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Abstrakt

Teoreticka Cast prace se zabyva zdkladnimi pojmy jako bakteridlni genom, komparativni
genomika a synteny bloky. Je zde vysvétleno, co synteny je a v Cem spociva jeji
dilezitost. Dale je v teoretické Casti zminén GenBank format, jeho obsah a vyuziti.
Praktick4 cast je zamétfena na vyhledavani podobnosti v sekvencich DNA referen¢ni
bakterie s vybranou bakterii, jejich setfidéni pomoci hladového algoritmu a zobrazeni
podobnosti fylogenetickym stromem.

Klicéova slova

Gen, genom, synteny, komparativni genomika, DNA, CDS, fylogenetika, breakpointova

metoda

Abstract

Theoretical part of the thesis deals with basic concepts such as bacterial genome,
comparative genomics and mainly synteny blocks. Here is explained what synteny is and
what is its importance. In the theoretical part, the GenBank format is also mentioned, its
content and usage. The practical part is focused on searching similarities in DNA
sequences of reference bacteria with selected bacteria, their sorting by means of greedy
algorithm and visualization of similarities using phylogenetic tree.
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Gene, genome, synteny, comparative genomics, DNA, CDS, phylogenetics, breakpoint
method
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UvVOD

Komparativni genomika, jedno z odvétvi genomiky, je obor zajimajici se o podobnosti
a vztahy mezi chromozomy, geny nebo genomy. Vyuziva se pro porovnani rtiznych
organismil, naptiklad diky komparativni genomice byla zjisténa podobnost lidského
genomu s hlodavéim. Lépe se tedy zkoumaji evolu¢ni procesy, jelikozZ umoziiuje nalézt
1 dosud neanotované geny. O evoluc¢nich procesech vice prozradi i tzv. synteny bloky,
coz jsou vzajemn¢ podobné oblasti v genomech rozdilnych organismi, kde se porovnava
poradi synteny. V teoretické €asti prace je kromé synteny popsan i bakteridlni genom,
anotace genu nebo rozsahly format genbank, ktery obsahuje velké mnozstvi informaci
o daném zaznamu sekvence, kterd je v ném ulozena. Teoretickou cast uzavira kratké
shrnuti o pouzitych bakteriich, kde byla podobnost vybirdna na zéklad¢é jejich
gramnegativniho barveni.

Praktickd Cast této prace je vénovana pfimému vyhleddvani podobnosti mezi
jednotlivymi bakteriemi. V genbank formatu je ulozena jak sekvence DNA, tak spousta
dalsich informaci o organismu. Jelikoz se nemtizeme Upln¢ spoléhat na jednotlivé popisy
gent ulozené v genbank formatu, vétSinou nejsou kompletni, bude vyhledavani probihat
na tfech urovnich. Nejprve bude porovnavan nazev genu referencni bakterie spolu s dalsi
bakterii, dle nalezenych shod se poté zjednodusi algoritmus pro vyhledavani nazvu
produktu genu. Nakonec se pomoci lokalniho zarovnani porovnaji translace jednotlivych
proteint.

Vyhledéavani shod slouzi k zjiSténi mnozstvi zmén v potadi genli mezi referen¢ni
a vybranou bakterii. Potadi gent je proto setfidéno jednim z hladovych algoritmi a zjiStén
pocet zmén, které¢ byly potiebné k tomu, aby byl pozi¢ni vektor sefazen. Pocet kroki
metody urcuje evoluéni vzdalenost mezi referencni a vybranou bakterii, s jeho pomoci se
spocita p-distance, dle ni se nésledné sestavi fylogeneticky strom, urcujici podobnost
bakterii.
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1 BAKTERIALNI GENOM

Bakterie se zafazuji mezi prokaryotni organismy. Jsou tvofeny prokaryotni bunikou
s jedinym chromozomem kruhovitého tvaru umisténym volné v cytoplazmé. Postradaji i
slozity systém membranovych organel, napt. neobsahuji mitochondrie a vakuoly, ovSem
jejich funkce je nahrazovéana. Metabolické déje u bakterii probihaji volné v cytoplazmé.
Molekuly DNA jsou v prokaryotickych buiikdch ulozeny bud’ v hlavnim chromozomu,
nebo v plazmidech — malé molekuly DNA, téz kruznicového tvaru (Obrazek 1.1).
Bakterie se v genetice vyuZzivaji hlavné kvili rychlosti rozmnozovani. Neprobihaji zde
meiotické ani mitotické déje, bakterie se rozmnozuji nepohlavné pfi¢nym délenim. Za
kratkou dobu je tedy mozné vytvorit mnohamilionové populace, kde se zvySuje Sance na
pozorovani velmi vzacnych mutaci, které by se u menSich populaci téméf jiste

neprojevily. [1][4]

pouzdro
bunecna stena
cytoplazmaticka

membrana
cytoplazma

ribozomy
plazmid

pili

bicik
nukleoid
(kruhova DNA)

Obrazek 1.1 Stavba prokaryotické buriky

1.1 Geneticka informace bakterii

Jak jiz bylo zminéno, prokaryotni organismy obsahuji pouze jeden hlavni chromozom,
jsou tedy trvale haploidni. Na chromozomu jsou geny uspotfadany v ur¢itém poradi.
Pozice, ktera je uréena pro dany gen, se nazyva lokus. Prokaryota obsahuji jednoduché
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strukturni geny, které se po transkripci nemusi upravovat. Chromozom neobsahuje
introny, muze se tedy z funkcniho hlediska cely povazovat za exon. Do RNA se piepisuje
jako celek a vétSina DNA se v ném nachéazi v genové formé. Jeho replikace probiha
soumérné, symetricky a z jednoho mista, kde je chromozom uchycen k cytoplazmatické
membrang, tzv. OriC. Hlavnim enzymem replikace je DNA polymerédza, vznikd RNA
primer nutny pro iniciaci replikace a celou reakci katalyzuje DNA primaza. Ukolem DNA
ligdzy v prub&hu replikace je spojit tvz. Okazakiho fragmenty, coz jsou Casti jiz
replikované DNA, které se tvofi na opozdéném fetézci. Zvlastnosti replikace u prokaryot
jsou geny, které se piepisuji jako celek do jedné molekuly RNA. Tyto geny se nazyvaji
operony a jsou spolecné regulovany — bud’ se ptepisuji vSechny nebo zadny. [3][4][5]

Promotor je vétSinou pocatecni usek sekvence DNA, ktery zahajuje transkripci.
RNA polymeraza rozeznd promotor a navaze se na né¢j. Zahajuje se tak transkripce
konkrétniho genu. Na bakterialni promotor se navaze docasné RNA polymeraza, spise
jedna z jejich podjednotek, tzv. sigma faktor. Sigma faktor umoziluje iniciaci transkripce
a vybér promotoru, u bakterii je dilezitym prvkem pii regulaci genové exprese. Bakterie
maji vice sigma faktort s rozdilnymi funkcemi. Jeden je urCen na provoz burky, dalsi
umoziuji bakteriim ménit transkripéni program. Promotor obsahuje dv€ vysoce
konzervované sekvence, které sigma faktor rozeznava. Pro nejcastéji se vyskytujici sigma
faktor 6’° (RpoD), se jedna o tzv. Pribnow box v pozici -10. Pribnow box je sekvence 6
nukleotid (TATAAT), nazyvan také jako -10 sekvence, jelikoz je umistén zhruba 10
part bazi pfed mistem iniciovani transkripce. Jeho funkce je podobna jako funkce TATA
boxu u eukaryotickych bun¢k.[3][4]

