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ABSTRAKT

Bakalarska prace se vénuje problematice odvozeni operonovych struktur a vytvoreni soft-
warového nastroje, ktery umozni predikci operonovych struktur. Nastroj jednak predi-
kuje operony na zakladé genové expresni informace, ale také upresni jiz predikované
operony o genovou expresni informaci. Nastroj je testovan na bakteriich Escherichia
coli BW25113 a Clostridium beijerinckii NRRL B-598. Teoreticka ¢ast je vénovana po-
pisu struktury a funkce operonu, sekvenovani genomu, analyze transkriptomu, bakteriim
Escherichii coli BW25113, Clostridium beijerinckii NRRL B-598 a jiz dostupnym on-
line nastrojim pro odvozeni operonovych struktur. V praktické Casti se prace zabyva
predzpracovanim surovych transkriptomickych dat, za Gcelem ziskani vhodného formatu
pro predikci operonovych struktur, testovanim online nastrojii a samotné implementaci
vlastniho nastroje.

KLICOVA SLOVA

Operon, Genova exprese, Genom, Transkriptom, Escherichia coli BW25113, Clostridium
beijerinckii NRRL B-598

ABSTRACT

The bachelor thesis is devoted to the problem of derivation of operon structures and
creation of a software tool that allows prediction of operon structures. The tool both
predicts operons based on gene expression information, but also refines already predicted
operons with gene expression information. The tool is tested on the bacteria Escherichia
coli BW25113 and Clostridium beijerinckii NRRL B-598. The theoretical part is devoted
to description of operon structure and function, genome sequencing, transcriptome anal-
ysis, Escherichia coli BW25113, Clostridium beijerinckii NRRL B-598 and already avail-
able online tools for inferring operon structures. In the practical part of the thesis, the
pre-processing of raw transcriptomic data to obtain a suitable format for the prediction
of operon structures, testing of online tools and the actual implementation of the tool
itself are discussed.
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Uvod

U prokaryot se na genové regulaci vyznamné podileji operony. Operony zajistuji
efektivni hospodareni burniky a umoznuji organismim reagovat na zmény okolniho
prostiredi. V soucasné dobé je vétsina algoritmt k odvozeni operonovych struktur
zalozena na algoritmech strojového uceni, které funguji na zakladé porovnavani in-
formaci z vefejnych databézi, obvykle v rdmci srovnani s modelovymi organismy.
Toto srovnani neni ovSem dostatecné pro odovzeni naprosté vétsiny nemodelovych
organismi. Proto se bakalarska prace zabyva vytvorenim algoritmu, ktery predikuje
operony na zakladé genové expresni informace pomoci korela¢niho koeficientu, ktery
umoznuje presné urcit, pro¢ jsou geny prirazeny k danému operonu.

Bakalarska prace se v prvni kapitole teoreticky vénuje operontim a jejich biolo-
gickému vyznamu. Je zde popsana problematika genové regulace prokaryot, tran-
skriptom a jeho analyza.

Ve druhé kapitole jsou popsany sekvenacni techniky Illumina, SOLiD, Ion To-
rent a RNA-Seq. Tyto techniky umoznuji sekvenovani transkriptomu a tim padem
umoznuji ziskat informaci o genové regulaci. Tato kapitola se dale vénuje popisu
vybranych bakterii, které byly pouzity v praktické ¢asti. Je zde popsdna bakte-
rie Fscherichia coli BW25113. Tato bakterie byla zvolena jako zastupce reprezen-
tujici modelovy organismus. Druhou zkoumanou bakterii je Clostridium beijerinc-
kit NRRL B-598, ktera je sice nemodelovym organismem, avSak je vyznamnym
butanolovym producentem, proto je vhodnym organismem k blizsimu zkouméni.

Prakticka ¢ast se v prvni fadé vénuje predzpracovani surovych transkriptomic-
kych dat ve formé RNA-Seq do vhodné formy pro nasledné odvozeni operonovych
struktur. Déle se prace zabyva testovanim dostupnych online nastroji, jmenovite,
Operon-mapperem, FGENESBem a ProOpDBem. V neposledni fadé prace ptrinasi
vlastni implementaci funkce Operonldentifier, ktera byla naprogramovana v progra-
movacim jazyce Python. Tato funkce umoznuje uzivateli bud upresnit jiz prediko-
vané operony o informaci ziskanou z genové exprese, nebo predikovat operony pouze
na zakladé genové expresni informace. Zavér praktické c¢asti je vénovan dynamické
analyze vybranych operont. U bakterie Escherichia coli BW25113 je analyzovan lac
operon, u bakterie Clostridium beijerinckii NRRL B-598 sol operon. Tyto operony
jsou vhodné k ovéreni spravnosti a blizsi dynamické analyze, jelikoz byly u téchto

bakterii laboratorné prokazany.
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1 Operon

