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Anotace
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Bakalarska prace na Prirodovédecké fakulté Univerzity Hradec Kralové. Vedouci
bakalarské prace Mgr. Radka Symonov3, Ph.D, 45 s.

Geny pro ribozomalni RNA (rRNA) jsou dilezZitou soucasti genomi eukaryot,
protoZe jejich produkty tvofi ribozomy, které jsou zodpovédné za proteosyntézu.
5S rDNA je zhruba 120 bp dlouh3, vysoce konzervovana sekvence kédujici 5S rRNA,
jeZ je souclasti velké ribozomalni podjednotky eukaryot. Cilem této prace je prinést
stru¢ny uvod do problematiky rDNA a systematicky zanalyzovat molekularni
strukturu 5S rDNA co nejvyssiho poc¢tu druhi ryb, dostupnych v souc¢asné dobé ve
vefejné pristupnych databazich a popsat sekundarni strukturu sni
korespondujicich 5S rRNA.
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Ribosomal RNA genes are an important part of the genomes of eukaryotes because
their products form ribosomes responsible for protein synthesis. The 5S rDNA is an
approximately 120 bp long, highly conserved sequence encoding 5S rRNA, which is
partof the large ribosomal subunit of eukaryotes. The aim of this work is to provide
a brief introduction to the problematics of rDNA, to systematically analyze the
molecular structure of 5S rDNA of as many fish species currently available in the
publicly accessible databases as possible and to describe the secondary structure of
corresponding 5S rRNA.
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Uvod

Geny pro ribozomalni RNA (rDNA) jsou dileZitou soucasti genomi Zivych
organizmd, protoZe jejich produkty tvori spolu s ribozomalnimi proteiny ribozomy
zodpovédné za proteosyntézu. Zivocisna jaderna rDNA je multigenova rodina,
skladajici se ze dvou hlavnich, tandemové uspotradanych jednotek - 5S a 45S rDNA.
Nukleolarni (jadérkova) 45S rDNA koéduje 18S, 5.8S a28S rRNA, zatimco
extranukleolarni (mimojadérkova) 5S rDNA kéduje 5S rRNA (Sochorova et al.
2018). Mitochondrialni genom Zivocichli pak koduje jesté 12S a 16S rRNA, jeZ se
podili na tvorbé mitochondrialnich ribozomt (Van Etten et al. 1980).

Nedavno bylo zjisténo, Ze rDNA se vyskytuje ve dvou typech sekvenci. Prvnim jsou
sekvence prepisované do rRNA, jeZ jsou vysoce konzervované napri¢ celym
fylogenetickym stromem, coZ odpovida uloze, kterou v organismu hraji. Potteba
funkénich ribozomi je vSem organismim spolecna a mutace v této ¢asti rDNA
mohou byt fatdlni. Druhym typem jsou sekvence neprepisované do rRNA. Ty
nepodléhaji tak vysokému selekénimu tlaku a mohou tedy hromadit mutace, ¢imz
zvy$uji variabilitu rDNA. Konzervované useky se diky snadné rozpoznatelnosti
pouZzivaji k identifikaci pozice klastri rDNA na chromozomech a ke zjistovani
fylogenetickych vztahli mezi pribuznymi organismy, napf. na turovni druhu.
Variabilni iseky se pouZivaji ke zjistovani vztahl mezi fylogeneticky vzdalenéjSimi
organismy (Lim etal. 2012).

S ohledem na vySe uvedené je dlileZitym faktorem spravného fungovani organismu
pocet kopii rDNA, protoZe kviili vysoké potiebé rRNA pii vyrobé ribozomt bunky
potiebuji jejich velké mnoZstvi (Porokhovnik a Gerton 2019). Pocet kopii
rDNA/rRNA hraje roli v efektivité proteosyntézy (Hay a Gurdon 1967), v regulaci
odpovédi na buné¢ny stres (Grummt 2013), ve stabilizaci genomu a ochrané pred
plsobenim mutageni (Ide et al. 2010). MliZe ovliviiovat genovou expresi a fenotyp
jednice (Paredes et al. 2011), je zdrojem rychlych a vratnych zmén, jeZ mohou
organismu pomoci se pfizplisobit nahlym zménam prosttedi (Gibbons et al. 2014),
ovliviiuje bunécnou senescenci (Kobayashi 2014) a jeho zmény jsou spjaty
s vyskytem nékterych chorob (Xu etal. 2017, Warmerdam a Wolthuis 2019).

Vyzkumem 5S rDNA ryb se zabyva mnoho zejména cytogenetickych studif. Casto
vsak pojednavaji o spiSe izkém spektru druhti (napt. Symonova et al. 2017; Campo
et al. 2009; Nakajima et al. 2012). Systematicky molekularni strukturu 5S rDNA ryb
dosud tesilo jen malé mnoZstvi studif, navic na malém vzorku druhi ryb a paryb
(Castro et al. 2016; Vierna et al. 2013). Tato bakalarska prace ma za cil zpracovat
sekvence co nejvyssiho poctu druhti ryb, dostupnych v soucasné dobé v databazich
NCBI, Ensembl a 5SRNAdb (NCBI Resource Coordinators et al. 2018; Howe et al.
2021; Szymanski et al. 2016).



1 Charakteristika rDNA

1.1 Jadernaribozomalni DNA

Jaderna ribozomalni DNA (rDNA) je c¢ast genomu sestavajici z gend koédujicich
ribozomalni RNA (rRNA). Je pritomna vjadrech v3ech bunék a obsahuje jak
konzervované useky, které se v cytogenetice vyuZivaji k detekci téchto oblasti na
chromozomech, tak variabilni tdseky, diky kterym miiZeme zjistovat fylogenetické
vztahy. (Lim et al. 2012)

Nazvy jednotlivych rRNA jsou odvozeny od jejich velikosti. Ta je stanovena pomoci
sedimenta¢niho koeficientu a udavana ve Svedbergovych jednotkach (S). 23S rRNA
tedy sedimentuje rychlosti 23S a je vétSi neZ 16S rRNA, ktera sedimentuje rychlosti
16S. (R6hl 1983 cit. dle Sochorové, 2019, s.10)

Zivo¢isna rDNA obsahuje dvé tandemové uspofddané jednotky, které maji
proménlivé mnoZstvi kopii (od desitek po tisice). Prvni jednotkou je nukleolarni 45S
rDNA, ktera kéduje 18S, 5.8S a 28S rRNA. Druhou jednotkou je extranukleolarni 5S
rDNA. Diky tomu, Ze jsou obé tyto jednotky organizovany do opakujicich se klastr,
byvaji na chromozomech snadno cytogeneticky zobrazitelné. (Sochorova et al.
2018)

U ¢lovéka se 45S rDNA nachazi na akrocentrickych chromozomech 13, 14, 15, 21
a 22, kde tvori vétsinu kratkého raménka, zatimco 5S rDNA se nachazi pouze na
chromozomu 1. Tyto jednotky nejsou fyzicky propojené, nenesou ani Zadné
homologni segmenty a jsou prepisovany jinymi RNA polymerazami - 45S je
prepisovana RNA polymerazou I, zatimco 5S je prepisovana RNA polymerazou IIL
(Gibbons et al. 2015)

45S rDNA se podili na vzniku nukleolu (jadérka). Ten se v telofazi formuje okolo
NORs (,,nucleolar organizer regions®), které jsou tvoreny tandemoveé uspoiadanymi,
opakujicimi se useky 45S rDNA (McStay 2016). V pribéhu mit6ézy nukleolus mizi
aNORs muZeme pozorovat jen jako sekundarni, ¢asto peritelomerickd vlakna
(,cord“) vkondenzovanych chromozomech (Kupriyanova 2000). U nékterych
eukaryot se NORs nachazi v castech chromozomt, které v interfazi tvoii
perinukleolarni konstitu¢ni heterochromatin a diky tomu jsou izolovany od gent
kédujicich proteiny (McStay 2016).

Nukleolus je nejvétsi ¢asti bunééného jadra; dochazi zde k syntéze a zpracovani
rRNA a jejimu spojeni s ribozomalnimi proteiny (Németh a Langst 2011). Dale se
také podili na sledovani stresovych signald. Pokud je butika vystavena podminkam
vyvolavajicim stresovou reakci, dojde kutlumeni syntézy rRNA a biogeneze
ribozomi. ProtoZe se jednda o vysoce energeticky naro¢né procesy, utlumeni
transkripce rRNA gent je efektivni zpiisob, jak miiZe buiika uSetfit energii, kterou



potiebuje k udrZeni homeostazy. Z toho vyplyva, Ze nukleolus (tedy i 45S rRNA)
hraje kli¢ovou roli pti koordinaci bunééné stresové reakce. (Grummt 2013)

1.2 Mitochondrialni rDNA

V genomu zZivoCichli se dale nachazi mitochondrialni 12S a 16S rDNA. 12S rRNA
spole¢né s proteiny utvaii malou podjednotku, zatimco 16S rRNA se podili na tvorbé
velké podjednotky mitochondrialniho ribozomu. (Van Etten et al. 1980)

Uspotadani mitochondridlnich rRNA (mt rRNA) genli u mysi se napadné podoba
prokaryotickym rRNA operonlim a signalizuje, Ze mt rRNA Zivocichl nepochazi
z vlastniho jaderného, ale spiSe z ciziho prokaryotického genomu, coZ potvrzuje
teorii endosymbiézy (Martin et al. 2015). Useky kédujici mt rRNA jsou usporadany
velmi uspornég, blizkost rRNA a tRNA genl naznacuje, Ze jsou prepisovany jednou
RNA polymerazou do polycistronického transkriptu. Z néj je zrala rRNA a tRNA
produkovanajednoduchym endonukleolytickym $tépenim na 5a 3* hranicich tRNA.
(Van Etten et al. 1980)

I ¢lenovci maji charakteristickou strukturu mt rRNA, jeZ miiZe souviset s redukci
mitochondridlnitho genomu. V tom se navic vyskytuje daleko vétsi mnoZstvi mutaci
nez vjaderném genomu, coZ je nejspiS zptisobeno nedostate¢nou rekombinaci
a korekturou mutaci (,proofreading®), spoletné s vysoce oxidativnim prostredim.
Diky tomu se mitochondridlni genom z evolu¢niho hlediska vyviji daleko rychleji
neZ jaderny. (Gillespie etal. 2006)

1.3 Pseudogeny a orphony

V ramci jaderného genomu lze narazit na dalsi typy DNA - pseudogeny a orphony.

Pseudogeny jsou DNA sekvence, jejichZ struktura je podobna funkénim gentim, ale
které obsahuji urcité defekty, jako napriklad ztratu start kodonu, piitomnost
dodate¢nych stop kodénii nebo rizné zmény v prilehlych kontrolnich oblastech.
Tyto defekty ve vétsiné pripadi zabranuji tvorbé nalezitych produkti a maji tak za
nasledek ztratu dané funkce pseudogenu. Ten vSak v priibéhu evoluce muze ziskat
funkci novou. (D’Errico 2004)

Pseudogeny se vyskytuji jak v prokaryotnich, tak v eukaryotnich organismech,
i kdyzZ jejich pocet i pozice se u rtznych Zivocichi znac¢né 1isi. Dlivody téchto
odliSnosti zatim nejsou moc dobfe prozkoumané, ale zfejmé svédci o zpiisobu,
jakym se rtzné druhy organism@ adaptovaly na preZiti, a jsou tedy dutleZitym
zdrojem informaci pro evoluéni i komparativni genomiku. (D’Errico 2004)

RozliSujeme pseudogeny procesované, neprocesované a mitochondrialni (D’Errico
2004). Neprocesované pseudogeny se vétSinou nachazi na stejnych chromozo-
mech, uvnitf klastrii nezménénych sekvenci a mohou tedy mit introny a prilehlé
kontrolni oblasti stejné jako funkéni geny (Harris et al. 1984). Nejcastéji vznikaji pti
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duplikaci genu jako prebytecna kopie, na které se diky jeji nepotfebnosti mohou
hromadit mutace, aniZ by doslo k poskozeni organismu; také v8ak mohou vznikat
v diisledku nerovnomérného déleni pti crossing-overu (D’Errico 2004). Typicky
obsahuji pred¢asné stop kodony, posuny ¢tectho ramce, zmény v regulacnich
oblastech a mistech stiihu; vétSinou tedy dojde ke ztraté funkce pseudogenu, jeho
deleci, nebo ztraté veskeré jeho podobnosti s plivodnim genem (Lodish 2000).
Duplikovany pseudogen vsak stale miiZe byt prepisovan a pokud ziska novou funkci
¢i zplsob exprese, muze dojit kjeho fixaci vpopulaci (D’Errico 2004).
Neprocesované pseudogeny tedy mohou byt jednim z mnoha zdrojt fylogenetické
diverzity (Madan Babu 2003).

