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Abstrakt

Tato bakalarska prace obsahuje strucny uvod do problematiky nekodujicich malych
RNA u bakterii (SRNA). Zamétfuje se na jejich vlastnosti a funkce v organismu a to
konktrétné pro bakterii Clostridium beijerinckii NRRL B-598. Dale obsahuje popis
laboratornich metod pro stanoveni genové exprese a navrhuje postup pro identifikaci
malych nekodujicich RNA z dat ziskanych metodou RNA-Seq, pro zkoumanou bakterii
Clostridium beijerinckii NRRL B-598. V neposledni fadé dochazi k implementaci
navrzeného postupu v prostitedi MATLAB a zhodnoceni vysledkii ziskanych touto
metodou.

Klicova Slova
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Abstract

This bachelor thesis contains short introduction into bacterial small non-coding RNA
problematic. It is oriented on their features and functions in organisms, especially
in bacteria Clostridium beijerinckii NRRL B-598. Bachelor thesis also contains
description of various laboratory methods for gene expression determination
and suggests a detection method for small non-coding RNA in bacteria Clostridium
beijerinckii NRRL B-598. Suggested method works with data, which were obtained by
RNA-Seq technology. Within the framework of the bachelor thesis was suggested
method implemented in programming and numeric computing platform MATLAB and
its results were discussed.
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Uvod

V poslednich letech se, diky velikému posunu v oblasti detekce, analyzy a zpracovavani
dat na genetické urovni, otevira mnoho dvefi pro zkoumani metabolickych pochodu
a interakci ve vSech zivych organizmech.

Sekvenovani za vyuziti platforem Illumina, PacBio, Oxford Nanopore a dalSich,
umoznuje zisk novych, dosud nedetekovanych usekt genetické informace, a tim docilit
vétsiho prehledu o celkové struktufe genetické informace danych organizmi. Diky
témto sekvenaCnim postupim byla objevena fada novych informaci o nekodujicich
usecich RNA, které hraji komplexni a spletitou roli v regulaci genové exprese daného
organizmu.

Pro kazdy organizmus je genetickd informace unikatni a je tedy slozité pfi vysokém
poctu nové ziskanych dat presné detekovat neznamé useky genetické informace
a urcovat jejich funkce v organizmu. Pro tuto detekci vznika v poslednich letech mnoho
novych postupt avypocetnich metod, které maji za ukol detekovat pravé dosud
nedetekované useky a nalézt v t€chto nove obdrzenych datech ty tseky, které znamé jiz
jsou.

Tato bakalarska prace nastitiuje zakladni znalosti o bakteriich nekodujicich RNA,
prevazné o bakterialnich malych nekéddujicich RNA (sRNA) a o zakladnich dostupnych
metodach sekvenovani. Také se tato prace zabyva navrhem algoritmu, ktery z dat
ziskanych metodou RNA-Seq detekuje malé nekodujici bakteridlni RNA (sRNA)
u Clostridium beijerinckii NRRL B-598 ajeho néslednou implementaci. Navrzeny
implementovany algoritmus byl vyzkouSen na dostupnych datech o Clostridium
beijerinckii NRRL B-598 a na zavér byly vyhodnoceny vysledky detekce.
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1 Bakterie

Pocet formalné detekovanych druhti bakterii byl v roce 2011 stanoven na tficet tisic [1].
Odhaduje se, ze na Zemi existuje pies 1 milion druht bakterii. Bakterie se fadi mezi
jednobunécné prokaryotické organismy. Jejich butiky neobsahuji pravé jadro s jadernou
membranou. Bakterie patfi mezi mikroorganismy, jejich velikost se pohybuje nejcastéji
v maximalné desitkach mikrometra. [2]

1.1 Stavba bakterialni bunky

Tvar buriky bakterie je bud kulovity (kloky), nebo protahly (tyCinky). Zakladni
bakterialni builka je sloZzena z bunécné stény, cytoplazmatické membrany, cytoplazmy,
nukleoidu, plazmidd, ribozomu, vakuol, ¢i granul a inkluznich télisek [2]. Stavba
bakterialni buiiky je vyobrazena na Obr. 1-1.

hukleaid

MezozZom
rezewm material

cytoplazmatickd membrana
] -
' i

—~ ¥néjii membrana

, | bunéna sténa
cytoplazma plazmid
ribozormy

Obr. 1-1: Stavba bakterialni buriky. [3]

Bunécna sténa je pevny, tuhy utvar, ktery ma za ukol chranit obsah buriky bakterie
a drzet jeji tvar. Hlavni slozkou bunécné stény je peptidoglykan. Na zakladé slozeni
a stavby bunécné stény jsme schopni urcit, jestli se jedna o grampozitivni (tlusté
bunécné stény, barvi se ireversibiln€), ¢i gramnegativni bakterii (tenci, komplexngjsi
bunécna sténa, odbarvitelné). U nekterych bunek se na povrchu bunééné stény nachazeji
polymery, které tvori kolem buiky pouzdra ¢i slizovou vrstvu (tvorba bakterialnich
kolonii). Z povrchu buiiky bakterie mohou vyustovat dalsi struktury — biciky a fimbrie.
Biciky jsou dlouhé, velmi tenké utvary, diky kterym je bakterie schopna pohybu.
Fimbrie, nebo taktéz pili, jsou tenké vybézky, které bakterie vyuziva pro jednodussi
pfilnuti k podkladu. [2]

13



Cytoplazma vypliiuje prostor bakterialni buriky. Je ohraniena cytoplazmatickou
membranou, kterd ma velmi podobné slozeni jako u eukaryotickych bunék. Cytoplazma
obsahuje né€kolik nerozpustnych slozek. Mezi tyto slozky patii nukleoid (hlavni
chromozom) neboli nepravé jadro, které je slozeno zdvouSroubovicové kruhové
molekuly DNA. Tato DNA nese genetickou informaci dané bakterie. Dal§im Utvarem je
mezozom (u grampozitivnich bakterii), ktery je vyuzit pii replikaci deoxyribonukleové
kyseliné (DNA) v burice. [2]

Bakterialni ribozomy jsou oproti eukaryotickym ribozomim mensi, jsou slozeny
z ribonukleové kyseliny (RNA) a tvoii zhruba 40 % cytoplazmy. Plazmidy jsou malé
kruhovité ¢asti DNA umisténé volné v cytoplazmé, a jejich replikace je nezavisla na
nukleoidu. Plazmidy nemaji existencidlni vliv na preziti bakterie, ale mohou obsahovat
geny pro rezistenci vici nékterym antibiotikiim. [2]

Pro uchovavani energie a zivin slouzi u bakterii rizné inkluze (napf. inkluze
glykogenu ¢i lipidi). Fototropni bakterie zase obsahuji chromatofory, coz jsou Utvary
obsahujici pigmenty, které jsou schopné absorbovat slunecni zareni. Nékteré bakterie
také obsahuji vakuoly (plynové), coz jsou drobné vacky propustné pro plyny a vodu. [2]

1.2 DNA u bakterii

Deoxyribonukleova kyselina (DNA) je makromolekula skladajici se z podjednotek —
nukleotidi. Nukleotid je slozen z jedné purinové (adenin, guanin), nebo pyrimidinové
(cytosin, tymin) baze, fosfatové skupiny (zbytku kyseliny fosforecné) a pentozy
(deoxyriboza) [4]. Jedna se obvykle o dvouvldknovou molekulu. Nazorna ukazka
chromozomu u bakterie F. coli je vyobrazena na Obr. 1-2.

Obr. 1-2: Snimek chromozomu E. coli z elektronové mikroskopie. [5]
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Kazda molekula DNA tvortici hlavni chromozom u bakterie se musi nachazet ve
velmi kondenzovaném stavu tzv. svinutém genomu. V takto kondenzovaném stavu musi
byt kvili velikosti bakterie, ktera je prumérné v jednotkach mikrometri. Naopak délka
chromozomalni kruhové molekuly DNA dosahuje velikosti pres tisic mikrometrt.

Molekula DNA je tedy uspotfadana do piiblizn€ 50 jednotlivych smycek (domén),
které jsou spiralizovany, viz Obr. 1-3. Na udrzeni tohoto svinutého genomu se podileji
nékteré¢ proteiny a RNA. Ty mohou byt uvoliiovany pisobenim deoxyribonukleazy
(DNazy), ktera uvoliuje spiralizaci jednotlivych domén. Také mohou byt rozvolnény
pusobenim ribonukleazy (RNazy), ktera uvoliuje jednotlivé RNA z DNA, jez upeviuji
jednotlivé domény [4].

QO _, ) QO
QE\-\ (X Y

> stiih
Obr. 1-3: Znazornéni ¢tyf domén bakterialni DNA. Upraveno. [6]

1.3 RNA u bakterii

Ribonukleova kyselina (RNA) je makromolekula skladajici se, stejné jako DNA,
z podjednotek — nukleotidd. Nukleotid je slozen z jedné purinové (adenin, guanin), nebo
pyrimidinové (cytosin, uracil) baze, fosfatové skupiny (zbytku kyseliny fosforecné)
a pentdzy (riboza). V pyrimidinovych bézich se RNA lisi od DNA, kdy namisto
thyminu obsahuje bazi uracil. Také se li§i v pouzité pentdze. Pro genovou expresi
rozdélujeme RNA do péti zakladnich typu: transferova RNA (tRNA), mediatorova
RNA (mRNA), ribozomalni RNA (rRNA), mal4 bakteridlni RNA (sRNA). VSechny
tyto RNA vznikaji transkripci z DNA. Kromé mRNA jsou jejimi koneénymi produkty.
Pouze mRNA dale podléha translaci za vzniku proteind. [4]
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2 Clostridium beijerinckii NRRL B-598

Rod Clostridium je jeden z velkych bakterialnich rodu Citajici zhruba 150 druhd, jez
nekteré maji obrovsky potencial pro biotechnologické zkoumani [7]. Vyskytuji se
v pudach, vodnich sedimentech a v travicim traktu fady organizmd. Jsou ucastnici
v hnilobnych procesech a diky jejich schopnosti tvofit siln€ rezistentni spory, jsou
vysoce odolné va¢i nepiiznivym podminkam. Rada bakterii zrodu Clostridium ma
vyznamné patologické ucinky. Jedna se o relativn€ velké sporulujici bakterie, Casto Sirsi
nez 0,5 pum, které zaujimaji tvar tyCinek s biciky [8]. Jsou grampozitivni, ale svou
grampozitivitu mohou postupné ztracet. VeétSina druhli roste za silné anaerobnich
podminek. Vyjimku tvofi fada bakterii (C. perfringens, C. histolyticum), které jsou
schopny pfezit malé mnozstvi kysliku v prostiedi [9]. Diky jejich siln¢ anaerobnim
vlastnostem bylo az donedavna tézké snimi manipulovat a vyuzivat je tak pro
zkoumani na genetické urovni.

Clostridium beijerinckii NRRL B-598, pivodné pojmenovana jako Clostridium
pasteurianum NRRL B-598 [10], je sporulujici, kyslik tolerujici bakterie schopna
produkovat aceton-butanol a vodik. Schopnost rist v levném jednoduchém prostiedi,
stabilita degenerace kmene, dobra adaptace na kontinualni procesy a hlavné schopnost
produkce aceton-butanolu urcuji bakterii C. beijerinckii, jako skvélého adepta pro Sirsi
biotechnologické zkoumani [7]. Ukéazka C. beijerinckii je zobrazena na Obr. 2-1.

Obr. 2-1: Sporulujici Clostridium beijerinckii NRRL B-598:
1. T1 (3,5 h) — acidogenni faze; 2. T2 (6 h) — pfechod z acidogenni faze do
solventogenni; 3. T3 (8,5 h) — solventogenni faze; 4. T4 (13 h) — solventogeneze

a sporulace; 5. TS (18 h) — solventogeneze a sporulace; 6. T6 (23 h) — solventogeneze
a sporulace.
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3 Nekédujici RNA

Nekodujici RNA (ncRNA) jsou funkéni RNA molekuly wvznikajici transkripci
z templatové DNA, které nepodléhaji translaci na protein. Mezi hlavni nekodujici RNA
fadime transferovou RNA, ribozoméalni RNA, malou jadernou RNA, mikro RNA
a dalsi. U bakterii jsou tato kratka nekodujici RNA oznacovany jako malé RNA [4].

3.1 Transferova RNA (tRNA)

Transferova RNA neboli tRNA slouzi jako zprostiedkovatel, diky némuz se pfi translaci
na ribozomech jednotlivé aminokyseliny spravné vazou do polipeptidového fetézce
podle kodoni mRNA. tRNA jsou slozena z 70-95 nukleotidi a vytvareji tzv. strukturu
jetelového listu, viz Obr. 3-1. Pravé diky této struktufe ma tRNA jedinecnou vlastnost
vazat na sebe patficnou aminokyselinu za pfitomnosti enzymu aminoacyl-tRNA
syntetaza. Také diky tomuto tvaru ma tRNA oblast s antikodonem pro rozeznani
kodonu mRNA na zakladé komplementarity bazi amit misto kuchyceni na
ribozom. [4]

Kazdy ribozom ma4 tfi mista pro uchyceni jednotlivé tRNA. Jedna se o mista A, P
a E. Misto A slouzi k navazani tRNA nesouci aminokyselinu, misto P slouzi k navazani
této aminokyseliny do polypeptidového fetézce a misto E, kde se tRNA, ktera jiz nenese
aminokyselinu, odpojuje od ribozomu. [4]

Primarni struktura tRNA
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Obr. 3-1: Schéma primarni a sekundarni struktury tRNA. [11]
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3.2 Ribozomalni RNA (rRNA)

Ribozomalni RNA neboli rRNA slouzi jako funk¢ni stavebni Casti ribozoma, na kterych
dochazi k translaci a predpoklada se, ze hraje dulezitou roli ve tvorbé peptidovych
vazeb jako peptidyltransferaza [12]. rRNA je jednovlaknova a jen v nékterych ¢astech
tvoti strukturu dvojité Sroubovice [4]. Sekundarni struktura jedné z rRNA je zobrazena
na Obr. 3-2.