Operony hraji vyznamnou roli v celkové genové regulaci bakterii. Operony jsou sku-
piny pribuznych gent fi{zené jednim operdtorem [I]. Umoziiuji efektivné exprimo-
vat sady geni a zaroven zajistuji, aby nebyly zbytecné vytvareny proteiny, které

burika v dany okamzik nepotiebuje. [2]

1.1 Operon jako transkripcni jednotka

Operon obsahuje jeden nebo vice strukturnich gent, které jsou transkribovany do jedné
polycistromatické medidtorové RNA (mRNA). Jedna molekula mRNA kdoduje tedy
vice nez jeden protein. Souc¢asti transkripcni jednotky (TU) operonu je také promo-
tor a operator (viz[L.1)). Promotor je nukleotidové sekvence, kterd umoziiuje prepis
genu, protoze obsahuje vazebna mista pro RNA polymerdzu. Pokud je promotor
rozpoznan RNA polymerazou, dochazi k navazani RNA polymerazy na vazebna
mista a k iniciaci transkripce. PTi syntéze RNA promotory indikuji, které geny by
mély byt pouzity pro tvorbu mRNA. Tim padem kontroluji, které proteiny bunka
produkuje. Operator je segment DNA, na ktery se vaze regulator. Casto se nachazi
mezi promotorem a strukturnimi geny operonu. [2]

Operon muze dale obsahovat regulacni geny jako naptiklad represor. Represor se
vaze na operator a inhibuje transkripci. Regulac¢ni geny nemusi byt nutné soucasti

operonu, mizou byt umistény i jinde v genomu. [2]

Bakterie
<
"\ BakteriIni
OPERON /E| chromozom

Promotor

‘ Gen 1 ‘ Gen 2 | Gen 3

DNA
Strukturni geny
J, Transkripce
| Gen 1 ‘ Gen 2 | Gen3 ‘ mRNA

\/ l \/ Translace

Protein 1 Protein 2 Protein 3

Obr. 1.1: Struktura a genova exprese operonové TU. Prevzato z [2].
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1.2 Vyznam operonu v genové regulaci

Genova regulace umoznuje organismim regulovat expresi riznych gena v zavislosti
na okolnich podminkach [3]. Dulezitou roli pfi expresi hraje transkripce, kterd se
promité do vSech stupni genové exprese [4].

Na molekuldrni drovni se na regulaci podileji molekularni regulatory. Na trovni
transkripce rozlisujeme regulatory pozitivni a negativni. Pozitivni regulatory tran-
skripci iniciuji, negativni ji zastavuji. [4] V ramci genové regulace rozliSujeme indu-
kovatelné a represivni operony. Indukovatelné operony jsou za norméalnich okolnosti
deaktivovany. Aktivuji se pouze pokud je pritomen konkrétni induktor. Naopak re-
presivni operony jsou aktivovany, nicméné mohou byt deaktivovany korepresorem.
Regulace operonu pak muze byt bud pozitivni, ¢i negativni indukci, nebo represi.

Pozitivni a negativni indukce i pozitivni a negativni represe jsou znazornény na ob-

razku [1.2] [2]

Pozitivni regulace Negativni regulace

Transkripce Transkripce

neprobiha

‘ ‘ Promotor ‘ Operdtor ‘ ‘ Promotor ‘ Operator
Transkripce Transkripce
neprobiha
‘ Promotor ‘ Operator ‘ ‘ Promotor ‘ Operator
(Bez aktivatoru) (S aktivatorem)

Obr. 1.2: Pozitivni a negativni regulace operonu. Modifikovano z [5].

