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Cile prace

1. Vypracovani literarni reSerSe na téma jeCmen sety, rostlinny stres a problematika
vzniku detekce a kvantifikace alternativniho sesttihu.

2. Kvalitativni analyza alternativniho sestfihu ve vzorcich jeCmene setého divokého
typu a transgenniho je¢mene AtCKX1 vystavenych stresu suchem.

3. Kvantitativni analyza alternativniho sestfihu vybranych geni CKX (cytokinin
oxidaz/reduktaz) v prubéhu vystaveni stresu suchem.



1 UVOD

Je¢men sety (Hordeum vulgare) je rostlina fadici se do ¢eledi lipnicovitych (Poaceae).
Pomoci genetickych modifikaci, jsou vytvafeny kultivary jeCmene, tolerantni vuci
abiotickym a biotickym stresim. Dlouholeté studie genomu jeCmene také prokazala, ze
je o polovinu vétsi nez genom lidsky, a to z divodu velkého obsahu repetitivnich
sekvenci DNA. Pomoci metod RNA sekvenovani je mozné je¢men studovat z hlediska
kvantifikace genové exprese a rovnéz 1 na urovni alternativniho sestiihu. Alternativni
sestiih pfedstavuje bunéény proces, béhem kterého prekurzorova mRNA (pre-mRNA),
obsahujici kodujici a nekodujici tseky, které jsou jinak znamé jako exony a introny,
prochézi upravami za vzniku mRNA. Diky témto riznym sestfithovym variantam vznika
z jednoho genu vice bilkovinnych produktt. V ptipadé je¢mene bylo zjisténo, Ze témet
70% gend podléha alternativnimu sestfihu. Pro zkoumani alternativniho sesttfihu
z kvalitativniho i kvantitativniho hlediska lze vyuzit fadu softwarovych aplikaci.
Bakalafskd prace se zaméiuje detekci a naslednou kvantifikaci novych isoforem
Vjeémeni u gend podléhajicich alternativnimu sestfihu a je rozdélena na teoretickou
a praktickou cast. Teoretickd Cast prace je zaméfena na jeCmen sety, abioticky
a bioticky stres rostlin a zejména na popis prekurzorové mRNA a jeji naslednou upravu
alternativnim sestfihem.

Prakticka cast prace je rozdélena do nékolika podkapitol. Prvni podkapitola se zabyva
kontrolou kvality dat poskytnutych v ramci celotranskriptomového sekvenovani pomoci
k tomuto ucelu uréenému bioinformatickému nastroji. Druhd a tfeti podkapitola
praktické ¢asti obsahuje popis a zhodnoceni procesu optimalizace mapovani ,,readi*
ziskanych v ramci procesu sekvenovani na referen¢ni genom je¢mene. Kapitola rovnéz
dokumentuje néslednou kvantifikaci namapovanych ,readii na genomové turovni.
Posledni c¢ast praktické casti se zabyva kvalitativni a kvantitativni analyzou

alternativniho sestfihu pre-mRNA.



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Jefmen sety

Rodina jednodé€loznych rostlin celedi lipnicovitych zahrnuje velké mnozstvi
zemédelsky vyznamnych rostlin, jako je kukutice (Zea mays L.), pSenice (Triticum
aestivum L.) nebo ryze (Oryza sativa L.). Clenem této rodiny je také je¢men sety
(Hordeum vulgare) (Obr. 1). Je¢men je jednoleta rostlina jarniho a ozimého charakteru,
jejiz vyska se pohybuje v rozmezi 0,8-1,2m. Je mozné jej péstovat na hnédych,
¢ernozemich a luznich pidach s optimalnim pH v rozmezi 6,2 — 7,2 (Close et al., 2004).
Podle FAO statistics (FAOSTAT: http://www.fao.org/faostat/en/#data/QC) je jeCmen
roéné. Podle informaci Zemédélského svazu Ceské republiky o postupu sklizné obilovin
ke dni 28. 8. 2017 je sklizeno 97 157 ha je¢mene ozimého, jeho produkce ¢ini 562,8 tis.
tun a prim&rny vynos odpovida 5,79 t/ha. Jarniho je¢mene je sklizeno 228 100 ha, jeho
produkce odpovida 1146,9 tis. tun a pramérny vynos je 5,03 t/ha (Zemédélsky svaz CR:
https://www.zscr.cz/clanek/postup-sklizne-obilovin-a-repky-k-7-8-2017-3178).

Vyuzitim metod genetickych modifikaci 1ze vytvofit kultivary je¢mene tolerantni
k chladu, zasoleni, suchu a alkalické pudé. Geneticky modifikovany je¢men je mozné
kultivovat v riznych prosttedich, od oblasti Arktického kruhu az k uméle zavlazovanym
polim subsaharské Afriky (Mayer et al., 2011, 2012).

Obr 1. JeCmen sety (z KWS: https://www.kws-uk.com/aw/Company/Submenu-1-Topic-
1/KWS-Infinity-Lifts-Two-Row-Yields/~fyuf/; 13. 2. 2017)
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JeCmen sety je vysoce prizpuisobivd obilnina, je dulezitym zdrojem potravin
v mnoha castech svéta a je povazovan za nejvice tolerantni obilovinu vici stresu
suchem a zasolenim (Close et al., 2004). Je¢men piedstavuje rovnéz klicovou slozku
vyroby piva a whisky (Ogle et al., 2006) a v Evrop¢ je nejvice obdélavanou obilovinou,
ktera se pouziva na vyrobu krmiv pro zvitata (Todorov 1988). Za poslednich nékolik let
byla zrna jeCmene uspéSné pouzita ve farmaceutickém pramyslu jako dualezity
bioreaktor piizpusobeny k vyrob¢ terapeutickych proteinii. V potravinaiském primyslu
se ZjeCmene vyrabi kroupy, kdvova nahrazka a slad (Mayer et al., 2012). Je¢men
je také povazovan za modelovy organismus rodiny lipnicovitych, v disledku nedavného
zlepSeni ucinnosti transformace, zkraceni doby potiebné pro pfipravu stabilnich
transgennich linii, dostupnosti rozsadhlych zdroji zarode¢né plazmy a mutantnich forem
je¢mene. Vyhodou je¢mene jako modelového organismu je rovnéZ diploidni genom
a pomérné nizka slozitost genomu (Mayer et al., 2011, 2012).

Genom je¢mene ma diploidni pocet chromozomi (2n = 2x = 14) (Wicker et al.,
2008) s 10 az 20 % tvofenymi tandemové uspofadanymi repetitivnimi sekvencemi
neboli tandemovymi repeticemi DNA, coz jsou opakujici se motivy jednoho ¢i vice
nukleotidi (Gray et al., 1991). S velikosti haploidniho genomu piiblizné 5,3 Gbp
v 7 chromozomech se jedna o jeden z nejvétSich diploidnich genomu. Aktualni pocet
genll je¢mene je podle databaze Ensembl Plants 39809 (Ensembl Plants:
http://plants.ensembl.org/Hordeum_vulgare/Info/Annotation/).

Ke studiu jeCmene lze vyuzit mnoho analytickych metod. Jednou z nich je RNA
sekvenovani (RNA-seq), které umoznuje ve spojeni s naslednou bioinformatickou
analyzou krom¢ kvantifikace genové exprese, také studium strukturdlnich variant
populace RNA, role alternativniho sestfihu a prizkum dosud necharakterizovanych
transkripcné aktivnich oblasti genomu jeCmene. Zarovnani RNA-seq dat na predikované
geny jecmene s vysokou jistotou ukézalo, ze vice nez 70 % transkripti muze

byt modifikovano alternativnim sestfihem (Close et al., 2009; Haseneyer et al., 2011).

2.2 Cytokininy

Cytokininy ptestavuji skupinu rostlinnych hormont, které se podileji na regulaci
morfogeneze rostlin, jako je tvorba vyhonk a kofenti nebo apikdlni dominance.
Pti koordinovaném piisobeni s jinymi hormony, zejména auxiny, podporuji bunécéné

déleni (Wernet et al., 2009 a Spichal et al., 2012). V biotechnologickych aplikacich
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Jsou cytokininy cenény za svou schopnost zprostfedkovat obranné reakce vici
environmentalnim stresim, jako je slanost nebo sucho (Mackova et al.,, 2013).
Chemicky jsou cytokininy derivaty adeninu substituované v poloze N6 isoprenoidnim
nebo aromatickym postrannim fetézcem.

Nejrozsitengjsimi  pfirozen¢ se  vyskytujicimi  rostlinnymi  cytokininy
jsou isopentenyladenin (iP) a jeho hydroxylované derivaty trans-zeatin (tZ) (Obr. 2)
a cis-zeatin (cZ) (Obr. 3).

Obr 2. Trans-zeatin (z The PubChem Project:
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Zeatin#section=2D-Structure,15. 5. 2017)
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Obr 3. Cis-zeatin (z The PubChem Project: https://pubchem.nchi.nlm.nih.gov/compound/cis-
zeatin#section=2D-Structure, 15. 5. 2017)
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Aromatické cytokininy, jako jsou benzyladeninové derivaty a kinetin, se pouzivaji
pfi rozmnoZzovani rostlin a pfi riznych biotechnologickych aplikacich kvili jejich vyssi
stabilit¢ proti degradaci endogennimi enzymy rostlin. Pfirodni cytokininy (Mok et al.,
2001) se vyskytuji ve ctyfech hlavnich formach: (1) nukleotidové, které jsou
produkovany béhem de novo biosyntézy a poté konvertovany na jiné derivaty; (2) volné
baze, které maji nejvyssi aktivitu (Romanov et al., 2006); (3) ribosidy, které pfedstavuji
transportni formu (Hirose et al., 2008) a (4) glukosidy, které jsou
skladovacimi/inaktivovanymi formami (Moore et al., 1989). Strukturni modifikace
cytokinintt pfimo ovliviiuji jejich biologickou aktivitu a vazebnou schopnost
na receptory (Spichal et al., 2004).

Ptimé zapojeni riznych forem cytokinini do dulezitych fyziologickych procesi,
jako je zréni semen, reakce na stres a dobrd znalost jejich metabolismu, z nich ¢ini
vhodny cil pro umélou manipulaci s rostlinnym fenotypem (Wernet et al., 2001).
Nadmérna exprese genu koédujicitho cytokinin dehydrogendzu (CKX, EC 1.5.99.12)
Vv tabaku, u Arabidopsis thaliana a v je¢menu, zpusobuje zvétseni kofenového systému,
ale bohuzel také vyznamnou redukci nadzemnich ¢asti rostlin a snizeni nebo ztratu
plodnosti (Mrizova et al., 2013). Pfestoze rozsiteny kofenovy systém dava rostlinam
vyhodu ve spotitebé vody a zivin, dobfe rozvinuté horni ¢asti jsou z agronomického
hlediska rovnéz dilezité. Modifikaci degradace cytokininu zvySenou expresi genu CKX
dochazi ke zvyseni kofenové biomasy bez ovlivnéni vyvoje a funkce nadzemnich ¢asti
(Wernet et al., 2010).