Ribozomy jsou slozeny zhruba z jedné poloviny pravé z rRNA a druhou polovinu
tvoti proteiny. Ribozomy se skladaji ze dvou podjednotek — z malé a velké podjednotky.
Tyto podjednotky se sestavuji pfi iniciaci translace, po ukonceni translace se znovu
rozpadaji a ¢ekaji na dalsi iniciaci [4].

o -"----.
AL,

Obr. 3-2: Sekundarni struktura 5.8S rRNA. Upraveno. [13]

3.3 5'a 3' neprekladana oblast, riboswitch

5' neptekladana oblast neboli 5' untranslated region (UTR) se nachazi v oblasti od
translaci. 5' UTR tedy nepodléhaji translaci, ale maji naopak regulacni funkci, kterou
translaci ovliviyji. U prokaryotnich organizml se v oblasti 5' UTR nachazi vazebné
misto pro ribozom tzv. Shine-Dalgarnova sekvence (AGGAGGU) a jeji délka byva
zhruba od 3-10 nukleotidd. U eukaryotickych organizmt délka saha az k tisicim bazi
[14]. 5' UTR obsahuji riboswitche, které reguluji jak transkripci, tak translaci
a celkovou stabilitu mRNA [15].

Riboswitch (RNA piepinac) je struktura obsahujici aptamer tj. RNA, ktera je
schopna na sebe navazat specifickou malou molekulu, a tzv. expression platform, jez
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meéni svou konformaci na zakladé vazby dané molekuly na aptamer. Na zékladé zmény
této struktury zavisi jednotlivé regulacni vlastnosti riboswitche na Grovni transkripce
1 translace a také ma vliv na celkovou stabilitu mRNA. [15]

3' neptekladana oblast neboli 3' UTR se nachazeji na mRNA ihned po termina¢nim
kodonu (UGA, UAA, UAG). 3' UTR tedy nepodléhaji translaci, ale obsahuji oblasti
regulujici translaci. Maji celkovy vliv na stabilitu dané mRNA a také maji vliv
na polyadenylaci, tj. procesu, kdy se na mRNA navazuje poly-A konec. Poly-A konec
se na konec mRNA navazuje na zakladé sekvence AAUAAA, kterou 3' UTR obsahuje.
3' UTR oblast také obsahuje oblasti, které jsou schopné navazat nékteré bakterialni
sRNA, které nasledné ovliviiuji genovou expresi [16]. Schéma eukaryotické mRNA
s vySe zminénymi strukturami je znazornéna na Obr. 3-3.
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Obr. 3-3: Schéma eukaryotické mRNA s 3' UTR, 5' UTR a poly-A koncem. Upraveno.
[17]

3.4 Mala jaderna RNA

Mala jadernd RNA neboli small nuclear RNA (snRNA) jsou kratké nekddujici RNA,
jejich funkci je prevazné ovliviiovat posttranskripéni dé€je u eukaryotickych organizmu.
S proteiny tvoii snRNA komplexni strukturu zvanou spliceozom, ktery provadi splicing
— umoznuje vystfizeni nekodujicich ¢asti — intronu, z primarniho transkriptu (pre-
mRNA) [4].

Mikro RNA neboli miRNA je mala nekodujici jednovlaknova RNA (délka 21-23
nukleotidl), vyskytujici se pfevazné€ u eukaryotickych organizmi. Svou funkci je
schopna ovliviiovat genovou expresi tak, ze se navaze na cilovou mRNA a zastavi
translaci, nebo zapficini rozpad této mRNA [18].

19



3.5 Malé bakterialni RNA

Malé bakterialni RNA neboli small RNA (sRNA) jsou RNA slozena z ptiblizn€ 50 az
300 nukleotidd. Jejich struktura je komplexni a obsahuje nékolik kmenovych smycek
[19, 20]. sRNA maji rizné posttraskripcni regulaéni ucinky plsobici na nezavislych
cilech genové exprese. Nejenom diky témto regulacnim ucCinkim sRNA jsou bakterie
schopné rychle reagovat na zménu podminek okolniho prostredi, ovlivnit ristové
procesy nebo fidit a ovliviiovat dalsi posttraskripéni faktory [20].

Prvni skupinka sRNA, které reguluji mRNA tim, Ze se na ni navazou kratkym
nedokonalym parovani bazi, jsou nazyvany také jako transkodované sRNA. Mnoho
z téchto sRNA se paruji bud’ v tésné blizkosti, nebo pfimo na ribozomalni vazebné
misto (RBS) — oblast, kterou se mRNA véaze na ribozom, a tim zabranuji dané
mRNA translaci na ribozomech [20].

Dal§i ztéchto sRNA naopak nasedaji na pfisluSnou mRNA dial od RBS
a znemoziuyji tak vytvoreni sekundarni struktury, ktera by mela za nasledek zabranéni
translace, nebo svou vazbou zvyS$uji i snizuji stabilitu dané mRNA [20].

Jak tyto sRNA rozpoznaji sva cilova mista na mRNA, 1 pfes moznou
komplementaritu se stovkami dal§ich mist podél celého genomu, neni doposud presné
znamo. Neékteré vyzkumy naznacuji, ze urCité sRNA vyuzivaji své vyssi struktury
(sekundarni, tercialni) pro detekci cilového mista. VétSina sRNA se vSak vaze na
jednotetézcové urovni a diky tomu se na tyto struktury nemizeme vzdy spoléhat. [20]

sRNA se vyznacuji svymi poly-U 3' koncem, ktery slouzi jako ochrana vuci
exonukleazam, enzymum schopnych Stépit jednotlivé nukleové kyseliny od koncu
molekul a tim je znehodnocovat. K vazbé na odpovidajici mRNA dochazi nej¢astéji na
5'konci SRNA, v oblasti zvané , seed region®, znazornéné na Obr. 3-4. [20]

Seed ..»"i—!fq
region A site.”

Terminator

Obr. 3-4: Znazornéni struktury SRNA s proteinem Hfq. [20]
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U gramnegativnich druhi bakterii sSRNA vyzaduji pro svou spravnou funkci
a stabilitu pfitomnost proteinu Hfq. Protein Hfq méa tendence k vazbé v oblastech
blizkych kmenové smycce SRNA bohatych na A a U a jsou schopny detekovat 3' konec
polyU dané sRNA. Jednotliva RNA se na protein Hfq vazou jak na proximalni, tak i na
distalni cast. Proto se na jediny Hfq protein muze vazat zaroveri vice jednotlivych RNA.
Diky této vlastnosti Hfq muze urychlovat vazbu sRNA na mRNA, stabilizovat vazbu
sRNA-mRNA ¢i ménit strukturu nékteré z téchto RNA. [20]

U grampozitivnich bakterii se zdalo, ze je protein Hfq postradatelny, ale naptiklad
studie o bakterii Listeria monocytogenes dokazuje, ze i u této skupiny bakterii mutize
Hfq zaujmout svou roli v regulaci [21]. Také u nasi sledované bakterie Clostridium
beijerinckii NRRL B-598 ukazuji sekvenacni studie, Ze obsahuje homologickou
sekvenci pro protein Hfq, a tedy 1ze predpokladat u¢inky tohoto proteinu na vazbu mezi
sRNA a mRNA [22]. Existuji i dalsi proteiny (YbeY protein), které maji vliv na funkci
a strukturu sRNA a u bakterii nedisponujicich genem pro Hfq protein [20]. Vazba Hfq
proteinu s SRNA je znazornéna na Obr. 3-5.

Htg distal face

Obr. 3-5: Vazba Hfq proteinu s SRNA RydC vyskytujici se u E. coli. [23]

Bakterialni malé RNA hraji také dilezitou roli ve stabilit¢ mRNA, kdy zabrariuji
jednotlivym RNazam navazovat se na 5' konce tim, ze se na tyto oblasti navazou sami.
Tim nedochazi ke §t€épeni mRNA a zvySuje se tak jeji stabilita. Tato vlastnost byla
pozorovana pii studii bakterii Streptococcus, kde tuto funkci zastupuje SRNA FasX.
Neékteré sRNA také ovliviiuji svou vazbou na specifické misto mRNA ucinky RNaz,
které na zakladé této vazby sRNA-mRNA stépi mRNA na ur¢itém misté. Naopak
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nekteré RNazy maji schopnost §tépit SRNA navazané na mRNA a tim ovliviiovat jejich
regulacni vlastnosti. [20]

Dalsi vlastnosti nékterych sRNA je interakce se specifickymi proteiny. Jak uz bylo
uvedeno vyse, protein Hfq je protein napomahajici ke spravnému navazani jednotlivych
sRNA na cilovd mista mRNA. Existuji vSak 1 jiné interakce mezi sSRNA a proteiny,
které svou vazbou ovliviiuji aktivitu téchto proteind a u nékterych ma dopad na jejich
enzymatickou aktivitu. Jiné SRNA mohou také spojovat jednotlivé proteiny k sobé a tim
vytvaret slozitéjsi struktury. [20]

Cast SRNA reguluji vice konednych cild a ndkteré mRNA & proteiny jsou
ovlivilovany vice nez jednou sRNA. Tim dochazi ktvorbé velmi spletitych
a komplexnich regulacnich siti, viz Obr. 3-6, které ovliviiuji celkovou genovou expresi
v organizmu. [20]
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Obr. 3-6: Cast reguladni sité pro E. coli. Obdélniky piedstavuji jednotlivé sSRNA a ovaly
odpovidaji regulovanym cilovym mRNA. Upraveno. [20]
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4 Laboratorni techniky pro stanoveni genové
exprese

Existuji dva hlavni divody proC se zabyvat studiem genové exprese. Prvnim z nich je
urceni, které tkan¢é exprimuji jaké geny. Tyto informace mohou pomoci pfi indikaci
jednotlivych fyziologickych funkci daného koédovaného proteinu. Druhym, ne méné
dilezitym divodem, je detekce a urCeni funkci jednotlivych regulatorti genové exprese.
V dnesni dobé se ke stanoveni genové exprese vyuziva nékolik metod, které si
predstavime v nasledujicich kapitolach. Schéma genové exprese je znadzornéno na Obr.
4-1.
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Obr. 4-1: Schéma genové exprese. [24]
(a) Znazoriuje GE u prokaryot, kdy transkripce 1 translace probiha zaroven
v cytoplazmé buriky, (b) znazoriiuje GE u eukaryot, kde transkripce probiha v jadie
bunky a translace na ribozomech v cytoplazmeé.

Genova exprese (GE) je proces, pii kterém je genetickd informace z DNA prenesena
do polypeptidového fetézce proteinu. Genova exprese je provadéna ve dvou zakladnich
krocich — transkripci a translaci [4].

Pii transkripci dochazi k pfepisu genetické informace obsazené v sekvenci
nukleotidd DNA do sekvence nukleotidd RNA na zakladé komplementarity bazi. Této
RNA se fika mediatorova RNA (mRNA). U eukaryotickych organismi probiha
transkripce v bunécném jadie za vzniku pre-mRNA. Posléze prochazi tato mRNA jesté
posttranskripnimi Upravami, kdy jsou vystiizeny za uCasti SnRNA z pre-mRNA introny
(¢asti, které nenesou informace o proteinech) a jsou upraveny jejich 3' a 5' konce. Tim
ziskavame finalni molekulu mRNA, ktera vystupuje z bunééného jadra do cytoplazmy
a podléha translaci. U prokaryotickych organismt probiha transkripce volné
v cytoplazmé a je ziskan primarni transkript, ktery odpovida vysledné molekule mRNA,
ktera nasledné podléha translaci. [4]
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Translace je déj, ktery probiha na ribozomech (makromolekularni struktury slozené
z 3-5 rRNA a 50-90 proteinil) umisténych v cytoplazmé. Pti translaci se informace ze
sekvence nukleotidd mRNA pieklada do polypetidového fetézce vysledného proteinu.
Translace se ucastni i transferové RNA (tRNA), které maji za ukol pfivadét jednotlivé
aminokyseliny na ribozom. Pfipojeni spravnych aminokyselin na jednotlivé tRNA
probiha za pomoci enzymu nazyvajicich se aminoacyl-tRNA-syntetazy. Kazdé
aminokyselin€ pfipada jednou az ¢ty tRNA na zaklad€ tzv. genetického kodu. [4]

4.1 Northern blot

Northern blot je metoda urCend k méfeni velikosti a mnozstvi transkriptu RNA.
Zakladnim principem je déleni RNA dle velikosti a detekce na membrané za pomoci
hybridiza¢ni sondy se sekvenci baze komplementarni k celé¢, nebo k Casti cilové
RNA. [25]

