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Abstrakt 
Tato bakalářská práce obsahuje stručný úvod do problematiky nekódujících malých 

R N A u bakterií (sRNA). Zaměřuje se na jejich vlastnosti a funkce v organismu a to 

konktrétně pro bakterii Clostridium beijerinckii N R R L B-598. Dále obsahuje popis 

laboratorních metod pro stanovení genové exprese a navrhuje postup pro identifikaci 

malých nekódujících R N A z dat získaných metodou RNA-Seq , pro zkoumanou bakterii 

Clostridium beijerinckii N R R L B-598. V neposlední řadě dochází k implementaci 

navrženého postupu v prostředí M A T L A B a zhodnocení výsledků získaných touto 

metodou. 

Klíčová Slova 

R N A , s R N A , RNA-Seq , sekvenování, genová exprese, bakterie, detekce, M A T L A B 

Abstract 
This bachelor thesis contains short introduction into bacterial small non-coding R N A 

problematic. It is oriented on their features and functions in organisms, especially 

in bacteria Clostridium beijerinckii N R R L B-598. Bachelor thesis also contains 

description of various laboratory methods for gene expression determination 

and suggests a detection method for small non-coding R N A in bacteria Clostridium 
beijerinckii N R R L B-598. Suggested method works with data, which were obtained by 

R N A - S e q technology. Within the framework of the bachelor thesis was suggested 

method implemented in programming and numeric computing platform M A T L A B and 

its results were discussed. 
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Úvod 

V posledních letech se, díky velikému posunu v oblasti detekce, analýzy a zpracovávání 
dat na genetické úrovni, otevírá mnoho dveří pro zkoumání metabolických pochodů 
a interakcí ve všech živých organizmech. 

Sekvenování za využití platforem Illumina, PacBio, Oxford Nanopore a dalších, 
umožňuje zisk nových, dosud nedetekovaných úseků genetické informace, a tím docílit 
většího přehledu o celkové struktuře genetické informace daných organizmů. Díky 
těmto sekvenačním postupům byla objevena řada nových informací o nekódujících 
úsecích R N A , které hrají komplexní a spletitou roli v regulaci genové exprese daného 
organizmu. 

Pro každý organizmus je genetická informace unikátní a je tedy složité při vysokém 
počtu nově získaných dat přesně detekovat neznámé úseky genetické informace 
a určovat jejich funkce v organizmu. Pro tuto detekci vzniká v posledních letech mnoho 
nových postupů a výpočetních metod, které mají za úkol detekovat právě dosud 
nedetekované úseky a nalézt v těchto nově obdržených datech ty úseky, které známé j iž 
jsou. 

Tato bakalářská práce nastiňuje základní znalosti o bakteriích nekódujících R N A , 
převážně o bakteriálních malých nekódujících R N A (sRNA) a o základních dostupných 
metodách sekvenování. Také se tato práce zabývá návrhem algoritmu, který z dat 
získaných metodou R N A - S e q detekuje malé nekódující bakteriální R N A (sRNA) 
u Clostridium beijerinckii N R R L B-598 a jeho následnou implementací. Navržený 
implementovaný algoritmus byl vyzkoušen na dostupných datech o Clostridium 
beijerinckii N R R L B-598 a na závěr byly vyhodnoceny výsledky detekce. 
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1 Bakterie 
Počet formálně detekovaných druhů bakterií byl v roce 2011 stanoven na třicet tisíc [1], 

Odhaduje se, že na Zemi existuje přes 1 milion druhů bakterií. Bakterie se řadí mezi 

jednobuněčné prokaryotické organismy. Jejich buňky neobsahují pravé jádro s jadernou 

membránou. Bakterie patří mezi mikroorganismy, jejich velikost se pohybuje nejčastěji 

v maximálně desítkách mikrometrů. [2] 

1.1 Stavba bakteriální buňky 
Tvar buňky bakterie je buď kulovitý (kloky), nebo protáhlý (tyčinky). Základní 

bakteriální buňka je složena z buněčné stěny, cytoplazmatické membrány, cytoplazmy, 

nukleoidu, plazmidů, ribozomů, vakuol, či granul a inkluzních tělísek [2]. Stavba 

bakteriální buňky je vyobrazena na Obr. 1-1. 

nukleoid 

ribozomy 

Obr. 1-1: Stavba bakteriální buňky. [3] 

Buněčná stenaje pevný, tuhý útvar, který má za úkol chránit obsah buňky bakterie 
a držet její tvar. Hlavní složkou buněčné stěny je peptidoglykan. N a základě složení 
a stavby buněčné stěny jsme schopni určit, jestli se jedná o grampozitivní (tlusté 
buněčné stěny, barví se ireversibilně), či gramnegativní bakterii (tenčí, komplexnější 
buněčná stěna, odbarvitelné). U některých buněk se na povrchu buněčné stěny nacházejí 
polymery, které tvoří kolem buňky pouzdra či slizovou vrstvu (tvorba bakteriálních 
kolonií). Z povrchu buňky bakterie mohou vyúsťovat další struktury - bičíky a fimbrie. 
Bičíky jsou dlouhé, velmi tenké útvary, díky kterým je bakterie schopna pohybu. 
Fimbrie, nebo taktéž pi l i , jsou tenké výběžky, které bakterie využívá pro jednodušší 
přilnutí k podkladu. [2] 
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Cytoplazma vyplňuje prostor bakteriální buňky. Je ohraničena cytoplazmatickou 
membránou, která má velmi podobné složení jako u eukaryotických buněk. Cytoplazma 
obsahuje několik nerozpustných složek. M e z i tyto složky patří nukleoid (hlavní 
chromozom) neboli nepravé jádro, které je složeno z dvoušroubovicové kruhové 
molekuly D N A . Tato D N A nese genetickou informaci dané bakterie. Dalším útvarem je 
mezozom (u grampozitivních bakterií), který je využit při replikaci deoxyribonukleové 
kyselině ( D N A ) v buňce. [2] 

Bakteriální ribozomy jsou oproti eukaryotickým ribozomům menší, jsou složeny 
z ribonukleové kyseliny ( R N A ) a tvoří zhruba 40 % cytoplazmy. Plazmidy jsou malé 
kruhovité části D N A umístěné volně v cytoplazmě, a jejich replikace je nezávislá na 
nukleoidu. Plazmidy nemají existenciální v l iv na přežití bakterie, ale mohou obsahovat 
geny pro rezistenci vůči některým antibiotikům. [2] 

Pro uchovávání energie a živin slouží u bakterií různé inkluze (např. inkluze 
glykogenu či lipidů). Fototropní bakterie zase obsahují chromatofory, což jsou útvary 
obsahující pigmenty, které jsou schopné absorbovat sluneční záření. Některé bakterie 
také obsahují vakuoly (plynové), což jsou drobné váčky propustné pro plyny a vodu. [2] 

1.2 DNA u bakterií 
Deoxyribonukleová kyselina ( D N A ) je makromolekula skládající se zpodjednotek -

nukleotidů. Nukleotid je složen z jedné purinové (adenin, guanin), nebo pyrimidinové 

(cytosin, tymin) báze, fosfátové skupiny (zbytku kyseliny fosforečné) a pentózy 

(deoxyribóza) [4]. Jedná se obvykle o dvouvláknovou molekulu. Názorná ukázka 

chromozomu u bakterie E. colije vyobrazena na Obr. 1-2. 

Obr. 1-2: Snímek chromozomu E. coli z elektronové mikroskopie. [5] 
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Každá molekula D N A tvořící hlavní chromozom u bakterie se musí nacházet ve 
velmi kondenzovaném stavu tzv. svinutém genomu. V takto kondenzovaném stavu musí 
být kvůli velikosti bakterie, která je průměrně v jednotkách mikrometrů. Naopak délka 
chromozomální kruhové molekuly D N A dosahuje velikosti přes tisíc mikrometrů. 

Molekula D N A je tedy uspořádána do přibližně 50 jednotlivých smyček (domén), 
které jsou spiralizovány, viz Obr. 1-3. N a udržení tohoto svinutého genomu se podílejí 
některé proteiny a R N A . Ty mohou být uvolňovány působením deoxyribonukleázy 
(DNázy), která uvolňuje spiralizaci jednotlivých domén. Také mohou být rozvolněny 
působením ribonukleázy (RNázy), která uvolňuje jednotlivé R N A z D N A , jež upevňují 
jednotlivé domény [4], 

Obr. 1-3: Znázornění čtyř domén bakteriální D N A . Upraveno. [6] 

1.3 RNA u bakterií 
Ribonukleová kyselina ( R N A ) je makromolekula skládající se, stejně jako D N A , 
z podjednotek - nukleotidů. Nukleotid je složen z jedné purinové (adenin, guanin), nebo 
pyrimidinové (cytosin, uracil) báze, fosfátové skupiny (zbytku kyseliny fosforečné) 
a pentózy (ribóza). V pyrimidinových bázích se R N A liší od D N A , kdy namísto 
thyminu obsahuje bázi uracil. Také se liší v použité pentóze. Pro genovou expresi 
rozdělujeme R N A do pěti základních typů: transferová R N A ( tRNA), mediátorová 
R N A (mRNA) , ribozomální R N A (rRNA), malá bakteriální R N A (sRNA). Všechny 
tyto R N A vznikají transkripcí z D N A . Kromě m R N A jsou jejími konečnými produkty. 
Pouze m R N A dále podléhá translaci za vzniku proteinů. [4] 
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2 Clostridium beijerinckii NRRL B-598 
Rod Clostridium je jeden z velkých bakteriálních rodů čítající zhruba 150 druhů, j ež 

některé mají obrovský potenciál pro biotechnologické zkoumání [7]. Vyskytují se 

v půdách, vodních sedimentech a v trávicím traktu řady organizmů. Jsou účastníci 

v hnilobných procesech a díky jejich schopnosti tvořit silně rezistentní spory, jsou 

vysoce odolné vůči nepříznivým podmínkám. Rada bakterií z rodu Clostridium má 

významné patologické účinky. Jedná se o relativně velké sporulující bakterie, často širší 

než 0,5 ^m, které zaujímají tvar tyčinek s bičíky [8]. Jsou grampozitivní, ale svou 

grampozitivitu mohou postupně ztrácet. Většina druhů roste za silně anaerobních 

podmínek. Výjimku tvoří řada bakterií (C. perfringens, C histolyticum), které jsou 

schopny přežít malé množství kyslíku v prostředí [9]. Díky jejich silně anaerobním 

vlastnostem bylo až donedávna těžké s nimi manipulovat a využívat je tak pro 

zkoumání na genetické úrovni. 

Clostridium beijerinckii N R R L B-598, původně pojmenovaná jako Clostridium 
pasteurianum N R R L B-598 [10], je sporulující, kyslík tolerující bakterie schopná 

produkovat aceton-butanol a vodík. Schopnost růst v levném jednoduchém prostředí, 

stabilita degenerace kmene, dobrá adaptace na kontinuální procesy a hlavně schopnost 

produkce aceton-butanolu určují bakterii C beijerinckii, jako skvělého adepta pro širší 

biotechnologické zkoumání [7]. Ukázka C beijerinckii je zobrazena na Obr. 2-1. 

Obr. 2-1: Sporulující Clostridium beijerinckii N R R L B-598: 

1. TI (3,5 h) - acidogenní fáze; 2. T2 (6 h) - přechod z acidogenní fáze do 

solventogenní; 3. T3 (8,5 h) - solventogenní fáze; 4. T4 (13 h) - solventogeneze 

a sporulace; 5. T5 (18 h) - solventogeneze a sporulace; 6. T6 (23 h) - solventogeneze 

a sporulace. 
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3 Nekódující RNA 
Nekódující R N A (ncRNA) jsou funkční R N A molekuly vznikající transkripcí 

z templátové D N A , které nepodléhají translaci na protein. M e z i hlavní nekódující R N A 

řadíme transferovou R N A , ribozomální R N A , malou jadernou R N A , mikro R N A 

a další. U bakterií jsou tato krátká nekódující R N A označovány jako malé R N A [4], 

3.1 Transferová RNA (tRNA) 
Transferová R N A neboli t R N A slouží jako zprostředkovatel, díky němuž se při translaci 

na ribozomech jednotlivé aminokyseliny správně vážou do polipeptidového řetězce 

podle kodonů m R N A . t R N A jsou složena z 70-95 nukleotidů a vytvářejí tzv. strukturu 

jetelového listu, v iz Obr. 3-1. Právě díky této struktuře má t R N A jedinečnou vlastnost 

vázat na sebe patřičnou aminokyselinu za přítomnosti enzymu aminoacyl-tRNA 

syntetáza. Také díky tomuto tvaru má t R N A oblast s antikodonem pro rozeznání 

kodonu m R N A na základě komplementarity bází a mít místo k uchycení na 

ribozom. [4] 

Každý ribozom má tři místa pro uchycení jednotlivé t R N A . Jedná se o místa A , P 

a E . Místo A slouží k navázání t R N A nesoucí aminokyselinu, místo P slouží k navázání 

této aminokyseliny do polypeptidového řetězce a místo E , kde se t R N A , která j iž nenese 

aminokyselinu, odpojuje od ribozomu. [4] 

Pňmámr strukturu tRNA 

mRNA í" . . , ď C A ... • J ' 

katión 
pra sfanin 

Obr. 3-1: Schéma primární a sekundární struktury t R N A . [11] 
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3.2 Ribozomální RNA (rRNA) 
Ribozomální R N A neboli r R N A slouží jako funkční stavební části ribozomů, na kterých 

dochází k translaci a předpokládá se, že hraje důležitou roli ve tvorbě peptidových 

vazeb jako peptidyltransferáza [12]. r R N A je jednovláknová a jen v některých částech 

tvoří strukturu dvojité šroubovice [4]. Sekundární struktura jedné z r R N A j e zobrazena 

na Obr. 3-2. 