Pocatecnim  krokem v  biosyntéze cytokinind (Obr. 4) je konverze
dimethylallyldifosfatu (DMAPP) pomoci adenosin-fosfat-isopentenyltransferazy (IPT).
Ve vyssich rostlinach je hlavnim produktem této reakce iP nukleotid, jako iP ribosid 5'-
trifostat (iPRTP) nebo iP ribosid 5'-difostat (iPRDP), protoze IPT jako substrat
ptevazné pouziva DMAPP a ATP nebo ADP (Kakimoto, 2001; Sakakibara et al., 2005).
V Arabidopsis se nukleotidy iP konvertuji na nukleotidy cytochromem P450 mono-
oxygenazou CYP735A1 a CYP735A2 (Takei et al., 2004b). Aby se staly biologicky
aktivni, nukleotidy iP a tZ se prevadéji na formy volnych bazi defosforylaci
a deribosylaci, ale geny kodujici nukleotiddzu (Chen a Kristopeit, 1981a)
a nukleosidazu (Chen a Kristopeit, 1981b) dosud nebyly identifikovany. Biosyntéza
cytokinini miize rovnéZ probihat alternativni biosyntetickou cestou, kterd piimo

uvolnuje aktivni cytokinin z nukleotidu. U této biosyntézy se kromé¢ enzymu tRNA-IPT
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ucastni také enzym cytokinin nukleosid 5'-monofosfat fosforibohydrolaza (LOG;
Kurakawa et al., 2007).
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Obr 4. Model biosyntézy cytokinini. DMAPP — dimethylallylpyrofosfat, IPT -
isopentenyltransferaza, iPRTP — iP ribosid 5'-trifosfat, iPRDP — iP ribosid 5'-difosfat, iPRMP —
iP ribosid 5'-monofosfat, tZRTP — tZ ribosid 5'-trifosfat, tZRDP — tZ ribosid 5'-difosfat, tZRMP
— tZ ribosid 5'-monofosfat, DZRMP — DZ ribosid 5'-monofosfat, cZRMP — c¢Z ribosid 5'-
monofosfat, iPR — iP ribosid, tZR — tZ ribosid, DZR — DZ ribosid, cZR — cZ ribosid. (Pfevzato
a upraveno z Hirose et al., 2007)

2.3 Bioticky a abioticky stres

Stres je souhrnné oznaceni pro stav, ve kterém se rostlina nachdzi pii plsobeni
stresovych faktord. Stresové faktory se déli na biotické a abiotické (Cramer et al.,
1990). Na pisobeni stresovych faktora odpovidaji rostliny aktivaci obrannych
mechanismt (Chinnusamy et al., 2007).

zptisobeny suchem. Tento stres rostliny zazivaji v okamziku, kdy dochéazi k omezeni
pfivodu vody do kofenti, nebo pokud stoupne intenzita transpirace. V ptipadé vysoké

pudni slanosti a také v jinych podminkach, jako je zaplaveni a nizka teplota pudy, sice
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existuje voda v pudnim roztoku, kterou vSak rostliny nemohou piijmout. Tento stav
je znamy jako tzv. fyziologické sucho (Ha et al., 2014). Schopnost rostlin odolavat
tomuto stresu ma nesmirny ekonomicky vyznam. Znalost biochemickych
a molekularnich reakci na sucho je zésadni pro komplexni vnimani mechanismu
rezistence rostlin vici stresovym podminkam (Srivastava et al., 2012). Stres suchem
Vv rostlindch snizuje vodni potencial a turgor rostlinnych bun¢k, coz je poté nasledovano
akumulaci kyseliny abscisové (ABA) a kompatibilnich osmolyti, latek, které jsou
schopny regulovat proces proudéni vody, jako je napiiklad prolin. Dale dochazi
ke zhorSeni stavu nadprodukci reaktivnich druhii kysliku a tvorbou askorbatu
a glutathionu (Lisar et al., 2012). Sucho rovnéz ovlivituje stomatalni uzavieni, omezuje
vyménu plynd, snizuje transpiraci a zastavuje nebo zpomaluje asimilaci uhliku
(fotosyntézu). Negativni ucinky sucha na mineralni vyZzivu (pfijem a transport zivin)
a metabolismus rostliny, vedou k poklesu listové plochy a ke zméndm rozdéleni
asimilace mezi organy nebo zméné elasticity stén rostlinnych bunék a k naruSeni
homeostazy a distribuce ionti v bufice (Alvarez et al., 2008). Dalsim dusledkem
je syntéza novych proteinit a mRNA, spojenych s reakci na sucho (Chinnusamy et al.,
2007).

Dalsim abiotickym stresem je stres teplotni. Vysoka teplota zplisobuje rozmanité
a Casto neptiznivé zmény v rustu rostliny, v jejim vyvoji, ve fyziologickych procesech
a produktivité¢ (Hasanuzzaman et al., 2012). Jednim z hlavnich dtsledki stresu vysokou
teplotou je piebytek reaktivnich forem kysliku, coz vede k oxida¢nimu stresu
(Hasanuzzaman et al., 2011). Rostlina je schopna do ur¢ité miry tolerovat piehfivani
fyzikalnimi zménami uvnitf rostlinného téla a ¢asto také vytvorenim signalli pro zménu
metabolismu (Valliyodan et al., 2006, Munns et al., 2008). Tepelny stres
na molekuldrni Urovni, zpisobuje zmény v expresi genli podilejicich se na piimé
ochrané pied stresem vysokou teplotou (Chinnusamy et al., 2007). Tyto geny jsou
zodpovédné za expresi detoxikacnich enzymd, transportérii a regulacnich proteinti
(Krasensky et al., 2012). V podminkach vysoké teploty a ovlivnéni genové exprese
specifickych genil, postupné¢ dochazi k vytvofeni tolerance na teplo ve forme
aklimatizace nebo v idealnim pfipadé ptizptsobeni (Deluc et al., 2009).

Teplotni stres muze byt zpisobem i vlivem teploty nizké, ktera je dulezitym
faktorem, ktery omezuje rozsifeni kultivacnich ploch atim i produktivitu péstovani

né¢kolika rostlin (Chinnusamy et al., 2007). Pfi nizkych teplotach dochazi k zasadnimu
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poskozovani bunéénych membran hlavné v disledku dehydratace zpiisobené tvorbou
extracelularniho ledu (Steponkus 1984; Steponkus et al., 1993).

Stres rostlin muze byt zpisoben 1 =zasolenim pudy. Salinita je jednim
pii péstovani rostlin (Cramer et al., 1990). Nejvice rizikovym vyvojovym stupném
pfi stresu zasolenim je kliceni. Nartst koncentrace chloridu sodného snizuje pocet
kultivart, délku klasu, pocet zrn na klasu a vynos zrna na rostlinu (Ahmad et al., 2003).

Poskozeni rostlin mize byt rovnéz vyvolano stresem biotickym, a to pomoci
hmyzu, plisni, bakterii a virt. Mikroorganismy zpisobuji vadnuti rostlin, skvrny
na listech, hnilobu kofenti nebo poskozeni semen a hmyz naopak mutze za fyzické
poskozeni rostlin, véetné listl, kury a kvéta (Christensen et al., 2004).

K opatfeni vici abiotickym, ale i biotickym stresim je moZzné pouzit zejména
agrotechnické metody, které jsou vyuzitelné napiiklad u nedostatku pidniho vzduchu,
na ktery je jeCmen vysoce citlivy ¢i v pripadé chorob pfenosnych osivem, napiiklad

pras$na snét’ a hnéda skvrnitost (Saritha et al., 2007).

2.4 Pre-mRNA a metody sestrihu

Geny kodujici proteiny, jsou b&hem procesu transkripce prepisovany z DNA
do prekurzorové mRNA, jinak také pre-mRNA (Obr. 5), ktera je tvofena exony
(sekvencemi kodujici protein) a nekodujicimi introny. Sekvence introntt jsou béhem
procesu zvaného sestfih odstranény a exony jsou opét spojeny ligaci. K samotnému
sestiihu dochazi ve specifickych sesttihovych mistech prekurzorové mRNA (Yitzhaki et
al., 1996).

5" sestfihové 3’ sestfihové
misto Misto vétveni misto
5" konec exonu Intron 3" konec exonu
S —— PYETiCR™ —
Pre-mRNA AC A G G U AG AG U C U AG ACUL regon N C A G G
C sra?éQ)_ "
I 70 60 80 100100 95 70 80 45 80 90 80 100 80 80 100100 60

vyskytu (%) ) T -~————15-45 baseS‘T‘

GT AG

Obr 5. Pre-mRNA (pfevzato a upraveno z BIOL 202 Genetics
http://www.discoveryandinnovation.com/BIOL202/notes/lecture12.html, 14. 3. 2017)
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Intron je ohranicen 5° sestfihovym mistem a 3 sestfihovym mistem. Mezi 5 a 3¢
sestithovym mistem, ve vzdalenosti 20-50 nukleotidi od 3¢ sestfihového mista,
se nachazi misto vétveni. Toto misto obsahuje adenosin, nukleosid dualezity pro prvni
krok sestiihu (Burge et al., 1999). Je znamou skuteCnosti, Ze téméf vSechna mista
sestithu jsou v souladu s konsenzudlni sekvenci, na jejimz zakladé¢ k sestiihu dochazi.
Tyto konsenzualni sekvence zahrnuji témef neménné dinukleotidy na kazdém konci
intronu, GT na 5 'konci intronu a AG na 3' konci intronu.

Sestfih pre-mRNA Ize rozdé€lit na konstitutivni sestfih a alternativni sestfih.
Vysledkem konstitutivniho sestiihu je molekula mRNA poskytujici vzdy stejnou
primarni strukturu.

Alternativni sestfih tvofi centradlni bunécny proces, béhem kterého je z jediného
genu (prekurzorové mRNA) produkovdno nékolik riznych izoforem mRNA (Lander
etal., 2001) a ty jsou nasledné piclozeny do proteint. Tento pozoruhodny jev tak vede
ke vzniku proteinovych izoforem s ruznymi funkcemi, coz znaéné rozSifuje
proteomickou rozmanitost u vysSich eukaryot (Ben-Dov et al., 2008). Fenomén
alternativniho sestfihu byl poprvé objeven v roce 1978, a poté experimentalné ovéren
vroce 1987. Diive byl povazovan za pomérn€ neobvyklou formu regulace geni
(Romero et al., 2006). Alternativni sestfih je bézné se vyskytujici jev eukaryotnich
bungk, avsak vice se vyskytuje u eukaryot vys$sich. Nahromadéné Expressed Sequence
Tags (EST), mRNA data sety a data z celogenomovych studii alternativniho sestiihu
prokazaly, ze az 95% lidskych genti, 60% genti Drosophily melanogaster a 61% introny
obsahujicich rostlinnych genti podléha alternativnimu sesttihu (Kampa et al., 2004).

Kvalitativni a kvantitativni identifikace vzniklych izoforem je nezbytna
pro pochopeni riznych roli alternativné sestfizenych gent v bufice (Stamm et al., 2005)
mezi které lze zaradit regulaci genové exprese v reakci na environmentalni podnéty
avyvojové zmény. Ne&které izoformy vzniklé alternativnim sestfihem mohou byt
nefunkéni nebo rychle degradovany a poskytuji bunce dals$i mechanismy k regulaci
genové exprese po transkripci a pied translaci (Keren et al., 2010). Alternativni sestiih
se rovnéz mize uplatiovat v riznych tkanich, kde mohou vznikat rizné izoformy
jednoho genu.