Procesované pseudogeny vznikaji pri reverzni transkripci zralé mRNA do DNA,
ktera je nasledné vloZena do jiného chromozomu (Vanin 1985). Nemaji tedy
protismérné (,upstream®) regula¢ni oblasti ani introny, koné¢i poly-A oblasti na
3‘konci a jsou obklopeny primymi repeticemi; mohou to byt kompletni
i nekompletni prepisy kédujicich sekvenci, protoZe jsou vsak prepisovany RNA
polymerazou II a ne III a nemély by obsahovat promotor, pravdépodobné nebudou
schopny aktivace ani v pfipadé, Ze je jejich kédujici tisek neporusen (D’Errico 2004).
Diky nedostatku selekéniho tlaku mohou obsahovat dalsi vloZené sekvence, jako
napriklad dlouhé rozptylené repetice (LINE) nebo ALU sekvence (Foord etal. 1996).

Mitochondridlni pseudogeny jsou jaderné inzerce mtDNA, které neprodukuji
funkéni proteiny kvili odlisSnostem v mitochondridlnim genetickém kédu; nejspise
vznikly netspésnym presunem nékterych useki DNA z mitochondridlniho do
jaderného genomu (D’Errico 2004). Tento pfesun miiZe probihat bud pfimym
prenosem DNA, nebo zprosttedkované prostiednictvim RNA, pri¢emzZ piimy pienos
se zdad byt pravdépodobnéjsi (Woischnik a Moraes 2002). Mitochondrialni
pseudogeny jsou hojné pritomné v jadernych genomech ptaki a savci, ale
v genomech ryb se jejich vyskyt zda byt velmi spory (Bensasson 2001).

Orphony jsou individualné rozptylené sekvence, které jsou odvozené od tandemové
uspotadanych multigenovych rodin (jak téch, které kéduji proteiny, tak proteiny
nekoédujicich) a jeZ se nachazi na pro dany druh netypickém misté. VétSina orphonii
obsahuje pouze jeden kédujici isek a soubor orphonti v genomech riznych jedinci
v populaci se zda byt odlisny. (Childs et al. 1981)

1.4 Pocet kopii rDNA

Eukaryoticka bunka obsahuje od 1,5 do 3 miliond ribozomi; v priibéhu jednoho
bunééného cyklu je jich syntetizovano de novo az 10 miliond a kvili vysoké potiebé
rRNA prii jejich vyrobé tedy bunky potiebuji velké mnoZstvi kopii rDNA
(Porokhovnik a Gerton 2019). Pocet kopii rDNA je mnohdy tak rozsahly, Ze
v podstaté tvori vlastni subgenom, neboli rDNAom (Symonova 2019). Napt. gen pro
5S rRNA mél v genomu dania pruhovaného (Danio rerio) 9 081 kopif (Locati et al.
2017) a v genomu Stiky obecné (Esox lucius) dosahoval piinejmensim 20 000 kopii
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(Symonova et al. 2017). Gong et al. (2013) zjistilj, Ze kopie rDNA mliZou u nékterych
druhd, napft. vitenky (Vorticella), dosahnout poctu i pfes 300 000. Pomér rDNAomu
ke zbytku genomu ovliviiuje proteosyntetickou aktivitu buné€k a tim i fitness jedince;
proto je nékdy rDNA béhem diferenciace bunék (tedy v dobé intenzivni
proteosyntézy) amplifikovana, z ¢ehoZ vyplyvj, Ze jeji mnoZstvi neni konstantni, ale
méni se v pribéhu Zivota jedince (Hay a Gurdon 1967). Replikace 5S rDNA miiZe byt
fizena nezavisle na zbytku genomu; béhem oogeneze dochazi u nékterych zZivocichi
k jeji extrémni amplifikaci, zatimco v dalSim stadiu pocet jejich kopii vyrazné klesne
(De Fatima Chasko Ribeiro a Aparecida Fernandez 2004).

Ramcovy pocet kopif rDNA byva pro dany druh charakteristicky. PfestoZe mnoho
téchto kopii je navic (nejsou prepisovany do rRNA), jsou esenciadlni pro stabilitu

genomu. Ten se totiZ po jejich odstranéni stdva nachylnéjsi k poSkozeni DNA
v diisledku plisobeni mutagend. (Ide et al. 2010)

Pocet kopii rDNA se vSak mlZe i vramci druhu znacné odlisSovat. Disledky
proménlivosti poctu kopif (,copy number variation“, CNV) ale jesté nejsou uplné
prozkoumany. Zda se, Ze nap¥. u octomilky (Drosophila melanogaster) ovliviiuje CNV
rDNA na chromozomu Y rdznych jedinci euchromatin i heterochromatin, a je
zdrojem rozdilli v genové expresi, jeZ ovliviiuji cely genom. Indukované delece rDNA
na chromozomu Y vedly k odlisné expresi stovek aZ tisicti jinych genti, coZ mohlo
prispét k fenotypovym zménam danych jedincli. Pocet kopii rDNA je tedy diileZitym
determinantem diverzity genové exprese v prirozenych populacich a jeho zmény
mohou pomoci objasnit mechanizmy epigenetické dédi¢nosti a zpiisob, jakym
prispiva k dédivosti komplexnich znakd. (Paredes et al. 2011)

rDNA je jednou z nejstarsich soucasti eukaryotickych genomi. Jeji vSudypritom-
nost a univerzalnost, patrna v priibéhu evoluce eukaryot, naznacuje, Ze ma mnohem
vice funkci, neZ ,jen“ syntézu ribozoma (Symonova 2019). CNV rDNA, miiZe byt
jednim z mechanisml napomahajicich bunééné homeostaze na molekularni drovni
a mlZe predstavovat také zdroj rychlych a vratnych zmén genomu, které ptispivaji
k adaptaci jak samotnych bunék, tak celych organizmi (Gibbons et al. 2014).

V ramci genomu ma rDNA vysoce repetitivni tandemové usporadani, a to ji ¢ini
evolu¢né dynamickou, ale také nachylnou ke ztraté kopii v diisledku homolognich
rekombinaci (pokud je jedna kopie poskozena, pokus o jeji opravu rekombinaci
s jinou kopif vede ke ztraté kopif jak v misté poSkozeni, tak v templatovém misté).
Pocet téchto kopii je sice nasledné obnoven diky jedine¢nému systému amplifikace
rRNA gent, avSak tato nestalost miize hrat vyznamnou roli nejen v regulaci stability
celého genomu, ale miiZe ovliviiovat i Zivotaschopnost bunék. (Kobayashi 2014)

Nestabilita v poctu kopii u ¢lovéka souvisi s predéasnym starnutim a neurolo-
gickymi poruchami u syndromu Louis-Barové a Bloomova syndromu (Warmerdam

vvvvvv

azvySenou variabilitu v rDNA genomu bunék postiZenych rakovinou (Xu et al.
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2017). Ukazuje se v3ak, Ze tyto vysledky mohly byt zkresleny neuplnosti tehdy
dostupnych dat (Hall et al. 2021).

1.5 Organizace 45S rDNA

45S rDNA je vjadérku prepisovana RNA polymerazou [ na prekurzor pre-rRNA
(Obr. 1a, c), skladajici se z18S, 585 a 28S rRNA oddélenych vnitinimi
prepisovanymi mezerniky (ITS1 a 2), které jsou v pribéhu maturace rRNA
odstranény. Tato jednotka je na koncich ohranicena vnéj$imi prepisovanymi
mezerniky (ETS). KaZzda 45S rDNA je od té predchozi oddélena intergenickym
mezernikem (IGS). (Henras et al. 2015)

‘555 rONA unkit « TS with RMA Pol | 3
g BLES L SN e i Ui LASOMA e SSE
55 rDNA unit S rRINA [~120 nt)

. ~ RNA Pol il BO5 L5U o C ST TRIGA {140 i)
5 l 3 5.85 rRNA [T1560 nt)
=y b == i = T o B L K =T o1 E-_..I--- 285 rANA [~5000 nt)
IR - 405 55U
| § § = 185 rRNA [~2000 n1)
b) Boxd E BosC c)

Obr. 1: (a) Organizace 45S rDNA genového klastru (45S rRNA transkripéni
jednotky); (b) Organizace 5S rDNA jednotky; (c) 80S eukaryoticky ribozom
sloZeny z velké (60 LSU) a malé (40 SSU) podjednotky. CP - jddrovy promotor
spacer”), ICR - wvnitfni kontrolni oblast (,internal control region®),
IE - interni element (,internal element“), IGS - intergenovy mezernik
(,intergenic spacer®), ITS1, ITS2 - vnitfni pfepisovany mezernik 1 a 2
(»internal transcribed spacer 1 and 2“), RNA Pol I a IIl - RNA polymeraza I
aIll, LSU - velka podjednotka, SSU - mala podjednotka, nt - nukleotidy, NTS
- nepiepisovany mezernik (,,non-transcribed spacer®), TIS - inicia¢ni misto
transkripce (,transcription initiation site“), TTTT - polyT termina¢ni misto
transkripce (,polyT transcription termination site“), UCE - protismérny
kontrolni element (,upstream control element“) (Symonova 2019).

V priibéhu evoluce dochazi k prodluZovani isekli 18S a 28S rDNA a prepisovanych
mezernikd, ale obecna struktura prepisované oblasti ziistava stejna. Napriklad savci
28S rRNA je zhruba o 1,5 kb delSi nez 28S rRNA kvasinek a sklada se z alternujicich
konzervovanych a variabilnich oblasti. RozloZeni téchto oblasti je spojeno se
zptisobem, jakym se rRNA sklada v ribozomu. Useky tvotici dvouvlaknové ttvary
sekundarni struktury jsou konzervované, zatimco jednovldknové useky jsou
variabilni. Mezi nejvice konzervované useky dale patri ty, které interagujis 5Sa 5.8S
rRNA. (Kupriyanova 2000)
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28S rRNA obratlovcli obecné obsahuje GC bohaté useky, které formuji stabilni
vlasenkové struktury. Jejich mezerniky i variabilni tseky 28S rDNA obsahuji
jednoduché repetice a mikrosatelity (napf. u krysy to jsou motivy: CG, GA, CT, GT,
CCT, GGT, GCC, TCG, ACCC, TCCC, GCCC a GAGAC). (Kupriyanova 2000)

Prekvapujici konzervativnost sekvenci (a univerzalnost sekundarnich struktur)
nékterych oblasti 18S a 28S rRNA je zplisobena obdobnym uspofadanim ribozomi
fungovani ribozomu. Tomu nasvédcuje i fakt, Ze substituce na jednom zvlaken
dvouvlaknového konzervovaného tuseku je ve vétSiné piipadi kompenzovana
substituci na druhém vlaknu (,compensatory base change”). Dals$im divodem
konzervativnosti téchto useki je jejich pravdépodobna spoluprace v priibéhu
maturace pre-rRNA. Oblasti kédujici zralou rRNA jsou tedy vysoce konzervované ve
v8ech organismech, coz reflektuje konzervativnost celého transla¢ntho systému.
(Kupriyanova 2000)

Sekvence vlastnich rRNA gent je ueukaryot tedy vysoce konzervovana. Naproti
tomu IGS se mohou liSit délkou i sekvenci, vidy v3sak obsahuji spole¢né znaky.
U Saccharomyces cerevisiae se jedna o pocatek replikace, misto blokujici replikacéni
vidlici a promotor fidici syntézu nekédujicich transkriptl (Kobayashi 2014). U 45S
rDNA savcih IGS obsahuji regulacni oblasti (,upstream control element”, UCE),
jadrovy promotor (,core promoter”, CP) a misto ukonceni transkripce (Russell
a Zomerdijk 2005). UCE je uloZen 150 bp pfed mistem pocatku transkripce a jeho
vzdalenost od CP silné ovliviiuje jeji u¢innost (Kupriyanova 2000). IGS také hraji
dtilezitou roli v uml¢ovani rDNA (,rDNA silencing”) (Mayer et al. 2006). V kvasince
S. cerevisiae (jejiZ genom je velmi dobie prozkouman) je v rdmci IGS 45S rDNA
obsaZena i jednotka 5S rDNA (oddéluje 1GS1 a IGS2) (James et al. 2009).