1.2.1 Negativni regulace

Negativni kontrola spociva v navazani represoru na operator tak, aby se zabranilo
transkripci [3]. V negativnich indukovatelnych operonech je na operdtor navidzan
regulacni represorovy protein, ktery brani transkripci geni na operonu. Pokud je
pritomen induktor, ktery se navaze na represor, dochazi ke zméné konformace re-
presoru tak, Ze se nemiize vazat na operator. To umoznuje expresi genu nachazejici
se v jednom shluku operonu. [3]

U negativnich represivnich operontt probiha za normalnich okolnosti transkripce.
Represorové proteiny jsou produkovany regula¢nim genem, ale nejsou schopny se va-

zat na operator ve své normalni konformaci. Pokud se na represorovy protein navaze
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kopresor, dochézi ke zméné konformace represoru. Aktivovany represorovy protein

se vaze na operator a zabranuje transkripci. [3]

1.2.2 Pozitivni regulace

U pozitivni genové regulace je transkripce stimulovana aktivatorovym proteinem,
ktery se vaze na DNA. Obvykle se nevize na promotor, ale mize se navazat i jinde. [3]

V pozitivné indukovatelnych operonech se aktivacni proteiny nemohou vazat
na prislusny segment DNA. Kdyz dojde k navazani induktoru na aktivac¢ni protein,
dochézi ke zméné konformace tak, ze se protein muze navazat na DNA a aktivovat
transkripci. [3]

U porzitivnich represivnich operont jsou aktivacni proteiny normalné vazany
na prislusny segment DNA. Pokud se inhibitor navaze na aktivator, dochézi k za-

staveni aktivace a transkripce systému. [3]

1.3 Transkriptom

Béhem genové exprese dochézi k prepisu DNA do mRNA [6]. Vystupem transkripce

jednoho genu je transkript. Soubour vSech transkriptii se nazyva transkriptom , viz

obréazek [1.3] [7].

W"W/"@‘”f’?‘wﬂ?/\w DNA Genom

Transkripce

UL T 11 TII i f 1T 210 mRNA Transkriptom

Obr. 1.3: Schéma transkripce se zvyraznénym transkriptomem. Prevzato z [§].

7 poctu transkriptil je mozné stanovit miru genové exprese v urcitém typu
bunky nebo tkané. Témeér kazda bunka obsahuje stejné geny, ale rtizné bunky vyka-
zuji rizné vzorce genové exprese. Shromazdovani a pozorovani transkriptomu rtz-
nych typt bunék umoznuje pochopit, co tvori konkrétni typ bunky, jak tento typ
funguje za standartnich podminek a jak za jinych okolnosti. Transkriptomy navic
umoznuji vytvorit komplexni genomovy obraz o tom, jaké geny jsou aktivni za ur-

¢itych podminek v danych bunkéch. [7]
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1.3.1 Analyza transkriptomu

Geneticky kod obsazeny v transkriptomech nebo jeho relativni proporce muzeme
urc¢it pomoci analyzy transkriptomu [6]. Analyza transkriptomu je expresni analyza
celé sady molekul RNA, které jsou produkovany burkou za urcitych fyziologickych
podminek. Studiem transkriptomu se zabyva funkéni genomika. Funkéni genomika
nam umoznuje pochopit biologické funkce celého genomu prostrednictvim automati-
zované exprese. Analyza transkriptomu odhaduje vzorce koexprimovanych a koregu-
lovanych gent a umoznuje uréit funkce gent, které zatim nebyly charakterizovany. [9]

Pred samotnou analyzou transkriptomu je tfeba extrahovat molekuly mRNA
z bunék a pomoci reverzni transkripce vytvorit komplementarni DNA (cDNA).
Poslednim krokem pred samotnou analyzou je sekvenovani molekul cDNA. Ana-
Iyza transkriptomu se pak provadi napiiklad pomoci sériové analyzy genové exprese

(SAGE) nebo pomoci analyzy zalozené na mikrocipech. [6]

SAGE

SAGE se pouziva k vytvoreni knihovny kratkych sekvenacnich znacek. Kazda znacka
slouzi k jednozacné identifikaci transkriptu. Pocet detekci kazdé znacky koreluje s
trovni genové exprese prislusného transkriptu. [10]

Ze sekvenci cDNA jsou vytiznuty kratké fragmenty DNA, které se pouzivaji jako
unikatni markery genovych transkripti. Pravé tyto sekvenacni fragmenty nazyvame
jako znacky. Znacky jsou spojeny dohromady, klonovany a sekvenovéany. [9]