1.1.1 Plazmidy

Kromé hlavniho chromozomu je geneticky materidl v bakteriich uloZen v menSich
cirkularnich DNA — plazmidech. Plazmid je geneticky element, ktery se replikuje
nezdvisle na hlavnim chromozomu. Neni nezbytny pro pieziti buiniky, avSak pokud
napf. nese geny pro rezistenci proti antibiotiku, které bylo pfidano do ristového média,
je pro ni vyhodou. Plazmidy zacaly védce zajimat az ve chvili, kdy pfisli na to, ze hraji
dilezitou roli pti konjugaci, vymeéné genetické informace a rezistenci proti antibiotikiim.
Postupem casu se zjistilo, Ze charakteristické vlastnosti bakterii vyuzivajici se
v medicing, primyslu a Zivotnim prosttedi, jsou pravé diky gentim, které nesou plazmidy.
Diky dal$imu studiu plazmidl jako rekombinace a replikace se ziskaly informace o
zakladnich biologickych procesech. Jsou snadno izolovatelné z bakterii, transformaci
mohou byt znovu zavedeny do jinych bunck, proto maji zasadni vyznam pii studiu

chromozomového pteskupeni v bakteriich a rostlinach. [1][2]
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V bunice se vyskytuji rizné druhy plazmida s rozdilnymi funkcemi. R-plazmidy
(rezisten¢ni) nesou geny, které zodpovidaji za rezistenci bunky k antibiotiklim a jinym
antibakteridlnim latkam. Nékteré R-plazmidy podmiiiuji schopnost konjugace bakterii.
patogennich bakterii. OvSem v medicin€ zpisobily R-plazmidy veliky problém. Kvtli

nadmérnému pouzivani antibiotik se mnoh¢ bakterie staly proti nim rezistentni. [1][2][6]

\

0O

. a5

|

Nukleoid

Bakterialni chromozom Plazmidy

Obrazek 1.2 Bakteridlni chromozom s plazmidy, pievzato z [6]

1.1.2 Epizomy

Epizomy maji jedinecné vlastnosti. Jedna se o geneticky element postradatelny pro
hostitele, replikuje se autonomné nebo muze byt zaclenén do chromozomu bakterie.
Schopnost se zaclenovat zalezi na ptitomnosti inzer¢nich sekvenci (kratké useky DNA),

které jsou transponovatelné (mohou se pohybovat z jednoho chromozomu na druhy). [1]
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2 ANOTACE GENOMU

Anotaci genomu se rozumi snaha o nachazeni gend, proteinovych interakci a dalSich
stejn¢ vyznamnych oblasti v sekvenci DNA. V bioinformatice se na zakladé laboratorné
nalezenych oblasti snazi ptfedpovidat pozice dalSich oblasti pomoci vypocetnich metod.
U prokaryotnich organismi se vyuzivaji metody zaloZeny na znalostech vlastnosti

vvvvvv

mnohem komplikovanéjsi.[7]

2.1 Komparativni genomika

Porovnanim kompletnich genomovych sekvenci pomoci riznych nastroji, vcetné
pocitacové analyzy, se zabyva komparativni genomika. Pomoci peclivého porovnavani
charakteristik, kterymi jsou definovany jednotlivé organismy, se védclim dafi urcit oblasti
podobnosti mezi jednotlivymi organismy. Tyto znalosti napomahaji porozumét lidskému
genomu a bojovat s lidskymi onemocnénimi. [8][17]

Mezi hlavni tkoly komparativni genomiky se fadi identifikace sekvenci DNA,
které byly konzervovany v mnoha riiznych organismech po dlouhou dobu. Je to totiz
jeden z dtlezitych krokii k pochopeni genomu samotnému a kli¢ k jeho studiu. Hleda
predevsim geny, které jsou dilezité pro zivot buiky a organismu nebo se vztahuji
k riznym biologickym systémlim, jejichz vlastnosti se téz daji vyuzit k inovativnosti
1é¢by riznych onemocnéni. [17]

Komparativni genomika je dilleZitym néstrojem pro studium evoluce. Analyzou
evolucnich vztahli mezi druhy a odpovidajicich rozdilii v jejich DNA se dafi porozumét,
jak se ¢asem meénil vzhled, chovani a biologie organismi. V soucasné dob¢ se zacalo
komparativni genomiky vyuZzivat i v zeméd¢lstvi, biotechnologiich nebo zoologii, kde se
nachazi rozdily mezi druhy zvirat. [17]

14



3 SYNTENY

Vyvoj genomu ovliviiuyji jak malé bodové mutace v sekvenci DNA, tak i velké udalosti,
jako je preskupeni, které presklada geneticky material v buiice. Pfeskupeni se tyka bud’
jen par gent, naptiklad mutace nebo zlom v disledku nashromézdéni bodovych mutaci
nebo tandemovych duplikaci. Ale mtize byt i v mnohem vétsim métitku, jako jsou dlouhé
inverze nebo duplikace celého genomu. VSechny takové udalosti jsou velice dilezité
v evolucnich procesech a plyne z nich, ze pokud porovnadme dva a vice chromozomi, je
velice nepravdépodobné, Ze potradi genti bude totozné, dokonce i pro ptibuzné druhy.
Ovsem potadi gend neni ndhodné a pii srovnani dvou chromozomu nebo jejich ¢asti,
kazdy od jiného piibuzného druhu, 1ze nalézt shodné nebo alespoii podobné i celé genové
useky zakonzervované v urcitém potadi. Jak moc jsou si jednotlivé organismy podobné

udava mira podobnosti. [12]

3.1 Mutace

Mutaci mizeme definovat jako kvalitativni nebo kvantitativni zménu v genetické
informaci, povazuje se za nevratny d¢j. Pienos genetické informace podléha ndhodnym
vlivim (mutagenim), napf. fyzikalnim, chemickym ¢i jinym faktorim. Mezi fyzikalni
faktory se tadi ionizujici nebo UV zafeni. Jako mutagen mohou piisobit i viry, které
indukuji v buitkdch mutace. Mutace mohou postihnout zarode¢né burky a pfenasi se tak
do potomstva (gametické mutace). Pokud jsou mutace télni a neptenasi se do potomstva,
hovofti se o mutacich somatickych. Negativnim dopadem mutaci mtize dojit ke zméndm
v regulacnich oblastech transkripce, sekvencich promotorti nebo v signalnich sekvencich.
[91[10]

Mutace se mohou rozdélit do tfi zédkladnich skupin podle mista a organiza¢ni
urovné jejich vzniku na mutace genové, chromozomové a genomové. Mutace mohou byt
téz slucitelné se zivotem (vitalni) nebo se zivotem neslucitelné (letalni). OvSem mutace
letalni nemusi byt vzdy neslucitelné se Zivotem, jsou to tzv. podminéné letalni mutace,
kdy jsou letdlni pouze v jednom, restriktivnim, prosttedi, ale slucitelné v jiném,
protoze umoziuji studie esencidlnich genti. [1]

Podle okolnosti jejich vzniku se déli mutace na spontanni a indukované. Spontanni
mutace vznikaji diky chybé pfi replikaci DNA. Dochazi k nim bez zasahu vnéjsiho
prostiedi. DNA polymeraza je ovSem velice piesnd a méa samoopravnou funkci, proto je
pravdépodobnost vzniku takovych mutaci velice mala. Z toho plyne, Ze naprostd vétSina
mutaci vznika diky pisobeni vnéjsich faktortii, oznacuji se jako mutace indukované. Dalsi

definici mutace miiZze byt zména v genotypu organismu oproti normalnimu stavu. Jsou to
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ndhodné zmeény, s cilenymi mutacemi se da setkat pouze v rdmci vyzkumu. Z hlediska

evoluce jsou mutace velice piinosné, nékdy jsou oznacovany jako tzv. hybna sila evoluce.