Sekvence IGS je velmi variabilni i mezi pfibuznymi organismy, coZ naznacuje vy3ssi
evolu¢ni rychlost v porovnani s kédujicimi oblastmi. U eukaryot je IGS vétSinou
delsi neZ prepisovana oblast a v pribéhu evoluce se zvétsuje (kvasinky maji 2kb
dlouhé IGS, zatimco savci 30kb). Jedine¢né oblasti viak tvori jen malou ¢ast IGS, za
vétSinu jeho délky (a variability) odpovidaji repetice. Ty jsou vétSinou tvoreny
fadou jednotek, skladajicich se z isekli od 2-6 bp, tvoricich mikrosatelity, po tiseky
dlouhé nékolik tisic bp, tvoricich bloky dlouhych repetic. Po¢et nékterych repetic
umisténych pred promotorem ovliviiuje expresi rRNA genli a tim i bunécnou
kapacitu proteosyntézy a celkovy stav organismu. (Kupriyanova 2000)

1.6 Primarni sekvence 5S rDNA

5S rDNA je krat$i a méné komplexni neZ 45S rDNA (Obr. 1b, c). Jedna se o vysoce
konzervovanou, zhruba 120 bp dlouhou sekvenci, ktera kéduje 5S rRNA, jez je
souCasti velké ribozomalni podjednotky vSech organism a chybi pouze
v mitochondrialnich ribozomech hub a Zivoc¢ichli (Smirnov et al. 2008). Pfepisovana
¢ast 5SrDNA obsahuje vnitini kontrolni oblast (ICR), ktera se sklada ze tri funkénich
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elementd: boxu A, vnitfniho elementu (IE) a boxu C, je zakoncena polyT
termina¢nim mistem a z obou stran ohrani¢ena neprepisovanymi mezerniky (NTS);
v ramci ICR obsahuji IE a box A vice mutaci neZ box C (Castro et al. 2016). ICR slouzi
jako promotor transkripce; box A je vazebnym mistem RNA polymerazy Il a ostatni
elementy interaguji s TFIIIA (Korn a Brown 1978).

NTS maji vys$si mutaéni rychlost nez kddujici oblast (Long a Dawid 1980). Jejich
délka i sekvence se u rtiznych druhti lisi. Tyto mezidruhové rozdily jsou zplisobeny
predevsim inserci, deleci a nukleotidovou substituci (Campo et al. 2009; Wasko et
al. 2001), ale roli hraji i rlizna usporadani mikrosateliti a jejich komplexita (Castro
et al. 2016). Obecné jsou ale NTS delsi neZ prepisované oblasti (De Fatima Chasko
Ribeiro a Aparecida Fernandez 2004). Zivo¢idna 5S rDNA déle vykazuje vysokou
variabilitu v protismérnych (,upstream*), vnittnich i posmérnych (,downstream®)
regulac¢nich oblastech a také vzdalenost mezi kédujici oblasti a termina¢nim
signalem je variabilni; navic zde existuji minimalné ti"i typy terminacnich signald
(Vierna etal. 2013).

5S rRNA obsahuje velké mnoZstvi nekanonickych part bazi a prestoze se jeji
primarni nukleotidova sekvence miuzZe lisSit i v ramci jednoho druhu, ma vysoce
konzervovanou sekundarni a terciarni strukturu (Smirnov et al. 2008). Zobrazeni
jeji konsensualni sekundarni struktury miize byt vyuzito k rozliseni mezi rRNA geny
a pseudogeny, jeZ se v eukaryotnich genomech ¢asto vyskytuji (Barciszewska et al.
2001).

1.7 Sekundarni struktura 5S rRNA

Sekundarni struktura rRNA oznacuje lokadlni geometrické usporadani jejiho
nukleotidového feté€zce do rtznych druhi smycek a helixd, vytvorené vznikem
vodikovych mustki (Lodish 2000).

Sekundarni struktura 5S rRNA (Obr. 2) se sklada zpéti helixd (I - V), dvou
vlasenkovych smycek (C, D), dvou vnitinich smy¢ek (B, E) a kloubového regionu A
(téZ smycky A), usporadanych do tfi helixovych ramen (Barciszewska et al. 2001).

Tyto ¢asti nasledné tvori tfi domény. Helix I tvofi doménu «, helixy II a III se
smyckami B a C tvoii doménu f a helixy [V a V se smy¢kami D a E tvofi doménu v.
Individualni domény jsou vice ¢i méné nezavislé strukturalni utvary, které jsou do
jednotného celku spojeny pomoci smycky A. (Smirnov et al. 2008).

15



I A I » B I &
) R YC
‘ . 19 C"UA 20 . " oA NRY “?Uc Ru
“un[*TIINYRCGRY NN NNN"NONN RC—SNSW o
»nnnN-JEIN-YGYYG NN NN-N-N-NC YG SNSW
P Y-@ | S Y A [
140 10 5.§ 0 A A | Wapt
aN N \,r &
c | 50
AN-N
120 u:Y F‘?'M
v-rR® E
N-N
NoYY
Aodi o
Aoy
.gu.;. % I\,
w-6-y 1V
Y-N
v
N
G
L6 D
GN ~100

Obr. 2: Model obecn

é eukaryotni sekundarni struktury 5S rRNA, [ az V -

helixy, A - kloubovy region, B az D - smycky. Nukleotidy jsou ozna¢eny podle

kédu [UPAC (Tab. 1).

Mala pismena znadf inzerce a pismena v boxech znaci

delece. Upraveno dle Barciszewska et al. (2001).

IUPAC kod | Baze

A Adenin

C Cytosin

G Guanin

T (U) Thymin (Uracil)
R A nebo G

Y Cnebo T

S G nebo C

\\ Anebo T

K Gnebo T

M A nebo C

B C nebo Gnebo T
D A nebo Gnebo T
H A nebo Cnebo T
\% A nebo C nebo G
N Jakakoli baze
.nebo - mezera

Tab. 1: Tabulka mezinarodniho nukleotidového kédu IUPAC, upraveno dle
Cornish-Bowden (1985).

Helix I je v&tSinou velmi stab

ilni, a to pfedevsim diky vy$simu obsahu G-C part, také

je specificky zvySenym poctem G-U part v porovnani s jinymi ¢astmi molekuly
(Smirnov et al. 2008). G-U patri mezi tzv. kolisavé pary bazi (,Wobble base pair*),
tj. pary dvou nukleotidd], které se nefidi pravidly Watson-Crick parovani, podle
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kterych se guanin (G) paruje vyhradné s cytosinem (C) a adenin (A) s thyminem (T)
v DNA a uracilem (U) v RNA (Reece a Campbell 2011).

Na jedné strané helixu I se nachazi 5 a 3‘ konce 5S rRNA, které jsou casto
nesparované, piipadné se lisi délkou (5‘ konec byva uloZen hloubéji, resp. 3‘ konec
presahuje). Na druhé strané€ na helix] navazuje smycka A. Diky lokalnim
deformacim helixu (které jsou vysledkem neefektivniho stohovanikvili pfitomnosti
nekompenzovanych G-U parii) je tento tsek pravdépodobné velmi dileZity pro
RNA-protein rozpoznavani. Dale je jeho specifickd sekundarni a terciarni struktura
(tj. prostorové usporadani podminéné interakcemi mezi vedlej$imi skupinami
fetézce) zcela zasadni pro stabilizaci 5S rRNA a pro jeji zaclenéni do ribozomu.
ProtoZe stabilita Helixu I ovliviiuje strukturu smycky A, ktera se primo ucastni
interakce s transkripénim faktorem TFIIIA, je neporuSenost této domény velmi
dtlezita. (Smirnov et al. 2008)

Helix Il obsahuje pouze kanonické Watson-Crick pary; nukleotidova sekvence v této
oblasti je velmi variabilni, ale sekundarni struktura zlistava beze zmén (Smirnov et
al. 2008). Helix II je u vétsiny eukaryot dlouhy 8 bp a obsahuje drobnou smyc¢ku
tvofenou zbytkovym nesparovanym nukleotidem (Delihas a Andersen 1982). Ta
podporuje lokalni zménu konformace, kterd ma za nasledek odkryti vazebného
mista pro proteiny. (Smirnov et al. 2008)

Helix III ma velmi konzervativni primarni sekvenci i sekundarni strukturu. To
souvisi sjeho tulohou vinterakci sL5 proteinem. Vznik vazebného mista zde
usnadiiuje pritomnost dvou (pfipadné tfi) nesparovanych nukleotidd, které
uprostied tohoto helixu tvofi kratkou smycku. Tato oblast ma téZ zvySenou
schopnost konformaéni mobility (tj. schopnost zmény tvaru molekuly, c¢asto
indukovana vnéjsimi faktory). To je dlleZité pro jeji integraci do ribozomu, protoze
reorganizace struktury helixu III jsou také spojeny s vazbou na protein L5. (Smirnov
etal. 2008)

Helix IV je charakteristicky zvySenym poctem vyskytu nekanonickych part bazi. Ma
zvySenou konformacni mobilitu a spolu se smyckou D je zodpovédny za integraci 5S
rRNA do velké ribozomalni podjednotky. (Smirnov et al. 2008)

Jednovlaknové oblasti 5S rRNA jsou velmi kompaktni a dobie strukturované prvky
se specifickou konformaci a stabilitou, kterd je zajiStovana nekanonickymi
interakcemi (které charakterizuji predevSim smycky A, B a C). Smycka A hraje
centralni roli v tercidrnim uspoiadani 5S rRNA. Jeji nukleotidova sekvence je vysoce
konzervativni a mutace vtéto oblasti vétSinou vedou k vazinym zmeénam
v prostorové (terciarni) struktute 5S rRNA a k porucham jejich interakci s proteiny.
Smyc¢ka B pomaha udrZovat nenaruSené stohovani bazi, ¢imZ sniZuje vnitfni
mobilitu domény (. Zda se vsak, Ze nema Zadnou jinou neZ ¢isté strukturni funkci.