Prvnim krokem je extrakce celkové RNA zbuiiky za uziti chaotropniho cinidla
(latka schopna naruSovat vodikové vazby). Tyto cCinidla denaturuji proteiny, vcetné
RNaz. Dale mizeme zahrnout do postupu izolaci jednotlivé mRNA. Kizolaci se
vyuziva poly-A+ konce mRNA za uvziti celulézové chromatografie, kde jsou pouzity
oligo-T kolony. Tyto vzorky RNA oddélujeme gelovou elektroforézou na agarovém
gelu podle velikosti. Poté nasleduje proces zvany blotovani, kdy je danda RNA
pfenesena z agarového gelu na nylonovou membranu. Vyuziva se predevsim kladné
nabitych nylonovych membran, diky jejich vysoké afinit€ k zapornym nukleovym
kyselinam mRNA a vyssi odolnosti. [26] Schéma metody Northern blot je vyobrazeno

na Obr. 4-2.
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Obr. 4-2: Schéma zobrazujici postup metody Northern blot. [26]
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Pro blotovani se vyuzivaji dvé hlavni metody — kapilarni a vakuova. Tradi¢néjsi a na
vybavu méné narocna metoda je kapilarni blotovani. Jeji nevyhodou je vsak délka trvani
(4-18 h). Na rozdil u technicky naro¢né€jsiho vakuového blotovani je ¢as vyrazné kratsi
(1-2 h), a proto se v posledni dobé vyuziva ve vétsi mife. Vysledny blot na nylonové
membrané obsahuje piesny obraz rozdélenych mRNA z agarového gelu. [26]

Po blotovani nasleduje ukotveni mRNA na nylonovou membranu. K tomuto se
vyuziva bud’ UV svétlo, nebo vyssi teploty, které zapficini vznik kovalentni vazby mezi
mRNA a membranou. [26]

Pro pfipravu hybridiza¢ni sondy je zakladem, aby byla sonda cCastecné, nebo
kompletné komplementarni ke sledované mRNA. Pro sondy se vyuzivaji
komplementarni DNA (cDNA), RNA nebo oligonukleotidy, které maji se sledovanou
mRNA minimaln€¢ 25 komplementarnich bazi. Sonda je nadale oznaCena bud’
radioaktivnimi izotopy (**P), nebo chemiluminiscenci. Po oznadeni je sonda
hybridizovana s mRNA na membrané. Poté dochazi k postupnému promyvani, kdy jsou
odplaveny prebytecné zbytky sondy tak, aby na membrané zbyly jen oznaCené Casti
mRNA. Vysledny obraz je ziskdn za pouziti rentgenového filmu a vysledky
kvantifikovany denzitometrii. [26]

4.2 SAGE

SAGE (serial analysis of gene expression) je metoda, jenz umoziiuje urcit absolutni
Cetnosti jednotlivych transkriptd exprimovanych v populaci bunék. [27]

Metoda SAGE je zalozena na dvou predpokladech. Prvni z piedpokladi vyuziva
toho, ze oznaCené nukleotidové sekvence o délce 9-10 nukleotidi jsou dostateCnym
identifikatorem jednotlivych transkripti, nebot sekvence o délce 10 nukleotidi je
schopna rozpoznat az 1048576 jednotlivych transkriptl (4!°). Druhym piedpokladem je,
ze kratké oznaCené sekvence mohou byt zfetézeny a mohou tak byt sériové
sekvenovany v jednom klonu. U této sekvenace je vSak dulezité rozeznat zalatky
a konce jednotlivych oznaceni danych sekvenci. [27]

Prvnim krokem u metody SAGE pro analyzu exprese mRNA je syntéza cDNA
z mRNA za pouziti biotin-oligo(dT) primeru. Tato nové vznikld dvouretézcova cDNA
je nadale §tépena za pouziti restrikéni endonukleazy. Restrik¢ni endonukleaza je kotvici
enzym, ktery je schopny stépit DNA na specifickych mistech. [27]

Dale jsou casti, které byly Stépeny restrikéni endonukledzou nejblize k poly-A
konci, navazany na streptadivin. Tyto ¢asti cDNA navazanych na streptadivin jsou
rozdéleny na dvé poloviny a kazda z téchto polovin je oznafena enzymem (linkerem)
navazanym na misto cDNA, kde probéhla restrikce. Nasledné¢ dochézi k dal§imu
Stépeni, kdy je odstfizen od oznacenych cDNA streptadivin. Tyto useky uvolnéné od
streptadivinu s jednotlivymi linkery se spoji v jeden dlouhy fetézec. [27]
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Tento fetézec nadale slouzi jako templat pro PCR (polymerazova fetézova reakce)
se specifickym oznaCenim (primery) na obou stranach. Vysledkem amplifikace
(namnozeni) jsou dvé sekvence spojené svymi konci, ohrani¢ené misty pro kotvici
enzym a neobsahuje linkery. Timto je vytvofen tzv. konkatemer — dlouhd molekula
DNA obsahujici mnohondsobné kopie stejné ¢asti DNA, ktera je nasledné klonovana
a sekvenovana. [27] Cely tento postup je znazornén na Obr. 4-3.

L — Y. | S Y .

1. y———TTT- 8 F———TTT- &
2 LAA + — AN
T —TTT-&0
C— M
4 —T ==

— — 20000
— - 000

e e e e e e = = e e =

O Marmal

M Pieease |

E aprossion Levels

(i
LL

Obr. 4-3: Schéma znazoriujici metodu SAGE. Upraveno. [28]
1. Syntéza cDNA pomoci biotin-oligo(dT) primeru; 2. Stépeni kotvicim enzymem

Gene Prvducts

a navazani streptadivinu; 3. Rozdéleni na dvé Casti a oznaceni jednotlivych Casti
linkery; 4. Odstfizeni streptadivinu; 5. Spojeni fetézcu Casti s odliSnymi linkery v jeden
fetézec; 6. PCR, sekvenovani; 7. Analyza dat.
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4.3 Reversné transkrip¢ni kvantitativni PCR

Reverzné transkripcni kvantitativni PCR (RT-qPCR) je v dne$ni dobé jedna
z nejrozsifenéjSich a nejdostupnéjsSich metod pro stanoveni kvantity mRNA. Jedna se
o fluorescencni metodu, ktera pracuje v realném Case. [29]

Prvnim krokem je u RT-qPCR pravé reverzni transkripce, kdy je bud’ celkova RNA,
nebo cilovda mRNA transkriptovana do cDNA. Pro tento prepis se nejcasteji vyuziva
smés oligo(dT), nahodnych ¢i specifickych primert. Tyto primery nasedaji na vlakno
RNA. Enzymy reverzni transkriptazy (RT) jsou potiebné k zahajeni syntézy. Casto
pouzivanymi enzymy jsou enzymy s relativné vysokou tepelnou stabilitou. Vyuziva se
reverzni transkriptdza ziskana z viru ptaci myeloblastézy nebo Molonayova mysSiho
leukemického viru [30]. Nasledné je vyuzito funkce RNazy H, kterd odstfihne RNA
z duplexu RNA-DNA a dovoli tak dokoncit syntézu dvouvlaknové cDNA. [29]

Poté probihd zahtati smési na vysokou teplotu (okolo 70 °C) tak, aby doslo
k inaktivaci RT. Takto ziskana cDNA je nasledné pouzita jako templat pro kvantitativni
PCR, kde je pozadovana RNA amplifikovana a v jednotlivych cyklech detekovana.
V dnesni dobé se pro PCR pouzivaji fluorescenéné znacené nukleové kyseliny, které
umoziuji real-time detekci. [29]

Existuje jednostupiiova a dvoustupiiovda RT-qPCR. Jednostupriova RT-qPCR
kombinuje oba hlavni kroky (RT i PCR) v jediné zkumavce, ve které jsou pfitomny
vSechny potiebné latky. Naopak dvoustupiiova RT-qPCR probiha jednotlivé ve dvou
zkumavkach se specifickymi primery a postupy, jak je zndzornéno na Obr. 4-4. [29]

MRNA A i o

+ Oligo(dT)s
RT + Random Primers
( + Sequence-specific Primers )
Pol
> DNA Pol &, 2 2
St £l
e Buffer + o
o dNTPs
Sequence-specific o -
Primers J@Aﬂ.ﬂ;‘iﬂf[ >
cDNA e
Sequence-specific
Primers
RT-gPCR RT gPCR

Obr. 4-4: Schéma jednostupiiové a dvoustupnové RT-qPCR. [29]

4.4 Digitalni PCR (dPCR)

Metoda digitalni PCR (dPCR) je jedna z novéjSich metod, kterda umoziiuje analyzu
z malého mnozstvi materiadlu s vysokou kvantifikaci ziskaného vysledku bez nutnosti
vyuziti kalibra¢nich kfivek. Pfi dPCR je reak¢ni smés obsahujici analyzovany vzorek
rozdélena do velkého poctu reakénich podild. V kazdém z téchto podili nasledné
probihd vlastni amplifikace pomoci PCR. dPCR vyuziva stejné slozky, jako jsou
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vyuzity u RT-qPCR, v¢etné fluorescencniho znaceni. Pfi vyhodnocovani je ziskana jako
odpoveéd’ sérii jedni¢ek a nul. Jednic¢ka nam znaci pozitivni nalez v daném reakénim
podilu, nula znaci, ze v daném reak¢énim podilu nebyl detekovan dostatek analyzované
DNA (detekce nepiekrocila stanovenou detekcni hranici). Diky tomuto binarnimu
zapisu vysledku ziskala tato metoda svij nazev ,,digitalni PCR*. [31]

Pro rozdéleni reakéni smési do jednotlivych reakénich podilt existuji dvé metody.
Prvni metoda vyuziva mikro¢ipy — &ipova dPCR (cdPCR). Cipy rozdéluji smés do
presné daného mnozstvi mikrojamek (komurek). V dneSni dobé se jedna
o poloautomatické ¢i automatické pristroje. Druha metoda — kapickova dPCR (ddPCR),
vyuziva emulgace vzorku. Reak¢ni smes je smichana s olejem a stabilizatory. Nasledné
je reakéni smés rozdélena na mikrokapi¢ky za pomoci tzv. generatoru kapek, tyto
mikrokapicky jsou preneseny na mikrotitracni desticky a probiha na nich emulzni PCR.
Vysledky jsou snimany cteCkou kapek, ktera je schopna analyzovat zhruba 1000 kapek
za jednu sekundu. [32] Schéma metody dPCR je zobrazena na Obr. 4-5.
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2. rozd¢leni do jamek 4. Analyza a vyhodnoceni

Obr. 4-5: Schéma metody dPCR. [32]

1. vzorek

Pocet kapicek, respektive poCet komurek a jejich objemy jsou zasadni pro urceni
detekCnich limitd dPCR. Dilezita je také nahodné rozdéleni reakéni smési do
jednotlivych reakcnich podild. Pro vysledny vypocet koncentrace analyzované DNA je
nutné znat objemy reak¢nich podila a jejich pocet a z nich poté znat pocet pozitivnich,
nebo negativnich podilt. [32]

4.5 DNA microarray

Metoda DNA microarray se stala jednou z nejpouzivanéjSich metod pro urceni relativni
koncentrace nukleovych kyselin ve smési a to diky skvélému poméru: pocet
sekvenci/cena. V dne$ni dobé existuje mnoho riznych metod microarray (DNA,
proteinova, ...). Zde se vSak zaméfime na DNA microarray. [33]
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Principem dvouvlaknové metody DNA Cipu je tzv. paralelni hybridizace cilové
smeési (znacena analyzovana cDNA) s tisice sondami (reprezentovany ¢asti nebo celym
genomem). Kazda ztéchto sond ma uréené presné misto na Cipu, jehoz povrch je
rozdelen miizkou na jednotlivé pole. Sondy jsou nejprve amplifikovany metodou PCR
a nasledné jsou kovalentné pfichyceny na povrch Cipu (nejCastéji ze skla, plastu ¢i
silikonu). Analyzovanou cDNA ziskavame reverzni transkripci z analyzované mRNA,
kterou pfi syntéze znacime fluorescencni barvou. Jinou fluorescen¢ni barvou oznacime
1 tzv. kontrolni cDNA slouzici pro komparativni hybridizaci. [34]

Tyto cDNA jsou nasledné zahtaty v horké lazni, rychle schlazeny a naneseny na
predem piipraveny &ip. Cip s nanesenou cDNA je poté ulozen v hybridizaéni komtrce
ve vodni lazni. Po hybridizaci dochézi k promyti ¢ipu a naslednému skenovani. Pfistroj
urCeny pro skenovani je slozen ze dvou laserti o riznych vinovych délkach. Lasery je
ozarten Cip a fluorescen¢ni barva, kterou byla oznacena cDNA, emituje charakteristické
zateni, které je detekovano a nasledné analyzovano. Cely postup metody DNA
microarray je znazornén na Obr. 4-6. [34]
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Obr. 4-6: Schéma metody DNA microarray. Upraveno. [34]

4.6 RNA-Seq

Metoda sekvenovani RNA (RNA-Seq) v poslednich letech postupné nahrazuje vyuziti
ostatnich metod pfi analyze genové exprese. Jedna se o uzite€ny nastroj pro analyzu
celého transkriptomu — nejen tedy mRNA, ale i ostatni nekddujici RNA. RNA-Seq je
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zalozena na platformach pro sekvenovani nové generace (NGS). Zatim bylo odvozeno
pfiblizné 100 riznych protokolt pro RNA-Seq. Zakladnim piedpokladem pro tspé€snou
analyzu metodou RNA-Seq je spravny vybér knihovny, hloubky sekvenovani a pocet
replikatt. [35]

