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ABSTRAKT

Inverzni repetice (IR) jsou pfirozenou soucasti DNA vSech znamych prokaryotickych 1
eukaryotickych organismt. Inverzni repetice maji dulezitou roli pii regulaci zakladnich
bunéénych procest. Jsou zodpovédné za vznik kiizovych struktur. Inverzni repetice taktéz
zapficinuji genomovou nestabilitu a mohou byt zdrojem fady mutaci. Kfizové struktury mohou
byt rozeznavany celou fadou DNA vazebnych proteint a také mohou fungovat jako transkrip¢ni
regulatory. Pomoci nastroje Palindrom analyser byla analyzovana frekvence vyskytu a
lokalizace inverznich repetic v bakterialnich genomech. Frekvence vyskytu inverznich repetic
napii¢ bakterialnimi genomy vykazuje variabilni charakter. Frekvence vyskytu kratkych
inverzni repetic vykazuje pfiblizné kvadratickou zavislost na % obsahu GC parti v genomu
s minimem okolo 50 % obsahu GC. Lokalizace inverznich repetic vzhledem k funkénim
oblastem DNA vykazuje nendhodny charakter rozlozeni. Frekvence vyskytu IR u vétSiny

sledovanych funk¢nich oblasti je vyssi ,, vné* nez ,,uvniti®.

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”.

KLICOVA SLOVA

Inverzni repetice, kiizové struktury, Palindrome analyser, protein p53

KEY WORDS

Inverted repeats, cruciform structures, Palindrome analyser, protein pS3



SEDY, Michal. Analyza lokalizace inverznich repetic v bakterialnich genomech. Brno, 2020. Dostupné
také z: https://www.vutbr.cz/studenti/zav-prace/detail/124203. Diplomova prace. Vysoké uceni
technické v Brnég, Fakulta chemicka, Ustav chemie potravin a biotechnologii. Vedouci bakalaiské

prace doc. Mgr. Vaclav Brazda, PhD.

PROHLASENI

Prohlasuji, ze jsem diplomovou praci vypracoval samostatné a ze vSechny pouzité literarni
zdroje jsem spravné a uplné citoval. Bakalafska prace je z hlediska obsahu majetkem Fakulty
chemické VUT v Brn¢ a miize byt vyuzita ke komer¢nim aceliim jen se souhlasem vedouciho

bakalarské prace a dekana FCH VUT.

podpis studenta

PODEKOVANI
Dé&kuji panu doc. Mgr. Vaclavovi Brazdovi, Ph.D. za odborné vedeni mé diplomové prace.

Dale deku;ji Ing. Otilii Porubiakové za Cas, ktery mi vénovala pii zpracovani této prace.


https://www.vutbr.cz/studenti/zav-prace/detail/124203

OBSAH

o N N W

UVOD ...ttt ettt sttt et et e ea e ea et et e sa b s a e ne b s ea b e 6
TEORETICKA CAST ......oouriieirereiiesesse et ssses s sessse s seasn 7
2.1 INVEIZNL TEPETICE ..ceuveieiie ettt ettt ettt eaae s et e b e e s e eabe e s s e b e e asaeeaaeeas 7
2.2 Vliv inverznich repetic na strukturu DNA ..o, 8
2.3 Vznik a vyskyt kiizovych struktur v genomu ............cccceviiiiiiiniiiiiniinicic e 10
2.4 Interakce proteind s kfiZovymi Strukturami ........ccceceeceeveciiiiniiiinininiicciee e 13

2.4.1 Enzymy rozeznavaci Hollidayovo SpPOJeni.........ccccccevueviiiuiiiiiiniiinieiciecicienes 13

2.4.2 Proteiny ucastnici se transkripce a opravy DNA .........ccccoiiiiiiiniiiiiiii, 14

2.4.3 Chromatin-asoCiovane€ ProtelNy ...........cccceeveeruerrieiuienueineeieereseesseessessssseeneesnes 15

2.4.4 Proteiny ucastnici se replikace.........cccceeveviiiiiiiiiiiiiiniiiic 18

2.4.5 MLL PIO@IMN ...uuviiuiiiiieeiie ettt sttt st s s es e s b s s e saes 20
2.5 Onemocnéni a proteiny vazici se na kiizove struktury ..., 20
2.6 Nastroj Palindrome QRalySer ................ccccoceecieiiiiiiiiiiiiiiiiieiiesiie et 21
EXPERIMENTALNIT CAST ...t ssissssssssssssssssssssss s sssenns 25
Bl Gl PIACE ettt e b e 25
3.2 Piehled analyzovanych genomul..........ccceceeeeuirieiiiiiiieniiii i 26
3.3 MELOAY .eeeuneieiieeiie ettt e e e r e e 27
VY SLEDKY ...cooeitaeiseeiseessse e sssss s sess s ssss s sosses s 32
4.1 Frekvence vyskytu inverznich repetic v bakterialnich genomech.............cccccoveennennne. 32
4.2 Lokalizace inverznich repetic vzhledem k funkénim oblastem DNA......................... 37
DISKUZE ...ttt ettt et et st sa e sa e sa et sa e st st ae s saae e eates 40
ZAVER ...ttt 44
ZDROIJE ..ottt ettt sttt sttt st s st ea e 46
POUZITE ZKRATKY ...ooouvivarriseresseresseeessseessssessssessssessssesessesessssssssesosssesssasssssssssnee 52



1 UvVOoD

Inverzni repetice jsou pfirozenou soucasti DNA prokaryotickych a eukaryotickych bunék a
vyskytuji se napfi¢ celym genetickym kdédem. Vyskytuji se v riznych oblastech DNA s riznou
Cetnosti. Jsou rozeznavany celou fadou proteint jako jsou restrikéni enzymy, helikazy a
transkripcni faktory [1]. Inverzni repetice jsou schopné ovliviiovat strukturu DNA. Také mohou
zpusobovat genetickou nestabilitu. Naptiklad mista transloka¢nich zlomt v genomu lidského
karcinomu byvaji ¢asto obohacena o inverzni repetice [2]. TaktéZ mohou byt mutagenni a
stimulovat tvorbu DNA dvou-fetézcovych zloma, které mohou vést k delecim v savcich i
kvasinkovych bunkach [2]. Nejenom v lidském genomu, ale také naptiklad v genomu viru

SARS-COV-2 jsou mista vyskytu bodovych mutaci obohaceny o inverzni repetice [3].

Kromé znamé dvousroubovicové struktury DNA objevené Watson a Crickem v roce 1953
[4] byly postupné objeveny dalsi formy sekundarnich struktur DNA, které se ucastni celé fady
biologickych procest jako napfiklad levotoCiva Z-DNA, vlasenkové struktury, kiizové
struktury, triplexy, kvadruplexy a dals§i [5]. Pravé inverzni repetice se podileji na vzniku
kiizovych a vlasenkovych struktur. K tvorbé kiizové struktury je zapotfebi minimalné 6 nebo
vice bazi dlouhé inverzni repetice [6]. Jejich struktura je stabilizovana nadsSroubovicovym

vinutim DNA [7].

Kftizové struktury hraji dalezitou roli v regulaci pfirozenych procesii zahrnujicich DNA.
Nejsou rozmistény zcela nahodnd. Cast&ji se vyskytuji v blizkosti bodd zlomu, oblasti
promotord a mistech pocatki replikace DNA [7]. Také mohou ovlivnit stupen
nadsroubovicového vinuti, umisténi nukleosomu in vivo, a tvorbu dalSich sekundarnich
struktur. Jsou zasadni pro celou fadu biologickych procest zahrnujicich replikaci, regulaci
genove exprese, strukturu nukleosomu a rekombinaci. Také byly zapojeny do evoluce a vyvoje
nékterych onemocnéni jako je rakovina nebo Werneriv syndrom (syndrom piedcasného

starnuti) a dalsi [8; 9].

Kfizové struktury jsou cilem celé fady stavebnich a regulacnich proteind. Byla
identifikovana cela fada proteint majici afinitu ke kfizovym strukturam vcetné proteinu 14-3-
3, tumor suppresového proteinu p53 s jeho homologu p73 [1; 7; 10]. Také histony H1 a HS,
topoisomeraza 11, HMG proteiny, HU, p53, proto-onkogenni protein DEK a dal§i interagu;i
s kfizovymi strukturami [7]. Nékolik DNA-vazebnich proteint, jako jsou proteiny z rodiny
HMGB, Rad54, BRCA1 a PARP-1 polymeraza se i pres svoji nizkou DNA sekvencni specifitu
vazi prednostné na kiizové struktury. Nékteré z téchto proteina jsou dokonce schopné vyvolat

tvorbu ktizovych struktury po navazani na DNA [7].



2 TEORETICKA CAST

2.1 Inverzni repetice

Inverzni repetice (IR) je usek DNA, ktery sestava ze dvou naslednych navzijem
invertovanych komplementarnich sekvenci na jednom vldknu DNA. Mezi témito dvéma
sekvencemi se mize nachazet rizny pocet nukleotidovych bazi vcetné nuly. RozliSujeme piimé
a nepfimé inverzni repetice. V piipadeé piimych inverznich repetic také oznaCovanych jako
palindromické se mezi invertovanymi sekvencemi nenachazeji dalsi nukleotidy (obrazek 1).
Neptimé inverzni repetice obsahuji mezi invertovanymi sekvencemi variabilni pocet dal§ich
nukleotidt (obrazek 1) [11]. Inverzni repetice jesté dale mizeme délit na dokonalé a nedokonalé
na zakladé uplné nebo casteCné komplementarnosti invertovanych sekvenci. Kromé inverznich
repetic rozeznavame také piimé repetice, které sestavaji z opakujicich se sekvenci nukleotida

(obrazek 1) [7; 12].

5 . s O nnnnn '3

a) prima inverzni repetice b) nepfima inverzni repetice

5' TTACGTTACG '3
c) pfima repetice
Obrazek 1 Priklady inverznich sekvenci

Inverzni repetice plni celou fadu biologicky dulezitych funkci. Hraji dalezitou roli pii
genové expresi, regulaci a replikaci DNA [11]. Inverzni repetice také stimuluji vznik deleci
béhem DNA replikace a interchromozomalni rekombinaci mezi homolognimi sekvencemi [13;
14]. Také definuji hranice transpozomu a oznacuji oblasti schopné autokomplementarniho
parovani bazi [13]. Tyto vlastnosti hraji dilezitou roli v ptipadé genové nestability a ptispivaji
nejen ke genetické diverzité a evoluci, ale také davaji vzniku mutacim a onemocnénim. Diky
komplementarnosti sekvenci mohou za vhodnych podminek dat vzniku dal§im sekundarnim

strukturam, predevs§im kfizovym strukturam nebo vlasenkam.
Rozmisténi inverznich repetic napfi¢ genetickym kodem vykazuje nenahodily charakter.
Analyza lidského a mysiho genomu odhalila, ze vyskyt inverznich repetic je astéjsi u intrond

nezu exonu [1]. Dale bylo analyzou promotorti lidského genomu zji§téno, Ze nejvice inverznich



repetic s délkou 8+ se nachazi ve vzdalenost do 100 bp pfed pocate¢nim mistem transkripce

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

2.2 Vlivinverznich repetic na strukturu DNA

Jak jiz bylo uvedeno vySe mohou inverzni repetice zptusobovat mutace DNA, tedy ménit
jeji primarni strukturu. Nedokonalé inverzni repetice mohou zptisobovat bodové mutace. Na
obrazku 2 je mozné vidét schéma modelu vzniku bodové mutace zptisobené nedokonalou IR,
poprvé navrzeného v roce 1982. Proces mutace zahrnuje dva pieskoky DNA polymerazy. Prvni

A

Dokonala IR cagATGTGtacgaaatCACATttL
Nedokonala IR cagATGTGtacgaaatCACACttt

®
B
3— gtcTACACatgctttaGTGTGaaa
S'——cag 4 L.
oE e Vedouci fetézec
-
Q-0 '
H - o
— = Q-0 3
~ 3y —_—
W
og;" Opozdujici se Feﬁéy
5' —— cagATGTGtacgaaatCACACttt
C
3' =—— gtcTACACatgctttaGTGTGaaa
5 = tagATGAG R
o+ Vedouci fetézec
f
0 )
Q 5
+ m ]
f
W
= ot g e e
| 3'«—TACAC Opozdujici se fetézec
5'—— cagATGTGtacgaaatCACACttLt
D
3'—— gtcTACACatgctttaGTGTGaaa
5'—— cagATGTGtacgaaatCACATtS>

»

B = cagATGTGtacgaaatCACACLtLL
Obrazek 2 Bodova mutace DNA (prevzato a upraveno z [15])

preskok, ktery muze byt bud intramolekularni, kdy DNA polymeraza pieskakuje z pivodniho
8



fetézce na nove syntetizovany (obr. 2 B) nebo intermolekularni, kdy dochazi k preskoku DNA
polymerazy na protilehly fetézec, v tomto pfipadé opozdujici se (obr. 2 C). Poté dochazi ke
druhému preskoku DNA polymerazy zpatky na replikované vlakno (obr. 2 D). Na konci tohoto
procesu se na puvodnim vlaknu nachazi pivodni nedokonala IR a na novém vlaknu nova

dokonala IR, ktera se béhem dalsi replikace zanese kompletné do genomu dcefiné buiky [15].