Ribozomy jsou složeny zhruba z jedné poloviny právě z r R N A a druhou polovinu 

tvoří proteiny. Ribozomy se skládají ze dvou podjednotek - z malé a velké podjednotky. 

Tyto podjednotky se sestavují při iniciaci translace, po ukončení translace se znovu 

rozpadají a čekají na další iniciaci [4], 

Obr. 3-2: Sekundární struktura 5.8S r R N A . Upraveno. [13] 

3.3 5' a 3' nepřekládaná oblast, riboswitch 
5' nepřekládaná oblast neboli 5' untranslated region (UTR) se nachází v oblasti od 
prvního nukleotidu m R N A až po iniciační kodon ( A U G ) této m R N A podléhající 
translaci. 5' U T R tedy nepodléhají translaci, ale mají naopak regulační funkci, kterou 
translaci ovlivňují. U prokaryotních organizmů se v oblasti 5' U T R nachází vazebné 
místo pro ribozom tzv. Shine-Dalgarnova sekvence ( A G G A G G U ) a její délka bývá 
zhruba od 3-10 nukleotidů. U eukaryotických organizmů délka sahá až k tisícům bází 
[14]. 5' U T R obsahují riboswitche, které regulují jak transkripci, tak translaci 
a celkovou stabilitu m R N A [15]. 

Riboswitch ( R N A přepínač) je struktura obsahující aptamer tj. R N A , která je 
schopná na sebe navázat specifickou malou molekulu, a tzv. expression platform, jež 
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mění svou konformaci na základě vazby dané molekuly na aptamer. N a základě změny 
této struktury závisí jednotlivé regulační vlastnosti riboswitche na úrovni transkripce 
i translace a také má v l iv na celkovou stabilitu m R N A . [15] 

3' nepřekládaná oblast neboli 3' U T R se nacházejí na m R N A ihned po terminačním 
kodonu ( U G A , U A A , U A G ) . 3' U T R tedy nepodléhají translaci, ale obsahují oblasti 
regulující translaci. Mají celkový v l iv na stabilitu dané m R N A a také mají v l iv 
na polyadenylaci, tj. procesu, kdy se na m R N A navazuje poly-A konec. P o l y - A konec 
se na konec m R N A navazuje na základě sekvence A A U A A A , kterou 3' U T R obsahuje. 
3' U T R oblast také obsahuje oblasti, které jsou schopné navázat některé bakteriální 
s R N A , které následně ovlivňují genovou expresi [16]. Schéma eukaryotické m R N A 
s výše zmíněnými strukturami je znázorněna na Obr. 3-3. 

úsekyovlivnujícítranslaci 

5'UTR 3'UTR 

Obr. 3-3: Schéma eukaryotické m R N A s 3' U T R , 5' U T R a poly-A koncem. Upraveno. 

[17] 

3.4 Malá jaderná RNA 
Malá jaderná R N A neboli small nuclear R N A (snRNA) jsou krátké nekódující R N A , 

jejich funkcí je převážně ovlivňovat posttranskripční děje u eukaryotických organizmů. 

S proteiny tvoří s n R N A komplexní strukturu zvanou spliceozom, který provádí splicing 

- umožňuje vystřižení nekódujících částí - intronů, z primárního transkriptu (pre-

m R N A ) [4]. 

M i k r o R N A neboli m i R N A je malá nekódující jednovláknová R N A (délka 21-23 

nukleotidů), vyskytující se převážně u eukaryotických organizmů. Svou funkcí je 

schopna ovlivňovat genovou expresi tak, že se naváže na cílovou m R N A a zastaví 

translaci, nebo zapříčiní rozpad této m R N A [18]. 
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3.5 Malé bakteriální RNA 
Malé bakteriální R N A neboli small R N A (sRNA) jsou R N A složená z přibližně 50 až 
300 nukleotidů. Jejich struktura je komplexní a obsahuje několik kmenových smyček 
[19, 20]. s R N A mají různé posttraskripční regulační účinky působící na nezávislých 
cílech genové exprese. Nejenom díky těmto regulačním účinkům s R N A jsou bakterie 
schopné rychle reagovat na změnu podmínek okolního prostředí, ovlivnit růstové 
procesy nebo řídit a ovlivňovat další posttraskripční faktory [20], 

První skupinka s R N A , které regulují m R N A tím, že se na ni navážou krátkým 
nedokonalým párování bází, jsou nazývány také jako transkódované s R N A . Mnoho 
z těchto s R N A se párují buď v těsné blízkosti, nebo přímo na ribozomální vazebné 
místo (RBS) - oblast, kterou se m R N A váže na ribozom, a tím zabraňují dané 
m R N A translaci na ribozomech [20], 

Další z těchto s R N A naopak nasedají na příslušnou m R N A dál od R B S 
a znemožňují tak vytvoření sekundární struktury, která by měla za následek zabránění 
translace, nebo svou vazbou zvyšují či snižují stabilitu dané m R N A [20], 

Jak tyto s R N A rozpoznají svá cílová místa na m R N A , i přes možnou 
komplementaritu se stovkami dalších míst podél celého genomu, není doposud přesně 
známo. Některé výzkumy naznačují, že určité s R N A využívají své vyšší struktury 
(sekundární, terciální) pro detekci cílového místa. Většina s R N A se však váže na 
jednořetězcové úrovni a díky tomu se na tyto struktury nemůžeme vždy spoléhat. [20] 

s R N A se vyznačují svými po ly-U 3' koncem, který slouží jako ochrana vůči 
exonukleázám, enzymům schopných štěpit jednotlivé nukleové kyseliny od konců 
molekul a tím je znehodnocovat. K vazbě na odpovídající m R N A dochází nejčastěji na 
5' konci s R N A , v oblasti zvané „seed region", znázorněné na Obr. 3-4. [20] 

region sile,.-' 

Obr. 3-4: Znázornění struktury s R N A s proteinem Hfq. [20] 
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U gramnegativních druhů bakterií s R N A vyžadují pro svou správnou funkci 
a stabilitu přítomnost proteinu Hfq. Protein Hfq má tendence k vazbě v oblastech 
blízkých kmenové smyčce s R N A bohatých na A a U a jsou schopny detekovat 3' konec 
po lyU dané s R N A . Jednotlivá R N A se na protein Hfq vážou jak na proximální, tak i na 
distální část. Proto se na jediný Hfq protein může vázat zároveň více jednotlivých R N A . 
Díky této vlastnosti Hfq může urychlovat vazbu s R N A na m R N A , stabilizovat vazbu 
s R N A - m R N A či měnit strukturu některé z těchto R N A . [20] 

U grampozitivních bakterií se zdálo, že je protein Hfq postradatelný, ale například 
studie o bakterii Listeria monocytogenes dokazuje, že i u této skupiny bakterií může 
Hfq zaujmout svou roli v regulaci [21]. Také u naší sledované bakterie Clostridium 
beijerinckii N R R L B-598 ukazují sekvenační studie, že obsahuje homologickou 
sekvenci pro protein Hfq, a tedy lze předpokládat účinky tohoto proteinu na vazbu mezi 
s R N A a m R N A [22]. Existují i další proteiny (YbeY protein), které mají v l iv na funkci 
a strukturu s R N A a u bakterií nedisponujících genem pro Hfq protein [20]. Vazba Hfq 
proteinu s s R N A je znázorněna na Obr. 3-5. 

htq distal face 
Obr. 3-5: Vazba Hfq proteinu s s R N A RydC vyskytující se uE. coli. [23] 

Bakteriální malé R N A hrají také důležitou roli ve stabilitě m R N A , kdy zabraňují 

jednotl ivým RNázám navazovat se na 5' konce tím, že se na tyto oblasti navážou sami. 

Tím nedochází ke štěpení m R N A a zvyšuje se tak její stabilita. Tato vlastnost byla 

pozorována při studii bakterií Streptococcus, kde tuto funkci zastupuje s R N A FasX. 

Některé s R N A také ovlivňují svou vazbou na specifické místo m R N A účinky RNáz, 

které na základě této vazby s R N A - m R N A štěpí m R N A na určitém místě. Naopak 
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některé RNázy mají schopnost štěpit s R N A navázané na m R N A a tím ovlivňovat jejich 
regulační vlastnosti. [20] 

Další vlastností některých s R N A je interakce se specifickými proteiny. Jak už bylo 
uvedeno výše, protein Hfq je protein napomáhající ke správnému navázání jednotlivých 
s R N A na cílová místa m R N A . Existují však i j iné interakce mezi s R N A a proteiny, 
které svou vazbou ovlivňují aktivitu těchto proteinů a u některých má dopad na jejich 
enzymatickou aktivitu. Jiné s R N A mohou také spojovat jednotlivé proteiny k sobě a tím 
vytvářet složitější struktury. [20] 

Část s R N A regulují více konečných cílů a některé m R N A či proteiny jsou 
ovlivňovány více než jednou sRNA. Tím dochází k tvorbě velmi spletitých 
a komplexních regulačních sítí, v iz Obr. 3-6, které ovlivňují celkovou genovou expresi 
v organizmu. [20] 

Obr. 3-6: Část regulační sítě proE. coli. Obdélníky představují jednotlivé s R N A a ovály 

odpovídají regulovaným cílovým m R N A . Upraveno. [20] 
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4 Laboratorní techniky pro stanovení genové 
exprese 

Existují dva hlavní důvody proč se zabývat studiem genové exprese. Prvním z nich je 

určení, které tkáně exprimují jaké geny. Tyto informace mohou pomoci při indikaci 

jednotlivých fyziologických funkcí daného kódovaného proteinu. Druhým, ne méně 

důležitým důvodem, je detekce a určení funkcí jednotlivých regulátorů genové exprese. 

V dnešní době se ke stanovení genové exprese využívá několik metod, které si 

představíme v následujících kapitolách. Schéma genové exprese je znázorněno na Obr. 

4-1. 

plasma membrane 

plasma membrane 

\ cytoplasm 

translation 
protein 

prokaryote eukaryote 

(b) 
Obr. 4-1: Schéma genové exprese. [24] 

(a) Znázorňuje G E u prokaryot, kdy transkripce i translace probíhá zároveň 

v cytoplazmě buňky, (b) znázorňuje G E u eukaryot, kde transkripce probíhá v jádře 

buňky a translace na ribozomech v cytoplazmě. 

Genová exprese (GE) je proces, při kterém je genetická informace z D N A přenesena 

do polypeptidového řetězce proteinu. Genová exprese je prováděna ve dvou základních 

krocích - transkripcí a translací [4], 

Při transkripci dochází k přepisu genetické informace obsažené v sekvenci 

nukleotidů D N A do sekvence nukleotidů R N A na základě komplementarity bází. Této 

R N A se říká mediátorová R N A (mRNA). U eukaryotických organismů probíhá 

transkripce v buněčném jádře za vzniku pre-mRNA. Posléze prochází tato m R N A ještě 

posttranskripčními úpravami, kdy jsou vystřiženy za účasti snRNA z pre-mRNA introny 

(části, které nenesou informace o proteinech) a jsou upraveny jejich 3' a 5' konce. Tím 

získáváme finální molekulu m R N A , která vystupuje z buněčného jádra do cytoplazmy 

a podléhá translaci. U prokaryotických organismů probíhá transkripce volně 

v cytoplazmě a je získán primární transkript, který odpovídá výsledné molekule m R N A , 

která následně podléhá translaci. [4] 
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Translace je děj, který probíhá na ribozomech (makromolekulami struktury složené 

z 3-5 r R N A a 50-90 proteinů) umístěných v cytoplazmě. Při translaci se informace ze 

sekvence nukleotidů m R N A překládá do polypetidového řetězce výsledného proteinu. 