Alternativni sestfih ma nékolik variant. Patii mezi né kazetovy exon (cassette exon
nebo také exon skipping), vzajemné se vylucujici exony (mutually exclusive exons),
zachovani intronu (retained intron), alternativni 5” sestfihové misto (alternative 5" splice

sites), alternativni 3" sestiithové misto (alternative 3° splice sites), alternativni
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promotorova oblast (alternative promoters) a alternativni poly-A mista (alternative poly-
A sites).

Nejbéznéjsi a nejznaméjsi je kazetovy exon (Obr. 6). Jedna se o sestiihovy
mechanismus, ve kterém jsou exony ponechany ¢i odstranény z konecného transkriptu,
coz vede ke vzniku prodlouzené nebo zkracené varianty mRNA (Chen, 2011).

Vzajemné se vylucujici exony (Obr. 6) predstavuji vzacny podtyp alternativniho
sestiihu. Tento podtyp se vyznacuje koordinovanym sestiihem exonti. Jak vyplyva
Z nazvu, tak jeden ze dvou exonu (Ci jedna skupina exonli ze dvou exonovych skupin)
je zachovan, zatimco druhy je vystiizen. V pfipadé mensich zmén vysledné proteinové
sekvence, mohou vzajemné se vylucujici exony poskytnout vyhodu mnoha typtim
proteind, jako napfiiklad iontovym kandlkiim tim, ze je zachovana jejich prostorova

struktura, ale dochazi ke zméné funkce vysledného proteinu (Sorek et al., 2004b).

E%:l Kazetovy exon [@:‘
Vzdjemné se m

Alternativnis’
sestfihové misto

vylucujici exony Zachovaniintronu

E@:’ Alternativni 3~ sestfihové misto

E%@ Alternativnipoly (A) konec
‘_’W Alternativni promotor

Obr 6. Varianty alternativniho sestfihu (pfevzato a upraveno z Tazi et al., 2009)

Zachovani intronu (Obr. 6) byla po dlouhou dobu nejméné prostudovanou
variantou alternativniho sestfihu, nebot’ se predpokladalo, Ze tento typ je do znac¢né miry
odvozen od nesestfizenych ¢i Castecné sestfizenych pre-mRNA. Zachovani intronu

prispiva k molekularni rozmanitosti sav€ich bun¢k. Tyto introny mohou byt rovnéz
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substraitem pro cytoplazmaticky sestfih, a také slouzi jako vazebné misto pro
spliceosom s cytoplasmatickou aktivitou (Wang et al., 2006).

Alternativni 5° a 3° sestfihové misto (Obr. 6) piedstavuji vyznamny podil vSech
variant alternativniho sestfihu. V tomto pfipadé sestiihu, dvé ¢i vice alternativnich
5¢ sestfihovych mist soupeti o ptipojeni ke dvéma ¢i vice alternativnim 3° sestfihovym
mistim (Hastings et al., 2001).

Kromé¢ téchto zakladnich wvariant alternativniho sestiihu, existuji dalsi dva
mechanismy, diky kterym mohou byt ziskdny rizné typy mRNA z t€hoz genu. Jsou jimi
alternativni promotory a alternativni poly-A mista (Obr. 6). Spusténim transkripce
na riznych mistech, mohou byt generovany transkripty s odliSnymi 5° koncovymi
exony. Na druhé strané, alternativni poly-A mista poskytuji transkriptu rizné
3¢ koncové casti. Oba tyto mechanismy poskytuji dals$i moZnosti pro zvySeni
rozmanitosti vysledné mRNA odvozené z jednoho genu (Kimura et al., 2006).
nebot’ je obtizné jej odlisit od experimentalnich artefaktl. Naptiklad netplné sesttizené
transkripty mohou obsahovat fragmenty intronu, které pak mohou byt povazovany
za variantu zachovani intronu. Mnoho genti ma vice variant alternativniho sestfihu
se slozitymi kombinacemi exontd, produkujicich rdznorodé izoformy transkripti.
Napiiklad gen Dscam v Drosophila melanogaster, mize potencialné¢ produkovat
38 016 odlisnych variant mRNA pomoci riiznych kombinaci 95 exonti (Graveley et al.,
2004). Zivo&ichové a rostliny se lisi v nejbézngjsich variantach alternativniho sestiihu.
Kazetovy exon je nejb€znéjsi variantou u cClovéka (> 40%), ale nejméné
obvyklou variantou u rostlin (5%). U rostlin se nejcastéji vyskytuje varianta zachovani
intronu (~ 40%). Tento rozdil naznacuje, Ze rostliny a zvifata mohou rozpoznavat
exony a introny odliSnym zptisobem. Nékteré ditkazy také ukazuji, ze rostliny a zvitata
reguluji alternativni sestfih rizné (Keren et al., 2010).

Jednou z nejcastéjSich moznosti realizace sestiihu pre-mRNA je sestiih pomoci
spliceozomu cozZ je komplex struktur RNA a proteini (Obr. 7). Spliceozomy obsahuji
malé molekuly RNA oznacované jako snRNA a dalSich ptiblizné 40 proteinti. Sestiihu
pre-mRNA se jako slozky spliceozomu ucastni pét snRNA které lze oznacit jako Ul,
U2, U4, U5 a U6 (Lander et al., 2001). Spliceozom plni dvé zakladni funkce:
rozpoznani vazby mezi exony a introny a naslednou katalyzu reakce, béhem které se

odstranuji introny a exony jsou spojovany. (Villa et al., 2002). Sestaveni spliceosomu je
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velmi dynamicky proces, ve kterém dochéazi ke komplexnim interakcim RNA-RNA
a RNA-protein. Katalytickou podjednotkou spliceozomu je U6.

V prvnim kroku se podjednotka Ul vaze na 5° sestfihové misto a podjednotka
U2 na misto vétveni pfes RNA-RNA interakci mezi snRNA a pre-mRNA (Obr. 7).
Nasleduje vazba zbylych podjednotek spliceozomu, jmenovité U4, U5 a U6. Vazba
mezi podjednotkami U4 a U6 se narusi vlivem interakce mezi podjednotkami U6 a U2
a dojde ke stépeni 5° sestfihového mista pre-mRNA. Nasledné se 5° konec intronu
spojuje s adeninem v misté vétveni a vytvaii lasovitou strukturu s naslednym uvolnénim
podjednotek Ul a U4. Nasleduje $tépeni 3¢ sestiihového mista a 5° konec druhého
exonu se pripojuje k 3 konci exonu jedna.

V pribehu tohoto kroku rovnéz dochézi k uvolnéni intronu ve tvaru lasa spolecné
se zbylymi podjednotkami spliceozomu (Sun a Chasin, 2000). Ob¢ sestiihové reakce
(5° sestiihova reakce i 3° sestiihova reakce) vyzaduji energii ve formé ATP (Lander

etal., 2001).

Intron

Misto vétveni
Exon 1 1 Exon 2

z \/@ Us ) — Lasovita struktura
us Ué l ‘

W\ N
us w2 uel.
ué g ‘ s 1 + )\
3 Vyfiznuti intronu \—

‘_/!—_ V/Ligace exontl
* us

Obr 7. Schéma sestiihu gent (pfevzato a upraveno z Biology 3400 Genetics:
http://bio3400.nicerweb.com/Locked/media/ch13/spliceosome.html, 12. 3. 2017)

K rozpoznavani exond spliceozomem slouzi pomocné cis-elementy znamé jako
exonové aintronové sestfihové enhancery (ESE a ISES) a exonové a intronové

sestiihové silencery (ESS a ISS) (Lim a Burge, 2001).
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2.5 Metody studia alternativniho sestfihu

Diky velkému mnozstvi genomovych sekvenci a technikam s vysokou propustnosti,
je mozné alternativni sestfih studovat na genomové trovni (Orengo et al., 2007).
Vyznamnym utkolem je také detekce specifickych izoforem, vznikajicich neobvyklym
sestfihem, u kterych je znamo, Ze jsou zodpovédné za nemoci spojené s riznymi typy
rakoviny u c¢lovéka. Soucasné metody detekuji alternativni sestfih primarné
posuzovanim sekvencnich ,readt* (kratkych sekvenci produkovanych pii RNA
sekvenovani), zmapovanych do unikatnich jednotlivych izoforem nebo sestavenim
transkript a odhadu nejpravdépodobnéjsi izoformy dle namapovanych sekvencnich
Hreadu” (Wang et al.,, 2008). V soucasné dobé, vyzkumné metody alternativniho
sestfihu existuji spolecné s metodami sekvenovani nové generace, jinak znamé jako
Next-Generation Sequencing (Griffith et al., 2010).

Ke studiu alternativniho sestiihu se tedy vyuzivaji data ziskana RNA sekvenovanim
(RNA-Seq) transkriptomu. RNA-seq poskytuje vysoce citlivy a piesny nastroj pro
méfeni exprese gend a jejich isoforem (Wang et al. 2009, Garber et al. 2011)
s vyhodami jako je pfedevsim Siroky dynamicky rozsah, citlivé a presné méfeni genové
exprese. Metoda miize byt aplikovana na jakykoliv druh, a to i za ptedpokladu, Ze neni
k dispozici referen¢ni sekvence genomu pro dany organismus (Shen et al., 2014).

Typicky RNA-Seq experiment (Obr. 8) probiha tak, ze molekuly mRNA
extrahované z biologického vzorku jsou nejprve prevedeny na knihovnu fragmentt
cDNA, s naslednou fragmentaci MRNA a ptepisem do cDNA. Sekven¢ni adaptéry, coz
jsou kratké oligonukleotidy, poskytuji vazebné misto pro primery pii amplifikaci
a sekvenovani. Tyto oligonukleotidy se nasledné¢ piidavaji ke kazdému fragmentu
cDNA a z kazdé cDNA se ziskéd kratka sekvence (,,read”) s pouzitim sekvenacnich
technologii s vysokou propustnosti. Vysledné sekvence ,readd jsou mapovany
na referenéni genom nebo transkriptom a mohou byt klasifikovany jako exonové,
spojovaci, nebo poly (A) koncové ,ready“. Tyto tfi typy ,readi“ se pouzivaji pro

generovani expresniho profilu pro kazdy gen (Wang et al., 2009).
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Obr 8. Typicky RNA-Seq experiment (pfevzato a upraveno z Wang et al., 2009)

,Ready” vzniklé RNA sekvenovanim se vyuzivaji pro detekci alternativniho
sestithu. K tomuto ucelu bylo vyvinuto nékolik bioinformatickych softwart,
které lze rozdélit do dvou skupin na zakladé pouzivané metody. Prvni skupinou
jsou modely zalozené na vypoctech (count-based models) ado druhé skupiny patii
modely rozliSeni izoforem (isoform resolution models). Obé skupiny modela slouzi
ke kvantifikaci izoforem, i pro jejich kvalitativni detekci.