Analyza transkriptt se provadi sériovym zpusobem. Jakmile jsou znacky jedno-
znacné identifikovany, jejich absolutni ¢etnost udava troven genové exprese. SAGE
umoznuje sekvenovani vice znacek v jednom klonu, takze muze odhalit i slabé ex-
primované geny. [9]
obtizné zjistit, kolik znacek je potieba sekvenovat, aby bylo dosazeno dobrého po-
kryti celého transkriptomu. Pro vétsinu laboratori jsou naklady spojené s touto
metodou netinosné. Dalsi nevyhodou této metody je chybovost. Jedna nebo dvé sek-
venacni chyby ve znac¢ce mizou vést k nejedoznacné nebo chybné identifikaci znacky.
Dalsim problém je, Ze spravné sekvenovana znacka muze nékdy odpovidat nékolika
gentim nebo naopak nemusi odpovidat zadnému genu. Pro zlepseni citlivosti a spe-
cificnosti je potreba prodlouzit délku znacek. Mezi komplexni softwarové nastroje
pro analyzu SAGE patii naptiklad SAGEmap, SAGExProfiler nebo SAGE Genie. [9]
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Analyza transkriptomu zaloZzena na mikrocipech

Nejpouzivanéjsi metodou, ktera se pouziva k profilovani genové exprese, je metoda
zalozena na DNA mikroc¢ipech. Mikroc¢ipem je podlozni sklicko s oligomery DNA,
pripadné cDNA, které reprezentuji cely genom studovaného druhu. Kazdy oligomer
slouzi jako sonda, na kterou se vaze unikatni cDNA. Celd populace cDNA, oznacené
fluorescencnimi barvivy nebo radioizotopy, se nechéd hybridizovat sondami na mikro-
¢ipu. Mnozstvi fluorescencnich nebo radioaktivnich znacek odrazi mnozstvi odpovi-
dajici mRNA na daném misté v burice. Pomoci této analyzy je mozné zkoumat vzorce
globalni genové exprese v bunce. Teoreticky lze identifikovat skupiny genti, které jsou
zapojeny do stejnych regulacnich nebo metabolickych drah. [9]

Analyza transkriptomu pomoci mikroc¢ipt zahrnuje nékolikastupnovy postup.
V prvni fazi je vyroben mikroc¢ip fixaci spravné navrzenych oligomeri, které re-
prezentuji specifické geny. V druhé fazi dochazi k hybridizaci cDNA na mikroc¢ipu.
Ve treti fazi je sniman a analyzovan obraz z mikroc¢ipu. Ve ¢tvrté fazi dochazi k trans-
formaci a normalizaci dat. V posledni fazi je provadéna analyza dat za tGcelem iden-
tifikace exprimovanych genu i souboru gent, které jsou koregulovany. [9]

Mikroc¢ipy na rozdil od metody SAGE udévaji relativni ¢etnost tirovné exprese
mRNA. Tato metoda je také vhodnéjsi ke zkoumani rozdilné exprese genti mezi
riznymi tkanémi a bunkami. Dalsim cilem analyzy pomoci mikrocipt je identifi-
kace koordinovanych vzorci genové exprese, coz vyzaduje shlukovou analyzu dat.
Mezi nejoblibenéjsi metody shlukovani patii hierarchické metody, samoorganizujici
se mapy (SOM) a k-means. [9]

Znacnou nevyhodou této metody je vicestupnovy postup, pri kterém muze do-
chazet k chybam a zkreslenim v kazdém kroku. Mtze tedy obsahovat velké mnozstvi
falesné pozitivnich a faleSné negativnich vysledki. Vysledky analyzy mikro¢ipt po-

skytuji pouze hypotézy o funkcich gent na zakladé klasifikace expresnich dat. [9]

18



2 Laboratorni data

V tavodni ¢asti této kapitoly je strucny prehled sekvenacnich procesii a technik, které
predchazi bioinformatickym pocitacovym analyzam, mezi které patii pravé i pre-
dikce a detekce operonovych struktur. Konkrétné jsou zde stru¢né popsany techno-
logie Illumina, SOLiD, Ion Torrent a RNA-Seq.

Druhd ¢ast kapitoly je vénovana bakterii Escherichii coli BW25113. V kapitole je
popsana jednak samotnd bakterie, ale i transkriptomicka data, ktera jsou pouzita v
praktické ¢asti. Posledni kapitola se zabyva bakterii Clostridium beijerinckic NRRL

B-589 a jejich replikaty reprezentujici genovou expresi.