Bodové mutace zpusobené nedokonalymi IR mohou vést k fadé onemocnéni. Napiiklad
oblast genu kodujici antitrombin III obsahuje nedokonalou IR (obr. 3), pfiCemz mutace na
dokonalou IR zptisobi zaménu guaninu za adenin a konverzi kodonu ACG na ACA (obr. 3),

coz vede k zafazeni aminokys. threoninu namisto alaninu. Nasledkem je vznik nefunkéniho

Obrazek 3 Bodova mutace genu kodujici protein Antithrombin III (kresleno pomoci [82])

anti-thrombinu III [16].

Obrazek 4 T-inzerce (kresleno pomoci [82])

Dal§i onemocnéni jako osteogenesis imperfecta, jehoz zakladnim projevem je kiehkost

kosti, které vede ke zlomeninam dlouhych kosti a vzniku dalSich deformit je spojovéano

9



s mutacemi genu kolagenu typu I, COL1A1 a COL1A2. Jedna se o delece, inzerce a bodové
mutace predevsim v oblasti kodujici triple-helikalni strukturu kolagenu. Piikladem muze byt T-
inzerce (obr. 4) zpusobené konverzi nedokonalé IR na dokonalou IR, ktera zapficini zménu
¢teciho ramce a nasledné vznik mutantniho propeptidického fetézce proal(I), ktery je zkraceny
a ma jiné slozeni aminokyselin. Mutantni fetézec proal(I) znemoziuje tvorbu normalni triple-

helikalni struktury kolagenu [16; 17].

2.3  Vznik a vyskyt kfizovych struktur v genomu

Kromé& mutaci vedou inverzni repetice k tvorbé sekundarnich struktur jako jsou vlasenky
nebo kiizové struktury. Kiizové struktury hraji dalezitou roli pii regulaci biologickych procest.
V normélni dvousroubicovité DNA je jejich vyskyt termodynamicky nepravdépodobny.
Ovsem s rostoucim stupném negativniho nadsroubovicového vinuti DNA pravdépodobnost
jejich vyskytu roste z davodu snizujici se energie potiebné pro jejich tvorbu. Tvorba kiizovych
struktur in vivo byla prokazana jak u prokaryotickych, tak u eukaryotickych organismd.
Pritomnost kiizovych struktur byla poprvé popsana u kruznicové plasmidové DNA, kde muze
byt stabilizovana negativnim nadSroubovicovym vinutim. Napfiklad, existence kiizové
struktury in vivo byla prokazana u plazmidu pT181. Deleci sekvence zodpovédné za vznik této
struktury vedlo k redukci nebo selhani replikace [7]. Podobné deleci vazebné domény pro
kiizovou strukturu u proteinti 14-3-3 doslo ke sniZeni vazby na pocatky replikace, coz ovliviuje
iniciaci replikace DNA u kvasinek. Ke studiu kfizovych struktur a jejich izolaci byly také
ptipraveny monoklonalni protilatky, které se na tyto struktury specificky vazi a tim je stabilizuji
[18]. Pouziti monoklonalnich protilatek 2D3 a 4B4 se specifitou ke kfizovym strukturam vedlo
ke dvou az Sestinasobnému zvyseni replikace in vivo [19]. Podobné u homolognich proteina

14-3-3 kvasinek Saccharomices cerevisiae Bmhlp a Bmh2p, byla pomoci monoklonalnich

=

TTCGAAGAAA TGCCAGTGAT GCGGACATCG TTAATATAAA GATTTTACGA AGGAATTCTA
61 GGTAATGTTG CAATTACTTC TTCTCATGCA CTAACAAGTG AATGATAGAA ATATGTTGAG
121 TTCCTAACTG CCTGATTTTA AATAAGTTTC ATATTATAAT CTTTTAGCAT ATATATATAT
181 ATATTGATCC TCTCGRMGIMIIARTTTCTG CCAGTAACCC ATGTIRIGRNGIIRGAAAACAT
241 AAATAAAAAA GCAGTAGCAC ATGGACACAT TCACGCCCGA ACACTCCTAA AAAGCAGCCC

ACACAAGAAA GTAGATATAG TGTAGGACAC CCAG

[

I
|

[aw]
=

L

Obrazek 5 Sekvence ARS307

protilatek 2D3 prokéazana afinita ke kiizovym strukturdm in vitro a in vivo. Tyto proteiny se
vazi v dimerni formé& specificky ke kiizovym strukturam, ptfi¢emz heterodimer Bmh1p-Bmh2p

vykazuje silngjsi afinitu nez homodimery vyse zminénych proteint. Jejich cilova struktura se

10



nachazi na replikacnim pocatku ARS307, kde je tvofena dokonalou inverzni repetici o délce 10

bp (obr 5) [20].

Kfizové struktury vznikaji na zakladé komplementarnosti bazi podobné jako
dvousroubovicova DNA, s tim rozdilem, ze k parovani bazi dochazi mezi bazemi jednoho a
téhoz vlakna DNA. Timto procesem vznika utvar, ktery ma po obou stranach vystupky
pfipominajici kiiz (obr. 6). Na obr. 6 je mozné vidét sekvenci 20 bp promotoru genu p21
obsahujici inverzni repetici, ktera je rozeznavana proteinem p53 a piechod na jeji kiizovou

strukturu [7].

Kftizova struktura sestava s vétveni, stopky a smycky (obr. 6 B). Délka smycky zavisi na
velikosti mezery mezi invertovanymi sekvencemi. Pfimé inverzni repetice vedou ke tvorbé
smycky s minimalni délkou, ktera neobsahuje zadnou nukletidovou bazy. Formace kiizovych
struktur z nepfimych inverznich repetic zavisi nejen na délce mezery, ale také na jeji sekvenci.

Sekvence mezery bohatd na AT baze zvySuje pravdépodobnost vzniku kfizové struktury.

A) Linearni DNA

v
W

A 4
U1

DNA

OO A5 )

Obrazek 6 Prechod linedrni DNA na krizovou strukturu DNA (prevzato a upraveno z [7])

11



Pravdépodobnost formace kiizovych struktur také podporuje negativni nadsroubovicové vinuti
DNA [7; 21].

Kromé ktizovych struktur vznikajicich na jedné dvouvlaknové Sroubovici DNA, vznikaji
také kiizové struktury pfi crossing-overu mezi dvéma homolognimi chromozomy. Pii tomto
déji dochazi k propojeni Ctyt vlaken DNA a vznika tzv. Hollidayovo spojeni, které zaujima tvar
ktizové struktury. Toto spojeni je nasledné rozeznavano a §tépeno specialnimi enzymy zvanymi
resolvazy. Studium ktizovych struktur pomoci AFM odhalilo nékolik moznych konformaci
(obr. 7 D). Prvni konformace oznacovana jako rozlozend ma obé ramena kolma na hlavni

fetézec DNA (obr. 7 A), zbylé dvé konformace oznaCované jako skladané sviraji ostry thel

A) B)
M M
<>
I\ WARN /\
|2 \i( J / 4
v v

D)

Obrazek 7 Konformace kriZovych struktur (prevzato a upraveno z [7])
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s hlavnim fetézcem DNA (obr 7 B, C). Pravé dvé ztéchto konformaci muZeme nalézt

v Hollidayov¢ struktute [7].

2.4 Interakce proteinu s kiizovymi strukturami

Interakce proteinti s molekuly DNA patii mezi zakladni biologické procesy, bez kterych by
nebyl mozny zivot buniky. Hraji dilezitou roli pfi regulaci genové exprese [22], DNA replikaci
[23], opravach [24], transkripci [25], rekombinaci [26] a organizaci DNA do chromatinu [27].
Podle zpusobu vazby proteini na nukleové kyseliny rozliSujeme vazbu proteini na
nespecifickou a specifickou majici sekvencni nebo strukturni specifitu. Cela fada proteint se
vaze k DNA bez sekvencni ¢i strukturni specifity, naptiklad histony, které zptisobuji organizaci
DNA do chromatinu. Velky vyznam maji i proteiny vazici se specificky k uréitym oblastem
DNA, napiiklad transkripéni faktory aj. Velmi Casto obsahuji specifické proteinové motivy,
jako zinkovy prst, leucinovy zip, dva helixy spojené kratkou smyckou aj. Dal§i vyznamna
skupina proteind jsou proteiny, které rozliSuji specificky urcité lokalni struktury DNA a jsou

schopné s nimi interagovat. Mezi takové struktury patfi pravé vyse zminéné kiizové struktury.

Z hlediska hlavnich funkci proteind, které se vazi na kfizové struktury, byly proteiny
rozdeleny na: a) enzymy rozeznavajici Hollidayovo spojeni, b) proteiny ui€astnici se transkripce
a opravy DNA, c) chromatin-asociované proteiny, d) proteiny ucastnici se replikace a MLL

protein [7].

2.4.1 Enzymy rozeznavaci Hollidayovo spojeni

Enzymy rozeznavaji Hollidayovo spojeni patfi mezi hojn€ zastoupené endonukleazy, které
jsou dulezité pii opravach DNA a rekombinaci. Jak jiz bylo zminéno vyse, Hollidayovo spojeni
je struktura, ktera sestava s propojeni Ctyt vlaken DNA, vznikajici prekiizenim fetézca DNA
pii rekombinaci nebo pfi obraceni replikacni vidlice. Proteinli rozeznavajici Hollidayovo
spojeni byla identifikovana cela fada, byly identifikovany u mnoha organismu, od bakterii az
po kvasinky, archae a sav¢i buriky [28]. VéEtSina z nich mize byt rozdélena do dvou zakladnich
skupin [29]. Enzymy v prvni skupin€ se vazi ke vSem kiizovym strukturam, ale $t€pi pouze
specifické sekvence. Do této skupiny patii E. coli RuvC, kvasinkové integrazy, Ccel, Ydc2 a
RnaseH proteiny. Druha skupiny zahrnuje endonukledzy T7, RecU, resolvazy Hjc a Hje,

proteinovou rodinu MutH a ptibuzné restrikéni endonukleazy [30].

Na obrazku 8 je mozné vidét schéma mechanismu bilaterdlniho (dvoustranného) Stépeni

kiizové struktury lokalizované na cirkularni DNA, ktera je stabilizovana negativnim
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nadSroubovicovym vinutim. Pokud by dochazelo pouze k unilateralnimu (jednostrannému)
St€peni, nevznikala by linearni DNA, ale cirkularni DNA zbavena superhelicity a
s reabsorbovanou kiizovou strukturou, a tedy s nemoznosti znovunavazani enzymu. Je tedy
dulezité, aby probéhlo druhé stépeni pred disociaci komplexu proteinu a kiizové struktury.

Toho je dosazenou zrychlenim druhé §tépné reakce deseti az stonasobné [28].