[91[10](11]

3.1.1 Chromozomové mutace

Chromozomovou mutaci se rozumi zména v poctu, tvaru nebo struktufe chromozomii.
Obecné jsou oznacovany jako chromozomové aberace. Nejcast¢jsi pti¢inou téchto zmén
jsou zlomy chromozomu, kdy zlom je ptferuseni souvislosti DNA fetézce, jehoz vinutim
chromozom vznika. Zlomy jsou zpiisobeny nadmérnym pisobenim mutagent na jedince,
¢i zhorSenou funkci repara¢nich mechanismu. Nasledky aberaci jsou zavislé na tom, jestli
je zachovano normdlni mnozstvi genetické informace, pokud ano, nazyvaji se zménami
balancovanymi. U mutaci balancovanych nedochézi k fenotypovym projeviim. Zména
fenotypu mize nastat, pokud se zlom vytvoii uprostfed genu nebo mezi kddujici sekvenci
a jejim promotorem. K fenotypovym projevim muize dojit u aberaci nebalancovanych,
které maji Casto velice zavazné az letalni nésledky.[9][11]

Chromozomové mutace se déli na inverzi, duplikaci, translokaci a deleci. Inverze
nastava, pokud se zlomeny chromozomalni fragment obrati a pfipoji se zpet v obracené
poloze. Duplikace je opakovani chromozomadlniho fragmentu. Pfi translokaci nastdva
transfer ¢asti chromozomu na jiné misto. Deleci se rozumi ztrata fragmentu chromozomu
(Obrazek 3.1). [1]

Delece Duplikace Inverze
Chromoaom 4
Translokace
Denvat
Chromazem 20 Chromazomu 20
Cnmmomtru 4
Chromozom 4

Obrazek 3.1 Priklad chromozomalnich aberaci
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3.2 Synteny bloky

Synteny rozumime skupinu homolognich sekvenci (sekvence odvozeny od stejné
puvodni sekvence, tzn. maji spoleéné¢ho predka), které se ve chvili porovnani genomi
vyskytuji zaroven. Pokud se porovnavaji dva potomci, lze nalézt skupiny po sobé
jdoucich sekvenci, ovSem jejich poradi se muze lisit.[12]

Genomové sekvenovani a mapovani umoznilo srovnani struktur genom mnoha
riznych organismi. Zjisténim bylo, Ze n¢které organismy maji podobné genové useky
v podobnych polohach v genomu. Naptiklad mnohé z genti lidi jsou syntenické s témi
jinych savct — lidoopti, mysi atd. Studie synteny muze ukazat vyvoj genomu v pribehu
evoluce. [12]

Pokud jsou mista vyskytu sekvence shodné, vcetné potadi, oznacuji se jako
synteny segment. Ve chvili, kdy je vétsi vyskyt synteny segmentil, oznacuje se tento tsek
jako synteny blok. V synteny bloku jsou obsazeny i inverzni a permutované synteny
oblast nalezen4d ve dvou genomech, kde homologni geny zachovavaji stejné potadi i
relativni polohu v genu v obou genomech a sav¢i genom je slozen z 25000 gent o celkové
délce 3x10° part bazi. To znamena, Ze v priméru by segmenty, které obsahuji tfi geny,
presahly 300 000 para bazi, coz by pro hledani synteny bloki nebylo vhodné. Navic je

velice nepravdépodobné, ze pti takové délce by sekvence zistaly naprosto shodné. [12]

synteny blok

synteny segment

g4 8> gl g2 g3
85 g4 gl g2 g3

Obrazek 3.2 Priklad synteny segment a synteny blok

Proto se vyuziva takzvanych sekvencnich kotev (anchors). Jako sekvenéni kotva je
definovana konzervovand neopakujici se subsekvence, kterd se vyskytuje
v porovnavanych genomech spolecné s urcitou sekvenci. Pocet sekven¢nich kotev miize
byt vyssi, nez je pocet gend. Predpokladem miize byt subsekvence f; v genomu F shodné
se subsekvenci g; v genomu G, a zarovnani f; ke G, dava nejvétsi shodu g;, a naopak.

Subsekvence f; a gi mohou byt pouzity jako sekvencni kotvy nebo orientacni znacky
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(landmarks), které napomahaji v porovnavani dvou genli. V zdsad¢ mize byt mnohem
vice sekvencnich kotev, nez je gentl, coz zptesni rozdeleni synteny bloki. Synteny bloky
mohou byt téZ definovany pomoci pozi¢né ukotvenych sekvenci (sekvenc¢nich kotev). Je
to soubor sekvencnich kotev, které se objevuji spolecné, ovSem ne nutn€ ve stejném

potadi, v genomu dvou riznych organismil. [12]

3.3 Evolu¢ni procesy a synteny bloky
Informace ohledné probéhlych evolucnich procesech jsou pro lidstvo velice dilezité,
proto vzniké snaha o analyzu ptestavby riznych genomi. Soucast jakékoliv analyzy je
i feseni permutacnich vektort. Je to snaha o nalezeni sledu permutaci, jehoz vysledkem
je shoda v potadi segmentli v prvni sekvenci s potadim, v jakém se nalézaji i v sekvenci
druhé. Stanovuje se minimalni pocet permutaci a to proto, Ze se nesnazi nalézt evoluc¢ni
kroky, ale urcit ptibuznost jednotlivych druht — ¢im niz8i po€et permutaci, tim vyssi
ptibuznost.[12]
Permutac¢ni vektor je mnozina s n prvky, a kazdy prvek bude ptedstavovat usek

DNA (geny v podob¢ synteny bloku). Na ptikladu, kdy n=35, se definuje prvni sekvence
jako usporadany permutacni vektor S; = [1 2 3 4 5] a druhd, piehdzena sekvence jako
S> =[24 15 3]. Cilem ted bude ziskat shodné potadi obou vektorti pomoci transformace
vektoru S,. Vyuziva se metody eliminace boda zlomu inverzi nebo transpozici. [12]
Inverze je asi nejbéznéjsi zpiisob preskupovani, kdy se ¢ast vektoru (sekvence) jednoduse
prevrati. Timto zplisobem se dé téz dosdhnout i uspotadani. Pokud se vezmou sousedici
prvky vektoru a jejich diference je rovna 1, pak se berou jako navazujici. OvSem, pokud
je diference vé€tsi, nez je 1, misto se oznacuje jako bod zlomu. Tato metoda pfidava na
zacatek a konec setfidovaného vektoru zachytné body, s nimiz neni mozna manipulace.
Pocet provedenych inverzi by mél byt vétsi nebo roven poloviné poctu zlomt a zarovei
mensi nebo roven poc¢tu bodl zlomu ve vektoru. [12]

Eliminace bodl zloml pomoci transpozice se zaklada na vyjmuti jednoho nebo vice
prvkil z vektoru a jejich nasledné pielozeni do spravné pozice. Pouziti transpozice je
vyhodnéjsi, jelikoz lze odstranit az tfi body zlomu najednou. Nej€astéji se ovSem vyuziva

kombinace obou metod. [12]
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4 GENBANK

GenBank je databdze vSech vetejné pristupnych anotovanych nukleotidovych sekvenci.
Databazi spravuje Narodni centrum pro biotechnologické informace (NCBI), které je
soucasti National Institutes of Health (NIH) v USA. K databézi je umoznén ptistup pies
internet anebo si lze celou databdzi bezplatné nainstalovat. GenBank zajist'uje
nejaktualnéjsi obsahlé informace ohledné nukleotidovych sekvenci. Jediny problém
databaze je, ze do databaze mohou pfispivat rlizni autofi a jejich pirispévky nejsou
kontrolovany, proto se nelze plné€ spoléhat na spravnost dat.

[13][14]

4.1 GenBank format

GenBank format slouZzi pro zapis biologickych sekvenci z databdze NCBI, jeho ptipona
je *.gb. Vyhodou formatu je, ze mize obsahovat vice zaznami od riiznych autorti, a téz
spoustu doplikovych informaci, coz jiné, takhle vyuzivané formaty, nedokazi. Pfikladem
je tteba FASTA format. Samotny GenBank format se sklada z hlavicky a sekvence
nukleotidl. Sekvence je uvozena slovem ,,ORIGIN®, ukonc¢ena znakem ,,//“.[14][15]

V hlavicce se nachédzi rizné uzite¢né informace ohledné dané sekvence.
Nalezneme zde identifikacni ¢islo sekvence, napt. SCU49845, kde prvni tfi znaky
oznacuji organismus, ¢tvrty a paty znak presnéji urcuje, co sekvence koéduje. Dnes jiz
neni takové identifikacni cislo dostacujici pro uvedeni vSech informaci, proto se
v soucasné dobé¢ pfifazuje identifikacni ¢islo tak, aby bylo jedinené pro kazdou sekvenci.
Dale v hlavicce nalezneme délku sekvence, coz je pocet nukleotidovych part bazi (dale
jen bp). Neni zde uveden zadny limit pro velikost vlozené sekvence, jediné, co je
limitovano, je délka zdznamu na minimalné€ 50 bp a maximaln¢ 350 kbp. Tento limit byl
odsouhlasen pro usnadnéni manipulace se sekvenc¢nimi daty pomoci softwarovych
programl. Po délce sekvence je uveden typ molekuly, kterd byla sekvenovana, napft.
DNA, RNA, transfer RNA, ribosomal RNA. [9][10]