Principem této metody je piipraveni cDNA knihovny, pro kratkd (Illumina), nebo
dlouha (PacBio) Cteni, urend pro nasledovné sekvenovani. Prvni krok pro pfiipravu
knihovny pro kratka Cteni spociva v extrakci pozadované RNA z buriky. V nékterych
ptipadech je ze vzorku RNA odstranéna rRNA (ta se ve vzorku vyskytuje ve vice nez
90% zastoupeni). Jestlize bude analyzovana pouze mRNA, lze pro jeji izolaci vyuzit
selekci na zakladé poly-A konci za pouziti oligo(dT). Pokud bude zkouman cely
transkriptom, mimo rRNA, je nutné rRNA ze vzorku odstranit. [35]

Nasledné dochazi k fragmentaci — ta muze byt enzymaticka (vyuziti endonukleaz)
nebo fyzikalni (teplo). Poté dochazi k syntéze reverzni transkriptazou, ¢imz vznika
cDNA knihovna. Jednotlivé cDNA jsou oznacCeny zjedné nebo obou stran adaptéry
(jejich charakter zalezi na zvolené metodé nasledného sekvenovani, mohou mit 1 funkci
tzv. barcodes — oznacuji pavod sekvenci). [35]

Jestlize vzorek nema dostateCnou koncentraci, je nutné tuto cDNA nejdiive
amplifikovat (i zde zalezi na zvolené metodé sekvenovani). K tomu se vyuzivaji rizné
PCR metody (emulzni, mustkova, ...). Timhle zpisobem lze ziskat fragmenty
o velikosti kratsi nez 200 bp. Pro odstranéni fragmentd mensi jak 150 bp a vétsich jak
200 bp jsou pouzivany specialni sondy. [35]

Ptiprava knihovny pro dlouha cCteni se priliS nelisi od pfipravy knihovny pro kratka
Cteni, nedochazi zde vsak k fragmentaci na tak kratké useky. Levnéjsi kratka Cteni se
obvykle vyuzivaji pro studium genové exprese u dobfe anotovanych organizmi, naopak
delsi Cteni je vhodnéjsi pro studium Spatné anotovanych transkriptd. Pfipravena
amplifikovana knihovna cDNA je nasledné sekvenovana. Pocet Cteni a jejich hloubka
zalezi na vybrané metodé sekvenovani (Illumina, PacBio, ...). [35]

Nasledné jsou jednotliva Cteni zpracovavana bioinformatickymi postupy -—
zarovnavani, sestavovani jednotlivych cteni (vyuziti referenéniho genomu, nebo
sestavovani novych neznamych transkriptd) a statistické analyzy zmén v genové
expresi. [36] Zakladni schéma metody RNA-Seq je nastinéno na Obr. 4-7.

Piima
metoda

RNA Dlouha
Cteni

Kratka cteni
Fragmenty RNA cDNA Ligace PCR Vybér dle Sekvenovani
syntéza adaptort amplifikace velikosti

Obr. 4-7: Schéma znazorfiujici zadkladni kroky metody RNA-Seq. Upraveno. [35]
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4.6.1 Ilumina

[Nlumina (dfive SOLEXA) je metoda sekvenace, kterd pracuje na zakladé sekvenace
kratkych cteni (Gseky do velikosti 250 bp). Po fragmentaci a nasledném navazani
odlisnych adaptord na jednotlivé konce, jsou fragmenty denaturovany a jsou
komplementarné navazany pomoci adaptorti na oligonukleotidy, které jsou pfichyceny
na povrchu tzv. flow cell (reakéni komurky). Nasledné dochazi k amplifikaci
mustkovou PCR. [37] Prubéh mistkové PCR je vyobrazen na Obr. 4-8.
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Obr. 4-8: Schéma mustkové PCR. [37]

Prvnim krokem pro mastkovou PCR je syntéza druhého vlakna dle ptavodni
templatové cDNA. Po dokonceni této syntézy je dvouretézcova molekula denaturovana
a puvodni templatova cDNA je omyta pry¢. Na flow cell zistava pouze nové
dosyntetizovana cDNA, ktera je na povrch pifichycena kovalentn¢é. Nasledné dochazi
k uchyceni volného konce cDNA ke komplementarnimu oligonukleotidu. Takto vznika
jednotetézcovy mustek. [37]

Poté dochazi k dosyntetizovani oligonukleotidu a tim ke vzniku dvouretézcového
mustku, jenz je nasledné denaturovan za vzniku dvou jednofetézcovych molekul. Kazda
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z téchto jednotetézcovych molekul ma jeden konec volny. S t€émito volnymi konci jsou
znovu uchyceny dle komplementarity bazi na blizké oligonukleotidy a cely proces se
opakuje. Timto zpisobem vznikaji na jednotlivych mistech reakéni komarky tzv.
clustery (mista, kde jsou amplifikovany stejné molekuly cDNA). [37]

Po uspésné amplifikaci mustkovou PCR dochazi k sekvenovani. Sekvenovani
u metody Illumina je zapoCato odstranénim reverznich vlaken a pfidani primert.
Nasledné jsou ptidany vSechny typy nukleotidd, které jsou oznaceny riznymi fluofory.
Také je do smési pfidana DNA polymerdza a reverzibilni terminatory — ty zapficinuji,
ze je v kazdém cyklu sekvenace navazan na vlakno pouze jeden oznaceny nukleotid. Po
uchyceni oznaceného nukleotidu dochazi k excitaci fluoroforu laserem a detekci
emitovaného svétla. Nakonec jsou odstranény reverzibilni terminatory a cely cyklus se
opakuje, dokud neni sekvenovany cely fragment cDNA. [37]

V dnesni dobé poskytuje firma Illumina nékolik typt pfistroji pro sekvenaci —
[llumina MiniSeq, Illumina MiSeq, Illumina NextSeq 550 Series, Illumina NextSeq
1000 & 2000, Illumina NovaSeq 6000. Kazdy z téchto pfistroju se li§i v poctu ¢teni
a délce fragment analyzované DNA. [38] ZjednoduSené schéma sekvenace metodou
[llumina je na Obr. 4-9.

Illumina

S@
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Obr. 4-9: Schéma znazortujici princip sekvenovani metodou Illumina. [35]
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4.6.2 PacBio

Metoda PacBio, vyvinutd spoleCnosti Pacific BioSciences, nabizi jedine¢nou
sekvenacni analyzu zalozenou na sekvenovani jediné molekuly v readlném case (single
molecule real time, SMRT), coz nevyzaduje pauzy mezi jednotlivymi ¢teni a neni zde
zapottebi PCR amplifikace. Tato metoda se fadi do skupiny ozna¢ované sekvenovani
treti generace (TGS). Hlavni vyhodou jsou dlouhé délky Cteni a celkové rychlejsi
proces, naopak je zde vyssi chybovost a pfedev§im cena. [39]

Metoda PacBio zachycuje informace o dané sekvenci pii replikaci cilové molekuly
DNA. Nejprve je vytvoren templat — analyzovand DNA, ktera je dvoufetézcova
(dsDNA) a na jejichz koncich jsou ligované vlasenkové adaptéry vytvarejici smycku.
Tomuto templatu se také fika SMRTbell a je znazornény na Obr. 4-10. [39]
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Obr. 4-10: SMRTbell [39]

Nasledné je tato SMRTbell nanesena na SMRT cell, coz je Cip, ktery obsahuje
zhruba 150 000 vinovodd v nulovém rezimu (zero-mode waveguides, ZMW). ZMW
jsou jamky s prumérem 70 nm a hloubce 100 nm a poskytuji tak nejmensi dostupny
objem pro svételnou detekci. Kazda ZMW obsahuje ve spodni ¢asti imobilizovanou
polymerazu, na kterou se muze dana SMRTbell navazat pomoci vlasenkového adaptoru.
Nasledné dochézi k zahajeni replikace. Do SMRT cell jsou pfidany fluorescenéné
znaCené nukleotidy, které pfi navazani v pribéhu replikace generuji odliSna emisni
spektra. Tyto zablesky jsou zaznamenavany pro kazdou ZMW filmem, jenz tak nese
informaci o posloupnosti danych bazi v priabéhu replikace. Replikace probiha jak na
templatovém, tak 1 nasledné€ na komplementarnim tetézci. [39] Schéma metody PacBio
je uvedeno na Obr. 4-11.
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Obr. 4-11: Schéma PacBio metody sekvenovani. [39]
(A) Znazornuje schéma SMRTbell navazané v ZMW, (B) schéma pribéhu replikace a
detekce emitovaného svétla pii navazani jednotlivych fluorescencné znacenych
nukleotidi.
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4.6.3 Oxford Nanopore

Metoda vyvinuta spole¢nosti Oxford Nanopore Technologies, stejné jako predchozi
PacBio, nabizi moznost sekvenovani jediné molekuly DNA v redlném Case za pouziti
zafizeni MinlON. Zde vSak metoda nevyuziva fluorescence, ale zmény elektrického
proudu pii prachodu jednotlivych nukleotidi. Metoda se fadi do TGS, umoziiuje vysoké
délky Cteni (az stovky tisic part bazi), ale také ma vyssi chybovost (az 12 %) spojenou
s horsi propustnosti metody. [40]

Ptistroj MinIlON je kompaktni (rozméry 10 x 3 x 2 cm) a cenové dostupnéjsi nez
zbylé metody pro sekvenovani. Velkou vyhodou této metody je moznost jej zapojit do
stolniho pocitace nebo notebooku pies USB port a analyzovat tak dany vzorek kdekoliv
v terénu. [40]
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Obr. 4-12: Schéma metody Oxford Nanopore [35]
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Vzorek DNA, ktery je zkouman, je ziskan pomoci nékteré ze standartnich metod pro
extrakci a nasledné cisténi DNA. Poté probihd priprava knihovny, ktera se sklada
z dlouhych dvouvlaknovych DNA (dsDNA) tak, aby mohla probéhnout sekvenace obou
téchto fetézcl. Na kazdém konci dsDNA je ligovan adaptér. Na prvnim konci je ligovan
vedouci adaptér tzv. Y adaptér, pojmenovany diky své struktufe ve tvaru , Y. Na
druhém konci je ligovan vlasenkovy (hairpin, HP) adaptér. Samotna sekvenace zacina
na Y adaptéru, za kterym nasleduje templatova DNA, HP adaptér a nakonec
komplementarni fetézec. [40]

Fragment sledované DNA je veden pfes kanal (por), ktery je tvoreny proteiny. Tyto
proteiny maji za nasledek rozbaleni dsDNA a postupny prichod jednovlaknovych
sekvenci na zakladé privedeného napéti na pér. Proteinovy kanal charakteristicky
ovliviiuje zménou své konformace elektricky proud podle druhu prochazejiciho
nukleotidu. Tento elektricky proud je detekovan a prevadeén na signal, ktery je nasledné
analyzovan. Zpracovavani dat provadi software zvany MinKNOW. [40] Zjednodusené
schéma metody Oxford Nanopore je vyobrazeno na Obr. 4-12.
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S Postup pro identifikaci nekodujici RNA

5.1 Data potiebna pro identifikaci

Pro navrh postupu detekujici nekodujicich bakterialnich sSRNA se v této praci vyuzivaji

data dostupnad z vefejné databaze Narodniho centra pro biotechnologické informace

(NCBI): https://www.ncbi.nlm.nih.gov/. Nejprve doslo k vyhledani dostupnych dat pro
Clostridium beijerinckii NRRL B-598 ziskanych metodou RNA-Seq a vytvofeni
databaze téchto dat. Celkové se v databazi NCBI Sequence Read Archive (SRA)
nachazi 41 zaznamd o této bakterii svyuzitim metody RNA-Seq souhrnné pod

ptistupovym kodem SRP033480. Jednotlivé zadznamy se mezi sebou lisi délkou Ctent,

ptipravou vzorku, prostfedim kultivace atd. Ukéazka uvodni stranky z databaze NCBI je

vyobrazena na Obr. 5-1.
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Obr. 5-1: Uvodni stranka z databaze NCBI pfi hledani RNA-Seq dat pro Clostridium

beijerinckii NRRL B-598
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Déle byl vyhledan anotovany genom a referencni sekvence pro Clostridium
beijerinckii NRRL B-598 z GenBank databaze NCBI (CP011966.3). Cast anotovaného
useku je vyobrazen na Obr. 5-2.

gene 500..1849
/gene="dnan"
/locus_tag="X276_ 26820"

CDS 500..1849
/gene="dnaA"
/locus_tag="X276_26820"
/inference="COORDINATES: similar to AR
sequence:RefSeq:WP_017210024_1"
/codon_start=1
/transl_table=11
/product="chromosomal replication initiator protein DnaA"
/protein_id="aALB43608.1"
/translation="MDADLENLWDKTLDIIKSELSEVSFNTWIESCEPLSISSNTLKI
SVPNSFTODILDERYRDLVANSIFAVCSELYTIEFIIMSEIYEEEEIRSSSNQEPEAL
VVNDEMSSTLNPEYTFNSFVIGNSNRFAHARST.AVAESPARAYNPLF IYGGVGLGETH
LMHATCGHY ILDGNPNARVVYVSSERFTNELINATEDDENEEFENEYRNVDILLIDDIO
FIAGEERTQEEFFHTFNATLHDANKOITLSSDEPPREIPTLEDRLESRFEWGLIADTIOV
PDFETRMATLERFADVENLNVANEVMGY IATKIKSNIRELEGALIRIIAYSSLTNREV
TVDLATEATKDITSEROGEHVTIDLIQDVVSSYFNLRVEDLESQRRTENVAY PROIAM
YLSRELTDMSLPEIGEEFGGRDHTTVIHAYERI SENLETDDSLONTVNDITRKELTON"

gense 2111..3211
/locus tag="X276 26815™
CDS 2111..3211

/locus_tag="X276_ 2ZE815"

/EC number="2.7.7.7"

/inference="COORDINATES: similar to AR

sequence:RefSeq:WP 011%67367.1"

/codon_start=1

/transl_table=11

/product="DN& polymerase III subunit beta"

/protein id="ALB48&07.1"
Jtranslation="MIFTCEEQEILEGISIVORATTGRSTMPILEGIYINASNSTITL
IGSDMDVSIQTLVDATIMEEGSIVIDARIFGEI IRFLENSTIEKIETMENQLIEITCER
SIFDVVYMNTNEFPELPEINENLEISVNONILENMIKGTSFATAQDETRPILOGILEE
VENENLNLVALDGYRLAIESEFLDTDIDIEVVIPGETLNEVSEILEDIDEIVDITETN
NHILFNLERTEITSRLLEGEFINYESLLPOEHRLEFVNVNROQELONATERAST.MARDGN
TNLIKLDLHODNLVITSNSOLGEVRDEISIFRLOGDEIEIAFNSEYLLDVLENMEDNEV
VMEMTSGISPCVIEENSNENARYLVLPVRIMR"

Obr. 5-2: Cast anotované sekvence pro Clostridium beijerinckii NRRL B-598
z webovych stranek GenBank databaze (CP011966.3)

Na zavér je pro postup detekce sSRNA dulezita znalost o dosud detekovanych sSRNA
u bakterii. Tyto informace jsou volné dostupné v databazi Rfam (RNA families):
http://rfam xfam.org/. Pomoci této domény také bylo provedeno zavéreCné porovnani
detekovanych potencionalnich SRNA s jiz zndmymi sRNA.