Translace se účastní i transferové R N A (tRNA), které mají za úkol přivádět jednotlivé 

aminokyseliny na ribozom. Připojení správných aminokyselin na jednotlivé t R N A 

probíhá za pomoci enzymů nazývajících se aminoacyl-tRNA-syntetázy. Každé 

aminokyselině připadá jednou až čtyř t R N A na základě tzv. genetického kódu. [4] 

4.1 Northern blot 
Northern blot je metoda určená k měření velikosti a množství transkriptu R N A . 
Základním principem je dělení R N A dle velikosti a detekce na membráně za pomocí 
hybridizační sondy se sekvencí báze komplementární k celé, nebo k části cílové 
R N A . [25] 

Prvním krokem je extrakce celkové R N A z buňky za užití chaotropního činidla 
(látka schopná narušovat vodíkové vazby). Tyto činidla denaturují proteiny, včetně 
RNáz. Dále můžeme zahrnout do postupu izolaci jednotlivé m R N A . K izolaci se 
využívá poly-A+ konce m R N A za užití celulózové chromatografie, kde jsou použily 
oligo-T kolony. Tyto vzorky R N A oddělujeme gelovou elektroforézou na agarovém 
gelu podle velikosti. Poté následuje proces zvaný blotování, kdy je daná R N A 
přenesena z agarového gelu na nylonovou membránu. Využívá se především kladně 
nabitých nylonových membrán, díky jejich vysoké afinitě k záporným nukleovým 
kyselinám m R N A a vyšší odolnosti. [26] Schéma metody Northern blot je vyobrazeno 
na Obr. 4-2. 

Pi^sTiníd w i t h cOna 

Hybridization 

Detection of a pacific mRNA 

Quant i f i ca t ion 

Obr. 4-2: Schéma zobrazující postup metody Northern blot. [26] 

24 



Pro blotování se využívají dvě hlavní metody - kapilární a vakuová. Tradičnější a na 
výbavu méně náročná metoda je kapilární blotování. Její nevýhodou je však délka trvání 
(4-18 h). N a rozdíl u technicky náročnějšího vakuového blotování je čas výrazně kratší 
(1-2 h), a proto se v poslední době využívá ve větší míře. Výsledný blot na nylonové 
membráně obsahuje přesný obraz rozdělených m R N A z agarového gelu. [26] 

Po blotování následuje ukotvení m R N A na nylonovou membránu. K tomuto se 
využívá buď U V světlo, nebo vyšší teploty, které zapříčiní vznik kovalentní vazby mezi 
m R N A a membránou. [26] 

Pro přípravu hybridizační sondy je základem, aby byla sonda částečně, nebo 
kompletně komplementární ke sledované m R N A . Pro sondy se využívají 
komplementární D N A (cDNA) , R N A nebo oligonukleotidy, které mají se sledovanou 
m R N A minimálně 25 komplementárních bází. Sonda je nadále označena buď 
radioaktivními izotopy ( 3 2 P), nebo chemiluminiscencí. Po označení je sonda 
hybridizována s m R N A na membráně. Poté dochází k postupnému promývání, kdy jsou 
odplaveny přebytečné zbytky sondy tak, aby na membráně zbyly jen označené části 
m R N A . Výsledný obraz je získán za použití rentgenového filmu a výsledky 
kvantifikovány denzitometrií. [26] 

4.2 SAGE 
S A G E (seriál analysis of gene expression) je metoda, jenž umožňuje určit absolutní 
četnosti jednotlivých transkriptů exprimovaných v populaci buněk. [27] 

Metoda S A G E je založena na dvou předpokladech. První z předpokladů využívá 
toho, že označené nukleotidové sekvence o délce 9-10 nukleotidů jsou dostatečným 
identifikátorem jednotlivých transkriptů, neboť sekvence o délce 10 nukleotidů je 
schopna rozpoznat až 1048576 jednotlivých transkriptů (4 1 0). Druhým předpokladem je, 
že krátké označené sekvence mohou být zřetězeny a mohou tak být sériově 
sekvenovány v jednom klonu. U této sekvenace je však důležité rozeznat začátky 
a konce jednotlivých označení daných sekvencí. [27] 

Prvním krokem u metody S A G E pro analýzu exprese m R N A je syntéza c D N A 
z m R N A za použití biotin-oligo(dT) příměru. Tato nově vzniklá dvouřetězcová c D N A 
je nadále štěpena za použití reštrikční endonukleázy. Reštrikční endonukleáza je kotvící 
enzym, který je schopný štěpit D N A na specifických místech. [27] 

Dále jsou části, které byly štěpeny reštrikční endonukleázou nejblíže k p o l y - A 
konci, navázány na streptadivin. Tyto části c D N A navázaných na streptadivin jsou 
rozděleny na dvě poloviny a každá z těchto polovin je označena enzymem (linkerem) 
navázaným na místo c D N A , kde proběhla restrikce. Následně dochází k dalšímu 
štěpení, kdy je odstřižen od označených c D N A streptadivin. Tyto úseky uvolněné od 
streptadivinu s jednotlivými linkery se spojí v jeden dlouhý řetězec. [27] 
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Tento řetězec nadále slouží jako templát pro P C R (polymerázová řetězová reakce) 
se specifickým označením (primery) na obou stranách. Výsledkem amplifikace 
(namnožení) jsou dvě sekvence spojené svými konci, ohraničené místy pro kotvící 
enzym a neobsahuje linkery. Tímto je vytvořen tzv. konkatemer - dlouhá molekula 
D N A obsahující mnohonásobné kopie stejné části D N A , která je následně Honována 
a sekvenována. [27] Celý tento postup je znázorněn na Obr. 4-3. 
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Obr. 4-3: Schéma znázorňující metodu SÁGE. Upraveno. [28] 

1. Syntéza c D N A pomoci biotin-oligo(dT) primeru; 2. Štěpení kotvícím enzymem 

a navázání streptadivinu; 3. Rozdělení na dvě části a označení jednotlivých částí 

linkery; 4. Odstřižení streptadivinu; 5. Spojení řetězců částí s odlišnými linkery v jeden 

řetězec; 6. P C R , sekvenování; 7. Analýza dat. 
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4.3 Reversně transkripční kvantitativní PCR 
Reverzně transkripční kvantitativní P C R (RT-qPCR) je v dnešní době jedna 
z nej rozšířenějších a nej dostupnějších metod pro stanovení kvantity m R N A . Jedná se 
o fluorescenční metodu, která pracuje v reálném čase. [29] 

Prvním krokem je u R T - q P C R právě reverzní transkripce, kdy je buď celková R N A , 
nebo cílová m R N A transkriptována do c D N A . Pro tento přepis se nejčastěji využívá 
směs oligo(dT), náhodných či specifických primerů. Tyto primery nasedají na vlákno 
R N A . Enzymy reverzní transkriptázy (RT) jsou potřebné k zahájení syntézy. Často 
používanými enzymy jsou enzymy s relativně vysokou tepelnou stabilitou. Využívá se 
reverzní transkriptáza získaná z viru ptačí myeloblastózy nebo Molonayova myšího 
leukemického viru [30]. Následně je využito funkce RNázy H , která odstřihne R N A 
z duplexu R N A - D N A a dovolí tak dokončit syntézu dvouvláknové c D N A . [29] 

Poté probíhá zahřátí směsi na vysokou teplotu (okolo 70 °C) tak, aby došlo 
k inaktivaci RT . Takto získaná c D N A je následně použita jako templát pro kvantitativní 
P C R , kde je požadovaná R N A amplifikována a v jednotlivých cyklech detekována. 
V dnešní době se pro P C R používají fluorescenčně značené nukleové kyseliny, které 
umožňují real-time detekci. [29] 

Existuje jednostupňová a dvoustupňová RT-qPCR. Jednostupňová R T - q P C R 
kombinuje oba hlavní kroky (RT i P C R ) v jediné zkumavce, ve které jsou přítomny 
všechny potřebné látky. Naopak dvoustupňová R T - q P C R probíhá jednotlivě ve dvou 
zkumavkách se specifickými primery a postupy, jak je znázorněno na Obr. 4-4. [29] 

Sequence-specific 
Primers 

Oligo(dT)s 
Random Primers 
Sequence-specific Primers 

Sequence-specific 
Primers 

One-Step Two-Step 

Obr. 4-4: Schéma jednostupňové a dvoustupňové RT-qPCR. [29] 

4.4 Digitální PCR (dPCR) 
Metoda digitální P C R (dPCR) je jedna z novějších metod, která umožňuje analýzu 

z malého množství materiálu s vysokou kvantifikací získaného výsledku bez nutnosti 

využití kalibračních křivek. Při dPCR je reakční směs obsahující analyzovaný vzorek 

rozdělena do velkého počtu reakčních podílů. V každém z těchto podílů následně 

probíhá vlastní amplifikace pomocí P C R . d P C R využívá stejné složky, jako jsou 
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využity u RT-qPCR, včetně fluorescenčního značení. Při vyhodnocování je získána jako 
odpověď sérii jedniček a nul. Jednička nám značí pozitivní nález v daném reakčním 
podílu, nula značí, že v daném reakčním podílu nebyl detekován dostatek analyzované 
D N A (detekce nepřekročila stanovenou detekční hranici). Díky tomuto binárnímu 
zápisu výsledku získala tato metoda svůj název „digitální P C R " . [31] 

Pro rozdělení reakční směsi do jednotlivých reakčních podílů existují dvě metody. 
První metoda využívá mikročipy - čipová d P C R (cdPCR). Čipy rozdělují směs do 
přesně daného množství mikrojamek (komůrek). V dnešní době se jedná 
o poloautomatické či automatické přístroje. Druhá metoda - kapičková d P C R (ddPCR), 
využívá emulgace vzorku. Reakční směs je smíchána s olejem a stabilizátory. Následně 
je reakční směs rozdělena na mikrokapičky za pomocí tzv. generátoru kapek, tyto 
mikrokapičky jsou přeneseny na mikrotitrační destičky a probíhá na nich emulzní PCR. 
Výsledky jsou snímány čtečkou kapek, která je schopná analyzovat zhruba 1000 kapek 
za jednu sekundu. [32] Schéma metody d P C R je zobrazena na Obr. 4-5. 
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Obr. 4-5: Schéma metody dPCR. [32] 

Počet kapiček, respektive počet komůrek a jejich objemy jsou zásadní pro určení 
detekčních limitů dPCR. Důležitá je také náhodné rozdělení reakční směsi do 
jednotlivých reakčních podílů. Pro výsledný výpočet koncentrace analyzované D N A je 
nutné znát objemy reakčních podílů a jejich počet a z nich poté znát počet pozitivních, 
nebo negativních podílů. [32] 

4.5 DNA microarray 
Metoda D N A microarray se stala jednou z nej používanějších metod pro určení relativní 

koncentrace nukleových kyselin ve směsi a to díky skvělému poměru: počet 

sekvencí/cena. V dnešní době existuje mnoho různých metod microarray ( D N A , 

proteinová, . . .) . Zde se však zaměříme na D N A microarray. [33] 
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Principem dvouvláknové metody D N A čipu je tzv. paralelní hybridizace cílové 
směsi (značená analyzovaná c D N A ) s tisíce sondami (reprezentovány částí nebo celým 
genomem). Každá z těchto sond má určené přesné místo na čipu, jehož povrch je 
rozdělen mřížkou na jednotlivé pole. Sondy jsou nejprve amplifikovány metodou P C R 
a následně jsou kovalentně přichyceny na povrch čipu (nejčastěji ze skla, plastu či 
silikonu). Analyzovanou c D N A získáváme reverzní transkripcí z analyzované m R N A , 
kterou při syntéze značíme fluorescenční barvou. Jinou fluorescenční barvou označíme 
i tzv. kontrolní c D N A sloužící pro komparativní hybridizaci. [34] 

Tyto c D N A jsou následně zahřátý v horké lázni, rychle schlazeny a naneseny na 
předem připravený čip. Čip s nanesenou c D N A je poté uložen v hybridizační komůrce 
ve vodní lázni. Po hybridizaci dochází k promytí čipu a následnému skenování. Přístroj 
určený pro skenování je složen ze dvou laserů o různých vlnových délkách. Lasery je 
ozářen čip a fluorescenční barva, kterou byla označena c D N A , emituje charakteristické 
záření, které je detekováno a následně analyzováno. Celý postup metody D N A 
microarray je znázorněn na Obr. 4-6. [34] 
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Obr. 4-6: Schéma metody D N A microarray. Upraveno. [34] 

4.6 RNA-Seq 
Metoda sekvenování R N A (RNA-Seq) v posledních letech postupně nahrazuje využití 

ostatních metod při analýze genové exprese. Jedná se o užitečný nástroj pro analýzu 

celého transkriptomu - nejen tedy m R N A , ale i ostatní nekódující R N A . R N A - S e q je 
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založena na platformách pro sekvenování nové generace (NGS). Zatím bylo odvozeno 
přibližně 100 různých protokolů pro RNA-Seq . Základním předpokladem pro úspěšnou 
analýzu metodou R N A - S e q je správný výběr knihovny, hloubky sekvenování a počet 
replikátů. [35] 

Principem této metody je připravení c D N A knihovny, pro krátká (Illumina), nebo 
dlouhá (PacBio) čtení, určená pro následovné sekvenování. První krok pro přípravu 
knihovny pro krátká čtení spočívá v extrakci požadované R N A z buňky. V některých 
případech je ze vzorku R N A odstraněna r R N A (ta se ve vzorku vyskytuje ve více než 
90% zastoupení). Jestliže bude analyzována pouze m R N A , lze pro její izolaci využít 
selekci na základě poly-A konců za použití oligo(dT). Pokud bude zkoumán celý 
transkriptom, mimo r R N A , je nutné r R N A ze vzorku odstranit. [35] 