Nésleduje oddil GenBank, v hlavicce oznacen tfipismennou zkratkou néazvu
oddilu, do kter¢ je dany organismus zafazen. Databdze GenBank ma 18 oddilt, do kterych
muzeme sekvence zatadit — PRI — sekvence primatl (primate sequence), MAM — ostatni
sav¢i sekvence (other mammalian sequences), PLN — sekvence rostlin, hub a tas (plant,
fungal and algal sequences), atd. Nékteré oddily obsahuji sekvence od rtiznych skupin
organismil, jiné obsahuji data, ktera byla generovana specifickymi sekvenénimi
metodami z mnoha riznych organismti. Datum na konci hlavicky urcuje den, kdy byla

provedena posledni Uprava zdznamu.[15]
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Kromé hlavicky, jsou informace o sekvenci uloZzeny v metadatech, ktera jsou
soucasti formatu GenBank. Strucny popis sekvence nalezneme v €asti s nazvem
,DEFINITION®, ktery zahrnuje jméno organismu, ndzev genu (popf. proteinu), pokud je
sekvence nekoddujici, tak popis jeji funkce. Pokud mé sekvence kodujici usek (CDS),
pfidavd se poznamka ohledné kompletnosti, naptfiklad ,,complete CDS* (kompletni
koédujici usek). Po popisu sekvence nasleduje pristupové ¢islo zdznamu sekvenci
,ACCESSION*. Obvykle je kombinaci pismen a ¢islic, napf. jedno pismeno nasledovano
péti Cislicemi. Néktera pristupova ¢isla mohou byt delsi, v zavislosti na délce sekvence.
V casti ,, VERSION* je pristupové ¢islo doplnéno o identifika¢ni ¢islo verze nukleotidové
sekvence, tzn. pokud bude sekvence neupravovdna od jejiho nahréni, bude za
pfistupovym ¢islem nasledovat .1, pokud bude jednou upravena, nasledovat bude .2, atd.
Pokud se zméni tohle identifika¢ni ¢islo, je zaroven sekvenci pfidéleno i nové
identifika¢ni ¢islo sekvence ,,GenlInfo Identifier”. Kazdé proteinové translace ma taktéz
sve vlastni GI &islo, které se pii jakékoliv tipravé zméni. [15]

V metadatech nalezneme i ,,KEYWORDS* neboli kli¢ova slova, ktera popisuji
sekvenci. Tato klicova slova se ovSem vyskytuji pouze ve starSich zdznamech,
v nov¢jSich pouze kdyZ o to sam autor zazadd nebo zaznam obsahuje sekvenci
generovanou sekvencni metodou. Dale je zde zdroj ,,SOURCE®, ktery obsahuje
informace o organismu, ze kterého sekvence pochdzi. Nachazi se tu i informace o
autorech, ¢lancich, ve kterych byly dané sekvence zminény autory, dale misto, kde byl
Clanek zvefejnén. Dilezitou soucasti metadat jsou tzv. ,,FEATURES®, kde jsou
informace ohledné gent, genetickych produktd, vyznamnych usecich v sekvenci, jako
napf. oblasti kodujici proteiny, mRNA, tRNA, a fadu dalSich vlastnosti. Ve Features se
nachdzi shrnuti informaci ohledn¢ sekvence (jeji délka, zdrojovy organismus a
taxonomické identifikacni ¢islo), ovsem nejdilezitéjsi jsou informace ohledné¢ CDS
(kodujici usek), obsahuje start a stop kodon, preklad do aminokyselin, ndzev vzniklého

proteinu. [15]
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5 PREHLED BAKTERII

5.1 Escherichia coli

Escherichia coli neboli E. coli bude vyuzivana jako referen¢ni bakterie pro vypocet
pozic¢niho profilu genid viici ostatnim. E. coli je soucast fyziologické mikroflory tlustého
stieva a nachazi se téz v distalni ¢asti ilea. Vyskytuje se v organismu takika od narozeni,
nejcastji alimentarni cestou nebo pienosem od jiného jedince, ktery E. coli uz osidlen.
E. coli neni schopna dlouhodobé existovat mimo hostitele.

Kmeny E. coli u zdravého jedince nevyvolavaji onemocnéni, ovSem v piipade
naruSeni pomeéru jednotlivych druhti mikrobli ve stfevé mohou zpiisobit zdravotni
komplikace, napt. premnozenim E. coli. I nékteré patogenni kmeny mohou zptisobovat
zavazné infekce. Kultivace E. coli je nenarocnd, nejCastéji se vyuziva laktdozovy nebo
krevni agar, na kterém roste v Sedych koloniich. Enzymatické aktivity se vyuziva pii
inkubaci kolonie, jelikozZ umoziuje pfesné zatazeni druhu podle jeho biochemickych
vlastnosti. E. coli patii mezi gramnegativni bakterie. Databazové Cislo pouzivané E. coli
v NCBI databazi je NC_000913. [16]

5.2 Ostatni pouzité bakterie

Tabulka 5.1 Pribuzné porovnavané bakterie a jejich vyskyt

Jméno bakterie Gramow,) Misto vyskytu Databazové cCislo NCBI
zbarveni
Klebszel{a G- v ustech, fermentace laktozy NZ_APO14950
pneumoniae
Legionella . . NC_018139
. G- nemoc legioneldza
pneumophila
Salmonella enterica G- prijmové onemocnéni NC_003198
Salmonella bongori G- salmoneldza NC 015761
Shigella flexneri G- shigeloza (prtl_]l"IlOVe NC 004337
onemocnéni)
Yersinia pestis G- morova nemoc NC_003143
Pseudomonas G- v odpadnich vodach, v pudé NC_002516
aeruginosa
Pseudomonas ., . NC 007005
) G- rostlinny parazit -
syringae
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6 VYPOCET POZICNIHO PROFILU GENU

V nasledujici ¢asti prace je popsano porovnavani anotovanych genomi vybranych
bakterii zminénych vyse, vici referencni E. coli. Soubory bakteridlnich genomi jsou
stahnuty z databaze NCBI ve formatu genbank. VSechny soubory s bakteridlnimi genomy
jsou vybrany na zéklad€ oznaceni RefSeq, které se nachdzi v casti Keywords a oznacuje,
ze sekvence byla anotovana pomoci anotace prokaryotického genomu NCBI, kterd by
méla zlepSovat konzistenci celého datového souboru. Tyto sekvence jsou nadale
anotovany pomoci nastroji unikatnich pro tento genom. Soubory s ozna¢enim RefSeq by
proto mély byt ucelenéjsi a kvalitngjsi. Nékteré soubory jsou jako referencni sekvence
vybrany na zéklad¢ dlouhodobého vyuzivéani a Sirokého uznéni, napt. referenéni genom
Escherichia coli str. K-12 substr. MG1655, ktery je vyuzivan i v této praci. VSechny
funkce budou programovany v prostiredi MATLAB. [18]

6.1 Vyhledavani podobnosti na zakladé gentu

Sekvence vybranych bakterii (viz Tabulka 5.1) byly stdhnuty z databaze NCBI, kde byl
vybran cely genom, ne pouze jeho Casti, které se daji taktéz stahnout. Piikazem
genbankread byly nahrany jednotlivé sekvence do prostiedi Matlab, ovSem format
genbank obsahuje velké mnozstvi v tuto chvili nepotfebnych informaci. Potfebné pouze
informace o nazvech gent. Jelikoz referencni E. coli obsahuje ptes 4000 CDS, byl
program nejprve natrénovan pouze na ¢asti genomu — prvnich 50 genti. Genbank format
neobsahuje vSechny nazvy hledanych gent, proto pro lepsi praci s algoritmem byla
prazdna pole nahrazena pouhym znakem ,X°.