Pro testovani navrzeného postupu detekce SRNA byla vyuzita transkriptomicka data
ziskana béhem 23 hodin pfi aceton-butanol-ethanol (ABE) fermentaci, v Sesti ¢asovych
krocich tak, aby pokryly vyznamné Casti fermentaniho cyklu C. beijerinckii NRRL
B-598:
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1. T1 (3,5 h)—acidogenni faze: bakterie produkuje kyseliny (kyselina maselna,
kyselina mléc¢na) a spotfebovava glukozu;
T2 (6 hod) — prechod z acidogenni faze do solventogenni;

3. T3 (8,5 h) — solventogenni faze: bakterie spotfebovavaji kyseliny a produkuji
rozpoustédla, akumuluje se granuldza a probihéd pocatecni faze sporulace;

4. T4 (13 hod) — solventogeneze a sporulace;

5. T5 (18 hod) — solventogeneze a sporulace;

6. T6 (23 hod) — solventogeneze a sporulace.

Z kultivace bylo v jednotlivych casech T1-T6 odebrano Sest vorkd. Z kazdého
vzorku byly ziskany dva replikaty oznacované oznaCované Bl az B6 a D1 az D6 (tedy
celkem 12 soubort dat). RNA ziskana ze vzorki byla osekvenovana na platformé
INlumina NextSeq a vysledna ¢teni maji délku 75 bp. Béhem ptedzpracovani téchto dat
byly odstranény adaptéry a nekvalitni ¢teni. Primérna kvalita ¢teni dosahovala PHRED
skore priblizné hodnoty 35. Z dat byly také odstranény Cteni odpovidajici zbytkové
rRNA. Pocet RNA ¢teni po filtraci se pohyboval od 7,3 do 20,5 miliont ¢teni na vzorek.
Predzpracovana cteni byla namapovana k referencnimu genomu bakterie Clostridium
beijerinckii  NRRL B-598 (CP011966.3). Ziskana zarovnana cteni v Sequence
Alingment/Map (SAM) formatu byla nasledn€ indexovana a komprimovéana do Binary
Alignment/Map (BAM) formatu. [43]

5.2 Format souboru BAM

Format BAM (*.bam) je komprimovana binarni verze souboru SAM (*.sam). Oba tyto
formaty slouzi k zaznamenani zarovnanych sekvenci k referenci (mapovani), kdy BAM
soubor ma velikost do 128 MB a obsahuje pocate¢ni indexy namapovanych cteni, které
slouzi pro dalsi rychlé zpracovavani dat. Format SAM je textovy soubor se sloupci,
které jsou oddélené tabulatory a obsahuji potfebné informace o danych ¢tenich. [41]

Nézev souboru formatu BAM je formatovan jako NdazevVzorku S*.bam, kde * je
¢islo vzorku. Tento format obsahuje dvé ¢asti — hlavicku a Cast se zarovnanim. Hlavicka
jako takova obsahuje informaci o celém souboru — nazev vzorku, délka vzorku a zptsob
zarovnani. [41]

Cast se zarovnanim obsahuje povinna pole, ktera museji byt vzdy vyplnéna. Mohou
vSak nabyvat hodnot ,,0“ pro ¢iselné hodnoty a ,,** pro fetézce, jestlize jejich hodnotu
nezname. Celkem BAM soubor muze obsahovat 11 a vice poli. [41]

Pole QueryName obsahuje nazev templatu, ke kterému se ¢teni zarovnalo. Tedy Cteni
obsahujici stejné QueryName jsou zarovnana vuci stejné Casti templatu. Pole Flag
obsahuje 16-ti bitové pfiznaky, které nesou informaci o daném cteni. Jejich vyznam je
vypsan v Tabulce 5-1. [41]
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Tabulka 5-1: Popis bitovych informaci pro BAM soubor [41]

Bit Popis
hex dec
Ox1 1 | templat s vice segmenty v sekvenovani
0x2 2 | kazdy segment byl spravné zarovnan k referen¢ni sekvenci
0x4 4 | nezarovnany segment k referencni sekvenci
0x8 8 | nasledujici segment neni zarovnany k sekvenci
0x10 16 | SEQ se dopliiuje reverzné
0x20 32 | SEQ dal§iho segmentu se dopliiuje reverzné
0x40 64 | prvni segment v templatu

0x80 128 | posledni segment v templatu

0x100 256 | zaznam je sekundarnim zarovnanim segmentu

0x200 512 | segment neprosel kontrolou kvality

0x400 | 1024 | segment je duplikat (PCR nebo opticky)

0x800 | 2048 | dodate¢né zarovnani

Dale obsahuje BAM soubor pole Position, které nese informaci o pocatecnich
indexech vuci referenci. Pole MappingQuality obsahuje informaci o kvalité
namapovani daného c¢teni — tj. zaznamenava pravdépodobnost, jak je pozice
namapovani ¢teni chybnd. Hodnota je udavana v PHRED skorovani a pohybuje se
vrozmezi od 0 do 255. Hodnota 255 znamena, ze hodnota MappingQuality neni
znama. S timto dosti uzce souvisi i pole Quality, které obsahuje fetézec PHRED skoére
pro vSechny baze v daném Cteni. Z toho plyne, ze ma tento fetézec stejnou délku, jako
Cteni. [41]

Ve vyctu poli nechybi ani pole Sequence, které obsahuje fetézec s celou sekvenci
pro dané ¢teni. CigarString je pole, ve kterém je zapsan fetézec obsahujici informace
o shodnosti zarovnani s referencni sekvenci. Je zapsana do posloupnosti dvojic — vzdy
pismeno (operace) a Cislo (délka operace). Soucet délek vSech operaci se musi shodovat
sdélkou dané sekvence. Zakladni operace a jejich popis jsou vypsané
v Tabulce 5-2. [41]

Dale Cast se zarovnanim obsahuje pole Tags, které obsahuje strukturalni data.
V tomto poli jsou vypsané vSechny tzv. standartni znacky, které nesou dalsi dodatecné
informace o daném Cteni (poCet Ctenich namapovanych v daném useku, skore
zarovnani, ...) [42]. BAM soubor poté obsahuje dal§i pole, jako je napftiklad
MatePosition, InsertSize, ReferenceIndex a MateReferenceIndex. [41]
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Tabulka 5-2: Popis operaci, které se mohou vyskytovat v CigarString [41]

Operace Popis
M shoda v zarovnani
I vlozeni do referencni sekvence
D vymazani z referencni sekvence
N preskocCeni casti referencni sekvence
S mekké ofezani
H tvrdé orezani
P vyplnéni (mazani z reference)
= shoda sekvence s referenc¢ni sekvenci
X neshoda sekvence s referencni sekvenci

5.3 Navrh postupu pro detekci SRNA

Navrzeny postup slouzi kdetekci jednoho typu sRNA — sRNA, ktera je
komplementarni, nebo alesponl ¢astecné komplementarni k mRNA. S timto pfistupem
muze byt predpokladano a poté urCeny pouze ta mista, kde by se dané sSRNA mohly
nachazet.

Postup detekce sRNA pocita s vyuzitim dat ve formatu BAM, ve kterém jsou
obsazena jednotliva ¢teni. Tato Cteni jsou jiz namapované k referenci Clostridium
beijerinckii NRRL B-598. Dale je vyuzito anotovanych usekd pro tuto bakterii.
V postupu dochézi nejprve k eliminaci Cteni, ktera se nachéazi ve stejném sméru a ve
stejnych pozicich jako jiz anotované tuseky. Poté je vyuzito faktu, ze je pozadovano
ziskat SRNA alespori ¢astecné komplementarni s néjakou mRNA. V postupu budou tedy
eliminovana ta Cteni, kterd nemaji na opa¢ném vlakné v pozici, kde se namapovala,
néjaky anotovany gen tedy kodujici sekvenci (CDS). Touto eliminaci zlistanou pouze ta
Cteni, jez jsou v daném sméru komplementarni s CDS v opacném sméru. Tento postup
je nastinén schématem na Obr. 5-3.

odstranénf odstranéni ¢teni,
¢teni, které které nejsou alespori &teni pro
jsou v > castecné —/ detekci
oblasti komplementarni s sRNA
zisk index( CDS CDS
anotace anotovanych -
Usekd

Obr. 5-3: Schéma prvni ¢asti navrzeného postupu

Poté je u téchto Cteni uvazovana unikatnost mapovani na dany tsek a Cteni, ktera
nebyla unikatné namapovana, jsou eliminovana. Také je uvazovana mira pokryti (tzv.
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coverage) v daném useku a jsou odstranény ty useky, které maji hloubku pokryti piilis
nizkou. Nakonec jsou vyfazeny ze seznamu potencionalnich sSRNA piili§ kratké useky.
Tyto kroky jsou znazornény na Obr. 5-4.

cteni pro eliminace multi spojeni vypoégt
detekci mapujicich o Plizkych Ctenl - pokiyti
SRNA &tent v jednu | (coverage) pro
sekvenci dané useky
eliminace o
- |
predikované kratkych ,Ssklgn;nr?,c io
useky sSRNA [ | usekd (<50 Hset s izt
bp) coverage

Obr. 5-4: Schéma druhé ¢asti navrzeného postupu

Nasledné jsou detekované potencionalni useky sRNA pro bakterii Clostridium
beijerinckii NRRL B-598 porovnavany s jiz zndmymi sRNA napfi¢ bakterialni sférou
z Rfam databaze. Timto se zvySuje pravdépodobnost, ze dany detekovany usek je

skuteCna sSRNA a bylo by vhodné jej 1 nadale zkoumat. Tato Cast postupu je znazornéna
porovnani

na Obr. 5-5.
predikované
useky sRNA |
|
predikovanych
| Gsekl ze znamymi
databaze | SRNA
sRNA z Rfam

Obr. 5-5: Schéma posledni ¢asti navrzeného postupu

seznam schodnych
L »/Usekd se znamymi

5.4 Implementace navrhu postupu pro detekci sRNA

v prostiredi MATLAB

Navrzeny postup zkapitoly 5.3 byl implementovan v programovacim prostiedi
MATLAB. Cely postup se nachédzi ve skriptu s ndzvem bp_detekce_sRNA.m a byl
rozdélen do 11 kratSich blokt, které budou podrobngji popsany v nasledujicich
odstavcich. Nekteré z blokt jsou tvofeny novymi funkcemi, které zlepSuji efektivitu
a rychlost vypoctu.

V prvni ¢asti kodu dochazi k nacteni vSech potfebnych dat. Jedna se o referencni
sekvenci bakterie Clostridium beijerinckii NRRL B-598 (CP011966.3) ve formatu
FASTA, anotaci k této sekvenci ve formatu gff3 (Generic Feature Format v.3) a BAM
soubor obsahujici namapovana Cteni k referenci.

V druhé ¢asti kddu jsou z anotace ziskdny informace o pocatecnich a koncovych
indexech vSech anotovanych usekt a jednotlivych CDS. Obé kategorie jsou rozdéleny
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také podle toho, zda je dany usek anotovan na primarnim ¢i sekundarnim vlakné. Timto
je ziskano osm novych proménnych — pocateéni a koncové indexy vSech znamych
anotovanych useki a pocatecni a koncové indexy vSech CDS a to pro obé€ vlakna. Prvni
dvé proménné pro dané vlakno obsahuji informace o CDS, které jsou i v druhych
proménnych, ale ty navic obsahuji informace o ostatnich anotovanych tsecich (rRNA,
tRNA, riboswitch, atd.). Tato ¢ast kodu je obsazena ve funkci getindex a jak je patrné
z ptedchoziho textu, vstupem této funkce je anotace a vystupem 8 novych proménnych
obsahujici informace o start a stop pozicich anotovanych usekd. Schéma funkce
getindex je znazornéno na Obr. 5-6.

v

Vstupy: anotace

Features néco
z:'CDS', TRNA',
TMRNA', 'ncRNA’,
'riboswitch'?