2.1 Sekvenacni techniky

Sekvenacni techniky se primarné pouzivaji pro sekvenovani genomické informace.
Vyuzivaji se k uréeni presné sekvence bézi v molekule DNA [I1]. Informace o sekvenci
DNA jsou dilezité pro zkouméni funkei genti. S rozvojem informacnich technologii
se sekvenovani stava stale dostupnéjsim. Sekvenovani celého genomu je vsak stéle
slozity proces. Aby bylo mozné osekvenovat cely genom, je potieba rozdélit genom na
kratsi useky DNA. Nasledné kazdy kousek jednotlivé osekvenovat a vsechny kousky
poskladat do jednoho konsensusu. [12]

Prvni komercéné pouzivanou technologii byla Sangerova metoda vyvinuta v roce
1977 Fredem Sangerem a jeho kolegy[13]. V Human Genome Project bylo San-
gerovo sekvenovani pouzito k urceni sekvenci mnoha relativné malych fragmentt
lidské DNA. Fragmenty byly zarovnany na zdkladé prekryvajicich se ¢asti a shro-
mazdény do sekvence vétsich oblasti DNA. T dnes je Sangerovo sekvenovani stéle
vyuzivano [12]. Predevsim se pouziva pro sekvenovani jednotlivych ¢asti DNA, jako
jsou fragmenty pouzivané pti klonovani DNA nebo generované pomoci polymerazové
retézcové reakce (PCR). [12] Avsak v soucasné dobé se nejvice pouzivaji technolo-
gie sekvenovani nové generace ,Next Generation“. Umoznuji sekvenovani mnoha
fragmentiit DNA najednou, jsou nékladové efektivnéjsi a rychlejsi nez systémy prvni
generace. Mezi systémy . Next generation* patii naptiklad Illumina, SOLiD nebo Ion
Torrent. [14]

2.1.1 HMHlumina

Technologie Illumina pracuje na principu sekvenovani syntézou. Pomoci této me-

tody je produkovana drtiva vétsina svétovych sekvenacnich dat. Illumina podporuje
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masivni paralerni sekvenovani pomoci patentované metody, kterou detekuje jednot-
livé baze, jakmile jsou pfipojeny do rostoucich fetézci DNA.[15]

P1i sekvenovani je DNA nejprve fragmentovana na tseky o velikosti 200 - 600 bp.
Kratké tuseky DNA, neboli adaptéry, jsou pripojeny k fragmentiim a prichyceny
na malou desticku. Kazda molekula DNA se opakované namnozi, dokud nevznikne
mozaika miliont klastrii. Do rostouciho fetézce jsou zarazeny baze s navazanou
fluorescenc¢ni barvou, které syntézu zastavi. Blokace této syntézy je vratna. Nové
pridand baze je prectena vysoce citlivou kamerou. Dochazi k enzymatickému odstra-
néni fluorescenc¢nich znaceni a blokujici ¢asti molekuly. Nasledné se miize pridat dalsi
béze a miize probéhnout dalsi kolo reakce. Kamera snima signél z desticky a podle roz-
dilné fluorescence pozna, ktera baze byla pridana u kazdé z milionti skupin. Pocitac¢
analyzuje zaznam a podle toho, jak se méni fluorescenc¢ni signdl v ramci kazdé sku-
piny, zrekonstruuje presnou sekvenci molekul DNA v prislusné skupiné. Citlivost
¢teni dosahuje az 99,9 %. [13]

Sekvenacni technologie Illumina méa nékolik odlisnych pristupt. Jelikoz jsou v
praktické c¢asti pouzita RNA-Seq data, kterd byla sekvenovana systémem NextSeq,

je nize uvedena podkapitola s podrobnéjsim popisem této technologie.

NextSeq

Sekvenacni systémy NextSeq predstavuji rychlé, vykonné stolni sekvenatory umoz-
nujici sekvenovani exont, celych genomi a transriptomu [16]. Sekvenovani syntézou
umoznuje presné urceni sekvenace milioni unikétnich fragmenti DNA najednou [17].

Béhem kazdého sekvenacniho cyklu jsou reverzibilné znacené nukleotidy promy-
vany po povrchu oligo klastri, diky ¢emuz je jeden nukleotid navazan na rostouci
komplement kazdého jednotlivého oligo vldkna. Oznacené nukleotidy jsou zobra-
zeny a barvivo je nasledné chemicky odstépeno, aby se mohl navazat dalsi nukleotid
v sekvenci. V kazdém cyklu se k zachyceni bazi pouziva vice kombinaci barviv. Pii-
stroje NextSeq porizuji v kazdém cyklu dva snimky, jeden se zelenym filtrem, druhy
s Cervenym filtrem (viz obrdzek [2.1)). [17]
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Obr. 2.1: Obrazek shrnujici pochody pfi sekvenovani technologii NextSeq. Prevzato
z [1§].