Následně dochází k fragmentaci - ta může být enzymatická (využití endonukleáz) 
nebo fyzikální (teplo). Poté dochází k syntéze reverzní transkriptázou, čímž vzniká 
c D N A knihovna. Jednotlivé c D N A jsou označeny z jedné nebo obou stran adaptéry 
(jejich charakter záleží na zvolené metodě následného sekvenování, mohou mít i funkci 
tzv. barcodes - označují původ sekvencí). [35] 

Jestliže vzorek nemá dostatečnou koncentraci, je nutné tuto c D N A nejdříve 
amplifikovat (i zde záleží na zvolené metodě sekvenování). K tomu se využívají různé 
P C R metody (emulzní, můstková, . . .) . Tímhle způsobem lze získat fragmenty 
o velikosti kratší než 200 bp. Pro odstranění fragmentů menší jak 150 bp a větších jak 
200 bp jsou používány speciální sondy. [35] 

Příprava knihovny pro dlouhá čtení se příliš neliší od přípravy knihovny pro krátká 
čtení, nedochází zde však k fragmentaci na tak krátké úseky. Levnější krátká čtení se 
obvykle využívají pro studium genové exprese u dobře anotovaných organizmů, naopak 
delší čtení je vhodnější pro studium špatně anotovaných transkriptů. Připravená 
amplifikovaná knihovna c D N A je následně sekvenována. Počet čtení a jejich hloubka 
záleží na vybrané metodě sekvenování (Illumina, PacBio, .. .). [35] 

Následně jsou jednotlivá čtení zpracovávána bioinformatickými postupy -
zarovnávání, sestavování jednotlivých čtení (využití referenčního genomu, nebo 
sestavování nových neznámých transkriptů) a statistické analýzy změn v genové 
expresi. [36] Základní schéma metody R N A - S e q je nastíněno na Obr. 4-7. 

RNA -

Fragmenty RNA cDNA Ligace P C R Výběr dle Sekvenování 
syntéza adaptorů amplifikace velikosti 

Obr. 4-7: Schéma znázorňující základní kroky metody RNA-Seq . Upraveno. [35] 
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4.6.1 lilu mi na 

Illumina (dříve S O L E X A ) je metoda sekvenace, která pracuje na základě sekvenace 

krátkých čtení (úseky do velikosti 250 bp). Po fragmentaci a následném navázání 

odlišných adaptorů na jednotlivé konce, jsou fragmenty denaturovaný a jsou 

komplementárně navázány pomocí adaptorů na oligonukleotidy, které jsou přichyceny 

na povrchu tzv. flow cell (reakční komůrky). Následně dochází k amplifikaci 

můstkovou P C R . [37] Průběh můstkové P C R je vyobrazen na Obr. 4-8. 
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Obr. 4-8: Schéma můstkové P C R . [37] 

Prvním krokem pro můstkovou P C R je syntéza druhého vlákna dle původní 

templátové c D N A . Po dokončení této syntézy je dvouřetězcová molekula denaturovaná 

a původní templátová c D N A je omyta pryč. N a flow cell zůstává pouze nově 

dosyntetizovaná c D N A , která je na povrch přichycena kovalentně. Následně dochází 

k uchycení volného konce c D N A ke komplementárnímu oligonukleotidu. Takto vzniká 

jednořetězcový můstek. [37] 

Poté dochází k dosyntetizování oligonukleotidu a tím ke vzniku dvouřetězcového 

můstku, jenž je následně denaturován za vzniku dvou jednořetězcových molekul. Každá 
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z těchto jednořetězcových molekul má jeden konec volný. S těmito volnými konci jsou 

znovu uchyceny dle komplementarity bází na blízké oligonukleotidy a celý proces se 

opakuje. Tímto způsobem vznikají na jednotlivých místech reakční komůrky tzv. 

clustery (místa, kde jsou amplifikovány stejné molekuly c D N A ) . [37] 

Po úspěšné amplifikaci můstkovou P C R dochází k sekvenování. Sekvenování 

u metody Illumina je započato odstraněním reverzních vláken a přidání primerů. 

Následně jsou přidány všechny typy nukleotidů, které jsou označeny různými fluofory. 

Také je do směsi přidána D N A polymeráza a reverzibilní terminátory - ty zapříčiňují, 

že je v každém cyklu sekvenace navázán na vlákno pouze jeden označený nukleotid. Po 

uchycení označeného nukleotidu dochází k excitaci fluoroforu laserem a detekci 

emitovaného světla. Nakonec jsou odstraněny reverzibilní terminátory a celý cyklus se 

opakuje, dokud není sekvenovaný celý fragment c D N A . [37] 

V dnešní době poskytuje firma Illumina několik typů přístrojů pro sekvenaci -

Illumina MiniSeq, Illumina MiSeq , Illumina NextSeq 550 Series, Illumina NextSeq 

1000 & 2000, Illumina NovaSeq 6000. Každý z těchto přístrojů se liší v počtu čtení 

a délce fragmentů analyzované D N A . [38] Zjednodušené schéma sekvenace metodou 

Illumina je na Obr. 4-9. 
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Obr. 4-9: Schéma znázorňující princip sekvenování metodou Illumina. [35] 
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4.6.2 PacBio 

Metoda PacBio, vyvinutá společností Pacific BioSciences, nabízí jedinečnou 
sekvenační analýzu založenou na sekvenování jediné molekuly v reálném čase (single 
molecule real time, S M R T ) , což nevyžaduje pauzy mezi jednotlivými čtení a není zde 
zapotřebí P C R amplifikace. Tato metoda se řadí do skupiny označované sekvenování 
třetí generace (TGS). Hlavní výhodou jsou dlouhé délky čtení a celkově rychlejší 
proces, naopak je zde vyšší chybovost a především cena. [39] 

Metoda PacBio zachycuje informace o dané sekvenci při replikaci cílové molekuly 
D N A . Nejprve je vytvořen templát - analyzovaná D N A , která je dvouřetězcová 
(dsDNA) a na jejichž koncích jsou ligované vlásenkové adaptéry vytvářející smyčku. 
Tomuto templátu se také říká SMRTbel l a je znázorněný na Obr. 4-10. [39] 

Obr. 4-10: SMRTbel l [39] 

Následně je tato SMRTbel l nanesena na S M R T cell, což je čip, který obsahuje 

zhruba 150 000 vlnovodů v nulovém režimu (zero-mode waveguides, Z M W ) . Z M W 

jsou jamky s průměrem 70 nm a hloubce 100 nm a poskytují tak nejmenší dostupný 

objem pro světelnou detekci. Každá Z M W obsahuje ve spodní části imobilizovanou 

polymerázu, na kterou se může daná SMRTbel l navázat pomocí vlásenkového adaptoru. 

Následně dochází k zahájení replikace. Do S M R T cell jsou přidány fluorescenčně 

značené nukleotidy, které při navázání v průběhu replikace generují odlišná emisní 

spektra. Tyto záblesky jsou zaznamenávány pro každou Z M W filmem, jenž tak nese 

informaci o posloupnosti daných bází v průběhu replikace. Replikace probíhá jak na 

templátovém, tak i následně na komplementárním řetězci. [39] Schéma metody PacBio 

je uvedeno na Obr. 4-11. 
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Obr. 4-11: Schéma PacBio metody sekvenování. [39] 

(A) Znázorňuje schéma SMRTbel l navázané v Z M W , (B) schéma průběhu replikace a 

detekce emitovaného světla při navázání jednotlivých fluorescenčně značených 

nukleotidů. 
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4.6.3 Oxford Nanopore 

Metoda vyvinutá společností Oxford Nanopore Technologies, stejně jako předchozí 
PacBio, nabízí možnost sekvenování jediné molekuly D N A v reálném čase za použití 
zařízení M i n I O N . Zde však metoda nevyužívá fluorescence, ale změny elektrického 
proudu při průchodu jednotlivých nukleotidů. Metoda se řadí do TGS, umožňuje vysoké 
délky čtení (až stovky tisíc párů bází), ale také má vyšší chybovost (až 12 %) spojenou 
s horší propustností metody. [40] 

Přístroj M i n I O N je kompaktní (rozměry 10 x 3 x 2 cm) a cenově dostupnější než 
zbylé metody pro sekvenování. Velkou výhodou této metody je možnost jej zapojit do 
stolního počítače nebo notebooku přes U S B port a analyzovat tak daný vzorek kdekoliv 
v terénu. [40] 

O x f o r d Nanopore 

TAGG A T C C TTTAGCCTAA 

Obr. 4-12: Schéma metody Oxford Nanopore [35] 
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Vzorek D N A , který je zkoumán, je získán pomocí některé ze štandartní ch metod pro 

extrakci a následné čištění D N A . Poté probíhá příprava knihovny, která se skládá 

z dlouhých dvouvláknových D N A (dsDNA) tak, aby mohla proběhnout sekvenace obou 

těchto řetězců. N a každém konci d s D N A je ligován adaptér. N a prvním konci je ligován 

vedoucí adaptér tzv. Y adaptér, pojmenovaný díky své struktuře ve tvaru „Y". N a 

druhém konci je ligován vlásenkový (hairpin, HP) adaptér. Samotná sekvenace začíná 

na Y adaptéru, za kterým následuje templátová D N A , H P adaptér a nakonec 

komplementární řetězec. [40] 

Fragment sledované D N A je veden přes kanál (pór), který je tvořený proteiny. Tyto 

proteiny mají za následek rozbalení d s D N A a postupný průchod jednovláknových 

sekvencí na základě přivedeného napětí na pór. Proteinový kanál charakteristicky 

ovlivňuje změnou své konformace elektrický proud podle druhu procházejícího 

nukleotidu. Tento elektrický proud je detekován a převáděn na signál, který je následně 

analyzován. Zpracovávání dat provádí software zvaný M i n K N O W . [40] Zjednodušené 

schéma metody Oxford Nanopore je vyobrazeno na Obr. 4-12. 
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5 Postup pro identifikaci nekódující RNA 

5.1 Data potřebná pro identifikaci 
Pro návrh postupu detekující nekódujících bakteriálních s R N A se v této práci využívají 

data dostupná z veřejné databáze Národního centra pro biotechnologické informace 

(NCBI) : https://www.ncbi.nlm.nih.gov/. Nejprve došlo k vyhledání dostupných dat pro 

Clostridium beijerinckii N R R L B-598 získaných metodou R N A - S e q a vytvoření 

databáze těchto dat. Celkově se v databázi N C B I Sequence Read Archive (SRA) 

nachází 41 záznamů o této bakterii s využitím metody R N A - S e q souhrnně pod 

přístupovým kódem SRP033480. Jednotlivé záznamy se mezi sebou liší délkou čtení, 

přípravou vzorku, prostředím kultivace atd. Ukázka úvodní stránky z databáze N C B I je 

vyobrazena na Obr. 5-1. 

NCBI Resources 0 How To O 

SRA 

Access 
Public (41) 

Source clear 
• RNA (41) 

Library 
Layout 
single [41] 

Platform 
I Hum in a (41) 

Strategy 
ottier (41) 

Data in Cloud 
es (41) 
S3 (41) 

File Type 
fastq (37) 

Clear all 

Show additional filters 

I SRA v SRP0334SO 
Create alert Advanced Help 

Summary » 20 perpage* Send to: * Filters: Manage Filters 

View results as an expanded interactive table using the Run Selector. Send  
-esjts •.• Ru- £9l-r".o" 

Find related data 

Search results 
Items: 1 to 20 of 41 

Database: | Select v | 

Page pi | of 3 Next > Last » 

Search details 
© Filters activated: RNA. Clear all to show 52 items. 