U modela zakladajicich se na vypoétech (Obr. 9) se ,,ready ptifazuji vypocetnim
jednotkam (tj. exonum). Pro kazdou vypocetni jednotku se testuji dva mozné vysledky,
ato zda doslo k zahrnuti nebo vystfizeni jednotky. U modelt rozliSeni izoforem

(Obr. 9) se dva konce paru ,,readti (na obr. 9 zobrazeny jako tmavé obdélniky spojeny
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pomlckou) zarovnavaji pfed a za 5 sestfihové misto. li1(f) je v ramci tohoto modelu
délka zarovnani fragmentu f na izoformu il a je v ptipadé obrazku 9 kratsi nez lix(f).
Proto je-li znama distribuce velikosti fragmentt, je mozné odvodit, ktera izoforma

pravdépodobné generuje fragment f.

Isoform 1 [ ———— R |

Isoform 2 I Y

w1 (f)
N pravdépodobnost
-y =N e Ragent f ' vybéru fz kaidého

-~ (N transkriptu

Modely zaloZené na vypoctech Modely rozli$eniizoforem

Obr 9. Modely slouzici ke kvantifikaci isoforem (pfevzato a upraveno z Liu et al., 2014)

2.5.1 Modely zaloZené na vypoctech

Mezi programy vyuzivajici tyto metody patii napiiklad DEXSeq (Anders et al., 2012),
DSGseq (Wang et al., 2013), SplicingCompass (Aschoff et al., 2013) a SeqGSEA
(Wang et al., 2014). Nekteré dokumenty odkazuji na tento model, jako na model
zalozeny na variantach alternativniho sestfihu (Alamancos et al., 2013).

Modely zakladajici se na vypoctech, jsou zaloZzeny na metodach pouzivanych
pro kvantifikaci transkriptd s jednou izoformou. Metoda RPKM (Reads Per Kilobase
per Million mapped reads) se vyuziva pro normalizaci poctu ,;readi* namapovanych
na dany transkript. Pro rozliSeni sestfihu z kvantitativniho a kvalitativniho hlediska, jsou
tyto modely modifikovany k vypoctu ,readi” v malych vypocetnich jednotkach
(tj. exonech), nezli v celych oblastech transkriptu. Metody se rovnéz zaméiuji
na diferencidlni analyzu vypocetnich jednotek z hlediska poctu ,,readi* namapovanych
na tyto vypocetni jednotky. Tato skute¢nost umoznuje kvantitativni analyzu isoforem.

Modely ztéto skupiny obvykle konfiguruji kazdy gen do jedinecné reprezentace

sestavajici se z vypocetnich jednotek. Vypocetni jednotky mohou byt bud’ celé¢ exony

22



nebo zkracené exonové oblasti (pf. DEXSeq a DSGseq). Model zalozen na vypoctech
se pouziva zejména pro testovani dvou moznych sesttihovych vysledki, a to zahrnuti
a/nebo vylouceni kazdé vypocetni jednotky do wurcitého sestfihového vysledku
(Alamancos et al., 2013).

Programy vyuzivajici modely zalozené na vypoctech jsou obvykle zavislé na jiz
existujici anotaci poskytujici strukturu genu a pouzivaji Poissonovo nebo negativné
binomické rozdéleni (NB) (Bullard et al., 2010, Marioni et al., 2008).

Programy SeqGSEA a DSGseq jsou si v mnoha vécech podobné. Znamou sadu
transkripti v lokusu, oba tyto programy tzv. zplostuji do jednoho transkriptu tvofeného
z vypocetnich jednotek (tzv. matematické exony u DSGseq a tzv. sub-exony
u SeqGSEA). Oba programy modeluji pocet ,readt”, odpovidajici vypocetnim
jednotkdm jako NB ndhodné proménné. Modely pro dany gen pocitaji pj jako
oéekavany pocet ,,readi* vypocetnich jednotek i ve skupiné jednotek j a odchylku
hodnoty pij. Obé metody definuji genovou statistiku pro méfeni rozdilu v o¢ekavaném
poctu ,readi, atoprimérem vSech vypocetnich jednotek a upravou odchylky.
SeqGSEA pouziva piistup zalozeny na permutaci K vypoctu p-hodnoty, zatimco
DSGseq pouze uvadi statistiky a nepo¢ita p-hodnotu. Jak DSGseq tak SeqGSEA hlasi,
ktery gen je alternativné sestfizen. Alternativné sestfiZeny gen muze byt predpovézen
pouze tehdy, je-li zjisténo, ze anotovany konstitutivni exon je vylouéenym exonem
(»exon skipping“). DSGseq také urcuje, kde mize k vylouceni exonu skutecné dojit
(Wang et al., 2014).

Stejné jako SeqGSEA a DSGseq, DEXSeq transformuje znamé genové modely
do setti vypocetnich jednotek, pomoci vSech moznych sestiihovych mist (Anders et al.,
2012). Po¢ate¢nim krokem analyzy je zarovnani ,,readd“ na genom. Ustiedni strukturou
dat je tabulka, kterd v nejjednodus$im ptipadé obsahuje pro kazdy exon kazdého genu
pocet ,readi” Vv kazdém vzorku, které se prekryvaji s exonem. Hranice exonu vSak
nejsou ve vSech transkriptech stejné a v tom piipad¢€ je exon ve dvou nebo vice ¢astech
nafiznut (Obr. 10). Vyuziva se metoda ,pocitani zasobniki“ k odkaziim na exony
¢i ¢asti exond. kij je pro tento model pocet prekryvajicich se ,,readi* v zasobniku | genu
I ve vzorku j. ki interpretuje ndhodnou proménou Kjj a pocet vzorkt je oznacen jako m
(0 =1,....m). i je ocekavana hodnota koncentrace cDNA fragmenti podilejicich se
na zasobniku | genu i. E(Kjj) je o¢ekavany pocet ,,readi” a sj je faktor velikosti, ktery
odpovida hloubce, kterou byl vzorek j sekvenovan. Plati vztah: E(kiji) = Sjuij. Hodnota s;

zavisi pouze na |, tzn., ze rozliSeni v sekvenéni hloubce zptisobi linearni Skalovani poctu
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»readi”“. Pro modelovani poctu ,readi“ se pouziva zobecnény linearni model.
Konkrétné Kjj je vyjadfeno negativnim binomickym rozdélenim: Kji; ~ NB(Spuij, i),

kde ai je rozptyl pocitani zasobniku (i,I) (Anders et al., 2012).

AA

Obr 10. Ptipad variabilni délky exonu. Svétle Seda — exony tiech transkripti, tmaveé Seda —
pocitani zasobnikt. Exon s variabilni délkou je rozdélen na dva zasobniky (pfevzato z Anders et
al., 2012)

SplicingCompass ve srovnani s ostatnimi softwary nepouziva zadny statisticky
model zalozeny na vypocetnich procesech. Nejprve konstruuje vektory ,readt”
na exonech a stejné tak na sestfihovych spojenich, pro kazdy gen a vzorek. Dale
vyuziva geometrické uhly mezi dvéma vektory. Nakonec je pro kazdy gen provadén
jednovybérovy t-test, ktery porovnava podminky charakterizujici zkonstruované
vektory, prokazdy gen. Na zakladé tohoto testu, SplicingCompass hlasi, ktery gen
je alternativné sestiizen (Rogers et al., 2012). Proto pokud se zminény test ukaze
jako pozitivni, je nalezen novy alternativné sestfizeny gen. Timto pfistupem Ize ovSem

detekovat pouze variantu kazetového exonu (Aschoff et al., 2013).

2.5.2 Modely rozliseni izoforem

Programy Cufflinks (Trapnell et al., 2010), DiffSplice (Hu et al., 2013) a TopHat
(Trapnell et al., 2009) patii do modeli rozliseni izoforem. Metody zalozené
na modelech rozliSeni izoforem, na rozdil od metod zaloZenych na vypoctech, usiluji
0 pfimé vyfeSeni tohoto problému srovnanim cetnosti izoforem mezi vzorky a/nebo

mezi podminkami. Modely rozliSeni izoforem se snazi ptifadit ,,ready* nebo fragmenty
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do transkriptti, z nichz pochazeji, za cenu dodatecné nejistoty pii mapovani ,,readi’,
kvili ptekryvu mezi izoformami. U modela zalozenych na vypoctech neexistuje zadna
nejasnost pii piifazovani ,,readi* K vypocetnim jednotkam (Rogers et al., 2012).

Program Cufflinks sestavuje transkripty a kvantifikuje namapované ,,ready*. Diky
schopnosti sestavovani transkriptl, je méné zavisly na pfesnosti genové anotace
(Trapnell et al., 2010).

Algoritmus programu Cufflinks, bere jako vstupni sekvence cDNA fragmenty
ziskané zarovnanim na genom pomoci softwaru TopHat (Obr. 11a). Pfi pouziti
metody ,,paired-end“ RNA sekvenovani, jsou pary fragmentu ,readd“ povaZovany
za jedinou entitu. Algoritmus sestavuje piekryvajici se sit ,uzli*“ zarovnanych
fragmentd (na obr. 11 b-c), coz snizuje dobu vypoétu a vyuziti paméti, protoze kazdy
uzel obsahuje fragmenty z ne vice nez n€kolika gent. Cufflinks poté odhaduje pocet
sestavenych transkriptti (na obr. 11 d-e).

Prvnim krokem pii sestavovani fragmenti (Obr. 11b) je identifikace dvojice
,hekompatibilnich® fragmentli, které musi pochazet z odlisné sesttizenych izoforem
mRNA (Trapnell et al., 2010). Fragmenty jsou spojeny Vv tzv. grafu ptekryti, pokud jsou
kompatibilni a jejich zarovnani se v genomu piekryvaji. Kazdy fragment méa v grafu
jeden uzel a mezi kazdou dvojici kompatibilnich fragmentd je umisténa hrana grafu
smeéfujici zleva doprava podél genomu. Nasledné dojde k sestaveni izoforem podle
grafu piekryti (Obr. 11c). Cesty v grafu odpovidaji mnozinam vzajemné kompatibilnich
fragmentd, které 1ze sloucit do uplnych izoforem.

Dilworthova véta fika, Ze pocet vzajemné nekompatibilnich ,,readi* je stejny jako
minimalni pocet transkriptl potfebnych k popisu vSech fragmentd. Cufflinks
predstavuje diikaz Dilworthovy véty, produkci miniméalni mnoZiny cest, které pokryvaji
vSsechny fragmenty v grafu prekryti tim, Zze najde nejvétsi mnozinu ,readd”
s vlastnostmi takovymi, Ze nemohou pochazet ze stejné izoformy.

Dal§im krokem ve vypocetnim procesu je odhad Cetnosti transkriptii (Obr. 11d).
Odhad relativni Cetnosti transkriptu je uveden ve form¢ FPKM (fragmenty na kilobazy
na milion mapovanych fragmenttl), coz pfedstavuje metodu normalizace ekvivalentni
s RPKM v ptipadé sekvenovani single-end ,,readti” (Trapnell et al., 2010). Fragmenty
odpovidaji tém transkriptim, ze kterych mohly vzniknout. Cufflinks odhaduje cetnost
transkriptu za pouziti statistického modelu, ve kterém je pravdépodobnost pozorovani

kazdého fragmentu linedrni funkci ¢etnosti transkriptt, ze kterych mohl vzniknout.
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Obr 11. Princip vypoctu programem Cufflinks. 7yi1,y2,y3 — Cetnosti izoforem (pfevzato
a upraveno z Trapnell et al., 2010).
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Vzhledem k tomu, Ze jsou sekvenovany pouze konce kazdého fragmentu,
jeho délka mlze byt neznama. Pfifazeni fragmentu k riznym izoformam, casto
znamend, ze maji raznou délku. Cufflinks mize vyuzit rozdéleni délky fragmenth
k pfitazeni fragmenti k izoformam. Program poté Ciselné maximalizuje funkci,
ktera piifazuje pravdépodobnost v§em moznym saddm relativnich vyskytt izoforem
(pf. y1,¥2,¥3) aprodukuje cetnosti, které nejlépe popisuji pozorované fragmenty
(Trapnell et al., 2010; Obr 11e).

