-A complex subunit, podjednotka komplexu BRCA1-A 

scDNA z ang. supercoiled DNA, superhelikální DNA 

SMC z ang. Structural maintenance of chromosomes proteins 

S/MAR z ang. Scaffold/matrix attachement region 

VLF1 z ang. Very late expression factor 1 

AcMNPV z ang. Autographa californica nuclear polyhedrosis virus 

DEAE-C z ang. Diethylaminoethyl cellulose chromatography  

HeLa C. Buněčná linie lidských epitelových buněk odebraných z maligního karcinomu 

děložního čípku Henrietty Lacksové  
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MLL z ang. Mixed Lineage Leukemia 

KMT2A z ang. Lysine [K]-specific MethylTransferase 2A 

bp. z ang.base pair  

 

 

 