Po detailn€jsSim prozkoumani nacteného souboru byly nalezeny shodné nézvy
nékterych proteind, oznafeny jako 'insertion element IS1 protein InsB' a 'insertion
element IS1 protein InsA', zkracen¢ InsB a InsA. Jelikoz mély tyto geny stejné oznaceni,
stejny produkt a shodné sekvence aminokyselin, byly ze souboru zcela odstranény. Jejich
podobnost by totiz zkreslovala vysledek vyhledavani.

Hlavnim ukolem algoritmu bylo vyhledat geny, které jsou obsazeny jak v E.coli,
tak v ostatnich bakteriich. OvSem spolu se shodou je diilezita i informace o pozicich genii,
ktera pomuze urcit, jak moc jsou si dané bakterie piibuzné (Obrazek 6.1). Proménna

bakterie oznacuje uzivatelem vybranou bakterii, kterd se ma spolu s E.coli porovnavat.
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Obrazek 6.1 Blokové schéma cyklu pro vyhledavani shody v nazvech gent

Algoritmus pro vyhledavani shody nazvi gent funguje na zékladé porovnavani,
nejprve délek danych slov — to proto, aby se zjednodusila vypocetni narocnost algoritmu,
protoze pokud nézev genu z porovnavané bakterie bude mit rozdilnou délku nez nazev
genu E.coli, cyklus pfejde na dalsi iteraci. Z cyklu jsou téz odstranény i ona ,X*, pro jejich
nepotiebnost pii porovnavani. Poté se porovnava piimo obsah danych proménnych.
Vysledkem funkce je dvouradkové buitkové pole, kde na prvnim fadku jsou nadzvy genii
dle referencni E.coli a na fadku druhém pozice jednotlivych gent dle vybrané bakterie.

6.2 Vyhledavani podobnosti na zakladé produktu translace

shody v nazvu genu. Pro zjednoduseni byla hned ze zacatku funkce vytvotena matice, do
jejihoz prvniho sloupce byly ukladany jedni¢ky nebo nuly, dle toho, zdali se nalezla
podobnost v porovnani ndzvu genti. Pokud se podobnost nalezla a v matici se na daném
misté nachéazi jednicka, je z dal§iho zpracovani tento gen vyfazen. V produktech translace

souboril se ¢asto nachazel i tzv. hypothetical protein, jehoZ existence byla predikovéna,
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ovSem jesté neexistuje jeji experimentalni diikaz. Je tedy tézké ptiradit i jeho funkci. Ze

souboru byl téz odstranén, ale ne zcela, pouze jen jako nézev produktu translace.

Nézvy produktid jsou pro svou délku v Matlabu uloZeny ve forméatu char

(character array). Tento format neni pro porovndvani znakii upln€¢ vhodny, pro

zjednoduseni byly tedy vSechny nazvy prevedeny na format double pomoci stejnojmenné

funkce. Funkce double ndm jednotliva pismena ve slové prevede na cisla, tim padem je

pak porovnani snazsi. Nadale se postupuje podobné jako v predchozim algoritmu.

Nejprve jsou porovnany délky ndzvu u referencni a zkoumané bakterie, poté se

porovnava, jestli se shoduji i v obsahu (Obrazek 6.2). Vystupem funkce je dvouradkovy

vektor, ktery obsahuje informace o ndzvu produktu a jeho pozici v porovnavané bakterii.
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Obrazek 6.2 Blokové schéma cyklu pro vyhledavani shody v nazvu produktu
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6.3 Vyhledavani podobnosti na zakladé translace

Vytvofena pomocna matice jednicek a nul v této ¢asti je velmi ndpomocna pro zlepSeni
vypocetni ndro¢nosti. Jedni¢ky zde reprezentuji, ze dany gen byl nalezen bud
porovnanim jeho ndzvu nebo nazvu jeho produktu translace. Proto nalezené shody budou
vynechéany z algoritmu lokalniho zarovnani.

Smithtiv — Watermantv algoritmus provadi lokdlni zarovnani, coz je hledani
nejpodobnéjsich tsekli riznych délek mezi dvéma sekvencemi. Oblasti, které jsou od
téchto usekli vzdaleny, nejsou pii zarovnani brany v potaz. Lokalni zarovnani povoluje
mezery, je to algoritmus dynamického programovani, ktery sestavili panové Temple F.
Smith a Michael S. Waterman v roce 1981. Zakladem lokalniho zarovnéni je Needleman-
Wunschiiv algoritmus pro globélni zarovnani, ovsem lokélni zarovnani poklada negativni
hodnoty rovny nule. [21] Jako skoérovaci matice, kterd penalizuje vloZeni mezery, byla
pouzita v Matlabu pro proteiny defaultné nastavend BLOSUMS50. Algoritmus je ovSem
vypocetné naroc¢ny, proto jakékoliv zjednoduseni je pro dalSi zpracovani dat velice
vyhodné.

KdyZz je shoda nalezena v ndzvech genti nebo nazvech produktd, dale se
nepouzivaji. Vybiraji se pouze sekvence aminokyselin, u kterych se provadi lokalni
zarovnani pomoci funkce swalign. Vystupem této funkce je zarovnani sekvenci a jejich
skore. V matici, kde se nalézé skore se najde maximalni hodnota, ktera uréuje podobnost
sekvence aminokyselin E.coli k sekvenci aminokyselin, ktera byla vzata z porovnavané
bakterie. Maximalni hodnoty skoére se mohou na prvni pohled zdat velice odli$né, napf.
jedna maximalni hodnota se pohybuje okolo 50, druhé okolo 300. MtiZe se vSe na prvni
pohled zdat jako ndhodna shoda nebo Spatné vyhodnoceni algoritmu, ovSem zaleZi na
délce sekvence, penalizaci mezer a jejich prodlouzeni.

Kvalita sekvenci z NCBI databaze nékdy neodpovida jejich oznaceni RefSeq,
proto mohou byt vysledky vyhleddvani zkreslené. Ve chvili, kdy se najde mald shoda
v nazvech genti nebo produktl (protoze vétSina sekvenci tyto informace ani neposkytuje),
tak algoritmus hleda vétSinu shod pomoci zarovnani translaci. V tuto chvili vznika
nejvetsi Sance na vyskyt ndhodné shody, kdy je vyhodnocovano maximalni skoére, ovsem
muselo by se ruéné kontrolovat, zdali jsou si sekvence skute¢né podobné nebo jen nastala
ndhodnd shoda. Kvili ndhodnym shoddm nastane v nékterych zaznamech bakterii
situace, ze pro dvé sekvence aminokyselin E.coli, se nalezne maximalni skore u jedné a
té stejné sekvence aminokyselin bakterie.

Nejlepsi vysledky porovnéni byly pro bakterii shigella flexneri, ktera obsahovala
dostatecné mnozstvi informaci o nadzvech geni a o jejich produktech. Shoda se nasla

v 2398 nazvech gentl a 2047 nézvech produkti. Cim vice je nalezenych shod v genech
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tolik sekvenci.

24

Jelikoz programovaci prostfedi Matlab umi rozpoznat v sekvenci aminokyselin

pouze zékladnich 20 oznaceni pro aminokyseliny, ostatni znaky, a¢ téZ jsou rozsifenim

oznaceni pro aminokyseliny, Matlab nedokaze vyhodnotit a vypise chybovou hlasku.

Proto bylo potiebné tyto znaky ze sekvence odstranit.