Program DiffSplice nevyziva model rozliSeni izoforem, ale rozliSeni alternativnich
cest. V algoritmu DiffSplice, alternativni cesty piedstavuji cesty z alternativniho
sestiizeného modulu (ASM) v grafech sestiihu a kazdy ASM ma alesponi dvé
alternativni cesty. ASM je oblast v sestiihovych grafech, kde se izoformy navzajem lisi.
ASM se snazi minimalizovat nejednoznacnost v rozliSeni izoforem tim, ze zvéazi pouze
oblasti, které nejsou sdileny vSemi izoformami (Hu et al., 2013). DiffSplice testuje
diferencialni sestiih na kazdém ASM misto na celych transkriptech. Relativni
zastoupeni  alternativnich cest je odhadnuto pomoci metody maximalni
pravdépodobnosti. Rozdil v kompozicich relativnich abundanci se méfi metodou
Jensen-Shannon Divergence (Hu et al., 2013).
se omezuje na ASM. Stejné jako metoda Cufflinks, je DiffSplice schopen namapovat
zarovnané ,,ready* na transkriptom. Proto jsou obé metody schopny rozpoznat varianty
AS, které nejsou anotovany (Hu et al., 2013).

Dal$im programem, ktery vyuziva uvedenou metodu je TopHat. Jedna se o rychly
mapova¢ sestiihovych spojeni (,,splice junction®), tedy spoju mezi exony a introny.
TopHat nachdzi spojeni pomoci mapovani ,readd* na referencni sekvenci ve dvou
fazich. V prvni fazi mapuje vSechny ,ready” na referenéni genom pomoci Bowtie.
Bowtie je ultrarychly, pamétové vyhodny zarovnavac kratkych ,readt, na dlouhé
genomy. Pro dosazeni vys$i rychlosti mapovani je schopen soucasné pouzit nékolik
procesorti. Vystupy Bowtie mohou byt ve standartnim formatu SAM, coz umoznuje
softwaru Bowtie spolupracovat s dal§imi nastroji podporujicimi format SAM, véetné
SAMtools. Vsechny ,ready®, které nejsou namapovany, jsou oznaceny jako inicialné
nemapované ,,ready” (IUM). Bowtie pro kazdy ,,read* hlasi jedno ¢i vice zarovnani,
obsahujici n€kolik neshod (standardné 2) u bazi na 5 konci ,,readu”. Zbyvajici ¢ast
na 3" konci mize mit dodatecné neshody za ptredpokladu, ze Hammingova vzdalenost,

ktera reprezentuje minimalni pocet substituci potfebnych pro zménu jednoho fetézce
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do druhého nebo minimalni pocet chyb, které by mohly mit, pfi transformaci
fetézce do druhého (Cohen et al., 1997), je nizsi nez definovana prahova hodnota (70 ve
vychozim nastaveni). Tato skute¢nost je zaloZena na empirickém zji$téni, Ze 5' konec
,readu® obsahuje mén¢ sekvencénich chyb nez 3' konec (Hillier et al., 2008). TopHat
umoziuje Bowtie hlasit vice neZ jedno zarovnani pro jeden ,,read” (vychozi hodnota 10)
a potlacuje vSechna zarovnani ,,readd* majici vétsi pocet zarovnani. Tato pojistka
dovoluje hlasit tzv. vicenasobné ,,ready*, ale vyluuje mapovani na sekvenci s nizkou
slozitosti (low-complexity sequence), coz je oblast s neobvyklym slozenim nukleotida
(napt. AAATAAAAAAAATAAAAAAT), ke které se chybné ,ready“ casto
zarovnavaji. ,,Ready” s nizkou slozitosti, které ptekryvaji oblasti s nizkou slozitosti,
nejsou zahrnuty do sady IUM ,,readi*, ale jsou prosté vyfazeny (Li et al., 2008).

TopHat (Obr. 12) nachazi mista spojeni bez referen¢ni anotace. Pfi prvnim
mapovani RNA-seq ,readi“ na genom, TopHat identifikuje potencidlni exony,
ponévadz mnoho RNA-seq ,,readi” bude souvisle zarovnano na genom. Pomoci tohoto
pocate¢niho mapovani vytvori TopHat databazi moznych spojeni, a pak mapuje ,,ready*
proti témto spojim a potvrdi je. Nastroje na sekvenovani kratkych ,readu“, mohou
v soucasné dobé produkovat ,ready“ o délce 100bp nebo delsi, ale mnoho exont
je kratsSich nez tato délka a Vv pocateCnim mapovani vyvstava problém s jejich
mapovanim. TopHat tento problém feSi rozdélenim vstupnich ,readd“ na mensi
fragmenty a ty poté samostatné mapuje. Zarovnané fragmenty ve findlnim kroku
tzv. vlepuje dohromady, ¢imz se vytvofi ,,paired-end* zarovnani (Pozzoli et al., 2007).
TopHat generuje databazi moznych spoji ze tfi zdroji. Prvnim zdrojem je parovani
tzv. ostrovit pokryti, coZz jsou odliSné oblasti nahromadénych ,readid* pocatecniho
mapovani.

Sousedni regiony ostrovii pokryti jsou casto spojeny V transktriptomu casto
spole¢né, takze TopHat hleda cesty k jejich spojeni s intronem. Druhy zdroj se pouziva
pouze tehdy, kdyz je aplikace TopHat spusténa s parovymi koncovymi ,ready*
(vznikaji sekvenovanim typu paired-end). Pokud ,ready* v parech pochazeji z exont
Vv transkriptu, budou obecné mapovany daleko od sebe v genomovém prostoru. V této
situaci se TopHat pokousi uzaviit mezeru mezi nimi, hledanim podsekvenci s celkovou
délkou, ktera se ptiblizné rovna ocekavané vzdalenosti mezi sousedy.

Introny v této podsekvenci jsou pridany do databaze. Tretim a nejsiln€j$im zdrojem
dikazl o sestifihovych mistech je pfipad, kdy jsou dva segmenty ze stejného ,,readu*

mapovany daleko od sebe nebo pokud vnitini segment nelze mapovat. U dlouhych
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nreadd (>=75bp), mohou byt introny "GT-AG", "GC-AG" a "AT-AC" nalezeny
ab initio, pomoci metod, které se pokouseji piedpovidat geny na zaklad¢ statistickych
vlastnosti dané sekvence. U kratSich ,,readt, TopHat hlasi pouze introny "GT-AG"

(Hillier et al., 2008).
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Obr 12. Princip TopHat. Cerveng — ,.ready*, Zluté — exony z anotovaného transkriptu, modie —
neanotované transkripty, Sedé — intron nebo intergenovy region (pfevzato a upraveno z Kim et
al., 2013)

Dalsim programem, vyuzivanym k analyze alternativniho sestfihu je StringTie.
Tento program vyuziva algoritmus tokti v sitich. Pfi analyze simulovanych a redlnych
datovych soubort dosahl StringTie lepSich vysledkii, nez jiné ,,assemblery®, jako

je naptiklad Cufflinks. StringTie produkuje Upln&jsi a presnéjsi rekonstrukce gent
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ama i lepsi odhady urovné exprese a rovnéz ve srovnani s jinymi programy StringTie
bézi rychleji.

StringTie (Obr. 13) v ramci své ¢innosti sestavuje sestfihovy graf, ktery nasledné
vyuziva pro hledani izoforem. Vstupy StringTie mohou zahrnovat nejen zarovnani
sestiizenych ,readi®, ale také zarovnani kontigl, které jsou jiz piredsestaveny
ze sekvenacnich ,readd”. Poté StringTie iterativné extrahuje nejlepsi cestu
ze sestithového grafu, zkonstruuje tokovou sit’, vypocitd maximalni tok pro odhad
Cetnosti a nasledné aktualizuje sestiihové grafy vyrazenim ,,readti, které byly piifazeny
algoritmem toku. Tento proces se opakuje, dokud nebudou ptifazeny vSechny ,,ready*.

StringTie na rozdil od Cufflinks, sestavi transkripty a urovné exprese odhaduje
u vSech soucasné. StringTie nejprve seskupi ,,ready* do klastri a pro kazdy vznikly
klastr vyrobi sestfihovy graf, zn&hoz identifikuje transkripty, a poté pro kazdy
transkript vytvoii tokovou sit pro odhad urovné exprese pouzitim algoritmu

maximalniho toku (Pertea et al., 2015).
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Obr 13. Princip StringTie (pfevzato a upraveno z Pertea et al., 2015)
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Biologicky material a sekvenovani RNA

Jako Dbiologicky material byly vybrany transgenni rostliny s vakuolarnim genem
AtCKX1 a divoké (WT) rostliny odridy jarniho je¢émene Golden Promise, které byly
pestovany v prostiedi s fotoperiodou 15°C/16 hodin ve svétle a 12°C/8 hodin ve tmg.
Zdroj svétla byl kombinaci rtutovych wolframovych lamp a sodikovych vybojek
0 intenzit& 300 pmol m? s™. Rostliny byly p&stovany v hydroponii v modifikovaném
Hoaglandové roztoku.

Pted zacatkem stresu byly odebrany tfi vzorky jako biologické replikaty. Stres
suchem byl vyvolan u rostlin starych 4 tydny, vylitim Hoaglandova roztoku z nadoby.
Po 24 hodinach aplikace stresu byly rostliny vraceny do nadoby. U vybranych rostlin
byl odebran kotfenovy systétm po 24 hodinovém stresu a 12 hodin a 14 dni
po revitalizaci. Revitalizace byla provedena névratem rostlin do zivného roztoku.

Izolace celkové RNA byla provedena s pouzitim RNAqueous Kit (Life
Technologies, USA). Izolovana RNA byla poté oSetiena s pouzitim soupravy TURBO
DNA-free Kit (Life Technologies) a purifikovana pomoci magnetickych kuli¢ek
(Agencourt RNA CLEAN XP, Beckman Coulter, USA).

2,5 pg celkové RNA z kazdého vzorku, extrahovaného vyse popsanym
zpusobem, byla pouzita pro piipravu cDNA knihovny pomoci [lumina TruSeq Stranded
mMRNA Sample Preparation Kit (lllumina, USA). Koncentrace knihovny
byla vyhodnocena s vyuzitim Kapa Library Quantification Kit (Kapa Biosystems, USA)
a vSechny knihovny byly shromazdény do konecné koncentrace 8 pM pro generovani
klastru a sekvenovani. Klastry byly generovany za pouziti Illuminal TruSeql SR
Cluster Kit v3 cBot HS a sekvenovany na HiSeq SR Flow Cell v3 s HiSeq 2500

Sequencing Systém.