Je v poli
Features
'CDS'?

Nic nedélej

Nic nedélej

Je v poli
Strand '+'?

Je v poli
Strand '+'?

. e R 2 ’ e Vystup: pocate¢ni a Vystup: pocateéni a
Vystup: pocatecni a Vystup: pocatecni a 5 . < /N <
g A koncové indexy vSech koncoveé indexy vSech
koncové indexy CDS na koncové indexy CDS na P . B .
o i < u s anotovanych Useku na anotovanych Gsekd na
sekundarnim vlakané primarnim vlakané P - ” £ 5 o
primarnim viakané sekundarnim vlakané
>(_ Konec )=

Obr. 5-6: Schéma funkce getindex

Dal§i Cast je zaméfena na praci s BAM souborem a dochézi zde k eliminaci
urcitych Cteni. I pro tuto ¢ast byla vytvorena nova funkce s nazvem getreads. Vstupem
této funkce je nazev pro BAM soubor, ktery ma byt zpracovan, anotace a délka
referencni sekvence. Tato funkce nema vystup, jelikoz jsou v ramci jeji struktury
vytvareny a ukladany nové filtrované BAM soubory. Vstupni proménna obsahujici
informaci o anotaci je nezbytna, nebot’ v ramci této funkce je znovu volana funkce
getindex, ktera byla popsana vySe. Ve funkci getreads, po probéhnuti funkce
geitindex, dochazi k naCteni BAM dat pomoci inicializace instance tfidy BioMap,
kterd je implementovana v prosttedi MATLAB. Vstupnim argumentem této tfidy je
nazev pro BAM soubor a vystupem je objekt tfidy BioMap obsahujici kompletni data
o jednotlivych ¢tenich namapovanych k referenci ulozenych v BAM souboru.
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Nasledné jsou rozdélena Cteni, ktera jsou obsazena v objektu z BAM dat, podle
toho, jestli se namapovala k primarnimu ¢i sekundarnimu vlaknu. Také jsou odstranéna
vSechna Cteni, ktera nebyla unikatné namapovana. K rozdéleni Cteni pro jednotliva
vlédkna je vyuzito informaci, které BAM format obsahuje, a to v tzv. flags. Vyznam
jednotlivych flags jsou uvedeny v kapitole 5.2. Po této upravé je ve zbylé casti kodu
pracovano oddelené se Ctenimi pro primarni a sekundarni vldkno.

V dal§im kroku jsou pro jednotliva vlakna eliminovana ta Cteni, ktera se nachazi na
stejném vlakné v jiz znamé a anotované oblasti. Jejich funkce je jiz objasnéna a nemusi
byt tedy uvazovana pro dalsi analyzu a detekci SRNA.

Jelikoz se cely postup detekce SRNA zaméfuje na typ sRNA, ktera jsou alespon
casteCné komplementarni k né¢jakému CDS, jsou v dalsi Casti funkce eliminovana i ta
Cteni, jez nemaji na protéjsim vlakné v jejich rozsahu, nebo alespon v tésné blizkosti (do
200 bp, rozptyl byl zvolen diky pfedpokladanym velikostem sRNA, které jsou uvedeny
v kapitole 3.5), nékterou anotovanou CDS.

Na zavér jsou vytvareny a ukladany nové BAM soubory, které obsahuji pouze ta
Cteni, ktera by mohla byt potencionalnimi ¢tenimi pro sRNA. K ulozZeni téchto BAM
souborti dochazi pomoci dostupné funkce MATLAB write. Funkce write ma dva
vstupni argumenty. Prvnim argumentem jsou data, ktera budou ulozena. Druhy vstupni
argument urcuje nazev souboru a také jeho format. Timto krokem jsou ziskany dva
BAM soubory, jeden pro primarni a druhy pro sekundarni vlakno. Schéma funkce
getreads je znazornéno na Obr. 5-7.

v

Vstupy: nazev BAM
souboru, anotace, délka
referenéni sekvence

Spusténi funkce
getindex
Odstrari éteni Naéti BAM data Odstran &teni

»

Je
cteni
dostateéné kvalitni?
Je ¢teni ve sméru
primarniho
viakna?

Je
cteni
dostate&né& kvalitni?
Je éteni ve sméru
sekundarniho
viakna?

Je &teni
mimo anotované

Je &teni
mimo anotované
useky?

Anoy

Ne

Je cteni Je cteni

naproti, nebo v tésné Ne Ne naproti, nebo v tésné
blizkosti (< 200 ph) | Odstraf &teni Odstrafi Ctenf [~ blizkosti (< 200 pb)
‘Anu ¢Ano
BAM soubor se étenimi v BAM soubor se &tenimi v
primarnim vlakné sekundarnim vlakné

L J
L

Konec

Obr. 5-7: Schéma funkce getreads
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Ve cCtvrté Casti dochazi pouze knacitani noveé vytvofenych BAM soubort
z ptedchoziho kroku pomoci jiz implementované funkce v MATLAB - funkce
bamread. Struktura takto nactenych dat ve formatu BAM je znazornén na Obr. 5-8.

|£| 204307x1 struct with 12 fields

Fields |z || QueryMame [ Flag [ Position o MappingQ [c[r CigarS ||n| Sequence |c|n Quality || Tags
1 'MB50122%:74:... 16 26502 255'7aM’ \ATAATAAG.., 'EEEEEEEEEE... Tx7 struct
2 ‘NB30122%:74.., 16 26508 255" T5M' AGAAAAGC,., 'EAEEEE<EE... | 1xT struct
3 ‘NB30122%:74.., 16 26596 255 '75M’ AAAAATCC,., 'AEEEEAEEE... | Tx7 struct
4 'MB50122%:74:... 16 26596 235'75M" AAAAATCC... 'EEEEEEAEE... | TxT struct
5 ‘NB50122%:74:... 16 26598 255'75M" AAATCCAT... 'EEEAA<AE.. | TxT struct
6 ‘NB30122%:74:... 16 26630 255"75M' ‘ATACAGCC... 'EEEEEEEEEE... Tx7 struct

Obr. 5-8: Cast BAM souboru po naéteni pomoci funkce bamread

Nasledné se pokracuje do paté casti kddu. V tomto bloku jsou tvoreny nové
struktury zjednotlivych c¢teni. Nové vytvofend struktura obsahuje podstruktury
obsahujici pouze ta Cteni, ktera jsou od sebe v maximalni vzdalenosti 75 bp (tento
rozsah byl zvolen diky znamé délce cCteni sekvenace). Timto jsou vytvareny
potencionalni ,, shluky“ vSech Cteni nachazejicich se ve stejné oblasti. Nasledné dochézi
k eliminaci struktur majici Ctyfi a méné Cteni, nebot’ uz z tohoto mize byt usuzovano, ze
celkové pokryti, které je v dalSich krocich pozadovano, bude nizké. Cely tento krok je
proveden pro obé vlakna. Nazorna ukazka nové vytvorenych struktur je vyobrazena na
Obr. 5-9.

[E] 1x2755 struct with 1 field VARIABLE SELECTION EDIT

Ficlds [E poradi dopredne(4).poradi

1 %716 struct ields |/ QueryName [ Flag [ Position [ MappingQuality |27 CigarString |27 Seq
2 1x34 struct 1 'NB301229:74:... 16 32660 255/'73M" AATAT
3 147 str... 2 'NB501229:74:... 16 32661 255/'75M" ATATTY
4 TxE struct 3 'NB501229:74:... 16 32661 255/'75M" ATATTY
5 Txd7 struct 4 'NB501229:74:... 16 32661 255/'75M" ATATTY
] Tx15 struct 5 ‘MB50122%:74:... 16 32661 255/'75M ATATTS
7 TG struct & 'MB530122%:74:... 16 32663 255/'75M ATTAA]
8 1x8 struct 7 'MB301229:74:... 16 32665 255/'74M' TAATT]
9 Tx15 struct 8 'NB501229:74:... 16 32720 255/'73M' AAATA
n 1230 coy ot o

Obr. 5-9: Nové vytvorena struktura obsahujici dalsi struktury se ctenimi

V Sestém bloku se pro kazdy ,,shluk® vytvoreny v paté Casti urCuje odpovidajici
referen¢ni sekvence. Tato referencni sekvence je ziskana na zakladé indext, kde se
jednotliva ¢teni ze ,,shluku® namapovala k referenci. Referencni usek, ktery je ziskan, je
nasledné vyuzit k vypoctu miry pokryti podél celé jeho délky. Dale je uren pocet Cteni
namapovanych v tomto useku, a nakonec je vypocitan pocet ¢teni na milion kilobazi
(RPKM). Hodnota RPKM je definovana vztahem
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10° « PCKT
) PVC« DT’ )
kde PCKT je pocet Cteni namapovanych k danému useku, PV(C pocet Cteni

RPMK = (6.1)

namapovanych k celé referenci a DT je délka daného useku. Jedna se o hodnotu, ktera
normalizuje miru exprese daného useku [44].

Takto ziskané informace jsou ukladany do nové struktury, ktera obsahuje referencni
usek, vypocitanou miru pokryti, poc¢ate¢ni a koncovy index, kde byl usek na referenci
namapovan a hodnotu RPMK. Ukazku struktury noveé vytvorené proménné v této Casti
koédu je vyobrazen na Obr. 5-10. Na zaveér této Casti jsou jesté eliminovany ty useky,
které maji RPMK rovno nebo nizsi 10 a odpovidaji tedy pravdépodobné biologickému
nebo technickému Sumu. Se zbylymi daty poté pracuje sedmy blok kodu.

[£] 1x537 struct with 6 fields
Fields [l sekvence Y poknyti 0 stat g stop [ pocet_cteni 1] RPKM

1 'CTAMAAAT,.. | 17248 dow... 29583 30830 447 104
2 TGATTCTAT...| 1x263 double 32390 33152 47 1
3 'GAACCAAT... 1x828 double 45618 46445 172 40
4 AAGCAGTT... | 1x2309 dou... 53000 55308 1063 248
5 'ATGAATAA,.. | 1x899 double 57361 58739 126 29
f AAATTTGA.., |1x7059 dou... 83344 244602 733 175
I T ASCSTCA a1 438 o 1S1E77 ASITTE o7 win

Obr. 5-10: Struktura nové vytvorené promeénné v Sestém useku kodu

V sedmém bloku jsou odstranény z potencionalnich useka ziskanych v predchozim
kroku nukleotidy s pokrytim nizsim nez 3. Také dochazi k rozde¢leni useku na dvé a vice
Casti, jestlize se uprostfed puvodniho useku nachazi oblast obsahujici alespori 30
nukleotidii bezprostfedné za sebou, které maji miru pokryti nizsi nez 3. Nové ziskana
data jsou znovu ulozeny do nové proménné ve stejném tvaru, jako v predchozi Casti
kédu. Jedinym rozdilem je to, ze obsahuje navic pole, které nese informaci
o prumérném pokryti napti¢ celym tsekem (hloubka pokryti) a postrada pole s poctem
Cteni a hodnotou RPMK. Nové vytvorena proménnd je ukazana na Obr. 5-11.

[£] 1786 struct with 5 fields
Fields [ sekvence {3 pokryti [ stat g stop [ depth

1 "TAATTTTTA... | Tx1237 dow... 20597 30827 26.8829
2 '"TATAGTTTG... 1x236 double 32003 33138 14,0638
3 'ATTAGGAT... | 1x799 double 45629 46427 15.7569
4 'CAGTTCCC... | 1x2302 dou.. 33003 53304 34,0409
5 '"TAGTTGAT... |1x759 double 57929 58687 11.8786
] 'ATGCATGA... | 16800 double a1 84500 124788
7 'AAATTTGA... | Tx795 double a3ad4 24038 233.8918

Obr. 5-11: Struktura nové proménné vytvorené v sedmém useku kodu
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Jelikoz v predchozim bloku doslo k rozdéleni nékterych usekd na kratsi, mohlo
nastat, ze nové vytvorené useky budou piilis kratké pro ptipadnad sSRNA. Proto dochazi
v osmé Casti k eliminaci téch tusekd, které jsou kratsi jak 50 bp a delsi nez 500 bp. Tato
eliminace je zalozena na znalosti délek SRNA, které jsou uvedeny v kapitole 3.5. Také
jsou v této Casti eliminovany ty useky, které maji hloubku pokryti nizsi nebo rovnu 5.
Tato hodnota byla nastavena deterministicky.

Také mohlo dojit, v ramci rozdéleni useku v sedmé casti, k vytvoreni usekut, které
jiz nejsou ani Castecné komplementarni via¢i CDS na protéj§im vlakné. Proto dochazi
v devaté Casti kodu k eliminaci téchto usekd. Jsou zde znovu vyuzity indexy ziskané
v druhém kroku pomoci funkce getindex.

V desaté Casti se ke zbylym usekiim dohledavaji potfebné informace z anotace
a jsou ukladany do struktury, popsané v predchozi ¢asti kodu, do novych poli. Jsou zde
doplnény informace o tom, jakd CDS se nachazi naproti danému useku a také jakou
funkci tato CDS ma. Cast této struktury je vyobrazen na Obr. 5-12.