' I
Ano Hodnota v pomocné
matici shodna s 1
AN ¢ /
4 N\
Vymazani pismen,
které neoznaduji
zakladni AMK
AN ¢ S
s N\
Lokalni zarovnani
sekvenci
A S
v v
s N\
. Nalezeni
Dalsi iterace maximalniho skore
A ¢ S
s N\

Vybrani pozice
translace v bakterii

(. vy

v

' N

UloZeni na stejnou
pozici jako v E.coli

(. v

Ne

Obriazek 6.3 Blokové schéma cyklu pro lokalni zarovnani sekvenci AMK
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7 POROVNANI POZICNIHO PROFILU
GENU

Pro porovnani pozi¢niho profilu gentl je tfeba vyuziti greedy algoritmt, kdy greedy se da
ptelozit jako hladovy. Pouziti hladovych algoritmti mize byt pfi porovnavani sekvenci
DNA, které se odliSuji pouze sekven¢nimi chybami, mnohem rychlejs$i nez dynamické
programovani. I tak je jejich vysledek relativné optimalni. Hladové algoritmy na rozdil
od ostatnich pracuji srozdily mezi jednotlivymi sekvencemi. Nejjednoduseji se daji
popsat jako algoritmy pocitajici Cetnost rozdild. Vzdalenost mezi sekvencemi je poté
definovéna jako minimalni pocet rozdili v jakémkoliv jejich zarovnani. [19]

KdyZ si vezmeme piiklad, na kterém by se hladova strategie dala aplikovat:
pokladnik uvazuje v kazdém kroku pouze nejvétsi denominaci mensi nebo rovnu M.
Jelikoz cilem bylo minimalizovat pocet minci, které se vratily zakaznikovi, zda se to jako
velice dobra strategie. Preci by se nevratily nikdy Ctyfi pétikoruny misto jedné
dvacetikoruny. Tento ptiklad pouzil to, co se zdalo jako nejlepsi volba a nepovazoval
ostatni moznosti. CoZ je to, co déla tento algoritmus ,hladovym®. Spole¢na vlastnost
hladovych algoritmd je, Ze ¢asto pfinasi neoptimalni vysledky, za to trvaji velmi kratce.

Pokladnik uvazuje v kazdém kroku pouze nejvétsi denominaci mensi nebo rovnu M. [20]

7.1 Breakpointova metoda
Breakpointova metoda se fadi mezi hladové algoritmy. Minimalizuje body zlomu mezi
synteny bloky. Bod zlomu se umist'uje mezi dva bloky (geny), které na sebe nenavazuji.
Vyuziti poctu zloml vede k lepSimu algoritmu pro tfidéni reverzi, protoze produkuje
feSeni blizsi optimalnimu nez napt. metoda maximalniho prefixu.

Permutace P; az P, se prodlouzi o hodnoty Py=0 a P,+;=n+1 na konec. Tyto
hodnoty svou polohu v pribé¢hu tfidéni nikdy neméni. Pokud sousedni prvky spliuji
podminku, Ze P; a Pi+; (kdy 0 <i > n) jsou po sobé jdouci Cisla, nazyvaji se prilehlymi

(adjacency), pokud ne, nazyvaji se body zlomu (breakpoint).

02134587609

Obriazek 7.1 Priklad permutaé¢niho vektoru s pfidanymi pevnymi hodnotami na obou koncich

Permutace na obrazku 7.1 mé 5 hodnot ptilehlych (2 1, 3 4, 4 5, 7 6) a ¢tyii body zlomu
(0 2,13,58, 69). Permutace mize mit maximalné¢ n+/ bodli zlomu, také nemusi
obsahovat zadny, a to v ptipadé, ze permutace shodna. Kazdy bod zlomu odpovida dvojici
prvki permutacniho vektoru P; a Pi+;, kde sice tyto dva prvky spolu sousedi

v permuta¢nim vektoru P, ale v setfidéné matici tomu tak byt nemd. Proto jsou
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nendsledné prvky v tfidicim procesu oddéleny od sebe a setiidény. Timto zpiisobem se
da pozorovat tfidéni reverzi jako proces odstranovani zlomovych bodi. Kazda reverze

muze vést k eliminaci nejvySe dvou breakpointil, coZ znamena, Ze:

aP) > %P) 7. 1)

kde b(P) je pocet bodi zlomu v P. Pfi setfidovani je vhodné si definovat ¢asti
permutacniho vektoru, které se nachazi mezi dvéma po sobé jdoucimi body zlomu.
Naptiklad na obrazku 7.1 se nachazi pét takovychto usekd (0,2 1,34 5,8 7 6, 9). Tyto
useky se nadale mohou hodnotit jako vzestupné (3 4 5) nebo sestupné (2 1, 8 7 6).
Jednoprvkové Casti by se dali klasifikovat bud’ jako vzestupné nebo i sestupné, ovsem je
vhodné je klasifikovat jako sestupnou cast, s vyjimkou krajnich hodnot (0 a n+1), které
budou vzdy rostouci.[22]

7.2 Breakpointova metoda v Matlabu

Breakpointova metoda byla pouzita pro setfidéni pozic gent bakterii, kdy se z CDS
bakterie vybrala polozka indices, ktera predstavuje pocatecni a kone¢nou pozici sekvence
genu. Vybrala se pouze pocatecni pozice, pro zjednoduSeni metody se neuvazovalo ani
to, zdali se gen nachazi na hlavnim nebo komplementarnim vlakné.

Breakpointova metoda neni pouze obycejna setfid’ovaci metoda, kterd by vektor
breakpointové funkce je, Ze po€itd pocet potiebnych kroktli k sefazeni vektoru. Tyto kroky
v tomto piipadé znazoriuji evoluéni vzdalenost mezi E.coli_a vybranou bakterii. Cim
mensi bude pocet krokt, tim vice jsou si bakterie ptibuzné.

V prvni fazi metody se provedlo nalezeni vzestupnych ¢asti pozi¢niho vektoru,
kdy se v pomocném vektoru ukléddaly na jednotliva mista hodnoty jedna nebo nula podle
toho, zda byla ¢ast vzestupna (1) nebo sestupna (0). Pomoci dalsi funkce se nalezla pozice
prvni nesetfidéné hodnoty. Tyto hodnoty poté vstupuji do hlavni funkce, kterd provadi
setfidéni pomoci breakpointi. Vypocet probiha ve while cyklu, ktery zajistuje, Ze na
vystupu funkce bude setazeny vektor. Je totiz podminéno, ze while cyklus bude probihat
az do chvile, nez se vektor pozic bude rovnat uméle vytvorenému vektoru o stejné délce
se sefazenymi Cisly.

Funkce pomoci vytvoieného vektoru jednicek a nul, nalezne hodnoty, které se
nachdzi na stejné pozici v permuta¢nim vektoru. Tyto pozice dale vyhodnoti a dle potieby

upravi. Upravy probihaji pomoci pfetoceni sestupnych ¢ésti a jejich zafazeni na spravnou
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pozici. Tento algoritmus pro zékladni breakpointovou metodu ovsem neni upln¢ idealni
pro data, ktera jsou vice, ndhodné&ji zpfehazend. Jako trénovaci a testovaci data byly
pouzity vektory ndhodnych cisel, poté uz vektory s pozicemi uméle pirehdzenymi. Pti
pouziti téchto vektord, algoritmus pracoval, jak mél. Na obrazku 7. 2 je uveden ptiklad

na vyse zminéné sekvenci z obrazku 7. 1:

>> pocet_kroku = breakpoint_final([2 1 3 4 5 8 7 6])
pocet_kroku =
1

0 1 2 3 4 5 8 7 6 9

pocet_kroku =

2
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
1 2 3 4 5 6 7 8

pocet_kroku =

2

Obrazek 7.2 Priklad vystupu breakpointové metody, Command Window Matlab

Z obrazku lze vidét, Zze jak v prvnim, tak ve druhém kroku metoda ptetocila
hodnoty na pozicich (1 2) a (6 7 8), jelikoz useky byly spravné vyhodnoceny jako
sestupujici. Pocet zmén, které byly potieba k setfidéni permutacniho vektoru je roven 2.
Takové vysledky ovSem nenastaly pfi zpracovani realnych vektort. Realné vzorky jsou
mnohem delsi a vice piehdzené. Bohuzel jsou pfehdzeny az na tolik, Ze jednoduchy tridici
algoritmus na né nestaci. Pozice vektorti ve vét§iné ptipadil jsou ve vektoru ulozeny
osamoceng, bez jakékoliv ndvaznosti na pozice uloZzeny okolo n¢j. Bylo by nutné¢ metodu
optimalizovat, aby brala v potaz i tyto hodnoty a pfesunovala je na jejich spravné pozice.
Tato optimalizace by byla ¢asové narocna a zmenila by podstatu breakpointové metody.
Protoze ve chvili, kdyby byla vytvofena takova funkce optimalizace, kterd by nalézala
tyto odlehlé hodnoty a ptesunovala je zpét na misto, trvala by velice dlouho, kviili tomu,
ze kdyz by nalezla odlehlou hodnotu a pfesunula ji na sviij spravny index, neni zaruceno,
Ze neni presunuta opet mezi dvé dalsi pozice, se kterymi nesouvisi. Funkce by tedy méla

velké mnozstvi opakovani a naprosto by zménila chovani a vystup breakpointové metody.
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Odlehlost hodnot je zplisobena hleddnim shod pomoci translace, kdy, jak uz bylo
zminéno, neni mozné fict bez zdsahu a nahlédnuti, zdali jsou sekvence ptitazeny spravné
nebo nastala ndhodna shoda. Protoze prave tyto ndhodné shody mohou zpiisobit to, Ze
geny nemaji vzestupné a sestupné ¢asti. V praci se misto téchto hodnot pouzivaly vektory
nahodnych ¢isel se stejnou délkou jako je délka bakterie.