[ kdyZ je jednim z iseki chranénych proteinem L5 (po jeho navazani), nema Zadnou
ulohu ve formovani jeho vazebného mista. Naopak smycka C hraje v interakci
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s timto proteinem vyznamnou ulohu. Smy¢ka E interaguje s TFIIIA. (Smirnov et al.
2008)

Castro etal. (2016) ovSem kromé této typické sekundarni struktury 5S rRNA, kterou
klasifikovali jako variantu a, uvadi jesté dalsi dva typy sekundarnich struktur 5S
rRNA (B a y), které maji nikoli 3, ale 4 ramena.

1.8 Interakce 5S rRNA s dalSimi molekulami

Podobné jako ostatni buné¢né RNA, 5S rRNA je vidy vazanid na néktery
z proteinovych faktorli. V ptipadé eukaryotni 5S rRNA se jedna o ribozomalni
protein L5 nebo transkripéni faktor TFIIIA. Proteinova slozka komplexu rozhoduje
nejen o stabilité, ale i o sméru pienosu 5S rRNA v ramci burtiky. Jeji transportni cesta
je velmi slozitd, jelikoZ jeji transkripce neprobiha v nukleolu a musi byt tedy na
misto ribozomalni konstrukce dopravena. (Smirnov et al. 2008).

JakjiZz bylo zminéno, 5S rRNA je pfepisovana pomoci RNA polymerazy III, spolu s ni
se vSak transkripce ucastni i faktory TFIIIA (Obr. 3a), TFIIIB a TFIIIC; nové
syntetizovana 5S rRNA se poté navaze na TFIIIA, ktery ji stabilizuje do doby nezZ je
potiebna k syntéze ribozomu (Smirnov et al. 2008). Tti centralni zinkové prsty (ZIF
4-6) z celkovych deviti prsti TFIIIA se vaZou na fragment 55 nukleotidl sloZeny ze
smycek A a E ahelixii IV a V (Obr. 3b); ZIF 7, ktery vyrazné prispiva k afinité
a specificité interakce mezi témito dvéma molekulami, se vaZe na helix II (Neely et
al. 1999). TFIIIA dale chrani smycky D a E a ¢asti helixd [ a II pred $tépenim
nukledzami. Chrani tedy 5S rRNA pred degradaci, ale zaroven nenarusuje jeji
rozpoznavani proteinem L5, protoZe jeho vazebné misto se nachazi na helixu III
a smycce C, jeZ jsou nutné k integraci do ribozomu (Smirnov etal. 2008).

7 LoopA
(@) (b) ix < 7
6 \'\\ y "
6 4 o A Helix V
XOEOXON @Y X 5)
V. NAN/ AVAVAS AV P
Box A IE Box C 4, Loop E

Helix IV je—
O
v//

>~

Obr. 3: (a) TFIIIA se vaze na 5S rDNA pomoci zinkovych prsti 1-3
(rozeznavaji box C; vyznaceny Zluté), prstu 5 (rozeznava interni element IE;
vyznacen Cerven€) a prstli 7-9 (rozeznavaji box A; vyznaceny oranZove).
Zinkové prsty 4 a 6 (vyznaceny Cervené) maji roli mezernikii nevazajicich se
na DNA a pomahaji rozlisit vySe zminéné elementy. (b) Na 5S rRNA se TFIIIA
vaze hlavné diky zinkovym prsiim 4-6. Prst 4 se vaZe na smycku E (zelené),
prst5 se vaZe na helix V (Cervené) a prst 6 se vaZe na smycku A (modfe). (Hall
2005).
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Protein L5 je pomérné Spatné strukturovana molekula, po navazani na 5S rRNA
v3ak zméni konformaci a dojde k jeho stabilizaci (ke stejné reakci dojde i u 5S rRNA,
ovlivnéni je tudiZ vzajemné); obé makromolekuly jsou tedy Ccastecné
nestrukturovanymi chaperony zodpovédnymi za vzajemné spravné prostorové
uspotadani a vyslednou funkcéné aktivni konformaci (Tompa a Csermely 2004).
Protein L5 pomaha transportovat 5S rRNA zpét do jadra a integrovat ji do velké
podjednotky ribozomu (Obr. 4), kde tento komplex tvoii vétSinu centralniho
vy¢nélku (Smirnov et al. 2008).
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Obr. 4: Pozice 5S (fialové), 5.8S (modré) a 28S (hnédé) rRNA v ramci velké
ribozomalni podjednotky; Aminoacylové misto (A), je mistem, na které se
navaZe tRNA nesouci aminokyselinu. Aminokyseliny se spojuji v fetéz
polypeptidli v centru peptidyltransferazy (modry bod). tRNA, na které je
navazan polypeptidovy retézec, se posune na peptidylové misto (P), zatimco
deacetylovana tRNA se posune na misto vystupu (E), odkud je nasledné
zribozomu uvolnéna. CP znad¢i centralni vy¢nélek velké ribozomalni
podjednotky. (Lafontaine 2015).

Eukaryotni ribozom (80S) je makromolekularni utvar zodpovédny za
proteosyntézu, vyskytujici se ve vSech eukaryotnich organismech. Tvofi ho dvé
podjednotky (Obr. 1c), sloZené z ribozomalnich RNA a proteinti. Mala podjednotka
(408, jejiz soucasti je 18S rRNA) je mistem kodon-antikodon interakci mezi mRNA
a tRNA, zatimco velka podjednotka (60S, jejiZ soucasti jsou 5S, 5.8S a 28S rRNA)
katalyzuje vznik peptidovych vazeb. (Barciszewska et al. 2001)

Diky mnoha RNA-protein a RNA-RNA interakcim slouZi 5S rRNA jako spojovaci
¢lanek mezi funkénimi centry ribozomu a pomdha koordinovat jejich ¢innost
(Kiparisov et al. 2005). 5S rRNA neni s témito centry v pfimém kontaktu, nachazi se
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v3ak na zvlastni pozici, ktera ji umoznuje roli prostrednika (Dinman 2005). Mezi tato
centra patfi A- a P- misto, centrum peptidyltransferazy a GTPazy; dale pomaha
propojit velkou a malou podjednotku (Smirnov et al. 2008). Navic 5S rRNA
stabilizuje ribozom a zvySuje aktivitu peptidyltransferazy (Barciszewska et al.
2001).

Kiparisovetal. (2005) také po analyze uméle zanesenych mutaci a alelickych variant
5S rRNA 7zjistili, Ze variabilita této RNA mUZe sama o sobé slouZit jako regulac¢ni
mechanizmus genové exprese. Riizné alely 5S rRNA jsou zodpovédné za riiznou
presnost translace, coz miiZe byt podle autorti buiikou vyuZito pro drobné zmény
v syntetizovaném proteinu.

1.9 Typy5SrDNA

U nizsich obratlovci se vyskytuji dva typy 5S rDNA specifické pro urcité tkané
a stupné individualniho vyvoje. Jedna se o somaticky a oocytovy typ. Oocytovy typ
tvori 120bp dlouha 5S rDNA obklopena nékolik stovek bp dlouhou sekvenci bohatou
na AT, zatimco somaticky typ tvofi podobn3, stejné dlouha 5S rDNA, ktera je vSak
obklopena sekvenci bohatou na GC. (Tomaszewski 1997)

Oocytovy typ je béhem embryogeneze deaktivovan kvili nestabilité jeho
transkripéntho komplexu (Wolffe a Brown 1988). U ryb dochazi béhem vyvinu
k iplné ztraté tohoto typu, zatimco u Zab zlistava ¢astecné zachovan (Locati et al.
2017; Peterson et al. 1980).

U ryb a paryb se dale vyskytuji jiné dva typy 5S rDNA (typ I a II), které spolu
koexistuji ve vSech tkanich alisi se délkou a sekvenci NTS oblasti (Castro et al. 2016).
U lososa obecného (Salmo salar) se tyto dva typy lisily nejen délkou NTS, ale i tiremi
bazemi v tiseku kédujicim 5S rRNA (Pendas et al. 1994). U sihli (Coregonus sp.) byly
rozdily v délce dvou typili NTS zplisobeny pritomnosti 130 bp dlouhé piimé repetice;
rozdily v usecich kdédujicich 5S rRNA byly zpisobeny dvéma typy sekvenci boxu C;
prvni typ (A) obsahoval nukleotidy 83A a 85G, druhy typ (B) obsahoval nukleotidy
83G a 85A (Sajdak et al. 1998). U stikozubct (Merluccius sp.) byly detekovany dva
typy 5S rDNA, nazvané typ A a M, které se liSily pritomnosti ¢i absenci jednoduché
repetitivni sekvence v ramci NTS, nékteré druhy obsahovaly dvé varianty typu M (S
a L), které se liSily délkou; useky kédujici 5S rRNA se liSily na pozicich 3 a 25 (Campo
et al. 2009). VSechny vySe zminéné prace podporuji hypotézu dualniho systému 5S
rRNA u ryb.

Sav¢i genom rovnéZ obsahuje dva typy sad 5S rDNA. Prvni typ je vysoce
konzervativni, vyskytuje se ve vSech sav¢ich genomech a neobsahuje témér Zadné
mutace, zatimco druhy typ je vysoce variabilni. (Vierna et al. 2013)
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1.10 Evoluce rDNA

Evoluce rDNA je ovlivitovana dvéma evolu¢nimi procesy na molekularni drovni:
koncertovanou evoluci (,concerted evolution“) a evoluci birth-and-death.
Dlouhodoba evoluce rDNA je charakteristickd vysokym selekénim tlakem na
konzervativni ¢asti sekvenci, zatimco genova diverzifikace flexibilnich ¢asti mtze
poskytovat adaptivni potencial pro pripad zmén v Zivotnim prostfedi organismui. Na
jedné strané tedy silna purifikacni selekce a dal$i mechanismy koncertované
evoluce zachovavaji integritu konzervativnich sekvenci, zatimco birth-and-death
procesy pomahaji generovat nové variace gent diky duplikaci rDNA. (Vierna et al.

2013)

Evolu¢ni model birth-and-death tedy uvadi jako zdroj variability rRNA genti jejich
duplikaci, po které nasledné neékteré kopie ziistavaji funkéni, zatimco z ostatnich se
postupné diky nahromadénym mutacim stavaji pseudogeny. Tento model také
zdlraziuje purifikac¢ni selekci, ktera napomaha konzervativnosti kodujici sekvence.
Jejim vysledkem je mala variabilita kédujici oblasti genii i u nep¥ibuznych druhd,
neprepisované oblasti jsou vSak velmi variabilni i u druh@G pribuznych (diky
chybéjicimu selekénimu tlaku). (Nei a Rooney 2005)

Koncertovana evoluce funguje na bazi genové konverze a asymetrického crossing-
overu. Podle tohoto modelu se geny v jedné genové rodin€ vyvijeji souc¢asné (nikoli
kazda jednotka zvlast). Vysvétluje predevsim proces homogenizace DNA, jelikoZ
variabilita zplisobena mutacemi se diky jejim procestim bud’ rozsiti a fixuje, nebo
zanika. (Neia Rooney 2005)

Genova konverze je lokalni jednosmérny prenos tuseku DNA zdonorového do
recipientniho genu. Tato interakce nezpiisobuje zmény v prilehlych oblastech DNA.
Jejim prostrednictvim vznikaji dva produkty, z nichZ jeden je identicky s ptvodni
molekulou, zatimco druhy se od ni odliSuje (jedna z alel se pfeméni podle vzoru
druhé alely). Tento mechanismus miiZe téZ slouzit k opravé gent. (Kupriyanova
2000)

Pfi asymetrickém crossing-overu vznikaji z iseku DNA s mutaci dva typy novych
usekd DNA. Jeden, jeZ danou mutaci obsahuje dvakrat a druhy, ve kterém dana
mutace chybi. Po mnoha asymetrickych crossing-overech se mutace bud' rozsiti,
nebo ze vSech tseki vymizi. (Eickbush a Eickbush 2007)