2.1.2 SOLiD

Technologie SOLID je enzymaticka metoda sekvenovani, kterd pouziva enzym ligazu.
Ligdza umi jednoduse pripojit jednoretézcovou molekulu DNA ke stavajicimu retézci
DNA. [13]

Pti sekvenovani se k templatovému vldknu pridaji kousky DNA sondy. Kazda
sonda nese jednu ze ¢tyt fluorescenénich znaceni a zac¢ind vSemi moznymi dvoj-
kombinacemi 4 zédkladnich bazi, takze celkem je 16 riznych typt sond. K novému
rostoucimu retézci je v kazdém kroku pripojena pomoci ligdzy sonda, ktera odpovida
templatové DNA. Snimacem precte fluorescencéni znaceni sondy, ktera je nésledné
odstranéna a umozni pripojeni dalsi sondy. Templatova molekula je ¢tena opako-
vane, aby kazda baze byla prectena nékolikrat a doslo tak k precteni kompletni
sekvence. Vystupem SOLiID jsou kratké sekvence o velikosti maximalné 100 bp. Ne-

vyhodou této metody je problematické ¢teni palindromatickych sekvenci. [13]

2.1.3 lon Torrent

Ion Torrent je technologie na polovodicovém ¢ipu umoznujici ptimy prevod chemicky
kédovanych béazi na digitdlni signal. Technologie Ion Torrent je jednodussi, rychlejsi
a nakladové efektivnéjsi nez jakékoli jind dostupnd sekvenacni technologie. [19]

Po pripojeni nové baze do fetézce DNA je jako vedlejsi produkt uvolinovan vodik.
Vodik zptisobuje zménu pH roztoku. Podle intenzity zmény pH je mozné poznat, ko-
lik bazi bylo pripojeno. Problém nastava pri ¢teni delsich homopolymernich fetézct.

Polovodic¢ovy ¢ip neni schopen ur¢it presny pocet nukleotidu. [13]
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2.1.4 RNA-Seq

RNA-Seq je sekvenacni metoda, ktera vyuziva technologii ,Next Generation“. Tato
vysoce U¢innd metoda se pouziva ke studiu transkriptomu a genové exprese [20].
Data pouzita v praktické ¢asti semestralni prace byla sekvenovana pomoci této me-
tody.

RNA-Seq ma nékolik krok. V prvnim kroku je extrahovdana RNA. Pomoci re-
verzni transkripce je RNA pfrepsana do cDNA. ¢cDNA se fragmentuje a na oba konce
fragmentti jsou pripojeny adaptéry obsahujici funkéni prvky umoznujici sekveno-
vani. Po amplifikaci, selekci velikosti, ¢isténi a kontrole kvality je pomoci sekveno-
vani ,Next Generation“ analyzovana knihovna ¢cDNA. Vystupem jsou kratké sek-
vence, které odpovidaji celému fragmentu nebo jeho ¢asti, z niz byly odvozeny. [20]

Sekvenovani mutize probihat bud metodou sekvenovani s jednim koncem nebo s pa-
rovym koncem. Déle se voli mezi protokolem specifickym pro fetézec a protokolem
nespecifickym pro fetézec. V pripadé protokolu specifického pro retézec je zachovana
informace o tom, které vlakno DNA bylo prepsano. Na zavér lze vSechny c¢teni za-

rovnat s referenénim genomem. [20]

2.2 Escherichia coli BW25113

Escherichia coli je gram negativni tycCinkovita bakterie, ktera se vyskytuje ve stre-
vech teplokrevnych organismi. Vétsina kmena E. coli je neskodnd, avsak nékteré
kmeny mohou u lidi nebo nékterych zvitat zptsobit vaznou otravu. Neskodné kmeny
jsou soucasti strevni mikroflory a produkuji vitamin K2, ktery zabranuje usazovani
bakterii ve stfevech. F. coli je modelovym organismem, proto je vhodnym adeptem
pro navrh algoritmu pro predikci operonovych struktur. [21], [22]

V préci je konkrétné pouzita bakterie £. coli BW25113. Tento laboratorni kmen
byl vytvotren v laboratori Barryho L. Wannera a byl pouzit v metodé vyuzivajici bak-
teriofagovy rekombinacni systém lambda red k provadéni genovych disrupci pomoci
PCR [23]. E. coli BW25113 a jeji derivaty se pouzivaji pro rizné studie, napriklad
se pouziva ve fenotypovych vyzkumech [23], [24], [25].