Nadiroubovicova
DMNA s kfiZovou -

strukturou
; E Linearni DNA
Jednostranné

rozitépena cirkularni

DNA I A
Disociace Disociace

komplexu komplexu

21 e 9
! Prvni §tépeni I Druhé §tépeni A

NerozStépena Unilateralné Bilateraing
kiifova struktura rozstépeny produkt rozstépeny produkt

Obrazek 8 Stépent kFizové struktury resolvdzou (prevzato a upraveno z [28])

2.4.2 Proteiny ucastnici se transkripce a opravy DNA

Oprava DNA patii pravdépodobné mezi nejdulezitéjsi mechanismy k udrzovani genetické
stability. Vazba proteinii na poskozenou DNA a na lokalni alternativni DNA struktury tedy
hraje kli¢ovou roli pfi procesu opravy DNA. Prave tyto alternativni struktury mizeme casto
najit v promotorech genti, kde se mohou formovat z inverznich repetic, které se zde vyskytuji
Gastéji a jsou schopny tvorby kiizovych struktur in vivo. Rada DNA-vazebnych proteind, jako
napfiiklad proteiny rodiny HMGB-box [31], Rad54 [32], BRCA1 [33], MutS [34] a také PARP-
1 [24], vykazuji nizkou sekvencni, ale vysokou strukturni specifitu ke kfizovym strukturam.
Mezi proteiny ucastnici se opravy DNA, které rozeznavaji kiizové struktury, patfi jiz vySe

zminéné enzymy Ruv, RuvB, helikdza DNA, XPG protein a multifunkéni proteiny z rodiny

14



HMG-box BRCAI, rodina proteinti 14-3-3 a kvasinkové homology Bmhl a Bmh2, a také
rostlinny homolog GF14.

PARP-1 - je nejhojnéji se vyskytujici enzym z rodiny proteinit PARP. Proteiny z rodiny
PARP jsou DNA-zavislé polymerazy, vyskytujici se hojn€ v jadrech bunék (cca 1 enzym na 50
nuklezomu), které obsahuji strukturu zinkovych prsti. Jejich substratem je molekula NAD+, ze
které odstépuji monomery ADP-ribozy, které polymeryzuji na poly(ADP-ribozu), ktera dale
slouzi jako signalni fetézec pro dalsi enzymy podilejici se na opravé DNA [35]. PARP-1 ma
vysokou afinitu k posSkozené DNA, taktéz umoziuje rozruseni histonové struktury a tim ji
zpristupnuje dalsim regulacnim faktorim [36]. Kromé své afinity k poskozené DNA bylo také
zjisténo, ze se muze vazat a stabilizovat kiizové struktury v DNA [24]. Pokusy s negativni
nadSroubovicovou plasmidovou DNA obsahujici kfizové struktury ukazaly, ze PARP-1 je
schopen vazby a stabilizace té€chto struktur, coz vede ke zmeéné urovné superhelicit. Modulace
urovné superhelicity byla navrzena jako jeden z moznych mechanismt regulace genové exprese

[24].

Protein p53 — patfi mezi jeden z nejvice studovanych tumor supresorovych proteint. Vice
nez 50 % vsech lidskych nadord obsahuje mutace prave tohoto proteinu [37]. Inaktivace genu
TP53 kodujici protein p53 hraji kritickou roli pfi indukci maligni transformace buiky [38].
Protein p53 se vaze jako tetramer a jeho DNA-vazebna afinita je evolu¢né konzervovana [15].
Protein p53 vykazuje sekvencni specifitu a jeho cilové misto sestava ze dvou kopii sekvence
5’-RRRC(A/T)(T/A)GYYY-3 [15], ktera Casto tvori kiizovou strukturu [39]. Taktéz bylo
pozorovano, ze jeho vazebni afinita je zavisla na teploté a délce fragmentu DNA [40; 41]. Dale
bylo prokazano, in vivo, ze vazba proteinu p53 na jeho cilovou sekvenci je vysoce zavisla na
pfitomnosti praveé inverznich repetic v cilovém misté vazby [39]. Inverzni repetice obsazené
v cilovém misté zesiluji vazebnou afinitu proteinu p53 k DNA [42]. Také byla popsana jeho
vys§i afinita k nadSroubicové DNA [43; 44]. Protein p53 se mize selektivné vazat na dalsi
nekanonické struktury jako duplexy obsahujici chybné parované baze, ohnuta DNA, kiizové

struktury, hemikatenatové smycky, DNA vyduté, 3 a 4 - cestné kfizeni nebo telomerni t-smycky

[7].

2.4.3 Chromatin-asociované proteiny
Tvoti Sirokou skupinou jadernych proteini. Tyto proteiny, které se ¢asteéné podileji na
tvorbé chromatinové struktury a také jsou zapojeny do celé fady procest souvisejicich s funkci

DNA. Do této skupiny patii i proteiny DEK, BRCA1, HMG proteiny, Rad51, Rad54, které se

15



ucastni opravy a replikace DNA. Dalsi skupinou enzymi dulezitou v procesech opravy a
replikace DNA jsou topoizomerazy. Tyto enzymy se vyskytuji ve vSech zivych organismech,
kde maji za ukol fidit topologicky stav bunééné DNA [45]. Topoizomeraza I §tépi hollidayova
spojeni [46] a topoizomeraza II rozeznava a §tépi kiizové struktury [47] a taktéz interaguje
s HMGBI1 proteiny [48]. Tyto procesy jsou dulezité pro zachovani genomové stability, a to
predevsim diky schopnosti snizit torzni napéti, které vznikd v DNA beéhem transkripce a
replikace a taktéz schopnosti Stépit dlouhé kiizové struktury, které by jinak branily oddélovani
vlaken DNA. Dalsi protein Rad54 hraje dulezZitou roli pii homologni rekombinaci eukaryot.
Kvasinkovy a lidsky Rad54 se specificky vaze na Hollidayova spojeni s preferenci k jeho

rozlozené konformaci, a taktéz podporuje migraci této struktury [32; 49].

DEK protein — je vSudypfitomny a hojné se vyskytujici protein v mnohobunécnych
organismech, kde je obsazen v mnozstvi nékolik miliona kopii na bunécné jadro. Sestava z 375
amino-kyselin (AA) a ma dvé funkéni DNA-vazebné domény, kde jedna doména lezi
v centralni Casti molekuly a obsahuje sekvence, které jsou shodné s evoluéné konzervovanou
SAF-box doménou [50]. Druha DNA-vazebna doména se nachazi na C-terminalnim konci,
ktery muze byt posttranslatné modifikovan fosforylaci, ktera vede k jeho sniZeni vazebné
afinity k DNA a indukci tvorby DEK multimera [51]. Protein DEK postrada sekvencni
specifitu, ale vykazuje strukturni specifitu [52]. Studium izolovaného DEK proteinu prokazaly
jeho DNA-vazebni aktivitu s preferenci ke ¢tyfcestnym spojenim a nadsroubovicové DNA proti
linearni DNA a jeho schopnost vyvolat pozitvni nadSroubovicové vinuti v relaxované cirkularni

DNA [27].

BRCAL1 protein — patii mezi lidské tumor supresorové proteiny. Gen BRCA1 byl poprvé
identifikovan a naklonovan v roce 1994 na zéklad¢ jeho spojitosti s brzkym nastupem rakoviny
prsu a vajecnikil u zen. BRCA1 protein Gc¢inkuje v celé fadé bunécnych procest zahrnujici
udrzovani genomové stability, v€etné aktivace kontrolniho bodu bunééného cyklu vyvolaného
poskozenim DNA, opravu DNA, ubikvitinaci proteind, chromatinovou remodelaci, a také
transkripcni regulaci a apoptozu [7]. Mutace genu BRCA1 jsou spojené se znacné zvySenym
rizikem vzniku rakoviny prsu a jsou zodpoveédné az za 45 % ptipadd dédi¢né rakoviny prsu

[53].
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Protein BRCAL1 se sklada z 1 863 aminokyselin a obsahuje nékolik vazebnych domén a fadu
fosforylacnich mist (obr. 9). Na poc¢atku obsahuje strukturu zinkového prstu (RING), ktera je
zodpovédna za jeho ubikvitin ligdzovou aktivitu. Na tuto strukturu se vaze protein BARDI,
ktery je dulezity pro jeho aktivitu, a se kterym vytvari heterodimer. Na exonu 11-13 se nachazeji
dvé sekvence NLS a vazebna mista pro nékolik proteind jako RB, cMyc, Rad50 a RADS1. Dale
se zde nachazi struktura navinuté civky, ktera se ucastni interakce s proteinem PALB?2 a také
cast SCD domény, ktera je cilem fosforylace ATM serin/threonin kinazy. Na konci proteinu se
nachazi BRCT doména, ktera zprostiedkovava fosfoproteinové interakce mezi BRCAI1
proteiny a proteiny fosforylované kinazy ATM a ATR, pii zji§téni poSkozeni DNA. Také se
zde vazi proteiny CtIP, abraxas, BACHI a p53 [54]. Kromé své vazebné afinity k ostatnim
proteinim vykazuje také afinitu k DNA. Fragment centralniho regionu (444-1 057) BRCAI se
vaze siln€ na negativni nadSroubovicové plasmidové DNA a také vykazuje vysokou afinitu ke
kiizovym strukturam DNA [55]. Taktéz samotny 1 863 AA dlouhy protein BRCA1 se silné
vaze k plasmidové scDNA a také na konce DNA. Dalsi fragment BRAC1 (230-534) (obr. 9) se
vaze silnéji na kfizové struktury ve srovnani s dvoufetézcovou a jednofetézcovou DNA. Ani

20-nasobny piebytek koncentrace linearni DNA nebyl schopny rozrusit vazbu fragmentu

Struktura
inute
Fragment (230534) MYC, L navin Ctip
Rad50 Centralni region (444-1057) civky BRCA2 abraxas
l — PALB2 BACH1
BARD1 o N Redol, p53
= | 1863 AA
RING || SCD |  BRCT BRCT
NES NLS P 200
(81-99) (503-508)
(607-614)
E3 Ubikvitin Vazebné misto
ligaza Cilova mista fosfoproteini
fosforylace ATM
EXON 11 12&13

Obrazek 9 Struktura proteinu BRCAI (prevzato a upraveno z [54])

BRCAL (230-534) vazaného ke kiizové struktuie DNA. Oblast aminokyselin 340-534 BRCA1
byla identifikovana jako oblast s minimalni afinitou k DNA [56]. Funkce proteinu BRCALI je
velmi komplexni a zahrnuje pravdépodobné interakce jak s DNA a jejimi sekundarnimi

struktury, tak s celou fadou proteint.

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

pohyblivé chromozomalni proteiny obsahujici HMG-Box doménu. Jsou hojné se vyskytujici,
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vSudypiitomné nehistonové proteiny, které se vazi k chromatinu eukaryot. Proteiny HMG jsou

rozdéleny do 3 rodin, kazda obsahujici charakteristikou funkéni doménu:

a) HMGA - obsahujici AT-hook doménu,
b) HMGB - obsahujici HMG-box doménu,

¢) HMGN - obsahujici nukleozom-vazebnou doménu.

HMGB proteiny nevykazuji sekvencni specifitu, ale vykazuji strukturni specifitu s vyssi
afinitou k nékterym strukturam DNA (Ctyfcestné spojeni, DNA minikrouzky, cis-platinova
DNA aj.) oproti linearni DNA. Proteiny HMG jsou zapojeny do regulace DNA-zavislych
procesu jako je transkripce, replikace, rekombinace a oprava DNA. HMG-box doména je
pfiblizné 80 aminokyselin dlouha doména, ktera se nachazi v fadé chromozomalnich proteint
a transkripnich faktorti eukaryot. Vsechny HMG-box domény vykazuji preferenci ke
Ctyfcestnym spojenim DNA v rozlozené konformaci. Naproti tomu za podminek, které
stabilizuji skladanou konformaci ctyfcestného spojeni dochézi k oslabeni afinity HMG-box
domény k Ctyfcestnym spojenim [57]. Na obrazku 10 je zndzornéna struktura proteinu
HMGBI, ktery se miZze vazat s vysokou afinitou na DNA smycky. Struktura sestava ze dvou
tandemovych HMG-box domén — Box A N-terminalni domény, Box B centralni domény a
kyselé C-terminalni oblasti (obr. 10). Domény A, B jsou zodpovédné za DNA-vazebnou afinitu
HMGBI proteinu, C-terminalni oblast hraje roli pfi regulaci a schopnosti ohybu DNA HMGB
proteiny [58]. Bylo zjisténo, Ze vazba izolované Box A domény ke Ctyfcestnym spojenim DNA
je znemoznéna, pokud dojde ke dvojité mutaci uvniti této domény na aminokyselinach Lys2 a

Lys11 [59].