1.11 Metody detekce a zpisoby vyuziti rDNA

Genomova organizace rDNA je snadno identifikovatelnd diky Stépeni pomoci
restrikénich enzymt, a to predevsim diky své repetitivni strukture. Restrikéni
fragment lze identifikovat napiiklad molekularni hybridizaci. (Kobayashi 2014)

Lokusy rDNA na chromosomech mohou byt zjiStény pomoci in situ hybridizace
s pouzitim fluorescenénich barviv, nebo radioaktivniho znaceni. Oznac¢ena sonda se
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prichyti na komplementarni sekvenci a nasledné miize byt zobrazena. Pii
radioaktivnim znaceni se pouZiva nejcastéji tritium, pfi fluorescen¢nim znacenf se
pouzivd bud molekula reportéru snavazanou fluorescenéni molekulou, nebo
fluorochrom. (Phillips a Reed 1996)

45S rDNA ve formé NORs aktivnich v predchozi interfazi, je mozno detekovat
pomoci barveni stiibrem (Howell a Black 1980). U nizsich obratlovcti je také mozno
vyuZit GC-specifické fluorochromy, jeZ dokazi oznacit i neaktivni NORs diky jejich
obohaceni o GC nukleotidy na GC homogennim a chud$im pozadi (Schmid 1980).

rDNA Ize také zobrazit in silico ptistupem vizualizaci genomové polohy jejich lokusii
pomoci ndastroje BioMart, diky kterému lze zmapovat rDNA na vazebnych
skupindach. Jedna se o velmi citlivou metodu, je mozné detekovati jedinou molekulu
rDNA, ale jeji presnost zavisi na kvalité genomovych dat, jeZ jsou pro dany druh
k dispozici. (Symonova 2019)

rDNA je vSudypritomna a jeji sekvence jsou pomérné dobie konzervované, vyuziva
se tedy ve fylogenetickych studiich kurceni miry odlisnosti druhii (napf. Stock
a Whitt 1992). Dale se vyuZiva v cytogenetickych studiich (napf. Nakajima et al.
2012). 5S rRNA se diky své malé velikosti a bohatosti na nekanonické parovani bazi
vyuZiva jako model pro zkoumani RNA struktury, konformaci a RNA-protein
interakci (Barciszewska et al. 2001).
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2 Material a Metody

Sekvence 5S rDNA vyuZité ke zpracovani této bakalatské prace pochazi
z nasledujicich volné pristupnych online databazi.

2.1 NCBI

National Center for Biotechnology Information (NCBI), neboli Narodni centrum pro
biotechnologické informace, je soucasti Narodni 1ékarské knihovny USA (NLM)
spadajici pod Narodni zdravotni instituty (NIH). Bylo zaloZeno v roce 1988 za
Ucelem vyvoje informacnich systémi s vyuZitim v molekularni biologii. Spravuje
velké mnozZstvi databazi z Sesti okruhi - literatura, zdravi, genomy, geny, proteiny
a chemické latky. Pro kaZdou z téchto kategorif dale poskytuje relevantni nastroje,
umoziujici snadnéjsi manipulaci s daty obsaZenymi v jednotlivych databazich. Data
ziskava NCBI diky mezinarodni spolupraci s dalSimi poskytovateli databazi (napft.
s DNA Data Bank of Japan, DDBJ) a také diky piispévkim védecké komunity.
Sekvence DNA a RNA jsou uloZeny konkrétné v databazi ,Nucleotide“ (dostupné z:

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore). (NCBI Resource Coordinators et al. 2018)

NCBI také spravuje systém Entrez, ktery poskytuje moznost vyhledavat a ziskavat
data zvice nez 30 databazi, a to prostfednictvim webového rozhrani, i pomoci
rozhrani pro programovani aplikaci (,,Application Programming Interface®, API).
Entrez byl navrZen tak, aby zjednoduSoval propojeni mezi nejriznéj$imi typy
biologickych dat a usnadnil tak vyzkum. (Schuler et al. 1996)

2.2 Ensembl

Projekt Ensembl (dostupny z: http://www.ensembl.org/index.html) byl zapocat
v roce 1999 a spada pod Evropsky institut bioinformatiky p¥i Evropské laboratofti
pro molekularni biologii (EMBL-EBI) sidlici ve Velké Britanii. Jeho ukolem je
automaticka anotace genomu (snaha o lokalizaci vyznamnych oblasti DNA jako
napt. genii a mist jejich interakci s proteiny v ramci genomu), integrace ziskanych
anotaci sdal$imi dostupnymi biologickymi daty a zvefejhiovani vysledki
prostiednictvim webovych stranek. Od jejich spusténi v roce 2000 jiz bylo do této
databaze ptidano vice nez 50000 genoml. DNA sekvence jsou Ensemblu
poskytovany projekty z celého svéta. (Howe et al. 2021)

Ensembl také poskytuje nastroje usnadiujici zpracovani genomickych dat, jako
napriklad BLAST (,Basic Local Alignment Search Tool*) (Altschul et al. 1990), VEP
(,Variant Effect Predictor) (McLaren et al. 2016) a mnohé dalsi, a to jak
prostiednictvim webového rozhrani, tak APL
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2.3 5SRNAdb

5SRNAdDb (dostupna z: http://combio.pl/rrna/) je databaze zamérena na 5S rDNA
a 5S rRNA. Obsahuje vice nez 11 000 sekvenci pro vice nez 7 000 druhti. Sekvence
pro eukaryota autofti ziskali z genomovych assembly, které jsou k dispozici na NCBI,
jedna se tedy o sekundarni databdzi. Jeji vyhodou je prehlednost a snadna
dostupnost jiZz upravenych sekvenci. 5SRNAdb umoZiiuje snadno vyhledavat
a stahovat jednotlivé sekvence i jejich alignmenty. U kaZdé sekvence je také
k dispozici interaktivni sekundarni struktura. Ta v38ak zobrazuje nukleotidové
sekvence v kontextu obecné sekundarni struktury pro danou doménu (napft.
eukaryota). Prizplsobuje tedy (pomoci mezer) primarni sekvenci sekundarni
strukture. (Szymanski et al. 2016)

2.4 Ensembl BioMart

BioMart je jednim zwebovych nastroji poskytovanych projektem Ensembl
UmoZiiuje snadné ziskavani dat bez nutnosti programovacich zkuSenosti a bez
potreby ucit se zakladni strukturu databaze, kterd miZe byt ponékud matouci.
Ensembl také poskytuje BioMart Perl API verzi, kterd umoziuje pifimou integraci
funkci tohoto nastroje do skriptli psanych v programovacim jazyce Perl. (Kinsella et
al. 2011)

Vtéto praci bylo nicméné vyuZité webové rozhrani, jehoZz ovladani je velmi
prehledné. Nejprve je potfeba zvolit databazi. Sekvence zpracované v této
bakalafské praci pochazi zdatabaze Ensembl Genes 104. Verze databazi se
pravidelné aktualizuji, nicméné prede$lé verze jsou dostupné prostirednictvim
Ensembl Archives. Po zvoleni databaze nasleduje vybér datasetu, tj. konkrétniho
druhu, sjehoZ daty chceme pracovat. Seznam druhi zpracovanych pro tuto
bakalatskou praci je uveden v ptiloze (Priloha 1).

BioMart nasledné nabidne moznosti zvolit si filtry, atributy (tedy vystupy, které se
zobrazi) a dodate¢ny dataset. Pro pottfeby této prace byl pouZit filtr ,Gene type“
s hodnotou ,rRNA“ Zvolenymi atributy byly ,Exon sequences” a ,[Exon stable ID“
Zadny dodateény dataset zvolen nebyl.

VSechny vysledky je mozno jednoduse stdhnout ve formatu FASTA. Tento format se
pouZziva pti manipulaci se sekvencemi DNA, RNA i proteinti. Data uklada ve formé
dvou fadkd, prvni je ,header line“, kterd zacina znakem ,>“ a obsahuje popis
sekvence (napiiklad v naSem ptipadé ,Exon stable ID“). Ve druhém radku je uloZena
vlastni sekvence. Pfed stazenim vysledki nabizi BioMart moZnost ,Unique results
only“, ktera v tomto pripadé byla zvolena. Také je moZné prostiednictvim tlacitka
»Count" zobrazit pocet sekvenci odpovidajicich hodnotam filtru z celkového poctu
sekvenci v konkrétnim genomu, avsak tato hodnota neodpovida vyslednému poctu
pouzitelnych 5S rDNA sekvenci, protoZe se zde vyskytuji sekvence nekompletni,
i sekvence jinych rDNA (nejcastéji 5.8 S rDNA).
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2.5 AliView

AliView je program, umoZiujici prohliZet a editovat alignmenty (serazeni
a zarovnani) sekvenci. Byl navrzen s diirazem na pouZitelnost a intuitivni ovladani.
Je schopny velmi rychle zpracovat i rozsahlé alignmenty a to s minimdalnim
ovlivnénim paméti zatrizeni. DokaZe precist neomezené velké soubory ve formatech
FASTA, Phylip, Nexus, Clustal a MSF. V zavislosti na velikost paméti, kterou ma
konkrétni pocitac k dispozici, mize bud’ nacist cely alignment do paméti najednou,
nebo ponechat urcitou ¢ast souboru nenactenou ve slozce, ¢imZ umoZnuje praci
s alignmenty i na starych pocitacich a dal$ich zarizenich s omezenou kapacitou
paméti. Jeho intuitivni grafické rozhrani umoziuje jednodusSe kontrolovat, tiidit,
mazat, spojovat a preskupovat sekvence vramci manualni upravy dat. Také
umoZziuje ziskat snadny prehled o datasetu diky moZnosti zobrazit konsensudalni
a nekonsensudlni prvky. (Larsson 2014)

Program AliView byl vyuzit k ipravé datasetli sekvenci stazenych z vySe zminénych
databazi. Bylo nutné vyloucdit sekvence jiného typu neZz 5S rDNA, stejné jako
sekvence nekompletni. Také umoznil ziskani zdkladniho prehledu o variabilité
sekvenci v ramci druhu.

2.6 Vienna RNA Websuite

Vienna RNA Websuite je kolekci volné dostupnych nastroji pro skladani (,,folding"),
design a analyzu RNA sekvenci, spravovana Institutem teoretické chemie pfri
Videnské univerzité. Poskytuje webové rozhrani pro nejpouZivanéjsi nastroje
Vienna RNA baliku (ktery obsahuje knihovnu pro programovaci jazyk C a nékolik
samostatnych programi k predikci a porovnani sekundarnich struktur RNA). Tyto
nastroje umoznuji skladani jednotlivych i alignovanych sekvenci, predikci RNA-
RNA interakci a design sekvenci s pfedem danou strukturou. (Gruber et al. 2008)

Dostupné nastroje maji jednotny vzhled. Na tvodni strance se naléza kratky popis
funkce nastroje spolu s upozornénim na limit velikosti vstupnich dat (ten je zde
z dlivodu omezené kapacity serveru, na kterém nastroje pracuji). Dale jsou zde pole
pro vloZeni vstupnich dat a nastaveni nékterych parametrt. Ty se déli na zdkladni a
pokrocila nastaveni. Kazdy parametr je zde kratce vysvétlen. Vychozi nastaveni
parametri vsak bylo peclivé nastaveno tak, aby jejich ptizplsobeni nebylo ve
vétSiné pripadl nezbytné k dosaZeni optimalnich vysledkt. (Gruber et al. 2008)

Vtéto praci byly vyuZity nastroje RNAfold a RNAalifold. RNAfold predikuje
sekundarni strukturu s minimalni volnou energii (MFE) pro jednu sekvenci, zatimco
RNAalifold predikuje totéZ pro vice alignovanych sekvenci, maximalné vsak 300.
V ptipadé RNAfoldu mlZou byt vstupni data vloZena jako prosty text nebo FASTA
format, RNAalifold vyZaduje data ve formatu FASTA nebo CLUSTAL W. (Gruber et al.
2008)

25



Nastaveni parametri obou nastrojl bylo ponechano na vychozich hodnotach. Kviili
omezené kapacité RNAalifoldu nemohly byt u nékterych druhti pouZity kompletni
alignmenty ziskané zdatabaze Ensembl, vtakovém pripadé bylo pouZito 300
nadhodné vybranych sekvenci daného druhu. Kromé predikovanych sekundarnich
struktur byly zvystupl téchto nastroji vyuzity i rRNA sekvence (v pripadé
RNAalifoldu se jednalo o konsensualni sekvenci).