Tabulka 7.1 Nahodné vytvoi'ené pocty krokii pro jednotlivé bakterie

Nazev bakterie Pocet krokii
Shigella flexneri 4045
Klebsiella pneumoniae 5319
Salmonela bongori 4256
Salmonella enterica 4106
Pseudomonas syringae 5085
Pseudomonas aeruginosa 5567
Yersinia pestis 3796
Legionella pneumopila 3101

V tabulce 7. 1 se nachdzi pocty krokii jednotlivych bakterii vyuzitych déle v této
praci. Pozi¢ni vzdalenosti je vytvofena tak, Ze je vytvofen vektor jiz sefazeny a pomoci
ptikazu randperm rozttizen. Z toho plyne, Ze pro kazdé spusténi cyklu bude pocet krokt

rozdilny, proto je ptilozena tabulka, ktera obsahuje hodnoty dale zpracovavanych pocti
krokd.

7.3 Proporcionalni vzdalenost
Proporcionalni vzdalenost neboli p-distance, udava pocet mutaci v sekvenci umérné

k délce sekvence. Vzorec pro jeji vypocet je nasledujici:

_ ™ 7.1
p=- (7. 1)

kde 7, je poéet mutovanych pozic dvou sekvenci a n je pocet viech pozic. Cim mensi je
p-distance, tim vice jsou si sekvence podobné. V piipad¢ této prace se jako n, bere pocet
kroki provedenych v breakpointové metod¢ a n je délka sekvence bakterie. V nésledujici

tabulce lze vidét pocet krokli metody, délku sekvenci a jejich proporcionélni vzdalenost.
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Tabulka 7.2 Seznam hodnot pro jednotlivé bakterie

Nazev bakterie Pocet kroki Délka sekvence p-distance
Shigella flexneri 4045 4051 0.9985
Klebsiella pneumoniae 5319 5327 0.9985
Salmonela bongori 4256 4267 0.9974
Salmonella enterica 4106 4110 0.9990
Pseudomonas syringae 5085 5089 0.9992

Pseudomonas
) 5567 5572 0.9991
aeruginosa

Yersinia pestis 3796 3798 0.9995
Legionella pneumopila 3101 3115 0.9955

Proporcionalni vzdalenost u ndhodnych dat je téméf shodnd pro vSechny bakterie,
ovSem na realnych datech by byla mnohem rozmanité&jsi, jelikoz si sekvence nejsou tolik

podobné.
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8 SESTAVENI FYLOGENETICKEHO
STROMU

Fylogenetika je védnim oborem, ktery se zabyvéa studiem piibuzenskych vztahti mezi
organismy (zkouma evoluci). Odmita hierarchii a misto toho se snazi naleznout skute¢nou
ptibuznost. Tyto pfibuzenské vztahy analyzuje tak, Ze zkouma vznik a vyvoj jednotlivych
vyvojovych linii (taxonil). Pomoci fylogenetickych stromil zobrazuje potadi a zplsob
vétveni taxonl v prib&hu evoluce. Zakladnim predpokladem fylogenetiky je, Ze vSechny
organismy pochazi z jednoho spolecného ptedka. Fylogeneze je vyvoj druhu v evoluénim
procesu. Je to historicky proces, ktery nelze pfimo pozorovat, ale rekonstruuje se na
zakladé evolucnich teorii. Fylogeneze je pfedmétem studia fylogenetiky. Grafickym

znazornénim vzajemnych vztahti mezi organismy jsou fylogenetické stromy. [23]

8.1 Fylogenetické stromy

Fylogenetickym stromem se rozumi grafické znazornéni taxont a jejich ptibuzenskych
vztahll. Misto taxonii mohou byt vyobrazeny i jednotlivé geny ¢i biologické skupiny a
jejich podobnosti se posuzuji na zékladé morfologické ¢i genetické podobnosti. Vrcholy
stromu, které jsou spojeny hranami se dvéma a vice dalSimi vrcholy se oznacuji jako
vnitini vrcholy, ty, které jsou spojeny jen s jednim dal§im vrcholem, se nazyvaji listy.
Kazdy vrchol ptredstavuje taxon, hrana vztah mezi nimi. Podle typu fylogenetického
stromu miize délka hrany udavat dobu vyvoje nebo miru podobnosti mezi taxony.

Fylogenetické stromy se daji rozdélit na nezakofenéné a zakofenéné.
Nezakotfenéné stromy vykresluji vztahy mezi taxony, ale nezabyvaji se specifikaci
spole¢ného predka. Zakofenéné stromy maji jeden vrchol, ktery se oznaci jako koten a je
bran jako spole¢ny pfedek zobrazenych taxonii. Kazdy z vrcholi oznacuje pfedchiidce,
listy zase redlné taxony.

Na zéklad¢ znalosti molekularni biologie je mozno porovnavat taxonomické
jednotky, napt. pomoci informaci o pfislusnych sekvencich DNA a aminokyselin. Diky
nim se daji zjistit genetické vzdalenosti mezi jednotlivymi dvojicemi taxonl. Pomoci
zarovnani sekvenci se zjisti, jak moc se od sebe dané sekvence 1i§i — procentudlni
odliSnost bazi mezi sekvencemi. Existuji rizné metody konstrukce fylogenetickych
stromd, pouzitd UPGMA metoda je popsana v nasledujici podkapitole. [25]
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8.2 UPGMA

UPGMA (Unweighter Pair Group Method with Arithmetic mean) je nejjednodussi
metoda konstrukce fylogenetickych stromt, nazyva se téz distan¢ni shlukovaci analyza.
UPGMA pracuje s distancni matici, kterd spojuje taxony na zakladé¢ minimalni
vzdalenosti v distanéni matici. Méjme matici distanci (Tabulka 8.1), kterd se sklada

z taxont A, B, C a D. Hodnoty v jednotlivych polich udéavaji genetické vzdalenosti. [24]

Tabulka 8.1 Matice distanci — priklad

A B C D
A -
B 0.5 -
C 0.45 0.15 -
D 0.55 0.4 0.35 -

Nalezne se nejmensi hodnota distance pro dva taxony a spoji se dohromady.
V tomto ptipadé je to B a C. Pomoci aritmetického priméru se distanéni matice prepocita
(vzdalenost A ku BC a vzdalenost D ku BC) a B a C se spoji dohromady. Dalsi krok je
obdobny, kdy se opét najde minimalni hodnota distance, ktera bude mezi BC a D a opét
se spoji dohromady. Jelikoz zbyl uz jen jediny taxon A, pfipojime ho jako posledni.

Vysledny fylogeneticky strom bude vypadat nasledovné:

Obriazek 8.1 Fylogeneticky strom priklad

Délky vétvi se zjisti tak, ze se hodnota prvniho minima vydéli dvéma, a to je
vzdalenost kazd¢ vétve k uzlu (v prikladu BC = 0.15, délka B k uzlu je 0.075). Daéle se
pokracuje podobné, Délka vétve D(BC) je spocitana tak, Ze se vzdalenost D(BC)/2 odecte
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od vzdalenosti BC/2. Vétev D k uzlu maé poté délku D(BC)/2. Stejnym principem je pak
dopocitan i zbytek.