Genom bakterie F. coli BW25113 s acession number CP009273.1 byl stazen
z NCBI. Z databdze Gene Expression Omnibus (GEO) [26] byla stazena Count-
Table E. coli BW25113, ktera obsahuje genovou expresni informaci celkem 18 repli-
kata. Tyto replikaty byly pouzity a jsou podrobnéji popsany ve studii od Ro-
perse a kol. [27]. VSechny replikéty této bakterie byly sekvenovany sekvena¢ni meto-
dou RNA-Seq pomoci ptistroje Ton Torrent S5. Pied sekvenaci byly bakterie ucho-

vany pri teploté 80 °C' v roztoku, ktery vznikl smichanim 500 pl kultivaéniho bujénu
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a 500 pl fenolu nebo ethanolu. Rist bakterii probihal v bioreaktoru o objemu 2 [ pti
teploté 37°C' a pH 6,8. Jako médium bylo pouzito médium M9 a glukéza. Celkem
byly sekvenovany 2 genotypy - genotyp W-gly (wild-type) a R-gly (growth - regula-
ted). Jednotlivé replikdty jsou bliZe charakterizovany v tabulce .

Tab. 2.1: Popis dat, ktera byla pouzita k vytvoreni CountTable pro E. coli. Od 600
je opticka hustota vzorku pii vinové délce 600 nm.

Nazev | Genotyp | Replikat | Cas [h] | Od 600
Wegly-1 | W-gly 1 35 5,22
Wegly-1| W-gly 2 3.5 6,08
W-gly-1 W-gly 3 3,7 6,4
W-gly-2 | W-gly 1 5.5 15,4
Wegly-2 | Wegly 2 5,5 17,7
W-gly-2 W-gly 3 5,7 18,4
R-gly-1 R-gly 1 4.1 5,36
R-gly-1 | R-gly 2 41 5,38
Rgly-1 | Regly 3 42 5,94
R-gly-2 | R-gly 1 5,5 7.6
R-gly-2 | Re-gly 2 5,5 7,58
R-gly-2 R-gly 3 5,7 7,87
R-gly-3 | R-gly 1 7.5 9,62
R-gly-3 R-gly 2 7,5 9,44
R-gly-3 R-gly 3 7.7 9,78
R-gly-4 | Re-gly 1 23 11,36
Regly-4 | R-gly P 23 10,92
Regly-4 | Regly 3 23,1 12,6

2.3 Clostridium beijerinckii NRRL B—598

Clostridium beijerinckii patii do rodu Clostridium. Bakterie z tohoto rodu jsou
obecné grampozitivni anaerobni organismy, z nichz nékteré druhy mohou byt pa-
togenni. Avsak vétSina druhtu je nepatogennich a mohou byt primyslové zpraco-
vavany. Nékteré druhy jsou schopné fixovat dusik a premeénovat sacharidy na jiné
slouCeniny a molekuly, jako je oxid uhlic¢ity, acetat nebo butyrat. [28]

Clostridium beijerinckii je solventogenni bakterie, kterd se pouziva pro svou
schopnost produkovat buthanol pfi fermentaci aceton—buthanol-ethanolu (ABE).
V soucasné dobé miize bakteridlni vyroba buthanolu konkurovat jeho syntetické
vyrobé. [29]
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Préave kvili potencidlu v produkci biobuthanolu je bakterie C. beijerinckii NRRL
B-598 vhodnym adeptem k blizSimu zkouméni. Proto je algoritmus pro predikci ope-
ronovych struktur aplikovan i na tuto bakterii. Acession number pouzité bakterie
je CP011966.3. V praci jsou pouzity replikaty B, C, D, E, F a G, které byly sek-
venovany v Sesti casovych bodech {T1, T2, T3, T4, T5, T6} sekvenacni metodou
RNA-Seq [30].