N C-tail C

1 9 74 89 162 186 215

Obrazek 10 Struktura proteinu HMGB (prevzato a upraveno z [58])

2.4.4 Proteiny ucastnici se replikace

Existuje fada proteinii Gcastnici se replikace vykazujici afinitu ke kiizovym strukturam.
Bylo ukazéano, ze pfechodné zmeény B-DNA na kiizové struktury koreluji s replikaci a
transkripci DNA [21]. Taktéz mohou ktizové struktury slouzit jako rozpoznavaci signaly uvnitt

nebo v blizkosti pocatku replikact DNA eukaryot [23].
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Ribozomélni protein S16 - kodovany genem RPSI6 vykazuje strukturni specifitu
s preferenci ke kiizovym strukturam [60]. Nékteré proteiny ze skupiny SMC, jako naptiklad
SMC1, SMC2 vykazuji vysokou afinitu ke kiizovym strukturam a také fragmentim DNA
bohatych na AT sekvence vCetné S/MAR regiont [61]. Proteiny ze skupiny SMC patii do velké
rodiny vysoce konzervovanych chromozomalnich ATPaz, které se podileji na vyssi organizaci
a dynamice chromozomu [62]. Dalsi protein VLF-1, patfici mezi integrazy, se vaze
k sekundarnim strukturam DNA jako jsou Y-vidlice, tficestné spojeni a kiizové struktury. VLF-
1 se podili na zpracovani rozvétvenych molekul DNA v pozdnich stadiich replikace virového

genomu AcMNPYV a také se ucastni sestavy nukleokapsidi bakuloviru AcMNPV [63].

14-3-3 rodina proteinu - sestava z deviti izoforem (o, B, v, 0, €, {, 1, 6, T z Cehoz aa & jsou
fosforylované formy [ a vy), koédovanych sedmi riznymi geny, které se nachazi
v eukaryotickych organismech. Rodina proteini 14-3-3 byla poprvé identifikovana v poloviné
60. let jako rodina pocetnych kyselych proteinti vyskytujicich se v mozkové tkani. Byly
oznaceny na zaklad¢ jejich elu¢niho vzorce pii DEAE chromatografii (14. frakce) a nasledné
purifikace pomoci gelové elektroforézy (frakce 3.3) z toho tedy jejich nazev 14-3-3. Pozdé&ji po
20 letech jim byla pfipséana jejich prvni funkce jako aktivatory tyrozin a tryptofan hydroxylaz
— enzymu ucastnicich se biosyntézy neurotransmiterti [64]. Nasledné€ byla objevena jejich
schopnost vazby k celé fadé rozmanitych signalnich proteint, vCetné kinaz, fosfataz a
transmembranovych receptord. Tyto rozmanité vlastnosti propijcuji proteinim 14-3-3
schopnost modulovat celou fadu zivotné dilezitych procest zahrnujicich mitogenni signaly

transdukce, apoptdzy a regulaci bunécného cyklu [65].

Proteiny z rodiny 14-3-3 nachéazime predev§im v bunééném jadru, kde se mohou tcastnit
procest replikace DNA vazbou ke kiizovym strukturam, které prechodné vznikaji na
replikaénim pocatku na zacatku S faze bunééného cyklu. Afinita nékterych izoforem 14-3-3
proteinti ke kfizovym strukturam byla potvrzena pomoci imunofluorescen¢nich metod v HeLa
buikach [66]. Pfimé interakce byly potvrzeny u izoforem B, v, o, €, C a kvasinkovych 14-3-3
analogti Bmh1, Bmh2 a GF14 u rostlin [20]. Taktéz bylo zjisténo, ze fada z funkci proteini 14-

3-3 souvisi s jejich afinitou ke kfizovym strukturam [7].

WRN protein — patii mezi evolu¢né konzervované ATP dependentni 3°—5” DNA helikazy
z rodiny RecQ [67]. Je kodovany genem WRN a jeho mutace zptsobuje jedno z progerickych
onemocnéni tzv. Wernertiv syndrom (syndrom predcasného starnuti). Rodina helikaz RecQ je
obsazena jak u eukaryotickych, tak u prokaryotickych organismi, pficemz u vyssich eukaryot

se vyskytuje né€kolik homologt, v pfipade lidi bylo identifikovano 5 homologt. VSichni
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Clenové sdileji konzervovanou helikdzovou doménu s jednou nebo dvéma C-terminalnimi
doménami, RQC (RecQ karboxy-terminalni) doména a HRDC (RNazovaD C-terminalni)
doména. WRN se vaze k replikacni vidlici a také na Hollidayovo spojeni. Tato vazba je vysoce
specificka [9]. Pii vazbé na DNA dochazi k tvorbé velkého komplexu sestavajicitho ze 4

monomertd WRN proteinu [9].

2.4.5 MLL protein

Je jaderny protein kodovany genem MLLI, dnes oznacovanym jako KMT2A nachézejici se
na chromozomu 11q23 [68]. Chromozomové aberace zahrnujici MLL gen jsou spojeny s akutni
myeloidni 1 lymfoblastickou leukémii. Produktem genu MLLI je 3969 AA dlouhy protein, ktery
patii do rodiny SET1 evolu¢né konzervovanych methytransferaz H3K4, které jsou zapojeny do
regulace fady biologickych funkci. Protein MLL1 funguje jako transkripéni koaktivator,
potiebny pro regulaci exprese Hox gent béhem hematopoézy a vyvoje. Obsahuje celou fadu
konzervovanych domén jako domény , AT-hook”, CXXC, PHD, BD, TAD, NR box, WDRS5 a
C-terminalni SET doménu, ktera je zodpovédna za jeho methyltransferazovou aktivitu [69]. Po
translaci je proteolyticky rozs§tépen enzymem taspazou na dva fragmenty MLL-N a MLL-C.
Tyto dva fragmenty tvoii spole¢né s dal§imi proteiny multiproteinovy komplex, ktery reguluje
modifikaci chromatinu a genovou expresi [69]. Doména ,,AT-hook* proteinu MLL se vaze ke
kiizovym strukturam DNA a vykazuje spiSe strukturni nez sekvencni specifitu a taktéz

vykazuje preferenci k AT bohatym oblastem DNA [70].

2.5 Onemocnéni a proteiny vazici se na kiizové struktury

Rozpoznani kiizovych struktur je dilezité pro udrzovani genomové stability a pro regulaci
zakladnich bunéénych procest. Dysregulace mechanismu §tépeni Hollidayovych spoju a
dlouhych kiizovych struktur miaze vést k rtiznym chromozomovym aberacim jako translokace,
delece, ztrata stability nebo karcinogeneze. Existuje cela fada proteint rozeznavajici a vazici se
na tyto struktury s cilem udrzet neporuseny genom. Mutace a epigenetické modifikace, které
meéni moznost vzniku kiizovych struktur mohou mit na bunééné urovni drastické nasledky.

Tedy dysregulace proteinu s kruciformni specifitou je Casto spojena s patologickymi stavy [7].

Vyse zminéné proteiny jako p53, BRCA1, WRN a protoonkogenni DEK, MLL a HMG jsou
spojovany s rozvojem rakoviny. Néktery z téchto proteinu zaujimaji tak dalezitou roli, ze jejich

mutace nebo inaktivace zptisobi vaznou nestabilitu genomu nebo i letalitu. Napfiklad kmenové
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buriky mysi s vyfazenym genem BRCA1 vykazuji zna¢nou nestabilitu genomu, pfitomnost
spontannich zlomt chromozomu a hypersenzitivitu k fadé skodlivych latek poskozujici DNA
(napf.: y zafeni), to v§e z divodu snizené schopnosti opravy DNA. Taktéz mutace genu BRCA1
u Zen zpusobuje zvySenou pravdépodobnost vzniku rakoviny prsu a vajecnikli. Také formace
kiizovych struktur v oblastech promotort rozeznavanych proteinem p53 muze byt dalezita pro
jeho transkripcni aktivitu. Chromozomové proteiny zrodiny HMG (proteiny s vysokou
mobilitou) patfi mezi transkripcni regulatory a hraji dualezitou roli pfi regulaci struktury
chromatinu a genové expresi. Jejich nadprodukce je spojena s karcinogenezi, zvySenou
malignitou a potencialem tumorti metastazovat in vivo. Proteiny z rodiny 14-3-3 jsou spojeny
s fadou onemocnéni jako je rakovina, Alzheimerova choroba, Miller-Diekeriv syndrom,
Spinocereberalni ataxie typu 1 a spongiformni encefalopatie. Lidsky protein DEK také muze
hrat roli v onemocnéni zpusobujici demenci jako Alzheimerova choroba [71]. Také byl nalezen
sfizovany s nukleoporinem NUP214 u casti pacienta s akutni myeloidni leukémii [72]. Také

byl identifikovan jako autoantigen u celé fady pacientl s autoimunitnim onemocnénim [73].

2.6  Nastroj Palindrome analyser

Nastroj Palindrome analyser je uzivatelsky-piivétiva aplikace vyvinuta Biofyzikalnim
Gstavem akademie véd CR ve spolupraci Mendelovou univerzitou v Brné pro hledani
inverznich repetic v DNA. Aplikace je dostupna z http://palindromes.ibp.cz/ [74]. Po nacteni

webové stranky se zobrazi uvodni obrazovka a po kliknuti na Palindrome analysis z nabidky

Palindrome analysis (2)

Size: Spacer: Mismatches: Options:

l 6-30 range l 0-10 range l 0.1 range [ Circular
] Filter ATATAT. ..

Obrazek 11 Webovd aplikace Palindrome analyser [74]
Analysis se zobrazi formulaf pro zadani vstupni sekvence a parametrii analyzy (Obr.11).
Parametr ,,size” — urCuje rozsah velikosti vyhledavanych inverznich repetic, ,,spacer” — urcuje

rozsah poctu nukleotidii mezi jednotlivymi inverznimi sekvencemi, ,,mismatches” — urCuje

2

maximalni poCet nekomplementarnich bazi v hledanych sekvencich. V poli ,,options™ je mozné

zatrthnout kruznicovou DNA a filtrovani ATATAT sekvenci. Do pole ,sequence” je
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zkopirovana/zadana ru¢né sekvence urcena k analyze. Aplikace také nabizi moznost bezplatné
registrace. Vyhodou po piihlaSeni je moznost importovani sekvenci v textovém nebo FASTA
formatu a také pomoci NCBI ID s naslednym ulozenim analyz s moznosti stahnuti vysledka
v .csv formatu. Vzhledem k naroCnosti zobrazeni vysledkli je omezen maximalni pocet
vyhledanych inverznich repetic na 5 000. Pfi pfekroceni tohoto limitu je uzivatel vyzvan ke
zméné parametru analyzy. Na obr. 12 je mozné vidét priklad analyzy genomu Acetobacter aceti.
Pod nazvem analyzované sekvence muzeme vidét tzv. heatmap, ktera rozdé€luje analyzovanou
sekvenci (v tomto pripadé cely genom) na jednotlivé segmenty délky 46563 bp. Segmenty
obsahuji Cislici vyjadiujici pocet vyskytujicich se IR v daném segmentu a barevné rozliSeni
(¢im jasnéj§i barva, tim vySsi pocet IR). Pod nimi lze nalézt graficky vyznacené jednotlivé
sekvence IR. O néco nize je celkovy piehled nalezenych IR s moznosti filtrace podle uvedenych
parametrd. Dale jsou zobrazeny jednotlivé vysledky, pficemz na kazdém fadku je zobrazena
jedna IR. Prvni sloupec zobrazuje typ IR ve formatu l-s-m (I — délka sekvence, s — pocet

nukleotidii mezi komplementarnimi sekvenci, m — pocet nekomplementarnich part bazi v IR),

Palindrome analysis acetobacter aceti (2]
Sequence: Options:
acetobacter aceti (3725037 bp) ~| O Circular
[ Filter ATATAT...
Size: Spacer: Mismatches: (O store results

l 10-30 range I 0-10 range l 0.1 range
3

Sequence heatmap

46563 bp per segment

201822233134 2424302224 271428 31 2538 2526 28 33 27 2032 2233 27 20211630 20 20 17322326 18302534 33 233018 202428 24 21 22 24 153018 24 17 21 24 28 22 26 26 34 28 34 20353022 27 1623222328 26 20 21 19

. GTCTTTTCCGCCGCGCCGCTCCGACACGCCTTTCATCCCTTGTTCCGCAAGGGACGAGTGTGGTTTACTGGAAAGCGT CTCAGGCAACACGGCGGCACGAAACCACCCTTTCTCCTGACAGCATCATGATCAACGCTTACAG .