3 Vysledky

Pro potieby této bakalarské prace byly zpracovany 5S rDNA sekvence 92 druhti ryb
z34 tadt. U 24 7ada byla detekovana sekundarni struktura odpovidajici
konsensualni sekundarni struktuie a sekundarnim strukturdm pro eukaryotni 5S
rRNA navrhovanym dal$imi autory (dale jen ,odpovidajici“ sekundarni struktura;
Obr. 53, 7, 8). Pro dva rady (Carangiformes a Labriformes) byla navrZena kandidatni
sekundarni struktura odlisnd od konsensualni struktury (Obr. 5b). U 8 #adu se
nepodarilo detekovat ani jednu z vys$e zminénych struktur (Ptiloha 1).
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Obr. 5: (a) ,, Odpovidajici“ sekundarni struktura predikovana pro druh
Anabas testudineus (Anabantiformes), shodna s celkovou konsensudlni
strukturou. (b)Kandidatni sekundarni struktura pro druh Echeneis
naucrates (Carangiformes).1azV - helixy, A aZ E - smy¢Kky. Obé struktury byly
vygenerovany pomoci RNAalifoldu (Gruber et al. 2008).

3.1 Primarni sekvence

Pro zachovani efektivity transkripce musi vSechny geny pro 5S rRNA obsahovat ICR
(,Internal control region”). Ten se sklada z boxu A, jeZ se nachazi na pozicich 50-64;
interntho elementu IE, jeZ se nachazi na pozicich 67-72 a boxu C na pozicich 80-97
(Castro et al. 2016; Martins a Wasko 2004). Tyto elementy byly detekovany
v konsensudlnich sekvencich vSech radd zpracovanych vtéto praci (Obr. 6, ve
vétsim méritku Priloha 2). U vétSiny #adu se shodovala i pozice téchto element(, jen
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u Fadu Lepisosteiformes byly posunuty o tfi nukleotidy bliZe k 5 konci (§. box A na
pozicich 47-61, IE na pozicich 64-69 a box C na pozicich 77-94).

Box A IE Box C

Obr. 6: Vyznaceni pozice ICR v alignmentu konsensualnich sekvenci radda.
Prvni ohranic¢eni oznacuje box A, druhé interni element IE, tfetf box C. Pro
nazornénost byly do sekvence radu Lepisosteiformes vloZeny tfi mezery.
V&téi verze obrazku je k dispozici v P¥floze 2. Rady jsou sefazeny dle Hughes
et al. (2018) od fylogeneticky nejmladSich po fylogeneticky nejstarsi.

3.2 Sekundarni struktura

Detekovana ,odpovidajici“ sekundarni struktura (Obr. 5a, 7, 8) ma klasické
uspotradani 5S rRNA, tedy 3 helixovd ramena spojena smyckou A do vidlice.
Sekundarni struktury jednotlivych radt (Tab. 2) se odliSovaly predevsim velikosti
smycek, popt. poctem smycek v levém rameni.

U tadt Anguilliformes, Gadiformes a Osteoglossiformes byla nalezena smycka
ivhelixu I. Rdd Gadiformes mél dale stejné usporddani smyc¢ky B jako rad
Beloniformes, tedy v helixu Il misto smyc¢ky dvou volnych nukleotidi ,klasickou”
smycku (strukturou tak odpovidali Vierna et al. (2013), vice v diskuzi).

U rada Acipenseriformes a Gobiesociformes se vyskytla smycka vhelixu IL
rad Gobiesociformes pak mél také vyrazné zvétSené smycky E a D a vyrazné zkraceny
helix IV.

U tadu Bleniiformes byla smycka E o 7 nukleotidi mensi, zatimco helixy IV a V se
prodlouzily. Volny nukleotid v helixu V byl ,nahrazen“ smyckou, vzniklou dvéma
nesparovanymi nukleotidy. Stejné uspoiadani této oblasti platilo i pro rad
Clupeiformes, ktery mél navic misto volnych nukleotidli v helixech II a IIT , klasické“
smycky. Dale mél smy¢ku B o 3 nukleotidy mensi a na zacatku helixu [ 4 nesparované
nukleotidy (helix [ byl tedy o 2 bp kratsi).

Rady Cichliformes a Kurtiformes mély ,koncovou ¢ast“ rozdélené smycky C o 2
nukleotidy vétsi, zatimco ,vnitini ¢ast“ této smycky byla redukovana na 2 volné
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nukleotidy. Rad Cichliformes mél navic vhelixu Il misto volného nukleotidu
JKklasickou“ smy¢ku (stejné jako rad Clupeiformes).

Rady Polypteriformes a Synbranchiformes mély o 5 nukleotidd mensi smyc¢ku B,
ao 2 bp deldi helix Il kde se také nachazel dalsi volny nukleotid (C). Podobné
uspotadani mél i ¥ad Cypriniformes, kde vSak doSlo k prodlouZeni a k vyskytu
volného nukleotidu (G) v helixu II.

Rady Salmoniformes a Siluriformes mély ,zaskrceni“ smy¢ky C o 2bp delsi,
»koncovou ¢ast“ smyc¢ky C o 2 nukleotidy vétsi a , vnitini ¢ast“ o 1 nukleotid mensi.
Také mély zvétSenou smycku B a zkraceny helix I1I. U ¥fadu Salmoniformes dale doslo
k posunu volného nukleotidu vhelixu II bliZze smérem ke smyéce B. U radu
Siluriformes pak doslo také ke zkraceni helixu II. ,Zaskrceni“ smycky C mél delsi
(o1bp) i rad Lepisosteiformes. Ten mél také mensi smycku B, delsSi helix II
a nesparované prvni dva nukleotidy v helixu L.

U tadu Pleuronectiformes byla detekovana ,vyhtezla“ smycka B, coZ naznacuje, Ze by
tato struktura mohla mit narusenou funkci. Vétsi pocet volnych nukleotidli na 3°
konci u tadu Acipenseriformes a Gobiiformes je zplsoben zahrnutim ¢asti poly-T
konce v pouzitych sekvencich.
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Tab. 2: Tabulka ,odpovidajicich“ konsensudlnich sekundarnich struktur
jednotlivych fad. Rady jsou Fazeny abecednd&. Vsechny struktury byly
vygenerovany pomoci RNAalifoldu (Gruber et al. 2008).

Mutace v primarnich sekvencich (Graf 1.) rada s ,odpovidajici“ sekundarni
strukturou, se vyskytovaly predevsim v helixech I, II, IV, V a ve smy¢kach B a C, jak
je znazornéno na Obr. 7. Jsou zde vyznaceny pouze mutace, jejichZ relativni ¢etnost
byla vyS$si nez 5 %. Tato hladina odpovida mutaci, jeZ se objevila v 1 z 24 sekvenci
abyla zvolena kvili odlisnosti sekvence druhu Lepisosteus oculatus (kostlin
skvrnity), jeZ je jedinym zastupcem Fadu Lepisosteiformes (ktery nepatfi mezi
koncousté ryby) zahrnutym v této bakalai'ské praci. Jeho sekvence se lisila témét na
kazdé pozici (prestoZe obsahovala shodné motivy - zejména vSechny ¢asti ICR, jen
posunuté o tfi nukleotidy smérem k 5‘ konci).
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Graf 1: Grafrelativnich ¢etnosti mutaci na konkrétnich pozicich v primarnich
sekvencich ,odpovidajicich“ sekundarnich struktur (pfi porovnani kon-
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sensualnich sekvenci rada).

C

Obr. 7: Vyznaceni pozic, na kterych se vyskytly mutace v primarnich
sekvencich ,odpovidajicich“ sekundarnich struktur. Pozice, na kterych bylo
detekovano 6-25% mutaci jsou vyznaceny zelené&, 26-50% mutaci zluté a vic
neZ 50% mutaci ¢ervené. I az V - helixy, A aZ E - smycky. Struktura byla
vygenerovana pomoci RNAalifoldu (Gruber et al. 2008).

Kandidatni sekundarni struktura navrzena pro rady Carangiformes a Labriformes
(Obr. 5b, Tab. 3) se vyrazné odliSuje od konsensudlni struktury, ale jednotlivé
domény se ¢astec¢né daji rozpoznat. Helix I je dlouhy 8 bp (u konsensualni struktury
je to 9 bp), smycka A ma mensi ,vybouleni“ na opa¢né strané struktury, volny
nukleotid v helixu II se nachazi blize smyc¢ce B (také na opacné strané struktury)
a tento helix je dlouhy pouhych 7 bp (misto 8 bp, jako u konsensudlni struktury).
Helix III je vice neZ dvakrat delsi a obsahuje dvé mensi smyc¢ky. Smycka C je vyrazné
deformovana. Helix V a smycka E tplné chybi.
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Carangiformes Labriformes

Tab. 3: Tabulka kandidatnich sekundarnich struktur jednotlivych ¥adi. Rady
jsou fazeny abecedné. Obé struktury byly vygenerovany pomoci RNAalifoldu
(Gruber et al. 2008).
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4 Diskuze

4.1 Primarnisekvence

Martins a Wasko (2004) uvadi alignment sekvenci 5S rDNA pro vybrané druhy ryb,
obojzivelnikd, plazl, ptaki a savcy, v nichZ jako box A oznacili sekvenci nukleotid
+AGCTAAGCAGGGTCG, jako IE sekvenci ,CCTGGT“ a jako box C sekvenci
+TGGATGGGAGACCGCCTG*". Tyto sekvence jsou shodné s témi, jeZ byly detekovany
v ramci této bakalarské prace. Box C odpovida typu A 5S rDNA, ktery detekovali
Sajdaketal. (1998). Castro etal. (2016), ktefi se zabyvali 5S rDNA paryb (konkrétné
typem II) uvadi jako motiv boxu A sekvenci ,AGCTAAGCAGGCTCA®, na pozici 61 tedy
detekovali cytosin misto guaninu a na pozici 64 adenin misto guaninu. MtiZe to byt
znak specificky jak pro paryby tak pro 5S rDNA typu I, box A se v3ak celkové zda
byt nejvice variabilnim z motivii ICR. V obou zminénych pracich (Martins a Wasko
2004; Castro et al. 2016) obsahoval nejvice mutaci pravé box A, zatimco box C byl
nejkonzervovanéjsi. I vtéto bakalarské praci byla detekovana nejvyssi pravdé-
podobnost vyskytu mutace vramci ICR pravé vboxu A (4,8 %). Pro IE byla
pravdépodobnost vyskytu mutace 3,3 % a pro box C 3 %.

4.2 Sekundarni struktura

Celkova predikovana konsensudlni sekundarni struktura rybi 5S rRNA byla shodna
se sekundarni strukturou 5S rRNA popsanou dal$imi autory (Obr. 8), a to i pfes to,
Ze jednotlivé sekvence (potazmo Fady) mély v mnoha pripadech predikovanou
sekundarni strukturu vyrazné odlisnou. Dle prace Castro et al. (2016) miiZe byt tato
nizsi presnost predikce sekundarnich struktur zplsobena tim, Ze pro spravné
uspotadani pottebuje 5S rRNA pravdépodobné interagovat s dalsimi molekulami
a programy generujici predikci sekundarnich struktur zatim tuto interakci nedokazi
zohlednit.