• RNA-Seg of C. beiierinckii NRRL B-59B during butannl shock: replicate 
1 G4 

1 ILLUMINA (NextSeq 500) run: 35.2M spots. 2.6G bases. 940Mb downloads 
Accession: SRX725057S 

• RNA-Seg of C. beiierinckii NRRL B-59B during butannl sriocfe: replicate 
2. G3 

1 ILLUMINA (NextSeq 500) run: 32.7M spots. 2.4G bases. 875.9Mb downloads 
Accession: SRX7250577 

• RNA-Seg of C. beiierinckii NRRL B-59B during butannl siiocfe: replicate 
3. G2 

1 ILLUMINA (NextSeq 500) run: 33.8M spots. 2.5G bases. 909.5Mb downloads 
Accession: SRX7250576 

• RNA-Seq of C. beijerinckii NRRL B-59B during butannl sriocfe: replicate 
4. G l 

1 ILLUMINA (NextSeq 500) run: 35.5M spots. 2.7G bases. 948.6Mb downloads 
Accession: SRX7250575 

• RNA-Seq ofC. beijerinckii NRRL B-59B during butannl sriocfe: replicate 
5. F6 

1 ILLUMINA (NextSeq 500) run: 44.7M spots. 3.4G bases. 1.1Gb downloads 
Accession: SRX7250574 

• RNA-Seq of C. beiierinckii NRRL B-59B during butannl sriocfe: replicate 
6. F5 

1 ILLUMINA (NextSeq 500) run: 3SM spots. 2.8G bases. 1.010 5Mb downloads 
Accession: SRX7250573 

SRP033480[A11 Fields] AND 
"biornol rna" [Properties] 

Search 

Recent activity 0 
Turn Off Clear 

q S RP 0 334 80 AN D (''biom ol rnaM 

[Properties]) (41) SRA 
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g Arch itectu re of th e Esch erich ia 
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^ Species Numbers in Bacteria 

g Northern blot 

Obr. 5-1: Úvodní stránka z databáze N C B I při hledání R N A - S e q dat pro Clostridium 
beijerinckii N R R L B-598 
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Dále byl vyhledán anotovaný genom a referenční sekvence pro Clostridium 
beijerinckii N R R L B-598 z GenBank databáze N C B I (CP011966.3). Část anotovaného 
úseku je vyobrazen na Obr. 5-2. 

gene 500..1849 
/gene="dnaA" 
/locus tag="X27 6 26820" 

CDS 500. .18413 
/gene="dnaA" 
/1 o cu s_tag= " X2 7 ě_2 68 2 011 

/inference="COORDINATES: s i m i l a r to AA 
sequence:RefSeq:WP 017210024.1" 
/codon s t a r t = l 
/ trans1 t a b l e = l l 
/product="chromosomal r e p l i c a t i o n i n i t i a t o r p r o t e i n DnaA" 
/protein_id= MALB48608.1" 
/translation^"MDADLKNLWDKTLD11KSEL SEVS FHTHIKSCE PLSIS SNTLKI 
SVPNSFTQDILDKRYKDLVANSIKAVCSKLYTIEFIIMSEIYEKEEIKSSSNQKPKAI 
WOT3EMS S TLH PK YT FNS FVIGNSNRFAHAAS LAVAE S PAKAYNPLFIYGGVGL GKTH 
LMHAIGHYILDGNPtJAEvVVYVS SEKFTWELINAIKDDKNEEFRNKYRNVDILLIDDIQ 
FIAGKERTQE E FFHT FNALHDANKQIILSSDRP PKEI PIL EDRLRS RFEWGLI AD IQV 
PDFETRMAILKKKADVEKLNVANEVMGYIATKIKSHIEELEGALIEIIAYSSLTHREV 
TVDLATEALKDIISKKQGKHVTIDLIQDWSSYFNLRVEDLKSQRRTRNVAYPRQIAM 
YLSRKLTDMSLPKIGEEFGGRDHTrVIHAYEKISEHLKrDDSLQNTVNDITKKLTQN'' 
2111..3211 
/locus tag="X27S 26815" 

CDS 2111..3211 
/1ocus_tag="X2 7 6_2 6815" 
/EC number="2.7.7.7" 
/inference="COORDINATES: s i m i l a r to AA 
sequence:RefSeq:WP_Q11967367.1" 
/codon s t a r t = l 
/trans1 t a b l e = l l 
/product="DNA polymerase I I I subunit beta." 
/ p r o t e i n id="ALB48607.1" 
/ t r a n s l a t i on= "MIFTCEKQKILEGISIVQKAITGRSTMPI LEG IYINASNS TITL 
IGSDMDVSIQTLVDATIMEEGSIVIDAKIFGEIIRKLPNSTIKIETMENQLIKITCEK 
SIFDVVYMNTHEFPELPEINEHLKISTOrQNILKNMIKGrSFAIAQDETRPILQGILFE 
VRNKmNLVALDGYRLAIKSEFLDTDIDIEWIPGKTLNEVSKILEDIDEIVDITFTH 
NHILFl^KRTKIISRLLEGKFIÍJlfKSLLPQEHEXFVNVZTOQELCÍWAIERASLMAFTDGN 
TNLIKLDLHQDNLVITSMSQLGKVRDEISIKLQGDEIEIAFNSKYLLDVLKNMEDNEV 
VMKMTSGISPCVIEEHSKENAKYI.VLPVRLMR" 

Obr. 5-2: Část anotované sekvence pro Clostridium beijerinckii N R R L B-598 

z webových stránek GenBank databáze (CP011966.3) 

N a závěr je pro postup detekce s R N A důležitá znalost o dosud detekovaných s R N A 
u bakterií. Tyto informace jsou volně dostupné v databázi Rfam ( R N A families): 
http://rfam.xfam.org/. Pomocí této domény také bylo provedeno závěrečné porovnání 
detekovaných potencionálních s R N A s j iž známými sRNA. 

Pro testování navrženého postupu detekce s R N A byla využita transkriptomická data 
získaná během 23 hodin při aceton-butanol-ethanol ( A B E ) fermentaci, v šesti časových 
krocích tak, aby pokryly významné části fermentačního cyklu C beijerinckii N R R L 
B-598: 
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1. TI (3,5 h) - acidogenní fáze: bakterie produkuje kyseliny (kyselina máselná, 
kyselina mléčná) a spotřebovává glukózu; 

2. T2 (6 hod) - přechod z acidogenní fáze do solventogenní; 

3. T3 (8,5 h) - solventogenní fáze: bakterie spotřebovávají kyseliny a produkují 
rozpouštědla, akumuluje se granulóza a probíhá počáteční fáze 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 jednotlivých časech T1-T6 odebráno šest vorků. Z každého 
vzorku byly získány dva replikáty označované označované B I až B6 a D l až D6 (tedy 
celkem 12 souborů dat). R N A získaná ze vzorků byla osekvenována na platformě 
Illumina NextSeq a výsledná čtení mají délku 75 bp. Během předzpracování těchto dat 
byly odstraněny adaptéry a nekvalitní čtení. Průměrná kvalita čtení dosahovala P H R E D 
skóre přibližně hodnoty 35. Z dat byly také odstraněny čtení odpovídající zbytkové 
r R N A . Počet R N A čtení po filtraci se pohyboval od 7,3 do 20,5 milionů čtení na vzorek. 
Předzpracovaná čtení byla namapována k referenčnímu genomu bakterie Clostridium 
beijerinckii N R R L B-598 (CP011966.3). Získaná zarovnaná čtení v Sequence 
Alingment/Map ( S A M ) formátu byla následně indexována a komprimována do Binary 
Alignment/Map ( B A M ) formátu. [43] 

5.2 Formát souboru BAM 
Formát B A M (*.bam) je komprimovaná binární verze souboru S A M (*.sam). Oba tyto 

formáty slouží k zaznamenání zarovnaných sekvencí k referenci (mapování), kdy B A M 

soubor má velikost do 128 M B a obsahuje počáteční indexy namapovaných čtení, které 

slouží pro další rychlé zpracovávání dat. Formát S A M je textový soubor se sloupci, 

které jsou oddělené tabulátory a obsahují potřebné informace o daných čteních. [41] 

Název souboru formátu B A M je formátován jako NázevVzorku S*.bam, kde * je 

číslo vzorku. Tento formát obsahuje dvě části - hlavičku a část se zarovnáním. Hlavička 

jako taková obsahuje informaci o celém souboru - název vzorku, délka vzorku a způsob 

zarovnání. [41] 

Část se zarovnáním obsahuje povinná pole, která musejí být vždy vyplněná. Mohou 

však nabývat hodnot „0" pro číselné hodnoty a „*" pro řetězce, jestliže jejich hodnotu 

neznáme. Celkem B A M soubor může obsahovat 11a více polí. [41] 

Pole QueryName obsahuje název templátu, ke kterému se čtení zarovnalo. Tedy čtení 

obsahující stejné QueryName jsou zarovnaná vůči stejné části templátu. Pole Flag 

obsahuje 16-ti bitové příznaky, které nesou informaci o daném čtení. Jejich význam je 

vypsán v Tabulce 5-1. [41] 
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Tabulka 5-1: Popis bitových informací pro B A M soubor [41] 

Bit 
Popis 

hex dec 
Popis 

0x1 1 templát s více segmenty v sekvenování 

0x2 2 každý segment byl správně zarovnán k referenční sekvenci 

0x4 4 nezarovnaný segment k referenční sekvenci 

0x8 8 následující segment není zarovnaný k sekvenci 

0x10 16 SEQ se doplňuje reverzně 

0x20 32 SEQ dalšího segmentu se doplňuje reverzně 

0x40 64 první segment v templářů 

0x80 128 poslední segment v templátu 

0x100 256 záznam je sekundárním zarovnáním segmentu 

0x200 512 segment neprošel kontrolou kvality 

0x400 1024 segment je duplikát (PCR nebo optický) 

0x800 2048 dodatečné zarovnání 

Dále obsahuje B A M soubor pole P o s i t i o n , které nese informaci o počátečních 

indexech vůči referenci. Pole MappingQuality obsahuje informaci o kvalitě 

namapování daného čtení - tj. zaznamenává pravděpodobnost, jak je pozice 

namapování čtení chybná. Hodnota je udávána v P H R E D skórování a pohybuje se 

v rozmezí od 0 do 255. Hodnota 255 znamená, že hodnota MappingQuality není 

známá. S tímto dosti úzce souvisí i pole Q u a l i t y , které obsahuje řetězec P H R E D skóre 

pro všechny báze v daném čtení. Z toho plyne, že má tento řetězec stejnou délku, jako 

čtení. [41] 

V e výčtu polí nechybí ani pole Sequence, které obsahuje řetězec s celou sekvencí 

pro dané čtení. C i g a r S t r i n g je pole, ve kterém je zapsán řetězec obsahující informace 

o shodnosti zarovnání s referenční sekvencí. Je zapsána do posloupnosti dvojic - vždy 

písmeno (operace) a číslo (délka operace). Součet délek všech operací se musí shodovat 

s délkou dané sekvence. Základní operace a jejich popis jsou vypsané 

v Tabulce 5-2. [41] 

Dále část se zarovnáním obsahuje pole Tags, které obsahuje strukturální data. 

V tomto poli jsou vypsané všechny tzv. štandartní značky, které nesou další dodatečné 

informace o daném čtení (počet čteních namapovaných v daném úseku, skóre 

zarovnání, ...) [42]. B A M soubor poté obsahuje další pole, jako je například 

MatePosition, I n s e r t S i z e , ReferencelndexaMateReferencelndex. [41] 
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Tabulka 5-2: Popis operací, které se mohou vyskytovat v CigarString [41] 

Operace Popis 

M shoda v zarovnání 

I vložení do referenční sekvence 

D vymazání z referenční sekvence 

N přeskočení části referenční sekvence 

S měkké ořezání 

H tvrdé ořezání 

P vyplnění (mazání z reference) 

= shoda sekvence s referenční sekvencí 

X neshoda sekvence s referenční sekvencí 

5.3 Návrh postupu pro detekci sRNA 
Navržený postup slouží k detekci jednoho typu s R N A - sRNA, která je 
komplementární, nebo alespoň částečně komplementární k m R N A . S tímto přístupem 
může být předpokládáno a poté určeny pouze ta místa, kde by se dané s R N A mohly 
nacházet. 

Postup detekce s R N A počítá s využitím dat ve formátu B A M , ve kterém jsou 
obsažena jednotlivá čtení. Tato čtení jsou j iž namapované k referenci Clostridium 
beijerinckii N R R L B-598. Dále je využito anotovaných úseků pro tuto bakterii. 
V postupu dochází nejprve k eliminaci čtení, která se nachází ve stejném směru ave 
stejných pozicích jako j iž anotované úseky. Poté je využito faktu, že je požadováno 
získat s R N A alespoň částečně komplementární s nějakou m R N A . V postupu budou tedy 
eliminována ta čtení, která nemají na opačném vlákně v pozici, kde se namapovala, 
nějaký anotovaný gen tedy kódující sekvenci (CDS). Touto eliminací zůstanou pouze ta 
čtení, jež jsou v daném směru komplementární s C D S v opačném směru. Tento postup 
je nastíněn schématem na Obr. 5-3. 

*.BAM 

j anotace i 1 . zisk indexů 
anotovaných 

úseků 
j anotace i 

zisk indexů 
anotovaných 

úseků 

odstranění odstranění čtení, 
čtení, které které nejsou alespoň 

jsou v částečně jsou v částečně 
oblasti komplementární s 
CDS CDS 

' čtení pro , 
detekci / 
sRNA / 

Obr. 5-3: Schéma první části navrženého postupu 

Poté je u těchto čtení uvažována unikátnost mapování na daný úsek a čtení, která 

nebyla unikátně namapována, jsou eliminována. Také je uvažována míra pokrytí (tzv. 
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coverage) v daném úseku a jsou odstraněny ty úseky, které mají hloubku pokrytí příliš 
nízkou. Nakonec jsou vyřazeny ze seznamu potencionálních s R N A příliš krátké úseky. 
Tyto kroky jsou znázorněny na Obr. 5-4. 