[E[ 1x335 struct with 7 fields

Fields [el| selevence Y[l pokryti start [ stop [dept | CDS st produkt

1 TATAGTTTG... 1x236 doubls | 32903 33138 14.0638 "X276_26670" |"ATP-binding cassette domain-co...
2 AATGCAAG.. Tx271 double | 151689 151939 6.0593"X276_26110" |"M20 family peptidase"

3 TTAMAGAT.. | 1497 double | 163334 163824 68.5816"X276_26040" "glutaredoxin family protein”

4 AAAMMTAR.. Tx90 double | 294336 294431 12.8421"X276_25370" "HutD-family protein”

5 TITTCACCT... Tx141 double | 310309 310649 224894 "X276_25305" "[FeFe] hydrogenase H-cluster radi..
f TCATTTATA... x99 double | 310830 310928 59.8283"X276_25305" "[FeFe] hydrogenase H-cluster radi...
7 TTATTTATC.., Tx347 double | 342714 343060  7.3362 "X276_231853" "XRE family transcriptional regulat...
8 TITGAGCT... | 1x219douwble | 384230 384443 150913 "X276_25000" "hypothetical protein”

Obr. 5-12: Doplnéné informace o komplementarni CDS a jeji funkci

Na zéavér celého kodu jsou spojeny potencionalni useky jak primarniho, tak
i sekundarniho vlakna, které byly ziskany pfedchozimi kroky, do jediné struktury.
U této nové struktury se méni 1 format. Nachazi se zde pouze dvé€ pole. Prvni pole je
nazvano jako Header a obsahuje pro jednotlivé useky pocate¢ni indexy vuci referenci.
Pole Sequence obsahuje poté danou sekvenci. Ukazku této struktury je na Obr. 5-13.

[-E| 1x786 struct with 2 fields
Fields []n] Header [cn| Sequence

1 ‘32403 TATAGTITGAACGAACTGATGGTCATGAGAAGCAAATAATATATTACTGTTAT..,
2 151689 AATECAAGAGCTGTAGCTGCTATATTGCATTGTTTTAAAGCAAATTCAGATGT..,
3 163334 TTAAAGATGAGAATATAAATCAGATATTAATTGATATAAGC CAAAATAAAAG,.,
4 '204336" AAAAATAAARAGGAGTTATCTCAAATTAGAAGTAATTTGAGATGAAGCCTTTT..,
5 '310509' T CACCTARACTTAAGGTTAAAGC GACATTTAATTTCTTITATCTCTTTTACTA..
6 310830 TCATTTATATCATCGTTTTGTAGTAATTCAAGTATTTCATCTTTATITAAGTCATG...
7 34274 TTATTTATCAAATCTATATATTTCTCATTCAACTTITGGTAATTTTGTTACTATITC.

Obr. 5-13: Struktura nové proménné vytvorené v desatém useku kodu

46



Dtvodem pro tvorbu této struktury byl finalni krok implementovaného postupu,
a to ulozeni téchto potencionalnich usekii do souboru formatu FASTA. K tomuto byla
vyuzita funkce dostupna v MATLAB a to funkce fastawrite. Vznikly FASTA soubor
byl nasledn€¢ porovnan mimo prostiedi MATLAB sjiz znamymi sRNA na doméné
Rfam (RNA families): http://rfam.xfam.org/.
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6 Vysledky

Po implementaci vySe uvedeného navrhu v prosttedi MATLAB byly detekovany
potencionalni SRNA pro bakterii Clostridium beijerinckii NRRL B-598 pro jednotlivé
replikaty datasetu. Bylo analyzovano dvanact replikatd, které byly ziskany
osekvenovanim Sesti vzorkli pochazejici ze stejné kultivace. Tyto vzorky byly odebrany
v Sesti raznych Casovych okamzicich s dvakrat osekvenovany, jak uz bylo zminéno
v kapitole 5.1. Pocty vysledné detekovanych potencionalnich tiseki SRNA pro replikaty
B a D jsou znazornény v Tabulce 6-1 a Tabulce 6-2.

Tabulka 6-1: Pocet detekovanych sSRNA pro replikaty B v jednotlivych Casech

Replikit Pocet de.telfovsimych’ l’lstjklcl na Pocet detek(?va{lych }iselfﬁ na
primarnim vlikné sekundarnim vlakné
B1 195 192
B2 159 212
B3 126 161
B4 335 451
BS 210 249
B6 265 397

Tabulka 6-2: Pocet detekovanych sRNA pro replikaty D v jednotlivych ¢asech

Replikit Pocet de.telfovsimych’ l’lstjklcl na Pocet detek(?va{lych }iselfﬁ na
primarnim vlikné sekundarnim vlakné
D1 78 69
D2 75 86
D3 101 99
D4 160 193
DS 225 211
D6 194 206

Analyza pomoci dostupné databaze Rfam neodhalila zadnou jiz znamou sRNA,
ktera by odpovidala zde detekovanym usekiim. Nicméné ziskané vysledky obsahuji
nékolik zajimavych geni, ke kterym byly nalezeny komplementarni useky ve vsech
Casech pro oba vzorky. Pro vyhodnoceni, zda by se mohlo jednat o pfipadné sRNA,
bylo pozorovano, jak se v prub€hu fermentace Clostridium beijerinckii NRRL B-598
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meénily oblasti detekovanych potencionalnich sSRNA. Pievazné je sledovano, jak se méni
hloubka pokryti a jejich délka.

Prvnim genem, ktery byl vybran, je gen X276 23205 nachazejici se na primarnim
vlakné na pozicich od 776221 do 777135. V bakterii ma funkci jakozto transpozazovy
protein, ktery je nezbytny pro ucinnou transpozici DNA [45]. Podrobnéjsi informace
o detekovanych usecich ve vSech Casech vici danému genu jsou uvedeny v Tabulce 6-3
a Tabulce 6-4. Z tabulek lze vycist, jak se v prub&hu sporulace méni i genova exprese
detekovaného useku.

Je patrné, Ze je hloubka pokryti u replikatu B je vyssi nez u replikatu D. Presto 1ze
vidét, ze zmény v Casech u obou replikati mezi sebou koreluji. V obou piipadech je
mira pokryti nejvyssi v Case T4. Naopak nejnizsi je v casech T2 a T6. U replikatu D
dokonce nedoslo k detekci v ¢ase T6. Tato skute¢nost miize byt pfisouzena moznému
prisnému pozadavku na hloubku pokryti v detekci. Je predpokladano, ze pfi snizeni
pozadavkt na mensi hloubku pokryti by i zde byl detekovan podobny usek. Primérna
délka useku je 136 bp a modus je roven 145 bp, coz je optimalni délka pro sSRNA.

Tabulka 6-3: Informace o detekovanych usecich replikatu B genu X276 23205

X276_23205, replikit B

Replikat Start Stop Délka [bp] Hloubka pokryti
BI 776090 776234 145 48.49
B2 776092 776233 142 23.59
B3 776090 776234 145 33.90
B4 776090 776234 145 53.89
B5 776093 776233 141 40.66
Bé6 776113 776233 121 23.53

Tabulka 6-4: Informace o detekovanych usecich replikatu D genu X276 23205

X276_23205, replikit D

Replikat Start Stop Délka [bp] Hloubka pokryti
D1 776091 776227 137 27.03
D2 776103 776222 120 11.11
D3 776090 776229 140 29.84
D4 776092 776231 140 57.04
D5 776107 776223 117 22.14
Do - - - -
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Druhym zvolenym genem byl gen X276 15585 nachazejici se na primarnim vlakné
na pozicich od 2522254 do 2522439. Jedna se o gen nesouci informaci o proteinu
patiici do rodiny YvrJ proteind, jejichz funkce dosud nebyla objasnéna [46]. V kazdém
Casovém kroku pro oba replikaty byl detekovan pravé jeden usek odpovidajici
potencionalni sRNA. Podrobnégjsi informace o detekovanych usecich v prvnim
i v dal§ich ¢asech vii¢i danému genu jsou uvedeny v Tabulce 6-5 a Tabulce 6-6.

Lze pozorovat, ze i zde hloubka pokryti mezi replikaty do urcité miry souvisi.
Obdobng, jako u prvniho zvoleného genu, i zde je v replikatu B hloubka pokryti ve
vSech Casech vyssi nez v replikatu D. Také 1ze pozorovat, ze nejvyssi hloubka pokryti je
pro oba replikaty v ¢ase T1 a nejnizsi naopak v Case T6. Také si lze povSimnout, ze
v Case T6 je obrovsky pokles délky detekovaného tiseku. Po bliz§im prozkoumani bylo
zjisténo, ze ¢asy T1-T5 po celé své délce obsahuji dva useky, které maji velmi vysoké
pokryti a jsou rozdéleny usekem s mnohem nizs§im pokryti. Proto se 1ze domnivat, ze je
pro zde navrzenou detekci, zajimavy pouze usek v replikatech B 1 D v case T6. Tento
usek by 1 svou délkou vice odpovidal hledané sSRNA nez cely tisek v ostatnich Casech.

Tabulka 6-5: Informace o detekovanych usecich replikatu B genu X276 15585

X276_15585, replikit B

Replikat Start Stop Délka [bp] Hloubka pokryti
B1 2522301 | 2522731 431 37.82
B2 2522272 | 2522721 450 22.93
B3 2522269 | 2522719 451 32.96
B4 2522282 | 2522717 436 28.12
B5 2522307 | 2522715 409 18.07
Bé6 2522327 | 2522464 138 14.85

Tabulka 6-6: Informace o detekovanych usecich replikatu D genu X276 15585

X276_15585, replikat D

Replikat Start Stop Délka [bp] Hloubka pokryti
D1 2522299 | 2522705 407 25.06
D2 2522299 | 2522701 403 19.16
D3 2522300 | 2522705 406 20.00
D4 2522279 | 2522701 423 24.00
D5 2522297 | 2522685 389 11.42
Do 2522305 | 2522454 150 10.30
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Dal§im, tfetim, genem byl pro zhodnoceni uspéSnosti detekce vybran gen
X276 04065 nachazejici se na primarnim vlakné na pozicich od 5170085 do 5171293,
Jedna se o gen pro protein, ktery je soucasti tzv. bicikového spinace a ovliviiuje aktivitu
fosfoproteinové fosfatazy [47]. V kazdém Casovém kroku pro oba replikaty B a D byl
detekovan prave jeden usek odpovidajici potencionalni SRNA. Podrobnéjsi informace
o detekovanych usecich v prvnim i v dalSich Casech vic¢i danému genu jsou uvedeny
v Tabulce 6-7 a Tabulce 6-8.

Je patmé, Ze naproti obéma usekim, které byly vybrany v predchozim popisu, je
hloubka pokryti ve vSech Casech vyssi u replikatu D a u replikatu B je nizsi. Stejné jako
u predchozich potencionalnich sSRNA, i zde hloubky pokryti v ¢ase mezi vzorky souvisi.
Nejvyssi hloubka pokryti se nachazi opét v ¢ase T1. Nejniz§i opét v ¢ase T6. Také je
mozné pozorovat, ze v replikatu B ma detekovany usek ve vSech Casech stejny jak
pocatecni, tak i koncovy index, atedy i stejnou délku. V replikatu D je délka o 2 bp
delsi. Po bliz§im zkoumani bylo vSak zji§téno, ze tyto dva nukleotidy, které jsou oproti
replikatu B, navic® maji mnohem nizsi pokryti a proto je do finalniho predikovaného
useku neni tfeba uvazovat.

Tabulka 6-7: Informace o detekovanych usecich replikatu B genu X276 04065

X276_04065, replikit B

Replikat Start Stop Délka [bp] Hloubka pokryti
B1 5171131 | 5171205 75 26.47
B2 5171131 | 5171205 75 16.30
B3 5171131 | 5171205 75 16.86
B4 5171131 | 5171205 75 18.39
B5 5171131 | 5171205 75 14.86
Bé6 5171131 | 5171205 75 5.78

Tabulka 6-8: Informace o detekovanych usecich replikatu D genu X276 04065

X276_04065, replikit D

Replikat Start Stop Délka [bp] Hloubka pokryti
D1 5171131 | 5171207 77 77.29
D2 5171131 | 5171207 77 45.72
D3 5171131 | 5171207 77 57.33
D4 5171131 | 5171207 77 50.25
D5 5171131 | 5171207 77 36.30
Do 5171131 | 5171207 77 16.71
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Dal$i useky na primarnim vlakné zaznamenané, jako potencionalni sRNA, jsou
komplementarni vic¢i nasledujicim CDS: X276 10525, X276 13890, X276 02670.
Useky naproti tdmto CDS byly detekovany ve vétsing &asovych kroke u replikatd B i D.

Na sekundarnim vlakné bylo taktéz vybrano par usekd, které byly ziskany pomoci

zde implementované detekce. Prvni gen, ktery byl ze sekundarniho vlakna vybran, byl
gen X276 26950 nachazejici se na referenci v pozicich od 2432535 do 2432687.
V bakterii nese tento gen informace o aspartyl-fosfat fosfatdzovém proteinu z rodiny
SpoOE. Pro oba replikaty B 1 D, byl detekovan jeden usek pro potencionalni SRNA.
Podrobnéjsi informace o usecich jsou uvedeny v Tabulce 6-9 a Tabulce 6-10.

Z tabulek lze vycist, ze délka i hloubka pokryti se v Casech u obou replikata lisi.