Overview of palindromes Analysis of similarity

Overview of palindromes
Filter

Length:| Al sizes v Spacer. Allsizes ~ Mismatches: Allsizes  + Filter this sequence:

Length - Spacer - Mismatches ¥+ Position  AG{cf) - AG(lin)  Palindrome Details

-5 279 5 Of Y . .
10-51 273 15.96 Y TCATCCCTTG TTCCG CAAGGGACGA & Show details

Y GCGCCGGTTCAG A CTGATCCGGCGC

2]
2]

12-11 Q 2408 I :3 Show details

10-41 Q 8414 15.02 Y CATCCCTCTC CCGT GGGAGGGATG «& Show details

Obrazek 12 Analyza pomoci Palindrome Analyser [74]
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druhy pozici IR, tfeti rozdil volné energie kiizové a linearni struktury, ¢tvrty graficky
zobrazenou IR, paty sloupec umoziluje zobrazeni detailt IR (obr. 13). Na konci je zobrazeno
celkové shrnuti analyzy s celkovym poctem nalezenych IR a histogramy vyskytu IR podle
jednotlivych parametrt viz. obr 14. Navic k celkovému shrnuti nabizi analyzu podobnosti (obr.
13 odkaz vedle ,,Overview of palindromes®), ktera zobrazuje Cetnost vyskytu shodnych

sekvenci podle zvoleného filtru obr. 15.

Overview of palindromes

Filter
Length:  All sizes v Spacer: Allsizes ~ Mismatches: All sizes ~ | Filter this sequence:
Length - Spacer - Mismatches ¥+ Position AG(cf) - AG(lin) Palindrome Details
10-5-1 Q273 15.96 Y TCATCCCTTG TTCCG CAAGGGACGA i Hide details
268: G 10-5-1
269: €
270: € Sequence: TCATCCCTTG
2 Spacer: TTCGG
272: T T Opposite: CAAGGGACGA
273:  TCATCCCTTG T Position: 272
=TT Mismatches: 1
207:  AGCAGGGAAC C
Jos. . AG(cf) - AG(lin): 15.96
200 AG(lin): -32.72
AG(cf): -16.76

300:
301:
302:

O -5 -o

Obrazek 13 Analyza pomoci Palindrome Analyser [74]
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Summary

Size of sequence Found # of palindromes AG(cf) - AG(lin) Request duration
3725037 bp 2051 min: 0.98 42 3555
max: 30.29

Amounts by length Amounts by spacer Amounts by mismatches

10 1163x 0 162x 0] 166x

1 437x 1 203x 1 1885x

12 195% 2 198%

13 98x 3 161x

14 58x% 4 253x

15 3rx 5 203x

16 23x 6 209x

17 15% T 180x

18 8% 8 167%

19 Tx 9 147x

20 6x 10 168x

2 1%

22 1%

23 1%

24 1%

Obrazek 14 Analyza pomoci Palindrome Analyser [74]

Overview of palindromes Analysis of similarity

Analysis of similarity

This table shows amount of occurences for each palindrome in sequence, click the palindrome to filter other palindromes in overwiew tab.

Group by sequence (J Group by spacer () Group by opposite & Refresh

Minimal amount: 1

Palindrome Length 4 Amount

Y TGAAGCTTTTT 1 7 Q_ Highlight location
Y CCAGTTTGAATG 12 6x Q Highlight location
Y CCAGTTCGAATG 12 5x

Q, Highlight location

Obrazek 15 Analyza pomoci Palindrome Analyser [74]
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Cil prace

Cilem bylo vypracovat literarni reSersi na téma inverzni repetice. Popsat vyznam a funkci
inverznich repetic v zivych organismech a jejich vliv na DNA. Déle zaméfeni na kiizové
struktury vznikajici z inverznich repetic a jejich charakteristiku. Funkce kiizovych struktur
v organismech, jejich vliv na strukturu DNA a na bunécné funkce. Charakterizace proteina
vazicich se na kfizové struktury. Vyuziti nastroje Palindrome analyser pro charakterizaci a

lokalizaci inverznich repetic ve vybraném vzorku bakterialnich genomt.
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3.2

Piehled analyzovanych genomu

Pro analyzu inverznich repetic bylo zvoleno 1547 druhG bakterii roztfidénych do

jednotlivych skupin a podskupin podle NCBI taxonomie. Rozdé€leni je mozné vidét na

fylogenetickym stromu, viz. obr. 16. Celkem bylo analyzovano 1 627 genomu (n€které bakterie

Bacteria —
(1547)

——1  Calditrichaeota (1) |—— Calditrichae (1) |
——  Synergistetes (4)  [——— Synergistia (4) |
| Spirochaetes (33) || Spirochaetia (33) |
———  Thermotogae (16) | ——— Thermotogae (16) |
— Aquificae (8) ——{ Aquificae(s) |
——  Chrysiogenetes (1) | { Chrysiogenetes (1) |
Chlamydiae (12)
Planctomycetes (8)
=G urpi(e) Kiritimatiellagota (1)
Verrucomicrobia (T)
Elusimicrobia (1)
——  Elusimicrobia(3) |——— Endomicrobia (1)
environmental samples (1)
——  Deferribacteres (4) [——— Deferribacteres (4) |
Gemmatimonadetes (2)
— FCB group (115) ——— Fibrobacteres (1)
Bacteroidetes/Chlorobi group (112)
— Dictyoglomi (1}  [—— Dictyoglomia (1) |
— Caldiserica (1) ——— caldiserica (1) |

[ Thermodesulfobacteria (4) ———|

Thermodesulfobacteria (4)

Acidobacteria (6)

Blastocatellia (1)
Acidobacteriia (5)

Nitrospirae (5)

Nitrospira (5)

Fusobacteria (6)

|HIN
[] ]

Fusobacteriia (6)

—| Terrabacteria group (650) I—

Cyanobacteria/Melainabacteria group (28)
Chloroflexi (11)

Tenericutes (52)

Armatimonadetes (1)

Actinobacteria [245]-
Deinococcus-Thermus (18)

Firmicutes (292)

Coprothermobacterota (1)

unclassified Terrabacteria group (1)

—

Protecbacteria (661)

|_

| Proteobacteria (3)

Dligoflexia (4)

dehtalepsilon subdivisions (92)
Betaprotecbacteria (96)
Alphaprotecbacteria (193)
Gammaproteobacteria (273)

Obrazek 16 Fylogeneticky strom analyzovanych bakterii (prevzato z [81])
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maji 2 genomy). Pro statistickou analyzu, byly pouzity pouze skupiny s 10 a vice

analyzovanymi genomy (barevné zvyraznény, viz obr. 16).

3.3 Metody

Pro samotnou analyzu byl pouzit nastroj Palindrome analyser (popsany vyse) v jeho offline
verzi. Prace s nastrojem Palindrome analyser v offline verzi se provadi pomoci prikaza
v piikazové tadce. Nejprve je nutné nastavit pracovni adresar tak, aby obsahoval slozku

s programem Palindrome analyser (dostupny z kolomaznik - genetika). Pouzitelné ptikazy si

lze zobrazit pomoci spusténi piikazu genetika s parametrem — h, viz. obr. 17. Parametr — acsv
stahne a analyzuje genomy pfimo z databaze NCBI, k tomu je zapotiebi vytvofit soubor ve

formatu .csv nebo .txt, ktery obsahuje nazev analyzovaného genomu (muze byt libovolny) a

Download and analys
tables from MCBI, inpu
name and ID. Remember to

-adir,--analyse-dir <arg> z )
from MNCBI, ut is J
with name and ID. Remember to s

-c,--circular
-df,--dir
~dlcsw, - -

I, input i

ember to
-dldir,--download-dir <arg: »ownload
I, input is
name and ID.
parameter.

help mes
h of IR
n of IR
t path for results. Mandatory for

Obrazek 17 Prikazova radka programu palindrome analyser [74]

NCBI identifikator oddéleny tabulatorem. V piipadé vice analyzovanych genomu — je potieba
uvést kazdy dalsi na novy radek. Parametr -adir je podobny s tim rozdilem, ze vstupem jsou
vSechny .csv soubory v dané slozce. Dalsi parametry -df a, -dldir umoziuji stahnuti
jednotlivych genomt z databaze NCBI bez analyzy a parametry -df a, -dr umoziiuji pfimou

analyzu ze stazenych soubort.
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Pro analyzu bylo nutné rozdélit genomy do nékolika skupin zhruba po 10-20 genomech,
protoze analyza celého souboru genomu naraz nebyla mozna, z divodu preteCeni paméti

programu. Na obr. 18 je mozné vidét ukazku .csv souboru s genomy ze skupiny spirochaetia.

Mj spircchaetial.csv — Poznambkowvy blok

Soubor Upravy Formét Zobrazeni Napovéda
Borrelia duttonii Ly chromosome 1
Borreliella bissettii DN127 chromosome 1
Borrelia mayonii chromosome 1  NZ _CPB15788.1

Borrelia hermsii H51 chromosome 1 NZ _CPB14349.1
Borreliella garinii chromosome 1 MNZ CPBlsiad.1
Borrelia turicatae 91E135 chromosome 1 NC _@88718.1

Borrelia anserina Es_chromosome_1 NZ_CPB13784.1
Borreliella wvalaisiana Tomd8B6 chromosome 1 NZ CPBE9117.1
Borrelia miyamotol LBE-20881 chromosome 1 NZ_CPBBE64T.1
Borreliella afzelii HLI@1 chromosome 1 HNC B818887.1

NC_B811229.1
MC_B815921.1

Obrazek 18 .csv soubor s genomy
Z takové souboru provedeme analyzu pomoci ptikazu:
genetika -acsv C:\genetika\genomy\spirochaetial.csv -t C:\genetika\genomy\vysledky

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

parametr -t, za kterym nasleduje specifikace cilové slozky kam se nahraji stazené soubory a

» Tento poditac » Mistnidisk (C:) » genetika » genomy » wysledky » spirochaetial.csv

MNazev - Daturn zmeény Typ WVelikost

@ loverall_features.csv 26.11.2019 0:11 Textowvy soubor s ... kB
@ loverall_palindromes.csv 26.11.2019 0:11 Textowvy soubor s ... kB
@ Istats_palindromes.csv 26.11.2019 0:11 Textowvy soubor s ... kB
l;“?’: MNC_008710.1.fasta 26.11.2019 0:05 Program Structure... 909 kB
(=] NC_008710.7 1t 26.11.2019 0:05 Textowy dokument 896 kB
@ MC_008710.1_feature_palindromes.csv 26.11.2019 0:06 Textowvy soubor s ... 526 kB
|=] NC_008T10.1_ft.tt 26.11.2019 0:05 Textovy dokument 215 kB
@ MC_008710.1_hist_length.csv 26.11.2019 0:06 Textowvy soubor s ... 1kB
@ MNC_008710.1_palindromes.csv 26.11.2019 0:06 Textowy soubor s .., 2 559 kB
592 MNC_011229.1 fasta 26.11.2079 0:09 Program Structure... 923 kB
=] NC_011229.7 k=t 26.11.2019 0:09 Textowy dokument 910 kB
@ MC_011228.1_feature_palindromes.csv 26.11.2019 0:10 Textowvy soubor s ... 533 kB
=] NC_011229.1_ft.tet 26.11.2019 0:09 Textowy dokument 218 kB
@ MNC_011229.7_hist_length.csv 26.11.2019 010 Textowy soubor s .., 1kE
@ MC_011228.1_palindromes.csv 26.11.2019 0:10 Textowvy soubor s ... 2837 kB
lj,‘?": MC_015921.1 fasta 26.11.2019 0:01 Program Structure... 893 kB
=] NC_013921.7 1t 26.11.2019 0:01 Textowy dokument 830 kB