3.2 Bioinformaticka analyza

Pro samotnou bakalaiskou praci byla poskytnuta RNA-seq data, a tato vstupni data
byla ve formatu FASTQ. VsSechny programy pouzité v experimentalni casti byly

spoustény na opera¢nim systému Linux systém Ubuntu 12.04.
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Pomoci volné¢ dostupného programu FastQC verze 0.11.5 (z FastQC:
https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/), slouziciho ke kontrole
kvality sekven¢nich dat s vysokou propustnosti, byly ziskany informace o celkovém
poctu sekvenci apoméru GC a dalSich charakteristikach vzorka. Ziskana data
byla nasledné zpracovana do tabulky.

Pro mapovani ,readi* vzniklyjch RNA sekvenovanim byl pouzit program
TopHat2 (z TopHat: http://ccb.jhu.edu/software/tophat/index.shtml). ,,Ready“ byly
mapovany na referencni genom jeCmene v32, ktery byl ziskan z databaze ENSEMBL.

S pomoci programu TopHat2 byla provedena optimalizace procesu mapovani
nreadd“s vyuzitim parametru -N piedstavujiciho pocet neshod mezi mapovanymi
»ready* a referen¢nim genomem. Cilem bylo najit optimalni hodnotu tohoto parametru,
pfi niz doslo k namapovani nejvétSiho mnozstvi ,,readii na referencni genom. Program
byl pouzit pro vSechny vzorky. Syntaxe ptikazu pouzivaného ke spusténi programu

TopHat2 byl v nasledujicim tvaru:
Tophat2 -p 12 -N 2 —o vystupni_soubor reference_soubor vstupni_soubor.fastq

Popis parametrt vyuzitych ke spusténi programu TopHat?2:
-p Pocet CPU, vyuzitych pii procesu mapovani.
-N ,Ready”, které jsou mapovany na referencni genom a majici
pocet neshodnych nukleotidli, neZ jaky urcuje -N, jsou vyfazeny
z dalsi analyzy.
-0 Vystupni soubor
vstupni_soubor Vstupni soubor ve fastq formatu.

reference_soubor Soubor referencniho genomu ve formatu fasta.

Vystupni soubory ziskané ze vSech analyzovanych vzorkli pomoci
programu TopHat2, byly pouzity ke kvantifikaci poétu zarovnanych ,readi‘
k anotovanym geniim, ato vyuzitim programu featureCounts (ze Subread:
http://subread.sourceforge.net/). Analyzovan byl multimaping a dal$i nezadouci jevy.

Syntaxe pfikazu pouzivaného ke spuSténi programu featureCounts

byl v nasledujicim tvaru:

featureCounts -a reference_soubor -o vystupni soubor -F GTF -t exon -s 2 -T 5

vstupni_soubor
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Popis parametrt vyuzitych ke spusténi programu featureCounts:

T

vstupni_soubor

Anotacni soubor - soubor obsahujici referencni genom ve formatu
gtf.

Vystupni soubor ve formatu txt, obsahujici informace
o kvantifikaci ,,readi“.

Specifikace formatu anota¢niho souboru. Defaultni hodnota
je GTF.

Specifikace exont. Do kvantifikace poctu ,readd budou
zahruty pouze ty ftadky, které jsou odpovidajici pro tuto
specifikaci. Defaultni hodnota parametru je exon.

Specifikace knihovny, ktera je vyuzita pro generovani vstupniho
souboru (0 = unstranded, 1 = single-stranded, 2 = reverse-
stranded).

Pocet CPU vyuzitych pii kvantifikaci.

Vstupni soubor ve formatu BAM (obsahuje vysledky vypocti
programu TopHat2).

Dalsim krokem experimentalni ¢asti byla analyza alternativniho sestfihu dvéma

K tomu uréenymi bioinformatickymi nastroji. Prvni z vybranych programu byl Cufflinks

(z Cufflinks: http://cole-trapnell-lab.github.io/cufflinks/).

Syntaxe ptikazu pouzivaného ke spusSténi programu Cufflinks byl v nasledujicim

tvaru:

cufflinks -p 6 -g reference_soubor -o vystupni_soubor vstupni_soubor

Popis parametrt vyuzitych ke spusSténi programu Cufflinks:

vstupni_soubor

Pocet CPU vyuzitych pii sestaveni transkripta.

Anotacni soubor. Vyuziti referencni sekvence jako privodce
k sestaveni transkriptd, hlaSeni novych genti a izoforem.

Vystupni soubor.

Vstupni soubor ve formatu BAM (obsahuje vysledky vypocti
programu TopHat?2).
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Druhym programem pouzitym pro analyzu alternativniho sestiihu byl pouzit
rychly StringTie (z StringTie: https://ccb.jhu.edu/software/stringtie/). Syntaxe ptikazu

pouzivaného ke spusténi programu StringTie byl v nasledujicim tvaru:
stringtie vstupni_soubor -p 6 -G reference_soubor -o vystupni_soubor

Popis parametrt vyuzitych ke spusSténi programu StringTie:

vstupni_soubor Vstupni soubor ve formatu BAM (obsahuje vysledky vypocti
programu TopHat?2).

-p Pocet CPU vyuzitych pii sestaveni transkripta.

-G Anotacni soubor — reference ve formatu gtf.

-0 Vystupni  soubor, obsahujici informace o sestavenych

transkriptech.

Vysledky obou programi byly zpracovany do tabulek a ze ziskanych
informaci byl vysloven zavér. Rovnéz byla u vybranych genii provedena analyza
zastoupeni jednotlivych izoforem ve zkoumanych skupinach vzorka. Jednalo
se zejména o geny zapojené do metabolismu cytokinind, a to jmenovité o cytokinin-

oxidasy-dehydrogenasy.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Kontrola kvality sekvenaénich dat

Provedenim kontroly kvality dat ziskanych RNA sekvenovanim pomoci programu
FastQC, byly zjistény informace o poméru GC a celkovém poctu sekvenci.

Vysledky poméru GC, jehoz ocekdvand hodnota je 50 % prokazaly,
ze sekvenace probéhla uspésné. Hodnoty poméru GC v analyzovanych vzorcich
se pohybovaly v rozmezi 48 — 52 %. Ziskanim informaci o celkovém poctu ,,readi‘
bylo zjisténo, Ze nejvyssi pocet ,readi“ ma vzorek CTRL_WT_1 anejnizsi
pocet ,,readt” ma vzorek S_WT_2 (Tab. 1). U Zadného ze zkoumanych vzorki, nebyla
nalezena kontaminace kratkymi k-ticemi nukleotidi a rovnéz nebyly nalezeny

kontaminujici sekvence z adaptorti vyuzitych v pribehu sekvenovani.

Tab. 1: Vysledky z programu FastQC. Zkratka VAK — transgenni rostliny s VAICKX1 genem
a WT — netransgenni rostliny. Zkratka CTRL znaéi dobu pted stresem, S znac¢i dobu b&éhem
stresu, R12H je 12 hodin po ukonéeni stresu, R2F je 2 tydny po ukonceni stresu.

Nazev vzorku Celkovy pocet ,,readi® PonE(;:)' ]GC
CTRL_VAK 1 75 279 326 50
CTRL_VAK 2 71 354 832 51
CTRL_WT_1 84 517 106 50
CTRL_WT_2 63 270 045 50
R2T_VAK_1 71 287 568 51
R2T_VAK_2 59 187 683 51
R2T_WT_1 68 521 784 49
R2T_WT_2 66 446 892 50
R12H_VAK 1 71 082 657 49
R12H_VAK 2 69 436 337 51
R12H_WT_1 65 959 107 51
R12H WT 2 51 142 352 52
S VAK 1 71985 223 50
S VAK 2 73 507 253 50
S WT_ 1 77 801 469 48
S WT_ 2 46 104 470 51
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4.2 Optimalizace procesu mapovani

K urceni optimalni hodnoty parametru -N, se jeho hodnota postupné navySovala
02,vrozmezi od 2 do 14. Sledovanymi charakteristikami pii procesu mapovani,
byly informace o namapovanych ,readech na referenéni genom a informace
0 mnohocCetném  pfifazeni ,readi”, které jsou uvadény jako multimaping
(Ptiloha 1). Vyhodnocenim charakteristik bylo zjisténo, Ze optimalni hodnota,
pii které dochdzi k namapovani nejvétsiho poctu ,,readii nareferenéni genom,
je 4. U analyzovaného vzorku S WT 1, byla optimalni hodnota parametru -N rovna 6.
Nicmén¢ pro dalsi analyzu byla i u tohoto vzorku pouzita hodnota 4. U hodnot vyssich
nez 4, se mnozstvi tspé$n¢ namapovanych ,,readi* postupné zmensovalo. Tento narlst
a postupny pokles procentualniho po¢tu namapovanych ,,readii* byl potvrzen vypoctem
pramérného mnozstvi z procentudlniho poctu namapovanych ,,readi”, které¢ odpovidaji
danym analyzovanym vzorkiim, ato postupné¢ pro kazdou hodnotu parametru —N

(Obr. 14).
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Obr 14. Grafické znazornéni zavislosti procentualniho pocétu namapovanych ,readd”
na hodnot¢ parametru -N.

Analyza pomoci programu TopHat2 také poskytla informace o multimapingu,
pfesnéji o procentudlnim mnozstvi ,readd” s multimapingem, a to z celkového
poc¢tu namapovanych ,readd”, u kazdého analyzovaného vzorku. Z procentudlnich
hodnot poctu ,,readi” s multimapingem bylo podobné jako u analyzy namapovanych

»readi® vypocitano primérné mnozstvi, pro kazdou hodnotu parametru —N. Vypoctem
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pramérnych hodnot bylo zjisténo, Ze se procentualni pocet ,,readt” s multimapingem

pohyboval kolem 4 % u vSech analyzovanych vzorkt (Obr. 15).

4,5

% pocet readi s multimapingem

2 4 6 8 10 12 14
Hodnota parametru N

Obr 15. Grafické znazornéni zavislosti procentualniho poctu ,readid” s multimapingem
na hodnot¢ parametru —N.

Ke zjisténi odliSnosti v rdmci transgennich rostlin a WT (,,wild type®) rostlin,
byly vypoéteny pramérné hodnoty pro kazdou fazi experimentu a rovnéZz pro mutantni
a WT rostliny pro optimalni hodnotu parametru -N (N = 4). K vypoctu praméru bylo
vyuzito procentualni mnoZstvi ,,readii namapovanych na referen¢ni genom, a to vzdy
vV ramci dvou vzorkil stejného typu (napi. vypocet priméru u vzorki CTRL_VAK_1
a CTRL_VAK 2, ¢i vzorki CTRL WT_1 a CTRL_WT_2) a nasledné byly vypocitany
také primeémé hodnoty z procentudlniho zastoupeni mnohocetného prifazeni.
Vypoctené pramérné hodnoty byly nasledné zpracovany do grafu (Obr. 16), z n¢hoz
bylo odvozeno, Ze k odliSenostem v ramci transgennich a WT rostlin nedoslo a tedy
uvsSech vzorkli bylo docileno pfiblizné stejnych procentudlnich hodnot jak

namapovanych ,,readt tak 1 ,,readi* podléhajicich multimapingu.
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Obr 16. Grafické znazornéni primérnych hodnot namapovanych ,readi“ a mnohocetného
pfitazeni ,,readu” pro typy rostlin (WT a VAK) a jednotlivé faze experimentu (CTRL — kontrola
pted stresem, S — prib¢h stresu, R12H — 12 hodin po revitalizaci, R2T — 2 tydny po
revitalizaci). M — namapované ,,ready, MA — ,;ready” s multimapingem

4.3 Kvantifikace ,,readu“

Vystupni soubory ziskané procesem mapovani na referencni genom pomoci programu
TopHat2, byly zpracovany programem FeatureCounts, ktery slouzi ke kvantifikaci
,readu’ ziskanych v procesu sekvenovani.