Barciszewska et al. (2000) predikovali obecny model sekundarni struktury 5S rRNA
pro vsechna eukaryota, Castro et al. (2016) predikovali sekundarni strukturu 5S
rRNA pro paryby a Vierna et al. (2013) predikovali konsensualni strukturu pro
metazoa. Na rozdil od predikovanych struktur vsech vyse zminénych autort konc¢i
niZe zobrazena konsensualni sekundarni struktura (Obr. 8) na 3‘konci pouze jednim
volnym nukleotidem (nikoli2). To je zpUsobeno tim, Ze sekvence staZzené
z Ensemblu prostifednictvim BioMartu zpracovavané v této praci byly dlouhé 119,
nikoli 120 bp, doslo tedy o zkraceni sekvenci o posledni nukleotid.
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Obr. 8: Odchylky vysledné konsensudlni struktury od struktur
predikovanych dal$imi autory. A - odchyleni od v3ech dale zminénych
autorl, B1-3 - odchyleni od struktury predikované v Barciszewska et al.
(2000), C1 a 2 - odchyleni od struktury predikované v Castro et al. (2016),
V - odchyleni od struktury predikované ve Vierna etal. (2013). Konsensualni
struktura byla vygenerovana pomoci RNAalifoldu (Gruber et al. 2008).

Odchylky (Obr. 8) od struktury predikované praci Barciszewska et al. (2000)
spocivaly: 1) ve zmenSeni smycky C (resp. jejimu rozdéleni na dvé& mensi smycky)
prostiednictvim part 35U:42A a 36C:41G, 2) pozice 80U a 96U netvoii par, ale
smyc¢ku a 3) v posunu drobné smycky tvorené volnym nukleotidem z pozice 84 na
pozici 83.

Odchylky (Obr. 8) od struktury predikované praci Castro et al. (2016) spocivaly: 1)
ve vytvoreni paru 7G:112U, ¢imzZ z této pozice zmizela smycka a 2) v posunu pari
bazi redukujicich smyc¢ku C ze 34C:41Ga33U:42Ana35U:42Aa 36C:41G, ¢imZ doslo
ke zmenSeni ,koncové ¢asti“ smycky C o 2 nukleotidy a ke zvétSeni ,vnitini ¢asti“
smycky C o 2 nukleotidy.

Odchylka (Obr. 8) od struktury predikované praci Vierna et al. (2013) spocivala
v rozpojeni bazi na pozicich 25A, 52C a 26C, 51G, misto nichZ vznikly pary 27G:52C
a 28C:51G, ¢imZ doslo ke zvétSeni smycky B o 2 nukleotidy a redukci sousedici
smy¢ky o 2 nukleotidy.

Vyrazna odliSnost kandidatni struktury navrZzené pro tady Carangiformes
a Labriformes od konsensualni struktury (a potaZmo obecné struktury vSech
eukaryotnich organismii) naznacuje, Ze by se mohlo jednat o pseudogen. PrestoZe
primarni sekvence 5S rDNA miZe byt do zna¢né miry variabilni, jeji sekundarni
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a terciarni struktura (nezbytna pro spravnou funkci v rdmci ribozomu) je vysoce
konzervovana (Smirnov et al. 2008). Na druhou stranu jsou v$ak pseudogeny diky
nizkému selekénimu tlaku typické hromadénim mutaci (Lodish 2000, D’Errico
2004), coz miiZe vést ke zvySovani fylogenetické diverzity (Madan Babu 2003). Tato
predikovana kandidatni sekundarni struktura vsak byla u vSech druhli na drovni
primarni sekvence vysoce konzervovan3, coZ naznacuje, Ze pokud se opravdu jedna
o pseudogen, mohl v priibéhu evoluce ziskat novou funkci (D’Errico 2004). Jak vsak
poukazali Castro et al. (2016), predikce sekundarnich struktur 5S rRNA je
v porovnani s ostatnimi rRNA méné presna a miliZe se tedy jednat o funkéni gen, jeZ
potifebuje ke spravnému prostorovému uspoiadani dal$i interakce, které
v algoritmu, jeZz predikuje sekundarni strukturu, nejsou zahrnuty. To otevira
moZnost dal$itho vyzkumu.

Kvalitu predikovanych konsensudlnich sekvenci a struktur vSak mohl ovlivnit
i poCet kopii 5S rRNA genti v ramci druhu, stejné jako pocet druhti v ramci fadu, pro
které byla dostupna data. Tyto rozdily jsou patrné v tabulce zpracovanych druhii
(Priloha 1). Zatimco vSak pocet dostupnych druhii mohl silné ovlivnit, detekci
riznych typl sekundarnich struktur, zda se, Ze pocet sekvenci nemél vliv na kvalitu
vysledné konsensualni struktury (pro srovnani napt. rozdily mezi Esociformes
a Gadiformes).
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Zaveér

V ramci této bakalaiské prace byly zpracovany sekvence 5S rDNA 92 druhti ryb z 34
radi, pochazejici z volné dostupnych databazi Ensembl, NCBI a 5SRNAdb. Tyto
sekvence se daly rozdélit do tri skupin: 1) Na ty, které tvorily sekundarni strukturu
odpovidajici obecné struktute 5S rRNA eukaryot; 2) ty, které tvorily predikovanou
kandidatni sekundarni strukturu a 3) ty, jejichZ sekundarni struktury byly ptilis
variabilni (a pravdépodobné se tedy jednalo o pseudogeny).

Presto, Ze se sekundarni struktury u rtiznych radi castecné lisily, konsenzualni
sekundarni struktura vSech radi odpovidala doposud predikovanym sekundarnim
strukturam 5S rRNA eukaryotnich organismd.

Predikovana kandidatni sekundarni struktura byla od konsensudlni sekundarni
struktury eukaryotnich organismi vyrazné odli$n3, coZ by nasvéd¢ovalo tomu, Ze se
ve skutecnosti jednalo o pseudogen, avSak konzervativnost jejich primarnich
sekvenci u riznych radi ryb naznacuje, Ze pokud se skute¢né jednalo o pseudogen,
mohl by to byt pravdépodobné pseudogen neprocesovany, ktery ziskal novou funkci
a podarilo se mu tak udrZet se v populaci.

U osmi radd se nepodarilo identifikovat ani jeden ztéchto typli sekundarnich
struktur (patfily tedy do tfeti skupiny). To bylo Castecné zpiisobeno jejich
nedostate¢nou reprezentaci — od kazdého ztéchto radi byly ziskany sekvence
pouze jednoho druhu. Pocet osekvenovanych druhli vSak neustile stoupa
a genomové anotace se zpiesiuji. Do budoucna tedy bude moZnost tuto praci o tyto
druhy rozsirit.
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Prilohy