Obrazek 19 slozka s vysledky analyzy
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http://NC_011229.1_feature_palindrornes.csv
http://NC_011229.1_hist_length.csv

vysledky analyzy. Na obr. 19 je mozné vidét vyslednou slozku s vysledky. Ve slozce se nachazi
jednak stazené genomy a jejich funkcni oblasti v textovém a FASTA formatu a dale jednotlivé
.csv soubory s vysledky analyzy. Specifikaci jednotlivych funk¢nich oblasti vyskytujicich se

v souborech s pfiponou ft.txt je mozné najit na http://www.insdc.org/documents/feature-

table#7.2. Na zacatku jsou soubory s celkovou analyzou inverznich repetic a analyzou IR
vzhledem k funk¢nim oblastem DNA (overall_palindromes.csv a overall_features.csv). Dalsi
.csv soubory s pfiponou _palindromes.csv obsahuji celkovy vycet inverznich repetic, jejich
lokalizaci, sekvenci, typ a délku. Protoze jsou v souborech s pfiponou .csv hodnoty
jednotlivych polozek uvedené v uvozovkach a oddelené carkami, je nutné je pro dalsi
zpracovani transformovat napf. pomoci Excelu. Na obr. 20 je mozné vidét soubor
overall palindromes.csv nacteny do excelu. Na kazdém tadku jsou uvedeny vysledky analyzy
daného genomu. V jednotlivém sloupci je uveden postupné nazev genomu, tak jak byl uveden
v .csv souboru, potom nasleduji NCBI ID a dale udaje o velikosti genomu (pocet bp), obsah
GC part. Dale nasleduji frekvence vyskytu vSech IR, frekvence vyskytu IR o délce 8 bp+,
10 bp+ a 12 bp+. Frekvence vyskytu je ve vychozim nastaveni vyjadiena jako pocet IR na 1 bp
analyzovaného genomu. Dalsi sloupce obsahuji udaje s poctem IR podle jednotlivych kritérii

(all — vSechny IR, 8 — IR o délce 8 bp a delsi, 10 — IR o délce 10 bp a delsi, 12 — IR o délce

Columni B columnz B4 column3 B columna B columns B columne [
Title MCBI Size GCcount  fr.all fr. 8+
Borreliella bissettii DN127_chromosome_1 NC_015921.1 900755 258542 0.05738963 0.00876709
Borreliella garinii_chromosome 1 MNZ CP0O18744.1 905638 256870 0.05781449 0.00903733
Borrelia miyamotoi LB-2001_chromosome_1 NZ_CP0O06647.1 907293 260558 0.05178702 0.00716196
Borrelia anserina Es_chromosome_1 NZ_CP013704.1 906833 267413 0.04860763 0.00666054
Borrelia turicatae 91E135_chromosome_1 NC_008710.1 917330 267117 0.05112882 0.00712721
Borreliella afzelii HU01 _chromosome 1 MC 018887.1 905471 256432 0.05774895 0.00900526
Borreliella valaisiana Tom4006_chromosome 1 NZ_CP0D09117.1 912160 256525 0.05843054 0.009060951
Borrelia mayonii_chromosome_1 NZ_CP0O15780.1 904387 256076 0.05804263 0.00893755
Borrelia duttonii Ly_chromosome_1 NC_011229.1 931674 257012 0.05579527 0.00301568
Borrelia hermsii HS1_chromosome_1 NZ_CP014349.1 922500 275143 0.045946016 0.00677073
Column7 B columns B columno B column10 B column11 B3 columni2 B8 columni3 B columnia B colum
fr. 10+ fr. 12+ all 8 10 12 o] 7
0.00134665 0.00029864 51654 7897 1213 269 30930 12867
0.00133166 0.00032684 52359 8185 1206 296 31235 12939
0.00095417 0.00018627 46986 6495 902 169 28958 11530
0.00084801 0.00017864 44079 6040 769 162 27457 10582
0.00095277 0.00017442 45502 6538 874 160 28910 11454
0.00138271 0.0003258 52290 8154 1252 295 31247 12889
0.0013616 0.00028942 53298 8265 1242 264 31714 13319
0.00138215 0.00030297 52493 8083 1250 274 31407 13003
0.0011152 0.00020393 51983 7468 1039 190 31656 12839
0.00093659 0.00017995 45627 6246 864 166 28310 11071

Obrazek 20 soubor overall_palindromes.csv po transformaci do excelu
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12 bp a delsi). Posledni sloupce potom obsahuji nalezené pocty IR jednotlivych délek az do
délky 30 (neni vyobrazeno na obr. 20). Takto analyzované genomy byly spojeny do jednoho

souboru a roztiidény do jednotlivych skupin a déale zpracovany viz. pfiloha Vysledky xls.

Feature

ﬂ Feature l:ounﬂ Feature total n Avg feature sﬂ fr. all inside n fr. 8+ inside n fr. 10+ inside n fr. 12+ inside ﬂ

CDSs 8485294 1040.5020233  0.05200652 0.00741671 0.00095148 0.00016954
5T5 1321 660.5 0.04012112 0.00454201 a a
tRNA 24000 75.23510972 0.03504167 0.00345833 0.00023 [}
misc_feature 2502 625.5 0.0363709 0.00475616 1] 1]
gene 8611782 10052.34461826 0.02177697 0.00737313 0.00098423 0.00016814
rRNA 62580 1526.34146341 0.02937041 0.0035954 0.00036753 a
tmRMNA 3257 361.88888889  0.03592263 0.00644765 0.00153516 [}
NcRMA 4369 229.94736842  0.03936828 0.01075761 0.00183108 0.00022889

0.06871919 0.01142612 0.00211833 0.00069099 0.06624647 0.01091355 0.00187983 0.00050399
0.055 0.005 ] o 0.05 0.01 0 0

0.05857367 0.00363636 0.00159875 0.00070533 0.0638558 0.0100627 0.00181818 0.00087774
0.0675 0.0075 0.00125 o 0.0375 0.005 0.0025 0

0.06827107 0.01131158 0.00209258 0.00068877 0.06606584 0.01085104 0.00186318 0.00051483
0.05707317 0.01109756 0.00182927 0.00036585 0.05341463 0.00707317 0.0002439 0

0.07055556 0.01166667 0.00111111 1] 0.07 0.00777778 0.00111111 0

0.06131579 0.00785474 0.00105263 0.00026316 0.05263158 0.00736842 0.00052632 0.00052632
0.07119191 0.01193869 0.00235684 0.00087799 441294 62933 8413 1442
0.06 0 0 ] 33 6 0
0.05329154 0.00721003 0.00137931 0.00053292 937 83 6 0
0.0975 0.01 0 ] 91 12 0
0.0704763 0.01177212 0.00232197 0.00086271 445892 63496 8476 1448
0.06073171 0.01512195 0.00341463 0.00073171 1838 225 23 0
0.07111111 0.01555356 0.00111111 0 117 21 3 0
0.07 0.00842105 0.00157895 o 172 47 8 1

Obrazek 21 overall_features.csv po transformaci do excelu

Soubor overall_features.csv obsahuje obdobné shrnuti pro vyskyt inverznich repetic vzhledem
k funk¢nim oblastem, viz. obr. 21. Na kazdém tadku je uveden typ funkéni oblasti, celkovy
pocet, soucet celkové délky funkCnich oblasti, primérna délka a dale nasleduji jednotlivé
frekvence vyskytu IR vztazené na celkovou délku funk¢ni oblasti a rozdélené podle vyskytu IR
(nachazejici se uvnitt funkcni oblasti, do 100 bp pied a do 100 bp nasledyjici po dané funkcni
oblasti). Za sloupci s hodnotami frekvenci vyskytu nasleduje obdobné jako u souboru vyse
sloupce s pocty nalezenych inverznich repetic roztfidéné podle vyskytu (uvnitf, pifed a po) a

podle délky (vSechny, 8 bp a delsi, 10 bp a delsi, 12 bp a delsi).

Vzhledem k tomu, Ze genomy byly analyzovany po skupinach, musela byt obdobna tabulka
pro cely soubor genomd sestrojena znovu z jednotlivych soubort. Za timto ucelem byly pomoci

ptikazu
copy *_feature_palindromes.csv souhrn_feature_palindromes.csv

vSechny soubory z celé analyzy s pfiponou feature palindromes.csv spojeny do jednoho

souboru souhrn_feature_palindromes.csv. Vzhledem k jeho velikosti cca 3,11 GB, jej nebylo
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mozné nacist do tabulkového procesoru excel. Z tohoto divodu byl zvolen program Tad

(dostupny z [75]), vyuzivajici SQLite databazi schopny zpracovat tak velky soubor dat. Po

nacteni souboru do programu Tad, byly vyfiltrovany statistiky k jednotlivym funkcnim

oblastem a secteny jednotlivé poCty nalezenych inverznich repetic. Na obr. 22 je mozné vidét

ptriklad filtraci fadkt podle rRNA funkéni oblasti (oblasti DNA kodujici ribozomalni RNA) a

jednotlivé soucty IR. Dale vidime, ze pocCet vSech nalezenych inverznich repetic ze vSech

analyzovanych genomu vyskytujicich se uvnitf (all inside) funkcni oblasti DNA kodujici rRNA

je 776 127, v ptipadé IR o délce 8+ je celkovy pocet 89 156 atd. Z takto vyfiltrovanych

vysledku byla zrekonstruovana obdobna tabulka jako na obr. 21 pro cely analyzovany soubor

genomd, ze které mohl byt dale sestaven graf, viz. kapitola vysledky.

Feature Info

rENA

ANA product (163 rikoscmal RMA)

RNA product (233 rikoscmal RMA)

RMA product (53 ribesomal RMA). inference (COORDINATES:
RMA product (162 ribosomal RMA)

RMA product (235 ribosomal RMA)

RMA product (3% ribcsomal RMA). inference (COORDINATES:
RMA product {162 ribosomal RMA)

RMA product (232 ribosomal RMA)

rRMA product (5% ribocsomal RMA), inference (COORDINATES:
rRMA product (165 ribosomal RMA)

rRMA product (235 ribosomal RMA)

rRMA product (55 ribosaomal RMA). inference (COORDINATES:
rRMA product (165 ribosomal RMA)

rRMA product (235 ribosomal RMA)

ANA product (55 ribesomal RMA), inference (COORDINATES:
RNA product (55 ribesomal RMA), inference (COORDINATES:
ANA product (55 ribesomal RMA), inference (COORDINATES:
RMA product (235 ribosomal RMA)

Filter "Feature” LIKE '%rRNA%'
Al Of (AND) %
Feature = contains
®

=

=

=

=1

=

=

=

Featurs start

33 415129 009

170 007

171727

. 174 885

66 558

63 561

. 71588

172274

174 277

. 17T 304

133 836

135 630

.| 138 691

155 794

157 588

. 160 649

. 260 2688

. 260543

210 397

= rRNA

Feature end

33 442 489170 27 360 161

171 531

174 646

174 793

85102

71438

1T

173818

177 174

177 417

135 338

138 576

138 805

157 347

160 534

160 763

260 369

260 646

813208

Featurs size

1524

2918

108

1544

2897

13

1544

2897

13

1553

2945

114

1553

2945

114

103

103

2901

all inside

TG 127

49

21

1

44

o3

3

44

93

3

54

70

4

54

70

a7

8+ inside

&9 156

Obrazek 22 Filtrovangé vysledky v programu Tad

31



4 VYSLEDKY

4.1 Frekvence vyskytu inverznich repetic v bakterialnich genomech

Analyzovany dataset obsahoval 1627 genomt z 1547 druhti bakterii. Celkova délka genomu
se pohybovala od 298 kbp do 20.20 Mbp. Primérny obsah GC para ve vzorku byl 50,6 %,
s minimem 20,2 % u Buchnera aphidicola (Gammaproteobakterie) a maximem 74,70 % u
Corynebacterium sphenisci (Aktinobakterie). Nejvyssi zastoupeni zaujimaly IR o délce 6-7 bp
(86,6 % vsech IR), mén¢ pocetné byly IR s délkou 8 bp a delsi (13,41 vSech IR) a IR s délkou
10 a delsi (1,87 % vsech IR) a nejmén¢ zastoupeni byly IR s délkou 12 a del$i (0,42 % vSech
IR). Tedy ¢im delsi IR, tim mensi je jeji pravdépodobnost vyskytu. Celkovy souhrn poctu
nalezenych IR a jejich frekvenci vyskytu z celého analyzovaného souboru je znazornén

v tabulce 1.