Program FeatureCounts poskytl uzitecné informace o ,,readech® (Pfiloha 2),
ato jmenovité 0 poctu ,readid”, které byly mapovany do oblasti gent, které jsou
jizanotovany, tedy poddavd  zpravy o  anotované  oblasti  reference.
Nejvyssi pocet ,,readd v anotované oblasti mél vzorek CTRL_WT_ 1 (Ptiloha 2)
a naopak  nejniz§i pocet  ,readd“ byl nalezen u vzorku S WT 2
(Pfiloha 2). Déale se diky tomuto programu ziskaly informace o ,;readech®, u kterych
nelze piesné ur€it, ve kterém genu se nachazi, nebot zasahuji soucasn¢ do oblasti
dvou gent. A program také podal zpravy o multimapingu, kdy se vtomto
piipadé mohou ,,ready* mapovat na vice mist v referenénim genomu.

Pro analyzu je vyznamna také neanotovand oblast reference. Jedna
se 0 ptipad, kdy ,,ready” nejsou umistény v oblasti zaddného anotovaného genu.

Tato oblast je dilezita z toho divodu, ze mize obsahovat oblasti, ve kterych mohou
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byt anotovany nové izoformy, piipadn€ i dosud neanotované geny které je naslednou
bioinformatickou analyzou mozné anotovat a nasledné také kvantifikovat.
Nejvyssi a nejnizsi pocet ,,readi, které se vyskytovaly v této oblasti, mély opét vzorky
CTRL_WT_1aS_WT_2 (Priloha 2).

Analyzou procentualniho rozdéleni (Obr. 17) jednotlivych oblasti, do kterych
byly ,,ready* mapovany, bylo zjiSténo, ze oblast, obsahujici nejvyssi pocet ,,readd”
zahrnuje ,,ready* v anotované oblasti sekvence. Tato skute¢nost ukazuje na pomérné

dobrou kvalitu anotace referen¢niho genomu, ktery postihuje vétSinu unikétnich ,,readi*

namapovanych na referen¢ni genom.
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Obr 17. Procentualni zastoupeni vyskytu ,,readi“ v oblastech referen¢niho genomu. Fialova
barva — neanotovana oblast reference, zelena barva — nepiifazené ,ready” v disledku
mnohocetného pfifazeni, modra barva — anotovana oblast reference.

U téméf vSech vzorkii byl nalezen podobny pomér ,readi” namapovanych

O cC

do oblasti jiz anotovanych gent. Pocet ,,readi* témét vSech vzorkt v anotované oblasti
odpovidal necelym 70 % z celkového poétu namapovanych readi. Oblast multimapingu
zahrnovala 10 % 2z celkového poctu ,readd. Vyskyt ,readt” tohoto druhu je
zde o¢ekavan, a to piedev§im z divodu vyskytu repetitivnich sekvenci v referenénim

genomu. Vyskyt ,readi v neanotované oblasti odpovidal cca 20 % z celkového

CN19 CN19

poctu namapovanych ,,readii* u vSech vzorkl. Tento podil ,,readii* mize byt zapti¢inén
jednak mirnymi neshodami readdl ziskanych v pribéhu sekvenovani se zvolenou

referenci nebo také skuteCnosti, ze v referenénim genomu pouzitém pro tento
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experiment stale jesté nejsou exaktné popsany vSechny geny, které podléhaji transkripci
do mRNA.

Pocet readli, kter¢ nemohly byt jednozna¢né piifazeny, naptiklad v dusledku
preryvajicich se genli se pohyboval na velmi nizkych hodnotach v fadech tisicti a tudiz
I jeho procentualni podil na celkovém pocétu namapovanych ,readi“ dosahoval
zanedbatelnych hodnot. Z toho diivodu, tyto hodnoty v grafu (Obr. 18) nejsou pro svou
velikost fyzicky viditelné.

Hodnoty procentudlniho poméru se u analyzovanych vzorki R2T VAK 2
aS_WT_1 oproti hodnotam ostatnich vzorkd mirn¢ li§ily. Divodem byl vyssi
pocet ,readi” nachazejicich se v oblasti, kde podléhaji multimapingu. Této
oblasti totiz odpovidalo piiblizné¢ 16 % z celkového poctu ,readi” u obou danych
analyzovanych vzork. V anotované oblasti se nachazelo pouze cca 60 %
,readu”. Pocet ,readd“ v neanotované oblasti jiz spravné odpovidal 20 %
z celkového poétu namapovanych ,readd“ jako to bylo v ptipadé zbylych
vzorki a zanedbatelnému mnozstvi nejednoznacné namapovanych readd” opét

odpovidalo 0 %.

4.4 Kvalitativni a kvantitativni analyza alternativniho sestfihu

K ziskani dulezitych informaci o po¢tu nové detekovanych izoforem byly
pouzity programy  Cufflinks a  StringTie. Vystupem  programu  Cufflinks
byly ¢tyfi vystupni  soubory, pro analyzu byl vybran soubor transcripts.gtf
obsahujici udaje o Uspésné nalezenych izoformach. NejdulezitéjSimi charakteristikami
pro dal8i analyzu byl relativni vyskyt izoformy ve fragmentech na kilobazy na milion
mapovanych fragmentli (FPKM) a hodnoty urcujici pokryti transkriptu mapovanymi
ready*.

Kazdé jednotlivé izoformé v souboru odpovidal jeden tadek ve vystupnim
souboru. Pro zjiSténi poctu nové detekovanych izoforem byly vybrany pouze
transkripty, jejichz pokryti pfesahovalo 100 (byly tedy minimalné 100x pokryty
sekvenovanymi ,,ready*). Ze ziskanych transkripti byly nésledné vybrany pouze ty,
které nebyly anotovany v pouzité referenci. Ziskané pocty nové definovanych izoforem

byly zobrazeny ve form¢ grafu.

40



Timto zpisobem byly analyzovany vSechny vzorky a bylo zjisténo, ze nejveétsi

mnozstvi nove detekovan}’/ch izoforem bylo nalezeno v analyzovaném vzorku S WT 1
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Obr 18. Grafické znazornéni mnozstvi nové detekovanych izoforem u vSech analyzovanych
vzorkd.

Analyza vysledktl ziskanych programem StringTie byla provedena podobné
jako u Cufflinks. Pro zjisténi poctu nové detekovanych izoforem byly opét vybrany
pouze transkripty jejichz pokryti presahovalo 100x a rovnéZ nebyly anotovany v pouZzité
referenci. Pocty ziskanych izoforem byly nasledné zpracovany do podoby grafu
(Obr. 19).

Vysledky analyzy pomoci StringTie poskytly vyrazné méné nové detekovanych
izoforem ve srovnani s programem Cufflinks (Pfiloha 3). Pfi srovnani vystupli z obou
programti byl v obou piipadech nalezen nejvétsi pocet nové detekovanych izoforem
uvzorku S WT 1. Pocet novych izoforem se u vzorki R12ZH_ VAK 1 a CTRL WT 1
pohyboval kolem 120, u vzorku S_WT_2 bylo nalezeno nejméné novych izoforem,
a to pouze 57 (Obr 19, Ptiloha 4).

V piipadé programu Cufflinks se ukazuje zvySeny vyskyt u vzorka podrobenych
stresu ve srovndni se vSemi ostatnimi vzorky. Tuto skuteCnost si lze vysvétlit,
ze v pribéhu stresu dochazi k odliSnému sestfihu transkriptl, a tudiz je mozné
detekovat rozdilné mnozstvi novych izoforem mezi vzorky odebranymi v pribéhu

stresu a vzorky odebranymi pfed a po stresu. Ovéfeni této hypotézy by ovSem
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vyzadovalo hlubsi porovnéani ziskanych transkriptd predevsim na urovni sekvenci
arovnéz blizsi studium diferencidlni exprese izoforem, které jsou témito sekvencemi

reprezentovany.
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Obr 19. Grafické znazornéni mnozstvi nové detekovanych izoforem, které byly zjistény pomoci
programu StringTie.

V ramci kvantitativni analyzy izoforem byla zvlastni pozornost vénovéana
vybranym genim CKX (cytokinin oxid4dz/dehydrogenaz) které jsou zapojeny
do degradace cytokininii. Pro naslednou analyzu byly vybrany geny CKX5 a CKX11
jelikoz pouze tyto geny dosahovaly dostate¢ného pokryti ve studovanych vzorcich,
které dosahovalo alesponl desetinasobného pokryti pro cely gen. Vysledky pro tyto geny
byly zpracovany do tabulky, kde jsou uvedeny normalizovan¢é FPKM hodnoty
pro srovnavané skupiny vzorkl (Tab. 2).

Na zaklad€ tidaji v tabulce bylo zjisténo, Ze u transkriptu CKXS5.1 byly nalezeny
rozdily hodnot FPKM v prib¢hu stresu a nasledném revitalizaénim procesu ve srovnani
s hodnotou zjisténou pired stresem. To ukazuje na zménu exprese této izoformy
v pribéhu vystaveni stresu coz koresponduje s piedpokladem zapojeni cytokinina
Vv adaptaci rostlin na abioticky stres. Mirné zmeény v genové expresi transkriptu CKX5.2
mohou naznacovat regulaci celkové hladiny exprese genu CKXS5 pomoci alternativniho
sestfihu, nicméné pro exaktni zhodnoceni naristu této izoformy je tfeba ovétit expresi
této izoformy dal§imi molekularné biologickymi metodami, kde jako ptiklad Ize uvést

napiiklad vhodnou techniku PCR. Nejvyssi exprese genu CKXS5 byla dosazena u vzorkl
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odebranych 12 hodin po revitalizaci. Nasledn¢ jiz hodnota exprese genu CKXS5 klesala
ptiblizné¢ na polovinu coz bylo pozorovano u vzorkdl odebranych dva tydny po
revitalizaci. Mezi WT a mutantnimi rostlinami nebyly zaznamendny vyrazné rozdily

mezi jednotlivymi asovymi body ve kterych byly odebirany vzorky.

Tab. 2: Normalizované hodnoty FPKM pro srovnavané skupiny vzorkti. VAK — mutantni
rostliny s vakuolarnim AtCKX1; WT — divoky typ rostlin; CTRL — vzorky pfed stresem; S —
vzorky v pribéhu stresu; R12H — vzorky 12 hodin po stresu; R2T — vzorky 2 tydny po stresu.