Presto je mozné urcit néjaké spojitosti 1 zde. Nejniz§i hodnota hloubky pokryti je v Case
T6 u obou replikati. Nejvyssi hodnoty jsou v ¢asech T3 a T4. U replikatu B v Case T2
ma detekovany usek délku 188 bp a u replikatu D v ase T6 ma délku 191 bp, coz je
oproti ostatnim ¢asovym krokdm rapidni rozdil. Po bliz§im zkoumani bylo zjisténo, ze

mira pokryti v oblastech odpovidajici B2 a D6 je mnohonasobné vys$si nez mira pokryti

v okoli. D4 se tedy uvazovat, ze hledana sRNA je pouze v useku odpovidajici B2 a D6.

Tabulka 6-9: Informace o detekovanych usecich replikatu B genu X276 26950

X276_26950, replikit B

Replikat Start Stop Délka [bp] Hloubka pokryti
B1 2432320 | 2432613 294 27.96
B2 2432423 | 2432610 188 26.56
B3 2432327 | 2432611 285 33.38
B4 2432313 | 2432612 300 31.47
B5 2432323 | 2432606 284 15.19
Bé6 2432321 | 2432610 290 14.87

Tabulka 6-10: Informace o detekovanych usecich replikatu D genu X276 26950

X276_26950, replikit D

Replikat Start Stop Délka [bp] Hloubka pokryti
D1 2432361 | 2432620 260 24.70
D2 2432350 | 2432620 271 20.55
D3 2432341 | 2432628 288 37.74
D4 2432319 | 2432630 312 44 .97
D5 2432332 | 2432620 289 22.38
Do 2432428 | 2432618 191 18.91
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DalsSim genem, ktery obsahuje zajimavé komplementarni useky ziskané pomoci
detekce, je gen X276 27735. Tento gen se nachazi na referenci v rozsahu od 4691843
do 4691962. Jedna se o gen nesouci informace o cyklickém laktonovém autoindukénim
proteinu. Podrobnéjsi informace o detekovanych usecich ve vSech Casovych krocich
vuci genu X276 27735 jsou uvedeny v Tabulce 6-11 a Tabulce 6-12.

Délky se vjednotlivych Casech dost vyrazné meéni. Tim dochéazi i k ovlivnéni
hloubky pokryti, nebot' se pro vypocet hloubky pokryti u delSich tsekd zapocitavaji
iuseky sniz§Sim pokrytim. Po detailn€Sim prozkoumani bylo zji§téno, ze
nejoptimalnéj§i usek odpovida replikatu B2 a D2, kde je mira pokryti relativné
konstantni a délka také odpovida vice SRNA. I v ostatnich asovych krocich se nachazi
v tomto useku vysoké pokryti. I pfestoze jsou délky usekl rizné, mizeme pozorovat
u replikatu B 1 D relativné stejné zmény hloubky pokryti v Case.

Tabulka 6-11: Informace o detekovanych tsecich replikatu B genu X276 27735

X276 27735, replikit B

Replikat Start Stop Délka [bp] Hloubka pokryti
B1 4691627 | 4691924 298 2242
B2 4691719 | 4691907 189 16.62
B3 4691627 | 4691927 301 2481
B4 4691433 | 4691910 478 22.29
B5 4691718 | 4691909 192 18.29
Bé6 4691719 | 4691907 189 9.29

Tabulka 6-12: Informace o detekovanych usecich replikatu D genu X276 27735

X276_27735, replikit D

Replikat Start Stop Délka [bp] Hloubka pokryti
D1 4691665 | 4691919 255 15.34
D2 4691726 | 4691913 188 14.21
D3 4691720 | 4691936 217 15.55
D4 4691663 | 4691911 249 2234
D5 4691664 | 4691911 248 9.69
Do 4691826 | 4691920 95 10.00

Posledni gen, ktery byl zvolen pro zhodnoceni detekce hledanych sRNA u bakterie
Clostridium beijerinckii NRRL B-598, je gen nesouci nazev X276 27750. Tento gen
slouzi v bakterii pro tvorbu dvouslozkového senzoru histidinkinazy a nachéazi se na
sekundarnim vladkné v pozicich od 5477808 do 5477956. Veskeré zjist€né informace
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o usecich detekovanych v ¢asech T1-T6 pro oba replikaty B 1 D jsou vypsany v Tabulce
6-13 a Tabulce 6-14.

Celkova délka vsech tuseku je zhruba kolem 330 bp, coz je delsi, nez jaky je
u hledanych sRNA pozadovano. Po bliz§im prozkoumani lze zjistit, ze usek o délce
zhruba 90 bp ma mnohonasobné vyssi pokryti ve vSech Casovych krocich. Jedna se
o usek, ktery je i nadale komplementarni vici danému genu a jeho délka je optimalné;jsi
pro piipadnou sRNA. Diky tomu, Ze jsou porovnavany zhruba stejné délky, mize byt
posouzena i hloubku pokryti v pribéhu casovych krokli. Opét mize byt pozorovano i to,
ze u obou replikatl je nejvyssi hloubka pokryti a tedy i mira exprese v dané oblasti
v Case T4 a nejnizsi v Case T6. To napovida, Ze se jedna o usek, jehoz exprese zavisi na
stavu, ve kterém se bakterie zrovna nachazi a tedy, ze by se mohlo jednat o pfipadnou
sRNA.

Tabulka 6-13: Informace o detekovanych usecich replikatu B genu X276 27750

X276_27750, replikit B

Replikat Start Stop Délka [bp] Hloubka pokryti
B1 5477838 | 5478171 334 83.06
B2 5477837 | 5478171 335 89.71
B3 5477829 | 5478171 343 126.63
B4 5477828 | 5478172 345 185.47
B5 5477832 | 5478172 344 61.54
Bé6 5477845 | 5478169 325 29.90

Tabulka 6-14: Informace o detekovanych usecich replikatu D genu X276 27750

X276_27750, replikit D

Replikat Start Stop Délka [bp] Hloubka pokryti
D1 5477848 | 5478172 325 35.41
D2 5477845 | 5478173 329 55.84
D3 5477845 | 5478172 328 43.20
D4 5477839 | 5478173 335 142.14
D5 5477845 | 5478173 329 26.12
Do 5477845 | 5478171 327 15.42

V datech ziskanych nasi detekci se nachézeli i1 dalsi zajimavé useky, které by stali za
bliz§i prozkoumani, jedna se o useky komplementarni ke gentim: X276 27300,
X276 08755, X276 27255, X276 13430, X276 14645, X276 14670 a dalsi. Vsechny
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detekované useky jsou ulozeny v souboru vysledky B _D.mat. V tomto souboru jsou
detekované useky ulozeny do jednotlivych struktur podle toho, jestli se jednalo o useky
replikatu B ¢i D, primarniho ¢ sekundarniho vlédkna a vjakém casovém kroku se
replikat nachéazel. Tyto vysledky jsou také ulozeny do dvou tabulek vytvofenych
v tabulkovém procesoru Excel. VSechny tyto soubory jsou soucasti odevzdanych
elektronickych pfiloh. Soupis téchto priloh se nachazi v Piloze 1.
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Z.aver

Cilem této bakalaiské prace bylo uvedeni do problematiky tykajici se malych
nekodujicich RNA u bakterii (SRNA), konkrétné u bakterie Clostridium beijerinckii
NRRL B-598. Byly vytyCeny zakladni znalosti o bakteriich a o RNA vseobecné. Doslo
k seznameni s vlastnostmi, strukturou a esencialni roli v celé genové expresi organizmu
pro mala nekodujici sSRNA.

Také byla predstavena genova exprese a doSlo k popisu nékterych z mnoha
laboratornich metod pro zkoumani genové exprese, jako jsou Northern blot, SAGE, RT-
gPCR, dPCR a zejména metodu RNA-Seq, nebot’ prave s daty ziskanymi touto metodou
se v této bakalarské praci pracuje.

Nasledné byl v praci navrzen postup pro identifikaci sRNA u Clostridium
beijerinckii NRRL B-598. Postup byl zaméfen pouze na detekci sRNA, které jsou
alespori Castecné komplementarni k uréitym CDS. Navrzeny postup byl nasledné
implementovan v programovacim prostfedi MATLAB.

Data ziskana implementovanym postupem pro detekci byla subjektivné zhodnocena
a bylo vybrano nékolik potencionalnich usekti ke zhodnoceni funkCnosti navrzené
detekce. Veskeré informace o téchto zvolenych tusecich jsou obsazeny v kapitole 6.
U nékterych takto vybranych usekd bylo mozné pozorovat podstatné zmény genové
exprese v cCase, a to pro oba zkoumané replikaty. Také tyto useky po bliz§im
prozkoumani odpovidali svou délkou délkam typickym pro sRNA. Proto je
predpokladano, ze postup, kterym se tato prace zabyva, je do jisté miry uspéSny pro
detekci sRNA. Bohuzel diky neznalosti zadnych sRNA u bakterie Clostridium
beijerinckii NRRL B-598 nelze stoprocentné urcit, zda se opravdu jedna o sSRNA. Bylo
by tedy vhodné tyto useky do budoucna vice prozkoumat.

Prestoze metoda detekce nasla nékteré potencionalni useky, jiz z vysledkti mize byt
nadale uvazovano o dalSich zménach a upravach postupu detekce. Ze zjisténych dat je
jasné, ze by bylo vhodné zakomponovat do rozhodovani miru pokryti pouze na daném
useku a nastavit hranice minimalniho pokryti po usecich. Touto upravou bychom
ziskaly pouze ty useky, které jsou v dané oblasti nejvice zastoupené, nehledé na to,
jakou miru pokryti maji vucéi celé sekvenci. Také by bylo vhodné zakomponovat
1 neékteré strukturalni informace o SRNA a detekci upravit pomoci nich, nebo predikovat
sekundarni strukturu daného tiseku a rozhodovat podle ni.

Samoziejmeé by bylo také vhodné cely algoritmus detekce rozsifit na hledani
1 ostatnich SRNA, kterd nejsou komplementarni k CDS. K tomuto ucelu bychom mohli
vyuzit pravé znalosti o primarni a sekundarni struktufe, jak bylo uvedeno vySe. Na
zaver by bylo také zajimavé pozorovat nejenom miru exprese pro dané useky, ale také
miru exprese daného genu v prub&éhu ¢asovych kroku.

Celkove lze povazovat postup detekce SRNA za uspéSny, nebot’ byly nalezeny
useky odpovidajici typickym vlastnostem sRNA u bakterie. Také je metoda zhodnocena
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jako potencionalné vyhodna metoda pro zkoumani a detekci SRNA 1 u dalSich bakterii,
nebot’ se neodkazuje na presné informace o bakterii Clostridium beijerinckii NRRL B-
598, ale vSechny pouzité informace mohou byt nahrazeny informacemi o jiné bakterii.
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Zkratky:

RNA
tRNA
mRNA
rRNA
sRNA
miRNA
snRNA
DNA
dsDNA
TYA
RCM
RBS
NGS
cDNA
5'UTR
3'UTR
ncRNA
pre-mRNA
DNaza
RNaza
SAGE
PCR
RT-gPCR
RT
dPCR
cdPCR
ddPCR
TGS
SMRT
ZMW
RPKM
CDS

Seznam symboli a zkratek

Ribonukleova kyselina

Transferova ribonukleova kyselina
Mediatorova ribonukleova kyselina
Ribozomalni ribonukleova kyselina
Mala nekodujici ribonukleova kyselina
Mikro ribonukleova kyselina

Mala jaderna ribonukleova kyselina
Deoxyribonukleova kyselina
Dvouvlaknova DNA

Tryptone yeast extract acetate agar
Klostridialni zesileny agar
Ribozomové vazebné misto
Sekvenovani nové generace
Komplementarni DNA

5' neptekladana oblast

3' neprekladana oblast

Nekodujici RNA

Primarni RNA

Deoxyribonukleaza

Ribonukleaza

Sériova analyza genové exprese
Polymerazova fetézova reakce
Reverzné transkripni kvantitativni PCR
Reverzni transkriptaza

Digitalni PCR

Cipova dPCR

Kapkova dPCR

Treti generace sekvenovani

Jedna molekula v redlném cCase
Zero-mode waveguides

Pocet Cteni na milion kilobazi
Kodujici sekvence
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Priloha 1 — Soupis elektronickych priloh

bp_detekce SRNA.m — skript pracujici se vSemi potiebnymi vstupy, jehoz
vystupem jsou detekované useky sRNA ve FASTA formatu. V ramci tohoto
skriptu jsou volany vSechny ostatni funkce.

getindex.m — funkce, ktera ziskava potifebné informace o indexech anotovanych
useku z reference.

getreads.m — funkce, ktera eliminuje nepotiebna ¢teni z BAM souboru.
vysledky B D.mat — obsahuje ulozeny workspace =z prostiedi MATLAB.
V tomto workspace jsou ulozeny do proménnych ziskané detekované useky
z jednotlivych Casovych kroku pro oba replikaty B a D a veskeré informace
o nich.

B D primarni.xlsx — tabulka s listy, které obsahuji detekované useky z replikata
B a D na primarnim vlakné v jednotlivych ¢asovych krocich T1-T6.

B D sekundarni.xlsx — tabulka slisty, které obsahuji detekované tuseky
z replikatt B a D na sekundarnim vlakné v jednotlivych casovych krocich T1-T6.
readme.txt — textovy soubor, popisujici veSkeré informace o odevzdanych
elektronickych ptilohach.
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