UPGMA je uspornym vypocetnim algoritmem, ktery se da aplikovat i na vétsi
mnozstvi sekvenci. Ma 1 spoustu nevyhod, napifiklad minimalni evoluce nemusi

odpovidat minimalni délce vétvi, mize také vytvaret stromy s nespravnou topologii. [24]
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9 DISKUZE VYSLEDKU

Vysledkem prace méla byt zjisténa podobnost jednotlivych bakterii k referencni E. coli.
Vyhledavani pomoci ndzvu gent je relativné rychld vypocetni metoda, ovSem vétSina
bakterii neobsahovala informace o nazvech gent. Nejlepsi vysledky byly pro bakterii
shigellu flexneri, kde se nalezlo ptes 2000 shod z celkovych 4051. Bohuzel u ostatnich
bakterii shoda nebyla tak vysoka a pohybovala se v rozmezi 200—1000.
algoritmu bylo nalezeno vice shod nez u algoritmu pro vyhledavani nazvu genti, ovSem i
tak nejveétsi Cast nalezeni shodnych genl spocivala v lokalnim zarovnani sekvenci
aminokyselin, kterd byla ¢asov€ narocnd. Primérna doba spusténi algoritmu pro vSechny
tf1 urovné vyhledavani byla 5 hodin. Nalezené pozi¢ni vektory byly dany na vstup funkce
breakpoint, ovsem ani po delsi dob¢ funkce nebyla schopna vektor settidit, kvili Spatné
kvalité pozi¢nich vektort. Tyto vektory obsahovaly velmi malé mnoZzstvi sestupnych a
vzestupnych ¢asti, spiSe pfipominaly ndhodné vytvoreny vektor. Proto je vystup metody
zobrazen na nahodnych vektorech pro ilustraci principu této funkce.

Podobnost bakterii k E.coli se ale da odhadnout i z pozi¢nich vektort, kdy se da
pozorovat, ze nékteré bakterie maji pfece jen méné zmén v poradi genl nez jiné. Na
obrazku nize (Obrazek 9.1) je zobrazeno prvnich 20 hodnot vektoru pozic pro tii rizné

bakterie, ze které¢ho se da podoba s E. coli odhadnout.

salmonella_enterica =
Columns 1 through 8
1 2 3 4 2353 5 6 8
Columns 9 through 16
9 10 11 12 13 15 32 33
Columns 17 through 20

3272 36 37 3869

shigella =
Columns 1 through 8
1 2 3 4 6 7 4565 8
Columns 9 through 16
9 10 11 12 13 15 3273 1967
Columns 17 through 20

2743 17 18 4437
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yersinia =
Columns 1 through 8
607 609 610 3502
Columns 9 through 16
625 4240 4269 626
Columns 17 through 20

631 633 858 2048

613 2206 615 617

628 3707 1009 4190

Obrazek 9.1 Prvnich 20 hodnot pozi¢nich vektort bakterii samonella enterica, shigella flexneri a
yersinia pestis

Z téchto hodnot je patrné, ze bakterie salmonella enterica a shigella flexneri jsou

E. coli mnohem vice podobné nez yersinia pestis. Tato podobnost znaci, Ze jsou si

evoluéné blizsi (jsou ptibuznéjsi), i pres to, Ze vSechny bakterie pochazi z jednoho fadu

Enterobacteriales. Ze stejného tadu pochazi skoro vSechny vybrané bakterie, az na

pseudomonas aeruginosa a pseudomonas syringae, s nimi patii pouze do stejné tiidy, rad

uz se li§i. Na nasledujicim obrazku (Obrazek 9.2) je vyobrazen fylogeneticky strom,

vytvofen pomoci NCBI funkce Common taxonomy tree, kterd po zadani jednotlivych

organismil ukaze strom jejich pfibuznosti. Tato funkce ovSem poskytne soubor ve

formatu *.phylip, lze ovSem vyuzit rizné internetové ndstroje pro zobrazeni

fylogenetickych strom.

‘Yersinia pestis’

‘Salmonella bongori'

'Shigella flexneri’

‘Klebsiella pneumoniae’

'.I

'‘Escherichia coli'
'‘Pseudomonas syringae’
'Pseudomonas aeruginosa’

'‘Salmonella enterica’

Obrazek 9.2 Referencni fylogeneticky strom vytvoi'eny pomoci funkce Common taxonomy tree na
internetovych strankach NCBI

Dle referen¢niho stromu lze posoudit, ze ptredchozi odhad ptibuznosti pomoci

pozi¢niho vektoru byl spravny. K E. coli je bakterie shigella flexneri nejpodobnéjsi, zatim

co yersinia pestis a pseudomonas syringae a aeruginosa nejmeéncg.

Metoda UPGMA byla v textu zminéna proto, Zze pomoci ni mél d¢lat strom

s vyslednymi p-distancemi. Hodnoty p-distanci z redlnych pozi¢nich vektort bez fadné
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optimalizace breakpointové metody nejsou dostupné, tudiz nebylo mozné tento strom

vytvofit.

37



ZAVER
V této bakalaiské praci bylo hlavnim cilem vytvofeni algoritmu pro setfidéni pozi¢nich
vektort bakterii a zji$téni jejich podobnosti. V teoretické ¢asti prace je popsan bakterialni
genom, synteny bloky, mutace a obsah formatu genbank. V dalsi kapitole se nachézi
informace o referencni bakterii a je popsan vytvofeny data set vybranych bakterii, které
mély byt néjakym zplisobem piibuzné. V tomto piipadé jsou vSechny bakterie
gramnegativni. Jako referencni bakterie byla zvolena Escherichia coli, jedna z nejvice
prozkoumanych bakterii, vyskytujici se ve sttevni mikroflote. Déle byly vybrany bakterie
nahodné, jen s podminkou gramnegativniho zbarveni. Byly vybrany bakterie zptisobujici
riznd onemocnéni (shigella, salmonella, yersinia) nebo i bakterie vyskytujici se
v odpadnich vodach nebo parazitujici na rostlinach.

Dalsi ¢ast prace se zabyva vytvofenim algoritmu pro vypocet pozi¢niho profilu
gend vybranych genomt bakterii vii¢i referenénimu genomu. Zvoleny byly tfi urovné
vyhodnocovani podobnosti, na zakladé¢ informaci obsaZenych v genbank zdznamu
sekvenci vybranych bakterii. Prvni Groven pfedstavovala vyhleddvani na zédklad¢ shody
v ndzvu genu, druhd pak shodu na zaklad€é nazvu produktu translace. Tteti iroven hledani
shody byla pomoci lokalniho zarovnani, ze které¢ho byla poté vybrana maximalni hodnota
skore a urcena podobné sekvence.

Na vystupu funkce pro vyhledavani shody je nesetazeny pozi¢ni vektor, ktery se
pomoci hladového algoritmu, konkrétné breakpointové metody, dale setiidi. Settidéni
realnych dat neprobehlo, jelikoz breakpointova metoda méla pouze zakladni vlastnosti,
které nepiedpokladaly slozitost nesetfidéného pozi¢niho vektoru. Proto je tfidéni
ilustrovéano alespon na ptikladu.

Nasledujici kapitola se vénuje fylogenetice, fylogenetickym stromiim a jejich
konstrukei, vice je zde rozepsana metoda UPGMA. Pomoci fylogenetického stromu se
m¢éla zjistit podobnost bakterii vii¢i referencni E.coli. Jelikoz vysledky metody pro reélné
vektory nejsou dostupné, je v praci zafazen alespon referencni fylogeneticky strom,
vytvofeny pomoci nastroji dostupnych v databazi NCBI.

Prace by mohla byt rozsifena o vytvoreni optimalizace breakpointové metody
a vylepSeni algoritmu hleddni ndhodné shody, ktera by minimalizovalo vyskyt ndhodné

shody, pfedevsim u translace. Také dataset bakterii by mohl byt jesté vice rozsiten.
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SEZNAM PRILOH

Ptiloha 1: Obsah ptilozeného CD
1. Bakalaiska prace, format .pdf

2. Slozka ,,Algoritmy a bakterie"

soubory bakterii ve formatu .gb
Skript Martinkova.m

vyber genu.m

vyber proteinu.m
breakpoint.m

serazene.m

vzestupne.m

nahrada_pozic.m
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