Tabulka 1 Celkovy pocet inverznich repetic jednotlivych délek a frekvence jejich vyskytu

Délka IR Pocet IR Frekvence vyskytu IR na 1000 bp
Vse 241 419782 41,87
6-7 209 053 900 36,20
8+ 32 365 882 5,66
10+ 4504521 0,80
12+ 1014643 0,18

Dale byl soubor genomil rozdélen do barevné rozliSenych skupin a podskupin, viz. obr 16
fylogeneticky strom. Pro statistické vyhodnoceni byly brany pouze skupiny a podskupiny
obsahujici vice jak 10 sekvenovanych genomu, zbytek byl zafazen do skupiny ostatni.
V tabulce 2 je mozné vidét poCet analyzovanych sekvenci u jednotlivych individualnich skupin
a podskupin a u celého celku. Dale jsou v tabulce 2 uvedené jednotlivé statistické ukazatele,
Median, nejkrats$i a nejdelsi genom, primérmy obsah GC part v genomech, celkovy pocet
nalezenych IR a primérné frekvence nalezenych IR v¢etné minimalnich a maximalnich hodnot.
Priméma frekvence vyskytu inverznich repetic u vSech bakterialnich genomu byla 41,87 IR na
1000 bp. V ptipadé skupin byla nejmensi priméma frekvence vyskytu inverznich repetic u
skupiny Thermotogae (37,06 IR/kbp) a nejvyssi u skupiny Terrabacteria (44,01 IR/kbp),
nasledované Spirochaetes (43,14 IR/kbp). V piipadé podskupin byla nejmensi primérna
frekvence vyskytu inverznich repetic u podskupiny Chlamydiae (35,66 IR/kbp) a nejvyssi u
Tenericutes (61,89 IR/kbp) nasledovana skupinou Actinobacteria (49,26 IR/kbp). Nejvyssi

frekvence inverznich repetic byla nalezena u bakterie Buchnera aphidicola (BCc) a to 113,38
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IR/kbp zaroveri s nejniz§im obsahem GC partu 20,1 %. Nejnizsi frekvence inverznich repetic
byla nalezena u bakterie Anaplasma centrale 27,08 IR/kbp.

Tabulka 2 Celkovy pocet inverznich repetic v jednotlivych skupindch a podskupindch a frekvence jejich
vyskytu. Sekvence (pocet analyzovanych genomii), Median (median délky genomii), Nejkratsi (nejkratsi
genom), Nejdelsi (nejdelsi genom), GC (primérny obsah GC parii v genomech), Pocet IR (pocet
nalezenych IR vSech délek), Primér (prumérna frekvence vyskytu IR vztaZena na 1000bp v dané

skupiné/podskupiné), Min (nejmensi nalezena frekvence vyskytu IR vztazend na 1000 bp), Max (nejvétsi

Doména Sekvence Median (bp)  Nejkratdi(bp) Nejdeldi(bp) GC (%) PofetIR  Primér Max
Bakterie 1627 3307820 83026 13033779 50,6 241419783 41,87 27,08 113,37
Skupina Sekvence Median (bp)  Nejkratsi (bp)  NejdelSi (bp) GC (%) PoietIR  Primér Max

ermotogae 16 2150379 1884562 2974229 39,1 1266797 37,06 30,12 52,72

Proteobacteria 724 3551512 83026 13033779 53,4 103582330 41,09 27,08 113,37
45 2157835 1012010 6237577 443 4350782 37,97 28,80 59,22,
Sekvence Median (bp)  Nejkrati (bp)  Nejdelsi (bp) GC (%) PoietIR  Primér Min Max

ermotogae 16 2150379 1884562 2974229 39,1 1266797 37,06 30,12 52,72

Delta/epsilon subdivizs 92 3136746 1457619 13033779 45,0 14875784 41,93 30,20 73,82
|Betaprotecbacteria 110 3763620 820037 6987670 60,6 18652683 43,45 30,05 66,39]
[Alphaprotecbacteria 213 3424964 83026 9207384 58,1 30056720 42,48 27,08 63,42
|sammaproteobacteria 302 3777066 200073 7783862 488 39242805 39,15 29,16 113,37
|ostatni 75 2664102 1012010 9629675 49,0 9032241 37,51 28,80 67,76

Dale byl pro podskupiny z tab. 2 vytvoren krabicovy/boxovy graf (obr.23) zachycujici
detailni charakteristiky vyskytu IR v jednotlivych podskupinéach. Jednotlivé boxy reprezentu;i
danou podskupinu a jsou ohrani¢eny shora 3. kvartilem a zespodu 1. kvartilem, mezi nimi se
nachazi linie vymezujici median. Dale obsahuji linie (tzv. vousy), které vychazeji ze stfedni
Casti boxti kolmo nahoru a dold, vyjadfujici variabilitu dat pod prvnim a nad tfetim kvartilem
s maximalni a minimalni hodnotou v mezikvartilovém rozpéti. Jednotlivé teCky nad boxy pak
znazoriuji odlehlé vysledky. Odlehlé vysledky jsou stanoveny na zakladé jejich hodnot, které
lezi mimo oblast 1,5n4asobku mezikvartilového rozpéti. Z grafu je patrné, ze genomy z
podskupiny Tenericutes maji nejvyssi frekvenci vyskytu IR. V pfipadé odlehlych vysledka je
nejvice obsazeno v podskupinach Firmicutes a Gammaproteobacteria. Ve skupiné
Gammaproteobacteria se jedna predevsim o genomy (celkem 14) bakterie Buchnera aphidicola,
izolované z riznych hostiteld. Ve skupiné Firmicutes se jedna predev§im o bakterie z rodu

Clostridium.
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Jako dal$i byla sledovana zavislost frekvence vyskytu inverznich repetic na obsahu GC
part. Za timto uCelem byly sestrojeny grafy zavislosti frekvenci vyskytu IR jednotlivych délek
na obsahu GC part (%) u vSech analyzovanych genomu. Na obr. 24 je mozné vidét celkem 4
grafy znazortiujici zavislost frekvence vyskytu IR na obsahu GC para. Jednotlivé popisky u

graft — VSE, 8+, 10+ a 12+ znadi délku zahrnutych IR.

V ptipadé grafu pro frekvenci vyskytu IR vSech délek je patrné, ze zde existuje korelace
mezi frekvenci a obsahem GC parti, viz. obr 24. Minimalni frekvence vyskytu IR se nachazi
uprostied, kde obsah GC part je okolo 50 % a postupné symetricky roste na obé strany az do
svého maxima. Tato zavislost prestava byt s rostouci délkou inverznich repetic pozorovatelna,
jak je mozné vidét v piipad€ grafu pro IR 12+. Déle jsou zde zvyraznény genomy Buchnera
aphidicola a Corynebacterium sphenisci DSM 44792, majici minimalni a maximalni obsah GC
part z celého souboru analyzovanych genomu a jejich korespondujici hodnoty frekvence
vyskytu IR, které jsou taktéz maximalni z celého souboru s vyjimkou grafu pro IR 10+ a IR
12+. Déle je v grafu pro IR 10+ a IR 12+ zvyraznén mikroorganismus Mycoplasma suis, jehoz
frekvence vyskytu IR, délky 10+ a 12+ vzhledem k obsahu GC part vyrazné vybocuje z celého

souboru.
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Frekvence vyskytu IR na 1000bp

Frekvence vyskytu vsech inverznich repetic v jednotlivych podskupinach
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4.2  Lokalizace inverznich repetic vzhledem k funkénim oblastem DNA

Krome¢ analyzy frekvence vyskytu inverznich repetic v celém genomu byla analyza taktéz
zamétena na sledovani frekvence jejich vyskytu ,uvniti danych funkénich oblasti, do 100 bp
,pred“ a do 100 bp ,,za* nimi. Funk¢ni oblast DNA je tisek DNA, u které¢ho byla objevena
né&jaka funkce, napriklad geny pro tvorbu proteini, RNA nebo rizné regulacni oblasti. Soubory
s polohou vyskytu funkcnich oblasti jednotlivych genomt byly automaticky stazeny
programem Palindrome analyser z NCBI databaze a rovnou analyzovany, .csv vystupy poté

byly zpracovany viz. teorie vyse.

Celkem bylo sledovano 10 funk¢nich oblasti — gen (oblasti s nachazejicimi se geny, napf.
tvorba proteint, enzymu atd.), tRNA (oblast kodujici transferovou RNA), jiné funk¢ni oblasti
(funk¢ni oblasti nezafazené do ostatnich skupin), rizné vazebné oblasti (oblasti ke kterym se
vazi kovalentné ¢i nekovalentné€ jiné molekuly, kromé proteint a primert), oblasti opakovani
(oblast obsahujici opakujici se sekvence nukleotidl), ncRNA (protein-nekodujici oblast, ktera
koduje jinou nez ribozomalni a transferovou RNA), rRNA (oblast kddujici ribozomalni RNA),
tmRNA (oblast koédujici transferovou RNA), regulacni oblasti (jakakoliv oblast regulujici
funkeci transkripce, translace, replikace nebo chromatinové struktury), STS (sekvence DNA,

ktera obsahuje orientacni bod v genomu, ktery l1ze detekovat pomoci PCR).

Nize jsou uvedené jednotlivé grafy. Celkem byly sestaveny 4 grafy sledujici vyskyt
inverznich repetic danych funk¢nich oblasti. V prvnim grafu ¢.1 jsou zahrnuty frekvence
vyskytu IR vSech délek. V dalsich grafech ¢.2, 3 a 4 jsou postupné zahrnuty frekvence vyskytu
IR délek 8 bp a delsi, 10 bp a delsi a nakonec 12 bp a del$i. V pripadé grafu ¢€.1 je nejvyssi
frekvence IR pozorovana ,,pfed” oblasti 4 a ,,za* ni, naopak ,,uvniti je frekvence vyskytu IR
skoro o polovinu niz§i. Podobna je situace u oblasti 6-9 s tim rozdilem, ze maximum se nachazi
az ,,za“ jednotlivymi oblastmi. V ptipadé frekvenci vyskytu IR délky 8+ dochazi k prohloubenti
vySe uvedené zavislosti u oblasti 4, 6-9, v pfipadé oblasti 4 se maximum frekvence IR pfesouva
az ,,za“ oblast. Zajimava situace nastava u grafi ¢.3 a 4, kde se maximum frekvence vyskytu
IR u vSech oblasti s vyjimkou oblasti ¢.3 nachazi az ,,za* nimi a v pfipadé IR délek 12+ dokonce
nekolikanasobné prekracuje hodnota frekvence vyskytu IR hodnotu vyskytu IR | pred a
,uvniti oblasti s vyjimkou oblasti 3 a 5. U oblasti 10 nebyly nalezeny zadné IR délky 12+
,pred” ani ,po“. Dale byla u v§ech oblasti pozorovana frekvence vyskytu IR uvniti* niz§i nez
,,vn&“ s vyjimkou oblasti 10 a 3 (pro IR délky 8+, 10+ a 12+) a také pro oblast 1 v pfipadé grafu

v

¢.1.
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5 DISKUZE

Inverzni repetice se vyskytuji nejen v genomu bakterii, ale také v eukaryotické DNA, kde
taktéz vykazuji nendhodnou distribuci. Inverzni sekvence bohaté na GC pary, nachazejici se
v oblasti promotort, mohou po oxidaci 2’-deoxyguanosinu dat vzniku kiizovym strukturam,
které nasledné reguluji transkripci [76]. Inverzni repetice se také nachazeji ve virovych
casticich. Napftiklad analyza lidského RNA virusu SARS-CoV-2 zjistila, ze bodové mutace se
Castéji vyskytuji uvnitf inverznich repetic [3]. Taktéz dvé konzervované oblasti SARS-CoV-2
a SARS-Co-V zaujimaji vlasenkové struktury, které mohou chranit virdlni RNA pted rychlou
degradaci v lidskych bunkach, a tudiz zvysovat stabilitu virové RNA, zefektiviiovat replikaci a

virulenci [3].