' čtení pro j 
detekci 
SRNA 

/ . eliminace multi 
mapujících 

čtení 

spojení 
blízkých čtení 

v jednu 
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f 
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mapujících 
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dané úseky 

pretiikované 
úseky sRNA 

eliminace 

/. krátkých 
f úseků (<50 

bp) 

eliminace 
úseků s nízkou 

coverage 

Obr. 5-4: Schéma druhé části navrženého postupu 

Následně jsou detekované potencionální úseky s R N A pro bakterii Clostridium 
beijerinckii N R R L B-598 porovnávány s j iž známými s R N A napříč bakteriální sférou 

z R f a m databáze. Tímto se zvyšuje pravděpodobnost, že daný detekovaný úsek je 

skutečná s R N A a bylo by vhodné jej i nadále zkoumat. Tato část postupuje znázorněna 

na Obr. 5-5. 

/ predi kované 
/ úseky sRNA 

/ databáze 
/ s R N A z Rfam 

Obr. 5-5: Schéma poslední části navrženého postupu 

porovnání 
predikovaných J 

úseků ze známými 
sRNA L 

/seznam schodných/ 
/úseků se známými/ 

sRNA 

5.4 Implementace návrhu postupu pro detekci sRNA 
v prostředí MATLAB 

Navržený postup z kapitoly 5.3 byl implementován v programovacím prostředí 
M A T L A B . Celý postup se nachází ve skriptu s názvem bp_detekce_sRNA.m a byl 
rozdělen do 11 kratších bloků, které budou podrobněji popsány v následujících 
odstavcích. Některé z bloků jsou tvořeny novými funkcemi, které zlepšují efektivitu 
a rychlost výpočtu. 

V první části kódu dochází k načtení všech potřebných dat. Jedná se o referenční 
sekvenci bakterie Clostridium beijerinckii N R R L B-598 (CP011966.3) ve formátu 
F A S T A , anotaci k této sekvenci ve formátu gffi (Generic Feature Formát v.3) a B A M 
soubor obsahující namapovaná čtení k referenci. 

V druhé části kódu jsou z anotace získány informace o počátečních a koncových 
indexech všech anotovaných úseků a jednotlivých C D S . Obě kategorie jsou rozděleny 
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také podle toho, zdaje daný úsek anotován na primárním či sekundárním vlákně. Tímto 

je získáno osm nových proměnných - počáteční a koncové indexy všech známých 

anotovaných úseků a počáteční a koncové indexy všech C D S a to pro obě vlákna. První 

dvě proměnné pro dané vlákno obsahují informace o C D S , které jsou i v druhých 

proměnných, ale ty navíc obsahují informace o ostatních anotovaných úsecích ( rRNA, 

t R N A , riboswitch, atd.). Tato část k ó d u j e obsažena ve funkci getindex a jak je patrné 

z předchozího textu, vstupem této funkce je anotace a výstupem 8 nových proměnných 

obsahující informace o start a stop pozicích anotovaných úseků. Schéma funkce 

getindex je znázorněno na Obr. 5-6. 

C Začátek J) 

^Vstupy: anotace 

*C_ KonečT^)-

Obr. 5-6: Schéma funkce getindex 

Další část je zaměřena na práci s B A M souborem a dochází zde k eliminaci 

určitých čtení. I pro tuto část byla vytvořena nová funkce s názvem getreads. Vstupem 

této funkce je název pro B A M soubor, který má být zpracován, anotace a délka 

referenční sekvence. Tato funkce nemá výstup, jel ikož jsou v rámci její struktury 

vytvářeny a ukládány nové filtrované B A M soubory. Vstupní proměnná obsahující 

informaci o anotaci je nezbytná, neboť v rámci této funkce je znovu volána funkce 

getindex., která byla popsána výše. V e funkci getreads., po proběhnutí funkce 

g e i t i n d e x , dochází k načtení B A M dat pomocí inicializace instance třídy BioMap, 

která je implementovaná v prostředí M A T L A B . Vstupním argumentem této třídy je 

název pro B A M soubor a výstupem je objekt třídy BioMap obsahující kompletní data 

o jednotlivých čteních namapovaných k referenci uložených v B A M souboru. 
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Následně jsou rozdělena čtení, která jsou obsažena v objektu z B A M dat, podle 

toho, jestli se namapovala k primárnímu či sekundárnímu vláknu. Také jsou odstraněna 

všechna čtení, která nebyla unikátně namapována. K rozdělení čtení pro jednotlivá 

vlákna je využito informací, které B A M formát obsahuje, a to v tzv. flags. Význam 

jednotlivých flags jsou uvedeny v kapitole 5.2. Po této úpravě je ve zbylé části kódu 

pracováno odděleně se čteními pro primární a sekundární vlákno. 

V dalším kroku jsou pro jednotlivá vlákna eliminována ta čtení, která se nachází na 

stejném vlákně v j iž známé a anotované oblasti. Jejich funkce je j iž objasněná a nemusí 

být tedy uvažována pro další analýzu a detekci sRNA. 

Jelikož se celý postup detekce s R N A zaměřuje na typ sRNA, která jsou alespoň 

částečně komplementární k nějakému C D S , jsou v další části funkce eliminována i ta 

čtení, jež nemají na protějším vlákně v jejich rozsahu, nebo alespoň v těsné blízkosti (do 

200 bp, rozptyl byl zvolen díky předpokládaným velikostem s R N A , které jsou uvedeny 

v kapitole 3.5), některou anotovanou C D S . 

N a závěr jsou vytvářeny a ukládány nové B A M soubory, které obsahují pouze ta 

čtení, která by mohla být potencionálními čteními pro s R N A . K uložení těchto B A M 

souborů dochází pomocí dostupné funkce M A T L A B write. Funkce w r i t e má dva 

vstupní argumenty. Prvním argumentem j sou data, která budou uložena. Druhý vstupní 

argument určuje název souboru a také jeho formát. Tímto krokem jsou získány dva 

B A M soubory, jeden pro primární a druhý pro sekundární vlákno. Schéma funkce 

getreads je znázorněno na Obr. 5-7. 

/BAM soubor se čteními v 
/ primárním vlákně 

Obr. 5-7: Schéma funkce getreads 
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V e čtvrté části dochází pouze k načítání nově vytvořených B A M souborů 

z předchozího kroku pomocí j iž implementované funkce v M A T L A B - funkce 

bamread. Struktura takto načtených dat ve formátu B A M je znázorněn na Obr. 5-8. 

El 204307x1 struct with 1 2 f ie ld: 

Field; E0QueryNarne H Flag H Position FR MappingQ [Č0 CigarS |č]h| Sequence 1=0 Quality El Tag*. 

1 ' N FJ 501229:74:... 16 26502 255 75M ' 'ATAATAAG... 'EEEEEEEEEE... 1x1 struct 

2 'N B501229:74:... 16 255 75 M' AGAAAAGC... 'EAEEEE<:EE... 1x1 struct 

3 'N B 501229:74:... 16 255 75 M' AAAAATCC... 'AEEEEAEEE... 1x1 struct 

4 'N B 501229:74:... 16 265=6 255 75 M' AAAAATCC... 'EEEEEEAEE... 1x1 struct 

5 'N 6501229:74:... 16 26593 255 75 M' AAATCCAT... 'EEEAA*. AE... 1x1 struct 

6 'N B 501229:74:... 16 26630 255 75 M' 'ATACAGCC... 'EEEEEEEEEE... 1x1 struct 
- • ř i n r • • • . i - i - i ^ . — . i . -i íl T c c -i • i : : • — - H. JH i i .J. T .'. .'. - - - i r r r r r . r r r 

Obr. 5-8: Část B A M souboru po načtení pomocí funkce bamread 

Následně se pokračuje do páté části kódu. V tomto bloku jsou tvořeny nové 
struktury z jednotlivých čtení. Nově vytvořená struktura obsahuje podstruktury 
obsahující pouze ta čtení, která jsou od sebe v maximální vzdálenosti 75 bp (tento 
rozsah byl zvolen díky známé délce čtení sekvenace). Tímto jsou vytvářeny 
potencionální „shluky" všech čtení nacházejících se ve stejné oblasti. Následně dochází 
k eliminaci struktur mající čtyři a méně čtení, neboť už z tohoto může být usuzováno, že 
celkové pokrytí, které je v dalších krocích požadováno, bude nízké. Celý tento krok je 
proveden pro obě vlákna. Názorná ukázka nově vytvořených struktur je vyobrazena na 
Obr. 5-9. 

El 1x2755 : t i ' i : t with 1 field VARIABLE SELECTION EDIT 

Fields pciadi ^ dopredne(4),poradi 

1 1x16 struct f i e l d s E0QueryName EB Flag FR Position EB MappingQuality E0 CigarString ESSeq 

2 1x34 struct 1 'NB501229:74:.,, 16 32660 255 75M 1 'AATAT 
3 1x447 str... f 2 NB501229:74:... 16 255 75M 1 'AT ATT; 
4 1x8 struct * f 3 NB501229:74:... 16 3:661 255 75M' AT ATT; 

5 1x47 struct 4 NB501229:74:... 16 3:661 255 75M' AT ATT; 

e 1x15 struct 5 NB501229:74:... 16 3:661 255 75-M' 'AT ATT; 
7 1x6 struct 6 NB501229:74:... 16 3:663 255 75-M' ATT A A 

s 1x8 struct 7 NB501229:74:... 16 3:66; 255 74M' 'TAATT 
9 1x15 struct 8 'NB501229:74:.,, 16 3 : 7 : ; : ; ; 75 M 1 A A A T i 
i n 

Obr. 5-9: Nově vytvořená struktura obsahující další struktury se čteními 

V šestém bloku se pro každý „shluk" vytvořený v páté části určuje odpovídající 

referenční sekvence. Tato referenční sekvence je získána na základě indexů, kde se 

jednotlivá čtení ze „shluku" namapovala k referenci. Referenční úsek, který je získán, je 

následně využit k výpočtu míry pokrytí podél celé jeho délky. Dále je určen počet čtení 

namapovaných v tomto úseku, a nakonec je vypočítán počet čtení na milion kilobází 

( R P K M ) . Hodnota R P K M je definována vztahem 
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1 0 9 * PCKT 
RPMK = , (6.1) 

PVC *DT v J 

kde PČKT je počet čtení namapovaných k danému úseku, PVČ počet čtení 

namapovaných k celé referenci a DT]q délka daného úseku. Jedná se o hodnotu, která 

normalizuje míru exprese daného úseku [44], 

Takto získané informace j sou ukládány do nové struktury, která obsahuje referenční 

úsek, vypočítanou míru pokrytí, počáteční a koncový index, kde byl úsek na referenci 

namapován a hodnotu R P M K . Ukázku struktury nově vytvořené proměnné v této části 

kódu je vyobrazen na Obr. 5-10. N a závěr této části jsou ještě eliminovány ty úseky, 

které mají R P M K rovno nebo nižší 10 a odpovídají tedy pravděpodobně biologickému 

nebo technickému šumu. Se zbylými daty poté pracuje sedmý blok kódu. 

El 1x537 struct wi th 6 fields. 

Field: FFI sekvence ¥í pokryti EE3 start EB stop 53 pocet_cteni EB RPKM 

1 'CTAAAAÄT... 

'TGATTCTAT... 

1x1248 dou... 3033C 447 104 

2 

'CTAAAAÄT... 

'TGATTCTAT... 1x253 double 32390 33152 47 11 

3 GAACCAAT... lxS2S double 45613 4Ď44; 172 40 

4 'AAGCAGTT... 1x2309 dau... 53000 55303 1065 243 

5 'ÄTGAATAA... 1x899d wbte 57361 53759 126 29 

6 'AAATTTGA.., 1x1059dau... S3&44 34902 753 175 

- ' T T M M C.TC M 1 í i 7 7 ť Í 7 

Obr. 5-10: Struktura nově vytvořené proměnné v šestém úseku kódu 

V sedmém bloku jsou odstraněny z potencionálních úseků získaných v předchozím 

kroku nukleotidy s pokrytím nižším než 3. Také dochází k rozdělení úseku na dvě a více 

částí, jestliže se uprostřed původního úseku nachází oblast obsahující alespoň 30 

nukleotidů bezprostředně za sebou, které mají míru pokrytí nižší než 3. Nově získaná 

data jsou znovu uloženy do nové proměnné ve stejném tvaru, jako v předchozí části 

kódu. Jediným rozdílem je to, že obsahuje navíc pole, které nese informaci 

o průměrném pokrytí napříč celým úsekem (hloubka pokrytí) a postrádá pole s počtem 

čtení a hodnotou R P M K . Nově vytvořená proměnná je ukázána na Obr. 5-11. 

E l 1x736 s t ruc t w i t h 5 f ie lds 

Fields ffl sekvence 0 pokry t i H start E B s t o p E B d e p t h 

1 ' I A A I 1 1 1 IA... 1x1231 dau... 30&27 26.33291 

2 TATAGTTTG... 1x235 double 32903 33133 14J0633 

3 'ATT AG G AT... 1x799 double 45629 46427 15.7569T 

4 'CAGTTCCC... 

'TAGTTGAT... 

1x2302dou... 53003 55304 34J0409 

5 

'CAGTTCCC... 