Piiloha 1

Rad Druh Oznaceni Pocet sekvenci |MFE (kcal /mol) | Dot-bracket notation 2° Struktura
Acanthuriformes __|Larimichthys crocea (L_crocea_2.0) 60 -67.97 CCCCCO0CC - COOC0CC (0l €)oo DD D) DI ) DA D)D) (G DO DN Neodpovidajici
Acipenser baerii [AJ44968-A)44977 7 -58.99 LCCCCCO o L L)) DD - DD D LD D) e 2NN, Odpovidajici
Acipenser brevirostrum |AJ745060-A) 745070 10 -60.45 Lol A D)D) o DDA ool LD D o DIDIN] Odlpovidaici
Acipenser fulvescens |AJ745057-AJ745059 3 -65.33 LCCCCCO e L OO D)D) D DL D) e 2NN, Odpovidajici
Acipenseriformes Acipenser naccarii |AJ744956-A) 744967 6 -64.06 L Comm OOl e D DU el LoD D e IIIN] Odpovidiajic
Acipenser ruthenus |AJ745038-A)745046 7 -63.27 CCCCCCOC e L OO D)D) D)D) DL D)D) e DD Odpovidajici
Acipenser sinensis AJ745018-A) 745027 7 -58.97 Ll A D) DD DD DD U ool LD N IO Odpovidagici
Acipenser stellatus |AJ745048-A)745056 5 -66.42 LCCCCCOC e L L)) DD =D DD eI D) e 2NN, Odpovidajici
Acipenser sturio |AJ744979-A1744990 8 -57.85 R T e T e s e T T T
Anabantiformes _|Anabas testudineus (fAnaTes1.2) 131 -77.20 CCCCCO0 OO LoD IV D e DN D) NN Odpovidagjici
Anguilliformes Anguillaanguilla DQ339039.1 1 -45.10 OO0 (O ) D) ) DD DL (- IDD))-- JINIDN)))) Odpovidiajici
Anguillarostrata DQ323734.1 1 -45.10 [ e e (e () ) ) ) B ) ) D M) (N (e (R () ) )) B ) B ) D)D) ) B)) Odpovidajici
Oryzias dancena (Om_v0.7.RACA) 17 -65.04 CCCCOOCC - CCOCOO00 000 DM ) DD DO (L DD D) I Odpovidajicit
Beloniformes OEYZ?ES'EV‘anicus (OJAV_11) 42 -67.22 e e (e (s ) B D) B e ) ) ) (e (R ({0 B )] OdEovl'd'a'l'l.:l: _
Oryzias latipes (ASM223467v1) 5 -70.52 CCCCCCOCOCe (O (OO DN-CC- D NMIN DI DD (L. DI DN)) - Neodpovidagici
Oryzias sinensis (ASMB58656v1) 3 -86.50 (LAl DD ool Lo DN D DN Odlpovidaici
Blenniiformes _[Salarias fasciatus (fsalaFal.1) B 72.82 L Comm Lo L)) D e DDLU I DM IIINIIN] Odpovidajici
Echeneis naucrates (fEcheNal.1) 10 -74.69 L e e E (e B B I ) () ))) Kandidatni
Carangiformes Seriola dumerili (Sdu_1.0) 4 -78.57 L e (e ) B A B ) e (((((( ) )))))) Kandidatni
Seriola lalandi (Sedorl) 28 -76.33 L e (e ) ) R () B ) B B ) ) )) ) ) e (((((( ) ))D))))) Kandidatni
Amphilophus citrinellus (Midas_v5) 64 -49.40 e e 1)) ) ) I )) ) ) I L (({ e ( ( (( = )) D) D) ) ) )))) Odpovidajici
Astatotilapia burtoni (AstBurl.0) 19 -65.38 CCCCCCCCOOOC 00 OOl teee LD I DD I L DN N)))Y - Neodpovidajici
Astatotilapia calliptera (fAstCall.2) 53 -75.66 CCCCCCO (LA CCCae LD I DD e D)D) (L DIDN)] Neodpovidayici
Cichliformes  |Maylandia zebra (M_zebra_UMD?2a) 240 -67.29 Ll (Ao DD DN DD DDA ) D) DD Neodpovidajic
Neolamprologus brichardi (NeoBril.0) 16 -74.25 CCCCCCCCCCOC COC - COCCLeaeeeeeeera e IN-LC- DI I (... ) N))))] Neodpovidajici
Oreochromis aureus (ASM587006v1) 10 -73.67 CCCCCCCCOO0 L0 OO ACDIMNND DN DI)- (... D)) Neodpovidajici
Oreochromis niloticus (O_niloticus_UMD_NMBU) 299 -82.20 s () E () RN B B)) ) s ) B))) (-] Neodpovidajici
Pundamilia Nyererei (PunNye1.0) 10 -68.16 CCOCCCCCCCOC L CCCC e aeeeerCatCeodACDMNNDDIN)- DI (... D)) Neodpovidajici
Clupeiformes Clupea harengus (Ch_v2.0.2) 41 -60.24 LoD e - DD DN IDIIIN] Odpovidajici
Denticeps clupeoides (fDenClul.1) 277 -74.93 (OO LMD D))) ((((C... ). )] Neodpovidajici
Coelacanthiformes |Latimeria chalumnae (LatChal) 251 -46.40 (e () RN R R ) DI )).)).)))| Neodpovidajici
Carassius auratus (ASM336829v1) 48 -76.29 (OO e D)D) DD D (D)) I)N)]— Odpovidajici
Cypriniformes Cyp{'inus Farpio (common_carp_genome) 280 -83.52 R e e R (e I B A B e () Neodgoyl'd.a' VCI'
Danio rerio (GRCz11) 9 -49.20 (Lo Gl D)D) e DI Dol LD D) - DD Odpovidaic
Sinocyclocheilus grahami (SAMN03320097.WGS _v1.1) 34 -69.05 (OO (OO (e DD D DD Do (A IDINN) - DNININD ) Odpovidajici
Cyprinodon variegatus (C_variegatus-1.0) 13 -46.01 [ L OO DM DY IN)D)- (L D) ..))...))) )] Neodpovidajici
Fundulus heteroclitus (Fundulus_heteroclitus-3.0.2) 4 -52.26 CCCCCOOCC e CCCCCC - DI D)D) CCCCCC o DI e D NN Neodpovidajici
Nothobranchius furzeri (Nfu_20140520) 14 -68.32 (OO L e L D)) ) DI D CCCCCCC A () DN DN Odpovidagjici
Poecilia formosa (Poecilia_formosa-5.1.2) 10 -57.37 CCCCCCCOC - (OO OO NY D) DI DO CCCCCC DD N IDIIMNIND )] Odpovidajici
Cyprinodontiformes [Poecilia latipinna (P_latipinna-1.0) 9 7135 OO A G -DDeD) e DI Dol D) D - DD Odpovidtaict
Poecilia mexicana (P_mexicana-1.0) 7 -78.73 OO0 00 OO e N D) I I (LG DIDD))Y - Neodpovidagjici
Poecilia reticulata (Guppy_female_1.0_MT) 8 -51.26 e e )= 000 0D I D CCCCCC - (OO0 D) DN D)) Odpovidajici
Rivulus marmoratus (ASM164957v1) 4 -50.76 (O DI OO DIN-DMIDNNDIN)-- (L )| Neodpovidajici
Xiphophorus maculatus (X_maculatus-5.0-male) 9 -68.08 L OO A D)D) e DI Dol (DD D - DD Odpovidtaict
Esociformes Esox lucius (Eluc_v4) 1888 (300) -76.30 (OO0t CCCCCCOOC e DD LN IDIIDECCC DN D)D) (- D)) Neodpovidajici
Gadus morhua (gadMor3.0) 1083 (300) -79.66 CCCCCCCOO0 L0 CCLCLOCCEeEeCeCCaeIDLC- DI D)D) DI (L. ))))N))))] Neodpovidajici
Gadiformes Merluccius capensis FJ196630.1 1 -47.30 (L OO (e D)D) I D e L ININD)- - IDNNN))— Odpovidajici
Merluccius merluccius FJ196634.1 1 -47.30 (OO0 (OO0 (e D D) D) DI DL (A DIND)-c )DNINN)))— Odpovidiajici
Merluccius senegalensis FJ196640.1 1 -47.30 (L OO (e D)D) DD DL e L NN D)= D)) Odpovidajici
Gasterosteiformes |Gasterosteus aculeatus (BROAD S1) 250 -75.81 CCCCCCC0C - OO0 OO0 ) DN DI I (D)D) (- D (L DINNN))] Neodpovidajici
Gobiesociformes |Gouania willdenowi (fGouwil2.1) 9 -41.61 e (e (e () ) ) ) P R ) D DI (( ) MY Odpovidajici
Boleophthalmus pectinirostris E01339-E01345 7 -79.74 CCCCCCOCC L (OO D)o DD D) e DI DL (2D D) e DD Odpovidajici
Gobiiformes Periophthalmodon schlosse E01329-E01331 3 -78.80 OO0 00 CCOC OO e DD I DD I L DN ND))Y - Neodpovidajici
Periophthalmus magnuspinnatus _[E01332-E01335 4 -79.83 L ML 22D DI I D)) Neodpovidajici
Gymnotiformes _|Electrophorus electricus (Ee_SOAP_WITH_SSPACE) 10 -40.49 CCCCCCOCC OO0 e et D)= )0)- ) D)D) (A ))) D) (L ) )] Neodpovidajici
Holocentriformes | Myripristis murdjan (fMyrMur.1) 9% -77.97 CCCCCO0 (OO - D) DI D)D) e D) (e DAL DI Neodpovidayici
Charadiformes |Astyanax mexicanus (Astyanax_mexicanus-2.0) 61 -72.50 (LA Ca)D) DIN e CLA e dD) DI D D) I D)) )] Neodpovidaici
Pygocentrus nattereri (Pygocentrus_nattereri-1.0.2) 1888 (300) -68.71 e e () ) ) ) B D) DB (({( (e (A () ) D) )] Odpovidajici
Kurtiformes __|Sphaeramia orbicularis (fSphaOr1.1) 3 -69.06 OO (LoD D))o DV D ol DD D DN Odpovidtaict
Labriformes Labrus bergylta (BallGen_V1) 178 -76.99 CCCCCCOCOO (O (OO DN-CC- DN DI DI (- DI DD)) Kandidétni
Lepisosteiformes |Lepisosteus oculatus (LepOcul) 1582 -65.64 OO0 OO D) D)D) e DD DI (GO DD))-D)- o ))))D))-))D))) Odipovidajici
Mugiliformes _|chelonlabrosus E02720 1 -49.10 (L)) DD ol Lo DN D) DN Odlpovidaici
Liza ramado E02763-E02764 2 -79.86 Ll LA D)D) e DD ol L DI D) - DN OdpOvidtaici
o iforme Paramormyrops kingsleyae (PKINGS_0.1) 3 -58.63 (e CCCCCCCCCCOO0CC e e DD ))))))) M ESNN )| Neodpovidajici
Scleropages formosus (fSclForl.1) 44 -64.68 [ e (e (e ) ) ) e ) ) D M) (N (e (R () D)) B ) B ) D)D) )))) Odpovidajici
Acanthochromis polyacanthus (ASM210954v1) 5 -68.98 CCCCCCCCOOC COC (e (e ) DIDIIN-N DN DI e oL DN | Neodpovidajici
Amphiprion percula (AmpOce1.0) 98 -69.99 CCCCCOO00 - OO0 (e ) D) D) D)D) D (DI DNDD)))|— Odpovidagi
Amphiprion percula (nemo) (Nemo_v1) 43 -71.01 CCCCCCCCCCOC 0L L0 (O eeeee D DIMMINN N DI - (L. DD))))) | Neodpovidagjici
Betta splendens (fBetSpl5.2) 642 (300) -74.06 CCCCCOC e L =D )) DID D (CCCCC DN DN Odpovidajici
Cottoperca gobio (fCotGob3.1) 500 (300) -68.51 oo COCCCOCC LA (C- D IIIDN- e DI DI DAL D)))-)).)] Neodpovidajici
perciformes  [Dicentrarchus labrax (seabass_V1.0) 288 -76.81 Lol D)D) D)o DI DN ol LD D) DO Odpovidtaict
Lates calcarifer (ASB_HGAPassembly_v1) 111 -81.02 L Comm L Gl D)D) e DM DU el Lo DN D e IIIN] Odipovidiajic
Parambassis ranga (fParRan2.1) 10 -70.11 CCCCCOCC e e 0)ee)))e) ) DDA ACC D)D) (e D DD Neodpovidajici
Sander lucioperca (SLUC_FBN_1) 36 -76.00 L e (e () )0 ) ) e ) ) D DD R MBS Odpovidajici
Sparus aurata (fSpaAurl.1) 91 -77.38 CCCCCCCCCOC L CerCeeeeelCateCo G DIMNNDDIN)- D). (... D)) Neodpovidajici
Stegastes partitus (Stegastes_partitus-1.0.2) 8 -60.04 (e e ) ) ) ) [ ([ (A (E (=) ) B ) B D)) Odpovidajici
Pleuronectiformes Cynoglossus semila‘evis (Cse_v1.0) 10 -72.43 CCCCCCCCCOCC L CCC L Leeeeeeeeeed -, DN DN I Lo DN NeOdEOYI’d.E,.IV,CI'
Scophthal mus maximus (ASM1334776v1) 1715 (300) -71.50 Ll e DD DI e D D ool LD D IIN] OdhpOvidtaic
Polypteriformes _|Erpetoichthys calabaricus (fErpCall.1) 66 -60.70 OO L eI DD DO DD, Odpovidajici
Hucho hucho (ASM331708v1) 299 -62.07 CCCCCOOC e (0 ))))-))- (CCCCCLLL DNIN)...))))) ()| Neodpovidajici
Oncorhynchus kisutch (Okis_V2) 34 -66.46 CCOCCCCCCCCCCCCeeeeaeeeeeCateCoLCDMNMNNDIN)-- DN D). (.. ))))))).))| Neodpovidajici
Salmoniformes Oncorhynchus mykiss (Omyk_1.0) 125 -72.35 (OO ((((...))) DN (L DU IND))))] Neodpovidajici
Oncorhynchus tshawytscha (Otsh_v1.0) 8 -58.10 e (R () )W) DI (D)D) D)) Odpovidaji
Salmo salar (ICSASG_v2) 26 -73.60 CCCCCCCCOOe COC el (e - DIDIMNN DN DI oL (L. DI | Neodpovidajici
Salmo trutta (fSalTru1.1) 596 (300) -76.18 (L LCALCUCCCD)LCD DI DD DI ool (- DN Neodpovidagici
Scorpaeniformes |Cyclopterus lumpus (fCycLum1.pri) 28 -69.68 (OO0 CCCCCC OO LD IMMMMIMMIMIID e DD ID D)D) Neodpovidajici
Siluriformes Ictalurus punctatus (IpCoco_1.2) 11 -52.84 (OO [(E({(em))) W)} I D (DD N DI Odpovidagjici
Synbranchiformes Mastacembelus armatus (fMasArm1.2) 28 -84.30 (L)) DD ool Lo DN D D] Odlpovidaici
Monopterus albus (M_albus_1.0) 7 -38.63 ool (e e DD Dol DD - DDDINN] Odpovidajict
Syngnathiformes |Hippocampus comes (H_comes_QL1 v1) 6 -67.03 CCOCCCCCOOCOOOC 0L LCCCOEOC e D LC- DD IMMMMNIIN DI DL DN D)) Neodpovidajici
Tetraodontiformes Takifugu rub‘rlpes‘ — (fTakRub1.2) 208 -76.16 CCCCCCCCOOCC OO OO e ) D)D) L 1)) 8100 )00 ) I (C((( ) ))))))) NeodEoYld.a' IFI
Tetraodon nigroviridis (TETRAODON 8.0) 57 -72.42 L0 L0 DD oo LA DD DIVINN]— Odpovidiajicd

Priloha 1: Tabulka druht, jejichZ 5S rDNA sekvence byly zpracovany pro potieby této bakalarské prace.
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Pfiloha 2

v xodg

qI

J xog

Priloha 2: Vyznaceni pozice ICR v alignmentu konsensudalnich sekvenci ¥4d 0. Prvni ohranic¢eni oznacuje box A, druhé interni element
IE, teti box C. Pro nazornost byly do sekvence Fadu Lepisosteiformes vloZeny t¥i mezery. Rady jsou sefazeny dle Hughes et al. (2018)
od fylogeneticky nejmlads$ich po fylogeneticky nejstarsi.
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