Analyzované geny
Analyzované vzorky

CKX51 CKX52 CKX111 CKX11.2

CTRL_VAK 3,55 0,13 2,24 0,21
S_VAK 3,44 0,06 *ND *ND
R12H_VAK 6,07 0,18 2,52 2,03
R2T_VAK 3,34 0,34 2,47 *ND
CTRL_WT 4,47 *ND *ND *ND
S_WT 2,45 0,28 *ND *ND
R12H_WT 7,42 0,13 2,41 1,78
R2T_WT 2,62 0,1 2,28 1,25

*ND — nenamétené hodnoty (not detected)

Transkripty genu CKX11 poskytly méné informaci ve srovnani s transkripty
ugenu CKXS5. Nejvyssi exprese téchto transkripti byla opét nalezena u vzorki
odebranych 12 hodin po revitalizacnim procesu, a to jak u vzorkdt WT, tak i u vzorkl
z mutantu. Tato shoda s expresi transkriptli genu CKX5 rovnéz podporuje hypotézu,
ze v pribéhu stresu dochazi k zapojeni genti pro CKX do procesu adaptace rostlin na
stres suchem. Ve srovnani s genem CKXS5 jsou ovSem u genu CKXI11 poskytnuty
zajimavéjsi informace o zastoupeni izoforem tohoto genu v pribéhu stresu. Za zajimavé
Ize urcité povazovat zménu zastoupeni transkriptu CKX11.2 v pribéhu revitaliza¢niho
procesu, ve srovnani se stavem pied aplikaci stresu u vzorka z WT. Je ocividné,
ze U WT dochazi k vyraznému nartstu exprese transkripti CKX11.2 coz ukazuji nartst
hodnot FPKM z hodnoty 0,21 na hodnotu 2,03. U mutantli v po¢ate¢ni fazi experimentu
neni mozné ani jednu z uvedenych izoforem detekovat, nicméné v prubchu
revitalizacniho procesu jsou pozorovany podobné hodnoty jako v piipadé WT vzorkd.
Skutecnost, zda je nemoZnost detekovat expresi izoforem genu CKXI11 zplsobena

velmi nizkou expresi téchto izoforem v mutantnich rostlinach, nebo nedostate¢nou

hloubkou sekvenovani bude pravdépodobné nutné ovétit pomoci vhodné PCR techniky.
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U genu CKX11 rovnéz nebyly pozorovany vyrazné rozdily v genové expresi mezi WT
a mutantem v pozorovanych ¢asovych bodech.

Celkove vysledky ziskané v ramci kvantitativni analyzy genti CKX ukazuji
na zapojeni téchto genti v procesu adaptace rostliny na stres suchem, a to jak
U mutantnich rostlin, tak i u rostlin WT. Zajimavou skuteCnosti je zména exprese
izoformy CKX11.2 u WT rostlin v reakci na revitalizani proces po aplikaci stresu
ve srovnani s transkriptem CKX11.1 u kterého jsou pozorované hodnoty pouze mirné

odlis$né.
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5 ZAVER

Bakalatska prace byla zaméfena na analyzu RNA-Seq dat jeCmene setého s ohledem
na identifikaci novych izoforem vzniklych alternativnim sestfihem, vyuzitim
bioinformatickych programii slouzicich k tomuto ucelu. U sledovanych vzorkl byla
rovnéz provedena kvantitativni analyza vybranych genti CKX a jejich izoforem ve
sledovanych ¢asovych bodech pted stresem, v priibéhu stresu suchem a 12 hodin a dva
tydny po zahajeni revitalizacniho procesu.

Teoreticka &ast bakalaiské prace je strukturovana do &tyf kapitol. Uvodni
kapitola je zaméfena na popis jeCmene setého a jeho vyuziti v zemédé€lstvi
a k vyzkumnym tc¢elim. Druhd kapitola je v€novana rozdéleni cytokininii a jejich
zapojenim do dilezitych fyziologickych procest a posledni odstavec kapitoly popisuje
jejich biosyntézu. Treti kapitola teoretické casti se zabyva rostlinnym stresem,
konkrétné jeho rozdélenim na abioticky a bioticky a jejich plisobenim na rostlinu.
Nasledujici kapitola je vénovana popisu kodujicich a nekodujicich oblasti prekurzorové
mRNA a také popisem sestithovych mist. Nasledné se kapitola zabyva alternativnim
sestithem, rozdélenim variant alternativniho sestfihu a také jeho samotnym
prib&hem. Posledni patad kapitola se zabyva rozdélenim a popisem metod a jim
pfisluSnym programiim slouZicich ke kvalitativni a kvantitativni analyze alternativniho
sestiihu.

Experimentalni ¢ast byla zahijena kontrolou kvality sekvenacnich dat.
Nasledné byla provedena optimalizace procesu mapovani na referenéni genom
pomoci programu  TopHat2. Data  ziskand timto procesem byla dale
zpracovana programem na kvantifikaci ,readd” featureCounts. Dal§im krokem
byla kvalitativni analyza transkriptd a k tomuto Gc¢elu byly pouzity programy Cufflinks
a StringTie. Naslednou analyzou vystupli z téchto programii, byl zjiStén pocet
nove detekovanych izoforem a bylo zjisténo, ze programy poskytuji rtizné informace
coz je pravdépodobné zplisobeno odlisSnym algoritmickym ptistupem k jejich detekci
a klasifikaci.

Poslednim tkolem experimentdlni Casti byla analyza genti cytokinin
oxidaz/reduktdz (CKX). Informace o téchto genech byly zjiStovany na zéaklade
vysledkit  poskytnutych programy Cufflinks a StringTie a bylo zjisténo,
ze pouze geny CKX5 a CKX11 maji dostatecné pokryti pro cely gen a tedy pouze tyto

geny byly vybrany pro kvantitativni analyzu izoforem. Naslednou analyzou bylo
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zjiSténo, ze u téchto genli nedochazi k vyraznym zméndm mezi rostlinami WT
a rostlinami mutanta AtCKX1. S pomoci kvantitativni analyzy byly ovSem odhaleny
zmény v expresu jednotlivych izoforem v prabéhu aplikace stresu a v ramci nasledného

revitaliza¢niho procesu, a to jak u rostlin mutantnich, tak i u rostlin WT.
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7 PRILOHY

7.1 Priloha 1 — Tabulka s vysledky programu TopHat?2

13

Tab. 3: Vysledky optimalizace procesu mapovani, hodnoty namapovanych ,readt
a mnohocetného pfifazeni vyjadieno v procentech.

Nazev vzorku * N=2 N=4 N=6 N=8 N=10 N=12 N=14

CTRL_VAK_ 1 M 936 951 946 933 917 90,0 89,2
MA 48 4,9 4,9 4,9 4,9 4,8 4,5
CTRL_VAK_2 M 935 950 946 933 916 89,8 89,0
MA 45 4,6 4,7 4,7 4,7 4,6 4,4

CTRL_WT 1 M 935 950 946 932 915 896 888
MA 43 45 45 45 45 44 41
CTRL_WT 2 M 937 955 950 935 91,7 898 889
MA 32 34 35 35 34 33 3.1
R2T_VAK_2 M 918 937 935 925 912 89,7 89,1
MA 65 67 67 67 67 66 6,5
R2T_VAK_1 M 935 950 946 931 914 895 887
MA 35 37 37 37 37 35 33
R2T_WT 2 M 940 952 947 932 914 895 886
MA 29 30 30 30 29 27 2.4
R2T WT 1 M 939 952 946 931 91,3 893 885

MA 30 31 31 31 31 29 2.6
R12H_VAK_2 M 934 948 943 930 91,2 894 886
MA 50 51 51 52 52 50 4.9
R12H_VAK_1 M 942 957 950 934 915 895 886
MA 32 34 34 343 33 31 2.9

R12H_WT 2 M 941 955 950 936 918 90,0 891
MA 38 39 39 39 39 37 3,5
R12H_WT 1 M 944 956 950 934 916 896 887
MA 37 38 38 38 38 36 33
S_VAK_1 M 945 956 950 935 915 895 887
MA 32 32 33 33 32 30 2,7
S_VAK_2 M 946 958 952 937 918 899 981
MA 28 29 29 29 28 26 23
S WT 1 M 90,6 922 926 921 91,1 900 895
MA 59 59 59 59 59 58 5,7
S WT 2 M 939 952 0947 932 913 893 885

MA 41 4,2 4,2 4,2 4,2 4,0 3,8
*M — namapované ,,ready*, MA — ,ready* podléhajici multimapingu
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7.2 Priloha 2 — Tabulka s vysledky programu FeatureCounts

Tab. 4: Vysledky kvantifikace ,,readi* pro parametr N = 4 s pomoci programu FeatureCounts.

Analyzované Anotovana Nejednozna¢né Multimaping Neanotovana
vzorky oblast namapované oblast
reference ready reference
CTRL_VAK_1 52 532 917 1 864 9744 434 15529 778
CTRL_VAK_2 50 665 937 2 060 8677799 13 998 367
CTRL_WT_1 60 004 052 1803 9627 429 16 725 399
CTRL_WT_2 45 951 406 1453 5021 898 12 378 095
R2T_VAK_1 51131828 2922 6321471 14 120 604
R2T_VAK_2 39 864 435 1789 10 880 291 11 873 213
R2T_WT_1 48 775764 3309 5083 590 14 384 051
R2T_WT_2 47 629 117 3575 4 621 308 13 753 980
R12H_VAK_1 51 516 850 3764 5623 142 14 191 055
R12H_VAK_2 48 755 165 6176 9415281 13673 736
R12H_WT_1 47 506 915 3280 6 302 958 13 148 715
R12H_WT_2 36 991 600 2 306 4914 854 9949 032
S_VAK_1 51 609 116 6 230 5732735 14 962 067
S _VAK 2 52 863 509 7424 4992 063 15 500 524
S_WT_1 49 213 813 2408 12 831 949 18 282 881
S WT_2 32764 804 5365 5015 709 9301428
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7.3 Priloha 3 — Tabulka s vysledky programu Cufflinks

Tab. 5: Tabulka spocty nové detekovanych izoforem jednotlivych analyzovanych vzorku
ziskanych pomoci programu Cufflinks.

Analyzované Pocet nové detekovanych
vzorky izoforem
CTRL_VAK_1 3837
CTRL_VAK_2 3443
CTRL_WT_1 3743
CTRL_WT_2 3238
R2T_VAK_1 3877
R2T_VAK_2 2535
R2T_WT_1 3594
R2T_WT_2 3558
R12H_VAK_1 3529
R12H_VAK_ 2 3235
R12H_WT_1 3478
R12H_WT_2 2206
S_VAK_1 4284
S_VAK_2 4801
S_WT_1 5248
S_WT_2 2836
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7.4 Priloha 3 — Tabulka s vysledky programu StringTie

Tab. 6: Tabulka spocty nové detekovanych izoforem jednotlivych analyzovanych vzorka
ziskanych pomoci programu Cufflinks.

Analyzované Pocet nové detekovanych
vzorky izoforem
CTRL_VAK_1 115
CTRL_VAK_2 97
CTRL_WT_1 124
CTRL_WT_2 102
R2T_VAK_1 93
R2T_VAK_2 83
R2T_WT_1 101
R2T_WT 2 94
R12H_VAK_1 118
R12H_VAK_2 97
R12H_WT_1 95
R12H_WT_2 87
S_VAK_1 109
S_VAK_2 96
S WT_1 130
S WT 2 57
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