'TAGTTGAT... 1x759 double 57929 5S&S7 1 1 ^ 7 3 6 [ 

6 'ATGCATGA... 1x900 double 34101 34900 12.4738T 

7 'AAATTTGA... 1x195 double £•3 £44 34033 233.3913 

Obr. 5-11: Struktura nové proměnné vytvořené v sedmém úseku kódu 
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Jelikož v předchozím bloku došlo k rozdělení některých úseků na kratší, mohlo 

nastat, že nově vytvořené úseky budou příliš krátké pro případná sRNA. Proto dochází 

v osmé části k eliminaci těch úseků, které jsou kratší jak 50 bp a delší než 500 bp. Tato 

eliminace je založena na znalosti délek sRNA, které jsou uvedeny v kapitole 3.5. Také 

jsou v této části eliminovány ty úseky, které mají hloubku pokrytí nižší nebo rovnu 5. 

Tato hodnota byla nastavena deterministicky. 

Také mohlo dojít, v rámci rozdělení úseku v sedmé části, k vytvoření úseků, které 

j iž nejsou ani částečně komplementární vůči C D S na protějším vlákně. Proto dochází 

v deváté části kódu k eliminaci těchto úseků. Jsou zde znovu využity indexy získané 

v druhém kroku pomocí funkce getindex. 

V desáté části se ke zbylým úsekům dohledávají potřebné informace z anotace 

a jsou ukládány do struktury, popsané v předchozí části kódu, do nových polí. Jsou zde 

doplněny informace o tom, jaká C D S se nachází naproti danému úseku a také jakou 

funkci tato C D S má. Část této struktury je vyobrazen na Obr. 5-12. 

3 1 1x335 struct wi th 7 fields 

Fields fflsekvence [ B 1 pokryti H start H stop EBdep t 0 CDS produkt 

1 TATAGTTTG... 1x236 doubts 323:3 33133 14.0633 "X276_26570" "ATP-binding cassette domain-co... 

2 AATGCAAG... 7x271 double 151639 151959 6.0593 "X276_26110" "M2D family peptidase" 

3 'TTAAAGAT... 1x491 double 1Ě3334 163324 63.5816 "X276_26040" "glutaredoxin family protein" 

4 AAAAATAA... 1x96 double 294336 294431 12*121 "X276_25370" "HutD- family protein" 

5 TTTTCACCT... 1x141 doubts 310509 310649 22 /394 "X276_25305" "[FeFe] hydrogenase H-cluster radi... 

6 'TCÄTTTÄTA... 1x99 double 310330 310923 53.S2S3 "X276_25305" "[FeFe] hydrogenase H-cluster radi... 

7 TTATTTATC... 1x34?'double 342714 343060 7.5562 "X276_25185" "XRE f a m i ly tran sc ripti o n a 1 reg ul at,,. 

a 'TTTGAGCT... 1x219 double 334230 334443 15J0913 "X276_25D0D" "hypothetical protein" 

- .. 
Obr. 5-12: Doplněné informace o komplementární C D S a její funkci 

N a závěr celého kódu jsou spojeny potencionální úseky jak primárního, tak 

i sekundárního vlákna, které byly získány předchozími kroky, do jediné struktury. 

U této nové struktury se mění i formát. Nachází se zde pouze dvě pole. První pole je 

nazváno jako Header a obsahuje pro jednotlivé úseky počáteční indexy vůči referenci. 

Pole Sequence obsahuje poté danou sekvenci. Ukázku této struktury je na Obr. 5-13. 

- i 1x7S6 struct w i th I fields. 

Fields E0 Header Sequence 

1 '3J9D3' 'TATAGTTTG AAC GAACTGATG GTCATGAGAAG CAAATAATATATTACTGTTAT... 

2 151639' AATGCAAGAGCTGTAGCTGCTATATTG CATTGTTTTAAA G CAAATTCA GATGT.. . 

3 '163334' ' TTAAA GATGA GAATATAAATC A GATATTAATTGATATAA G C C AAAATAAAA G.. . 

4 '294336' ' AAAAATAAAAA G GA GTTATCTC AAATTA GAA GTAATTTGA GATGAA G C CTTTT... 

5 '310509' ' TTTTCACCTAAA CTTAA G GTTAAA G C GA C ATTTAATTTCTTTATC TC TTTTA CTA.. . 

6 '310330' ' TCATTTATATCATC GTTTTGTA GTAATTCAA GTATnCATCTnATTTAA GTCATG.. . 

7 '342714' ' TTATTTATCAAATCTATATATTTCTCATTCAA CTTTG GTAATTTTG TTA CTATTTC... 

Obr. 5-13: Struktura nové proměnné vytvořené v desátém úseku kódu 
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Důvodem pro tvorbu této struktury byl finální krok implementovaného postupu, 
a to uložení těchto potencionálních úseků do souboru formátu F A S T A . K tomuto byla 
využita funkce dostupná v M A T L A B a to funkce f astawrite. Vzniklý F A S T A soubor 
byl následně porovnán mimo prostředí M A T L A B s j iž známými s R N A na doméně 
Rfam ( R N A families): http://rfam.xfam.org/. 
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6 Výsledky 
Po implementaci výše uvedeného návrhu v prostředí M A T L A B byly detekovány 

potencionální s R N A pro bakterii Clostridium beijerinckii N R R L B-598 pro jednotlivé 

replikáty datasetu. By lo analyzováno dvanáct replikátů, které byly získány 

osekvenováním šesti vzorků pocházející ze stejné kultivace. Tyto vzorky byly odebrány 

v šesti různých časových okamžicích s dvakrát osekvenovány, jak už bylo zmíněno 

v kapitole 5.1. Počty výsledně detekovaných potencionálních úseků s R N A pro replikáty 

B a D jsou znázorněny v Tabulce 6-1 a Tabulce 6-2. 

Tabulka 6-1: Počet detekovaných s R N A pro replikáty B v jednotlivých časech 

Replikát 
Počet detekovaných úseků na 

primárním vlákně 
Počet detekovaných úseků na 

sekundárním vlákně 

B l 195 192 

B2 159 212 

B3 126 161 

B4 335 451 

B5 210 249 

B6 265 397 

Tabulka 6-2: Počet detekovaných s R N A pro replikáty D v jednotlivých časech 

Replikát 
Počet detekovaných úseků na 

primárním vlákně 
Počet detekovaných úseků na 

sekundárním vlákně 

D l 78 69 

D2 75 86 

D3 101 99 

D4 160 193 

D5 225 211 

D6 194 206 

Analýza pomocí dostupné databáze Rfam neodhalila žádnou j iž známou s R N A , 
která by odpovídala zde detekovaným úsekům. Nicméně získané výsledky obsahují 
několik zajímavých genů, ke kterým byly nalezeny komplementární úseky ve všech 
časech pro oba vzorky. Pro vyhodnocení, zda by se mohlo jednat o případné s R N A , 
bylo pozorováno, jak se v průběhu fermentace Clostridium beijerinckii N R R L B-598 
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měnily oblasti detekovaných potencionálních s R N A . Převážně je sledováno, jak se mění 

hloubka pokrytí a jejich délka. 

Prvním genem, který byl vybrán, je gen X276_23205 nacházející se na primárním 

vlákně na pozicích od 776221 do 777135. V bakterii má funkci jakožto transpozázový 

protein, který je nezbytný pro účinnou transpozici D N A [45]. Podrobnější informace 

o detekovaných úsecích ve všech časech vůči danému genu jsou uvedeny v Tabulce 6-3 

a Tabulce 6-4. Z tabulek lze vyčíst, jak se v průběhu sporulace mění i genová exprese 

detekovaného úseku. 

Je patrné, že je hloubka pokrytí u replikátu B je vyšší než u replikátu D . Přesto lze 

vidět, že změny v časech u obou replikátu mezi sebou korelují. V obou případech je 

míra pokrytí nejvyšší v čase T4. Naopak nejnižší je v časech T2 a T6. U replikátu D 

dokonce nedošlo k detekci v čase T6. Tato skutečnost může být přisouzena možnému 

přísnému požadavku na hloubku pokrytí v detekci. Je předpokládáno, že při snížení 

požadavků na menší hloubku pokrytí by i zde byl detekován podobný úsek. Průměrná 

délka úseku je 136 bp a modus je roven 145 bp, což je optimální délka pro sRNA. 

Tabulka 6-3: Informace o detekovaných úsecích replikátu B genu X276 23205 

X276 23205, replikát B 

Replikát Start Stop Délka [bp] Hloubka pokrytí 

Bl 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 

B6 776113 776233 121 23.53 

Tabulka 6-4: Informace o detekovaných úsecích replikátu D genu X276 23205 

X276 23205, replikát D 

Replikát Start Stop Délka [bp] Hloubka pokrytí 

Dl 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 

D6 - - - -
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Druhým zvoleným genem byl gen X276 15585 nacházející se na primárním vlákně 

na pozicích od 2522254 do 2522439. Jedná se o gen nesoucí informaci o proteinu 

patřící do rodiny Y v r J proteinů, jejichž funkce dosud nebyla objasněna [46]. V každém 

časovém kroku pro oba replikáty byl detekován právě jeden úsek odpovídající 

potencionální s R N A . Podrobnější informace o detekovaných úsecích v prvním 

i v dalších časech vůči danému genu jsou uvedeny v Tabulce 6-5 a Tabulce 6-6. 

Lze pozorovat, že i zde hloubka pokrytí mezi replikáty do určité míry souvisí. 

Obdobně, jako u prvního zvoleného genu, i zde je vrep l iká tu B hloubka pokrytí ve 

všech časech vyšší než v replikátu D . Také lze pozorovat, že nej vyšší hloubka pokrytí je 

pro oba replikáty v čase T I a nejnižší naopak v čase T6. Také si lze povšimnout, že 

v čase T6 je obrovský pokles délky detekovaného úseku. Po bližším prozkoumání bylo 

zjištěno, že časy T1-T5 po celé své délce obsahují dva úseky, které mají velmi vysoké 

pokrytí a jsou rozděleny úsekem s mnohem nižším pokrytí. Proto se lze domnívat, že je 

pro zde navrženou detekci, zajímavý pouze úsek vrepl iká tech B i D v čase T6. Tento 

úsek by i svou délkou více odpovídal hledané s R N A než celý úsek v ostatních časech. 

Tabulka 6-5: Informace o detekovaných úsecích replikátu B genu X276 15585 

X276 15585, replikát B 

Replikát Start Stop Délka [bp] Hloubka pokrytí 

Bl 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 

B6 2522327 2522464 138 14.85 

Tabulka 6-6: Informace o detekovaných úsecích replikátu D genu X276 15585 

X276 15585, replikát D 

Replikát Start Stop Délka [bp] Hloubka pokrytí 

Dl 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 

D6 2522305 2522454 150 10.30 
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Dalším, třetím, genem byl pro zhodnocení úspěšnosti detekce vybrán gen 

X276_04065 nacházející se na primárním vlákně na pozicích od 5170085 do 5171293. 

Jedná se o gen pro protein, který je součástí tzv. bičíkového spínače a ovlivňuje aktivitu 

fosfoproteinové fosfatázy [47]. V každém časovém kroku pro oba replikáty B a D byl 

detekován právě jeden úsek odpovídající potencionální sRNA. Podrobnější informace 

o detekovaných úsecích v prvním i v dalších časech vůči danému genu jsou uvedeny 

v Tabulce 6-7 a Tabulce 6-8. 

Je patrné, že naproti oběma úsekům, které byly vybrány v předchozím popisu, je 

hloubka pokrytí ve všech časech vyšší u replikátu D a u replikátu B je nižší. Stejně jako 

u předchozích potencionálních s R N A , i zde hloubky pokrytí v čase mezi vzorky souvisí. 

Nejvyšší hloubka pokrytí se nachází opět v čase T I . Nejnižší opět v čase T6. Také je 

možné pozorovat, že v replikátu B má detekovaný úsek ve všech časech stejný jak 

počáteční, tak i koncový index, a tedy i stejnou délku. V replikátu D je délka o 2 bp 

delší. Po bližším zkoumání bylo však zjištěno, že tyto dva nukleotidy, které jsou oproti 

replikátu B „navíc" mají mnohem nižší pokrytí a proto je do finálního predikovaného 

úseku není třeba uvažovat. 

Tabulka 6-7: Informace o detekovaných úsecích replikátu B genu X276 04065 

X276 04065, replikát B 

Replikát Start Stop Délka [bp] Hloubka pokrytí 

Bl 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 

B6 5171131 5171205 75 5.78 

Tabulka 6-8: Informace o detekovaných úsecích replikátu D genu X276 04065 

X276 04065, replikát D 

Replikát Start Stop Délka [bp] Hloubka pokrytí 

Dl 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 

D6 5171131 5171207 77 16.71 
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Další úseky na primárním vlákně zaznamenané, jako potencionální sRNA, jsou 
komplementární vůči následujícím C D S : X276_10525, X276_13890, X276_02670. 
Úseky naproti těmto C D S byly detekovány ve většině časových kroků u replikátů B i D. 