Replikaty B, C, D a E byly sekvenovany za standartnich kultiva¢nich podmi-
nek. To znamena, ze kmen C. beijerinckic NRRL B-598 byl kultivovan pti teploté
37 °C a byl udrzovan ve formeé suspenze spor. Replikaty B, C jsou podrobnéji po-
psany ve studii od Sedlare a kol. [31], replikaty D, E jsou popsiny ve studii Pata-
kové a kol. [32]. VSechny tyto replikdty byly sekvenovény v Sesti ¢asovych bodech
tak, aby byly zachyceny vSechny metabolické faze béhem 23 hodin. Konkrétné byly
sekvenovany v ¢asech {3,5 h, 6 h, 8,5 h, 13 h, 18 h, 23 h}.

Replikaty F, G byly sekvenovany pri butanolovém sSoku. Butanol byl pridan
v ¢ase 6 h. Tyto replikaty byly sekvenovany v casovych bodech {6 h, 6,5 h, 7 h, 8 h,
10 h, 12 h}. Oba replikéty jsou popsany ve studii od Sedlafe a kol.[33].
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3 Metody odvozeni operonovych struktur

Uvodni & st kapitoly se vénuje predzpracovani RNA-Seq dat bakterie C. beije-
rinckii NRRL B-598. Druha ¢ast kapitoly je vénovana popisu a testovani dostup-
nych online nastroji, které se pouzivaji k predikci operonovych struktur. Konkrétné
jsou zde popsany nejcastéji citované online nastroje pro predikci operont - Ope-
ron—-mapper [34] , balicek FGENESB [35] a Prokaryoticka operonovéa databaze (Pro-
OpDB) [36] . Ve tteti ¢asti kapitoly je popsana vlastni naprogramovand funkce Ope-

ronldentifier. V zavéru kapitoly jsou jednotlivé néstroje srovnény.

3.1 Ptedzpracovani RNA-Seq dat

K vytvoreni vhodného datasetu pro predikci operonovych struktur na zakladé infor-

mace o genové expresi jsou pouzita RNA-Seq data bakterie Clostridium beijerinc-

kit NRRL B-598. Predzpracovani je provedeno pomoci shell-skriptii dostupnych z

https://github.com/JanaSchwarzerova/Analytical-pipeline-rawRNA-Seq [37].
Samotné predzpracovani pomoci téchto shell-skripti bylo provedeno na vypocetnich

zdrojich dostupnych na portédlu Metacentrum VO - virtudlni organizace [38]. Pred za-

héjenim predzpracovani RNA-Seq dat je pomoci nastroji FASTQC [39] a Mul-

tiQC [40] zkontrolovana kvalita pocatecnich dat. MultiQC je modularni néstroj, ktery
slouzi k agregaci vysledku bioinformatickych analyz [40]. Vystupem této ¢ésti je

HTML dokument neboli report. FASTQC se pouziva ke kontrole celkové kvality

sekvence. Kontroluje se napriklad procentualni rozlozeni CG a pritomnost nebo ab-

sence nadmérné zastoupenych sekvenci [37].

Pro maximalizaci kvality sekvena¢nich dat je tfeba odstranit co nejvice ribozo-
malni RNA (rRNA). K filtraci rRNA slouzi nastroj SortMeRNA [41]. Tento nastroj
umoznuje analyzu ¢teni systému ,,Next Generation“. Hlavni aplikaci SortMeRNA je
filtrovani rRNA z metatranskriptomickych dat. Vstupem je ¢teni ve fasta nebo fastq
formatu a jeden nebo vice soubori rRNA. [4I] Po filtraci rRNA dat je nésledné
provedena kontrola kvality filtrovanych dat. Na obrazku je znazornéna zmeéna
struktury surovych a filtrovanych dat. Rozlozeni GC u filtrovanych dat se mnohem

vice blizi teoretickému norméalnimu rozlozeni GC.
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Obr. 3.1: Vyskyt GC na sekvenci.

V dalsim kroku je pouzit nastroj Trimmomatic [42]. Tento néastroj slouzi k ore-
zavani dat ziskanych metodou Illumina. [42] Data jsou ofezdvana od 3’ konce do-
kud neni dosazeno pozadovaného Phred skére, které udava miru spolehlivosti ¢tendi.
Za spolehlivé Phred skore je povazovano skore nad 20 [43].

Nasledné je nutné zarovnat ¢teni k referenci. K tomu je pouzit nastroj STAR [44].
Pred pouzitim tohoto néstroje je nutné vytvorit indexovy genom [37]. V tomto
pripadé byl stazen z Narodniho Centra pro Bioinformatické Informacni databaze
(NCBI) ge<ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>