V piipadé vyskytu IR u eukaryotickych organismi byl analyzovan cely genom
Saccharomyces cerevisiae (kvasinka pekatska) v€etné mitochondrialni DNA (mtDNA) [77].
Primeérny vyskyt IR u v§ech chromozomu S. cerevisiae byl 0,56 IR/Kbp, coz je zhruba 75krat
méné, nez jaky byl primérny vyskyt IR v analyzovaném souboru bakterialnich genomu [77].
Naproti tomu u mtDNA byl praimérny vyskyt IR u S. cerevisiae 25,02 IR/Kbp. Tato frekvence
vyskytu IR se blizi frekvenci vyskytu IR u nami analyzovaného souboru bakterii, coz podporuje
endosymbiotickou teorii vzniku mitochondrii pohlcenim bakteridlniho genomu davnym
predkem eukaryot [78]. Podobné jako v pfipadé analyzy bakterialnich genomi vykazuje
analyza vyskytu IR vzhledem k funk¢nim oblastem u S. cerevisiae nenahodnou distribuci IR

s maximem vyskytu IR nachazejicim se uvnitt centromernich oblasti [77].

Analyzou mitochondrialni DNA riznych organismi (celkem 7135 mtDNA sekvenci), byla
zjisténa pfitomnost inverznich repetic, kterd vykazovala evolu¢ni konzervaci i jejich
nendhodnou distribuci [79]. Taktéz chloroplastova DNA (cpDNA) vykazuje pfitomnost
inverznich repetic a jejich nendhodnou distribuci [80]. Podobné jako v piipadé frekvence
vyskytu IR u bakterialnich genoma klesa s rostouci délkou IR i u mtDNA a cpDNA, s nékolika
vyjimkami [79; 80]. Analyza frekvence vyskytu IR u cpDNA vzhledem k funkénim oblastem
taktéz ukazala jejich nendhodnou distribuci, tak jako v pfipadé frekvence vyskytu IR u
analyzovaného souboru bakterialnich genomu [80]. Tabulka 3 ukazuje porovnani statistickych
ukazatel analyzovaného souboru bakterialnich genomu s analyzou IR u mitochondrialni a

chloroplastové DNA.
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Tabulka 3 Srovnani jednotlivych statistickych ukazatelil

1. kvartil 3. kvartil Pridmér Min Max

(IR/Kbp)  (IR/Kbp) (IR/Kbp) (IR/Kbp) (IR/Kbp)
Analyzovany 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 vyskytu IR mezi 27 — 47
IR/Kbp [79], u cpDNA bylo rozmezi 40 — 45 IR/Kbp [80] a v pfipadé analyzovaného souboru

bakterialnich genoml se 50 % vsSech hodnot nachazi mezi frekvencemi 33 — 48 IR/Kbp.
Pramérmy vyskyt vSech inverznich repetic u cpDNA byl 45 IR/Kbp [80] a u mtDNA byl 41,9

IR/Kbp [79], tedy stejny jako v analyzovaném souboru bakterialnich genoma. Ovsem v piipadé

rozpéti hodnot vykazoval naS soubor nejmensi rozpéti, naopak nejvyssi rozpéti hodnot

frekvence vyskytu IR byl u mtDNA. Dale byly jesté zpracovany dva grafy, které srovnavaji

frekvence vyskytu IR analyzovaného souboru bakterialnich genoma s frekvenci vyskytu IR u

jednotlivych skupin organismi u mtDNA (graf ¢. 5) a také u cpDNA (graf ¢.6). Grafy jsou
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Graf ¢.5 Srovnani distribuce IR frekvenci u mtDNA (prevzato a upraveno z [79])
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znazornény jako boxové s vyznacenym medianem, 3. a 1. kvartilem a s vystupujicimi liniemi

se stfedni Casti udavajici maximalni a minimalni hodnoty.

IR/1000bp

Srovnani distribuce IR frekvenci u cpDNA
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Graf ¢.6 Lokalizace frekvence vyskytu IR délek 12+ u jednotlivych funkcnich oblasti (prevzato a

upraveno z [80])

Dale byla jesté porovnana frekvence vyskytu IR analyzovaného souboru bakterialnich

genomu s frekvenci vyskytu sekvenci pro formaci G-kvadruplexovych struktur. Ve srovnani

s vyskytem sekvenci pro formaci G-quadruplexovych struktur (PQS) jsou inverzni repetice

zastoupeny pomérné Castéji v bakterialnich genomech a jejich zavislost na % obsahu GC part

vykazuje odlisSny prubéh. Obecné plati, ze vyskyt G-kvadruplexovych struktur se zvysuje

s rostoucim obsahem GC % parti, samoziejmé s celou fadou vyjimek [81]. Naproti tomu

minimum vyskytu inverznich repetic nastava okolo 50 % obsahu GC para a roste symetricky

na ob¢ strany a dosahuje své maximalni hodnoty v krajnich hodnotach % obsahu CG part. Dale

byl zpracovan graf €.7 porovnavajici frekvenci vyskytu PQS sekvenci sIR sekvencemi
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vzhledem k danym funk¢nim oblastem. Graf ¢. 7 ma dvé osy y (osa vlevo zndzornuje frekvenci
vyskytu PQS, osa vpravo zndzoriuje frekvenci vyskytu IR) a prekryvajici se sloupce (hnéda
znali frekvenci vyskytu PQS a svétle modra frekvence vyskytu IR). Primérna frekvence
vyskytu IR | pred”, ,uvniti“ a ,po je zhruba 29nasobna oproti frekvenci vyskytu PQS.
V ptipadé rozlozeni vyskytu PQS vzhledem k funkénim oblastem, se maximum a minimum
frekvence vyskytu PQS nachazi , pred” oblasti 8 a ,,uvniti oblasti 10 a maximum a minimum
frekvence vyskytu IR | pfed” oblasti 4 a ,,uvniti* oblasti 7, viz. graf ¢. 7. Oblasti 5 a 9 vykazu;ji
podobnosti v rozlozeni frekvence vyskytu IR a PQS. Oblasti 3 jsou navzajem invertované.

Ostatni oblasti se odliSuji v relativnim vyskytu frekvenci IR a PQS.

Srovnani frekvence vyskytu IR s frekvenci vyskytu PQS

7 70
6 ] 60
5 50
Sa4 7 ] = Hw B 20 o
(=) — —
ls) (=)
S i T g
P I i g
o
g3 i 30 £
2 20
1 10
0 l 0
l.gen 2.tRNA 3.jiné 4. 5.oblast 6. ncRNA 7.rRNA 8.tmRNA 9. 10. STS
funkéni  vazebné opakovani regulacni
oblasti  oblasti oblasti

M Frekvence vyskytu PQS O Frekvence vyskytu IR

Graf ¢.7 Srovnani frekvence vyskytu IR s frekvenci vyskytu POS

43



6 ZAVER

Inverzni sekvence jsou nedilnou soucasti DNA, jejich distribuce vykazuje nenahodily
charakter. Mohou zapficinovat genomovou nestabilitu, vznik rGznych inzerci, deleci nebo
translokaci. Také jsou soucasti transpozomu a oblasti rozeznavanych restrikénimi
endonukledzami. Nedokonalé inverzni repetice mohou byt pii¢inou vzniku mutaci a z nich
naslednych onemocnéni. Naproti své negativni roli pii vzniku genomové instability a mutaci,
maji taktéz pozitivni roli, protoze umoziuji vzniku riznym sekundarnim strukturam, které jsou
rozeznavany fadou proteint. Ze vznikajicich sekundarnich struktur byla vénovana pozornost
kiizovym strukturam a proteinim, které s t€émito struktury interaguji. Kfizové struktury jsou
dulezité pro celou fadu biologickych procest véetné transkripce, replikace, rekombinace a
regulace genové exprese a organizace genomu. Déle byla pfedstavena aplikace Palindrome

analyser pro hledani inverznich repetic a popsano vyuziti jeji online a offline verze pii analyze.

Experimentalni ¢ast byla zaméfena na analyzu frekvence vyskytu inverznich repetic
v bakterialnich genomech. Za timto ucelem byl analyzovan soubor 1547 druht bakterii,
roztfidénych do nékolika skupin a podskupin. Celkem bylo analyzovano 1627 bakterialnich
genomu pomoci programu Palindrome analyser. Nejvyssi pocet inverznich repetic byl nalezen
u podskupiny Tenericutes, median 63,17 IR/1000bp. V piipad€ jednotlivych bakterii byla
nejvyssi frekvence vyskytu IR zjiSténa u bakterie Buchnera aphidicola s frekvenci vyskytu
113,37 IR/1000bp a nejnizsi frekvence 27,8 IR/1000bp u Anaplasma centrale. Déle byla
zkoumana zavislost frekvence vyskytu IR na obsahu GC paru. Bylo zisténo, ze v piipadé
inverznich repetic vSech délek (6-30 bp) vykazuje frekvence vyskytu IR pfiblizné kvadratickou
zavislost s minimem okolo 50 % obsahu GC paru, ktera slabne s rostouci délkou inverznich

repetic.

Dale byla zkoumana lokalizace inverznich repetic vzhledem k funkénim oblastem. Celkem
bylo zkoumano 10 riznych typu funkénich oblasti u kterych byl sledovan vyskyt inverznich
repetic ve vzdalenosti do 100 bp pfed, uvnitt a do 100 bp za funk¢ni oblasti, viz. kapitola 4.2.
Byla analyzovana lokalizace vii¢i uvedenym funkcnim oblastem u celkem 4 druha délek IR —
VSE (6-30), 8+ (8 a dels), 10+ (10 a delsi), 12+ (12 a delsi). Zjisténé vysledky byly graficky
zpracovany do 4 grafti (€.1 az 4) a zhodnoceny. Ve vétSin€ skupin je frekvence vyskytu IR
,uvniti niz§i nez ,,vné“. Tento pomér se zvysSuje s rostouci délkou inverznich repetic a zaroven
dochazi ke zvySovani poméru frekvence vyskytu IR za funkénimi oblastmi oproti vyskytu pred
a uvnitt oblasti. V pfipadé IR délky 12+ je pomér frekvenci vyskytu IR , za“ oblastmi dokonce

nekolikanasobné vétsi nez , pred a ,uvniti.
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V diskuzi byla porovnana frekvence vyskytu IR s frekvenci vyskytu IR u ostatnich
organismii vCetné mitochondrialni a chloroplastové DNA. Vysledky porovnani jsou
znazornény v grafech ¢.5 az 7. Zajimavé je zjiSténi, ze pramérny vyskyt IR u vSech
chromozomu S. cerevisiae (kvasinka pivni) ¢inil 0,56 IR/Kbp, coz je zhruba 75krat méné, nez

jaky byl priméry vyskyt IR v analyzovaném souboru bakterialnich genomu.
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POUZITE ZKRATKY

HMGB

COL1Al

COL1A2

AFM

ARS307

SAF-box

BRCAIl

NLS

BARDI

PALB2

SCD

ATM

RB

BACHI

CtIP

Abraxas

scDNA

SMC

S/MAR

VLF1

AcMNPV

DEAE-C

HelLa C.

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

chromozomalnich proteinti obsahujicich HMG-Box doménu

z angl.: Collagen Type I Alpha 1 Chain

z angl.: Collagen Type II Alpha 1 Chain

mikroskopie atomarnich sil (z angl.: atomic force microscopy)

Autonomni replikacni sekvence nachéazejici se na chromozomu III kvasinek

Saccharomyces Cerevisiae

Z ang.

Z ang.

Z ang.

Z ang.

Z ang.

Z ang.

Z ang.

Z ang.

Z ang.

Z ang.

Z ang.

Z ang.

Z ang.

Z ang.

Z ang.

Z ang.

Z ang.

scaffold attachment factor-box

Breast-associated protein-1

nuclear localization signal or sequence (NLS)

BRCAT1 Associated ING Domain protein 1

Partner and localizer of BRCA?2

Serine Containing Domain

Ataxia Telangiectasia Mutated protein

Retinoblastoma protein

BTB and CNC homology 1, basic leucine zipper transcription factor 1
C-terminal binding protein 1 (CtBP1) interacting protein
BRCATI-A complex subunit, podjednotka komplexu BRCAI-A
supercoiled DNA, superhelikalni DNA

Structural maintenance of chromosomes proteins
Scaffold/matrix attachement region

Very late expression factor 1

Autographa californica nuclear polyhedrosis virus

Diethylaminoethyl cellulose chromatography

Bunécna linie lidskych epitelovych bun€k odebranych z maligniho karcinomu

délozniho ¢ipku Henrietty Lacksové
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MLL
KMT2A

bp.

z ang. Mixed Lineage Leukemia
z ang. Lysine [K]-specific MethylTransferase 2A

z ang.base pair
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