N a sekundárním vlákně bylo taktéž vybráno pár úseků, které byly získány pomocí 
zde implementované detekce. První gen, který byl ze sekundárního vlákna vybrán, byl 

gen X276_26950 nacházející se na referenci v pozicích od 2432535 do 2432687. 
V bakterii nese tento gen informace o aspartyl-fosfát fosfatázovém proteinu z rodiny 
SpoOE. Pro oba replikáty B i D , byl detekován jeden úsek pro potencionální sRNA. 

Podrobnější informace o úsecích jsou uvedeny v Tabulce 6-9 a Tabulce 6-10. 
Z tabulek lze vyčíst, že délka i hloubka pokrytí se v časech u obou replikátů liší. 

Přesto je možné určit nějaké spojitosti i zde. Nejnižší hodnota hloubky pokrytí je v čase 
T6 u obou replikátů. Nej vyšší hodnoty jsou v časech T3 a T4. U replikátů B v čase T2 
má detekovaný úsek délku 188 bp a u replikátů D v čase T6 má délku 191 bp, což je 
oproti ostatním časovým krokům rapidní rozdíl. Po bližším zkoumání bylo zjištěno, že 
míra pokrytí v oblastech odpovídající B 2 a D6 je mnohonásobně vyšší než míra pokrytí 
v okolí. Dá se tedy uvažovat, že hledaná s R N A je pouze v úseku odpovídající B 2 a D6. 

Tabulka 6-9: Informace o detekovaných úsecích replikátů B genu X276 26950 

X276 26950, replikát B 

Replikát Start Stop Délka [bp] Hloubka pokrytí 

Bl 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 

B6 2432321 2432610 290 14.87 

Tabulka 6-10: Informace o detekovaných úsecích replikátů D genu X276 26950 

X276 26950, replikát D 

Replikát Start Stop Délka [bp] Hloubka pokrytí 

Dl 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 

D6 2432428 2432618 191 18.91 
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Dalším genem, který obsahuje zajímavé komplementární úseky získané pomocí 

detekce, je gen X276 27735. Tento gen se nachází na referenci v rozsahu od 4691843 

do 4691962. Jedná se o gen nesoucí informace o cyklickém laktonovém autoindukčním 

proteinu. Podrobnější informace o detekovaných úsecích ve všech časových krocích 

vůči genu X276_27735 jsou uvedeny v Tabulce 6-11 a Tabulce 6-12. 

Délky se v jednotlivých časech dost výrazně mění. Tím dochází i k ovlivnění 

hloubky pokrytí, neboť se pro výpočet hloubky pokrytí u delších úseků započítávají 

i úseky s nižším pokrytím. Po detailnějším prozkoumání bylo zjištěno, že 

nej optimálnější úsek odpovídá replikátu B 2 a D2, kde je míra pokrytí relativně 

konstantní a délka také odpovídá více s R N A . I v ostatních časových krocích se nachází 

v tomto úseku vysoké pokrytí. I přestože jsou délky úseků různé, můžeme pozorovat 

u replikátu B i D relativně stejné změny hloubky pokrytí v čase. 

Tabulka 6-11: Informace o detekovaných úsecích replikátu B genu X276 27735 

X276 27735, replikát B 

Replikát Start Stop Délka [bp] Hloubka pokrytí 

Bl 4691627 4691924 298 22.42 

B2 4691719 4691907 189 16.62 

B3 4691627 4691927 301 24.81 

B4 4691433 4691910 478 22.29 

B5 4691718 4691909 192 18.29 

B6 4691719 4691907 189 9.29 

Tabulka 6-12: Informace o detekovaných úsecích replikátu D genu X276 27735 

X276 27735, replikát D 

Replikát Start Stop Délka [bp] Hloubka pokrytí 

Dl 4691665 4691919 255 15.34 

D2 4691726 4691913 188 14.21 

D3 4691720 4691936 217 15.55 

D4 4691663 4691911 249 22.34 

D5 4691664 4691911 248 9.69 

D6 4691826 4691920 95 10.00 

Poslední gen, který byl zvolen pro zhodnocení detekce hledaných s R N A u bakterie 

Clostridium beijerinckii N R R L B-598, je gen nesoucí název X276 27750. Tento gen 

slouží v bakterii pro tvorbu dvousložkového senzoru histidinkinázy a nachází se na 

sekundárním vlákně v pozicích od 5477808 do 5477956. Veškeré zjištěné informace 

53 



o úsecích detekovaných v časech T1-T6 pro oba replikáty B i D jsou vypsány v Tabulce 
6-13 a Tabulce 6-14. 

Celková délka všech úseků je zhruba kolem 330 bp, což je delší, než jaký je 
u hledaných s R N A požadováno. Po bližším prozkoumání lze zjistit, že úsek o délce 
zhruba 90 bp má mnohonásobně vyšší pokrytí ve všech časových krocích. Jedná se 
o úsek, který je i nadále komplementární vůči danému genu a jeho délka je optimálnější 
pro případnou s R N A . Díky tomu, že jsou porovnávány zhruba stejné délky, může být 
posouzena i hloubku pokrytí v průběhu časových kroků. Opět může být pozorováno i to, 
že u obou replikátů je nej vyšší hloubka pokrytí a tedy i míra exprese v d a n é oblasti 
v čase T4 a nejnižší v čase T6. To napovídá, že se jedná o úsek, jehož exprese závisí na 
stavu, ve kterém se bakterie zrovna nachází a tedy, že by se mohlo jednat o případnou 
s R N A . 

Tabulka 6-13: Informace o detekovaných úsecích replikátů B genu X276 27750 

X276 27750, replikát B 

Replikát Start Stop Délka [bp] Hloubka pokrytí 

Bl 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 

B6 5477845 5478169 325 29.90 

Tabulka 6-14: Informace o detekovaných úsecích replikátů D genu X276 27750 

X276 27750, replikát D 

Replikát Start Stop Délka [bp] Hloubka pokrytí 

Dl 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 

D6 5477845 5478171 327 15.42 

V datech získaných naší detekcí se nacházeli i další zajímavé úseky, které by stáli za 
bližší prozkoumání, jedná se o úseky komplementární ke genům: X276 27300, 
X276_08755, X276_27255, X276_13430, X276_14645, X276_14670 a další. Všechny 
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detekované úseky jsou uloženy v souboru vysledky_B_D.mat. V tomto souboru jsou 
detekované úseky uloženy do jednotlivých struktur podle toho, jestli se jednalo o úseky 
replikátu B či D, primárního či sekundárního vlákna a v jakém časovém kroku se 
replikát nacházel. Tyto výsledky jsou také uloženy do dvou tabulek vytvořených 
v tabulkovém procesoru Excel . Všechny tyto soubory jsou součástí odevzdaných 
elektronických příloh. Soupis těchto příloh se nachází v Příloze 1. 
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Závěr 
Cílem této bakalářské práce bylo uvedení do problematiky týkající se malých 
nekódujících R N A u bakterií (sRNA), konkrétně u bakterie Clostridium beijerinckii 
N R R L B-598. B y l y vytyčeny základní znalosti o bakteriích a o R N A všeobecně. Došlo 
k seznámení s vlastnostmi, strukturou a esenciální rolí v celé genové expresi organizmu 
pro malá nekódující sRNA. 

Také byla představena genová exprese a došlo k popisu některých z mnoha 
laboratorních metod pro zkoumání genové exprese, jako jsou Northern blot, S A G E , R T -
qPCR, d P C R a zejména metodu RNA-Seq , neboť právě s daty získanými touto metodou 
se v této bakalářské práci pracuje. 

Následně byl v práci navržen postup pro identifikaci s R N A u Clostridium 
beijerinckii N R R L B-598. Postup byl zaměřen pouze na detekci sRNA, které jsou 
alespoň částečně komplementární k určitým C D S . Navržený postup byl následně 
implementován v programovacím prostředí M A T L A B . 

Data získaná implementovaným postupem pro detekci byla subjektivně zhodnocena 
a bylo vybráno několik potencionálních úseků ke zhodnocení funkčnosti navržené 
detekce. Veškeré informace o těchto zvolených úsecích jsou obsaženy v kapitole 6. 
U některých takto vybraných úseků bylo možné pozorovat podstatné změny genové 
exprese v čase, a to pro oba zkoumané replikáty. Také tyto úseky po bližším 
prozkoumání odpovídali svou délkou délkám typickým pro s R N A . Proto je 
předpokládáno, že postup, kterým se tato práce zabývá, je do jisté míry úspěšný pro 
detekci sRNA. Bohužel díky neznalosti žádných s R N A u bakterie Clostridium 
beijerinckii N R R L B-598 nelze stoprocentně určit, zda se opravdu jedná o sRNA. By lo 
by tedy vhodné tyto úseky do budoucna více prozkoumat. 

Přestože metoda detekce našla některé potencionální úseky, j iž z výsledků může být 
nadále uvažováno o dalších změnách a úpravách postupu detekce. Ze zjištěných dat je 
jasné, že by bylo vhodné zakomponovat do rozhodování míru pokrytí pouze na daném 
úseku a nastavit hranice minimálního pokrytí po úsecích. Touto úpravou bychom 
získaly pouze ty úseky, které jsou v d a n é oblasti nejvíce zastoupené, nehledě na to, 
jakou míru pokrytí mají vůči celé sekvenci. Také by bylo vhodné zakomponovat 
i některé strukturální informace o s R N A a detekci upravit pomocí nich, nebo predikovat 
sekundární strukturu daného úseku a rozhodovat podle ní. 

Samozřejmě by bylo také vhodné celý algoritmus detekce rozšířit na hledání 
i ostatních s R N A , která nejsou komplementární k C D S . K tomuto účelu bychom mohli 
využít právě znalosti o primární a sekundární struktuře, jak bylo uvedeno výše. N a 
závěr by bylo také zajímavé pozorovat nejenom míru exprese pro dané úseky, ale také 
míru exprese daného genu v průběhu časových kroků. 

Celkově lze považovat postup detekce s R N A za úspěšný, neboť byly nalezeny 
úseky odpovídající typickým vlastnostem s R N A u bakterie. Také je metoda zhodnocena 
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jako potencionálně výhodná metoda pro zkoumání a detekci s R N A i u dalších bakterií, 
neboť se neodkazuje na přesné informace o bakterii Clostridium beijerinckii N R R L B -
598, ale všechny použité informace mohou být nahrazeny informacemi o j iné bakterii. 
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Seznam symbolů a zkratek 

Zkratky: 
R N A Ribonukleová kyselina 
t R N A Transferová ribonukleová kyselina 
m R N A Mediátorová ribonukleová kyselina 
r R N A Ribozomální ribonukleová kyselina 
s R N A Malá nekódující ribonukleová kyselina 
m i R N A M i k r o ribonukleová kyselina 
snRNA Malá j aderná ribonukleová kyselina 
D N A Deoxyribonukleová kyselina 
d s D N A Dvouvláknová D N A 
T Y A Tryptone yeast extract acetate agar 
R C M Klostridiální zesílený agar 

R B S Ribozomové vazebné místo 
N G S Sekvenování nové generace 
c D N A Komplementární D N A 

5' U T R 5' nepřekládaná oblast 
3 ' U T R 3' nepřekládaná oblast 
n c R N A Nekódující R N A 
pre-mRNA Primární R N A 

DNáza Deoxy rib onukl eáza 

RNáza Ribonukleáza 
S A G E Sériová analýza genové exprese 

P C R Polymerázová řetězová reakce 

R T - q P C R Reverzně transkripční kvantitativní P C R 

R T Reverzní transkriptáza 

d P C R Digitální P C R 

cdPCR Čipová d P C R 

ddPCR Kapková d P C R 

TGS Třetí generace sekvenování 
S M R T Jedna molekula v reálném čase 

Z M W Zero-mode waveguides 
R P K M Počet čtení na milion kilobází 

C D S Kódující sekvence 
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Příloha 1 - Soupis elektronických příloh 
• bp_detekce_sRNA.m - skript pracující se všemi potřebnými vstupy, jehož 

výstupem jsou detekované úseky s R N A ve F A S T A formátu. V rámci tohoto 

skriptu jsou volány všechny ostatní funkce. 

• getindex.m - funkce, která získává potřebné informace o indexech anotovaných 

úseků z reference. 

• getreads.m - funkce, která eliminuje nepotřebná čtení z B A M souboru. 

• v y s l e d k y B D . m a t - obsahuje uložený workspace z prostředí M A T L A B . 

V tomto workspace jsou uloženy do proměnných získané detekované úseky 

z jednotlivých časových kroků pro oba replikáty B a D a veškeré informace 

o nich. 

• B_D_primarni.xlsx - tabulka s listy, které obsahují detekované úseky z replikátů 

B a D na primárním vlákně v jednotlivých časových krocích T1-T6. 

• B D s e k u n d a r n i . x l s x - tabulka s listy, které obsahují detekované úseky 

z replikátů B a D na sekundárním vlákně v jednotlivých časových krocích T1-T6. 

• readme.txt - textový soubor, popisující veškeré informace o odevzdaných 

elektronických přílohách. 
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