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Abstrakt

Centroméry hraja kli¢ovu tlohu v bunkovom deleni. Miera rekombinécie v tejto ob-
lasti chromozémov byva potlacené, ¢o ovplyvihuje zastupenie nukleotidov v sekvencii
DNA. Obsah guaninu a cytozinu na tretich poziciach kodonov (GC3), ktory vo véicsine
organizmov koreluje s mierou rekombinécie, variruje pozdlz chromozému. GC3 metoda
na zéklade nukleotidového zasttpenia pozdlZz chromozoémov predikuje centromerické
lokusy pre jednotlivé chromozémy a mapuje ho na oblast s vyraznym poklesom za-
stupenia GC3. Na identifikdciu centromerickej oblasti sme v tejto praci implementovali
metédu GC3 v Python skripte a overili jeho funkénost na genémovych sekvenciéch kva-
siniek, pre ktoré je uz pozicia centroméry znama a experimentalne overena. Nasledne
sme optimalizovali parametre, pricom sme zistili, ze velkost zvoleného okna ovplyviuje
predikciu centromerického lokusu, no vplyv vylicenia niektorych kodénov nan je maly.
Metodu sme aplikovali aj na gendémové sekvencie kvasiniek, pre ktoré doposial nebola
centromericka oblast predikovana, napriklad Candida auris alebo Candida parapsilosis,
kde sa nam podarilo centromericky lokus néjst. Zaroven sme overili, ze GC3 metoda nie
je univerzéalne pouzitelna pre genémové sekvencie vietkych druhov kvasiniek, napriklad
Schizosaccharomyces pombe, kde centroméra nebola v profiloch GC3 viditelna. Této
bioinformatickd metéda dokaze urychlit a ulahé¢it identifikiciu a analyzu centromér v

chromozémoch.

-

Krluacové slova: centroméra, GC3 metdéda, genémova sekvencia, chromozom,
kvasinka
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Abstract

Centromeres play a key role in cell division. The rate of the recombination process in
this area tends to be suppressed, thus having impact on the nucleotide content. Guanine
and cytosine content at the third codon positions (GC3) varies along the chromosome
and it correlates with high recombination rates in most organisms. The GC3 method
predicts centromeric locus for individual chromosomes and determines its position in
an area with a significant decrease in GC3 content. To identify these loci, we imple-
mented the GC3 method in a Python script. We verified its functionality using yeast
genome sequences, for which the centromere positions have already been detected. By
optimization of parameters we discovered that the size of the selected window affected
the prediction of the centromeric locus. On the other hand, the exclusion of ATG and
CTG codons had a negligible effect on it. In addition, we applied GC3 method to yeast
genome sequences for which the centromeric region had not been predicted yet. We
succeeded in finding the centromeric locus for species such as Candida auris and Can-
dida parapsilosis. At the same time, we proved that the GC3 method is not universally
applicable to genome sequences of all yeast species, such as Schizosaccharomyces po-
mbe, where the centromere was not observable in the GC3 profiles. GC3 method is an

efficient bioinformatical tool which can facilitate finding and analysis of centromeres.

Keywords: centromere, GC3 method, genome sequence, chromosome, yeast
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Uvod

Centroméry su funkénymi elementami eukaryotickych chromozoémov, ktoré hraja vy-
znamni tlohu v bunkovom deleni. Zlyhanie ich funkcie méze byt pre bunku fatalne
a preto je skiimanie centromerickej struktury a funkcie dolezité. V tejto praci sa bu-
deme venovat identifikicii centromerického lokusu pomocou bioinformatickej analyzy
genoémovych sekvencii kvasiniek.

Kvasinky je oznacenie pre jednobunkové huby predstavujice idealne modelové or-
ganizmy pre modernu experimentalnu biologiu. Gény a proteiny kvasiniek st natolko
konzervované, ze je mozné mnohé poznatky aplikovat aj na ostatné eukaryotické orga-
nizmy, vratane ¢loveka. Vdaka kvasinkam je znama velka ¢ast zédkladnych biologickych
procesov, molekularnych mechanizmov a biomakromolekulovych interakcii v bunkach.

Vyznam tychto hub podc¢iarkuje aj poc¢et Nobelovych cien ziskanych za vyskum
kvasiniek. Nobelovu cenu za fyzioloégiu alebo medicinu ziskal v roku 2016 Yoshinori
Ohsumi za objav mechanizmu autofagie v kvasinkach Saccharomyces cerevisiae. Nobe-
lova cena z roku 2013, ktort ziskal Randy W. Scheckman, je za objavenie mechanizmu
regulujtceho transport a sekréciu proteinov v kvasinkovych bunkéch. Dalsiu nobelovu
cenu ziskali vdaka vyskumu S. cerevisiae v roku 2001 Leland Hartwell, Tim Hunt a
Paul M. Nurse. Boli oceneni za prinosy poznatkov v oblasti bunkového cyklu.

Jednou z hlavnych vyhod vyuzivania kvasiniek vo vyskume st nizke naklady na
kultivaciu, jednoducha genetickd manipulacia a ich relativne malé gendémy, ¢o je aj
hlavnym dévodom, preco boli v tejto praci genémové sekvencie kvasiniek zvolené na
bioinformatickt identifikdciu centromér.

Gendémy kvasiniek st variabilné a hoci v niektorych (napriklad S. cerevisiae) je
centroméra podrobne charakterizovana, v inych este preskimané nie je. Centroméry
je mozné identifikovat roznymi experimentalnymi, ale aj bioinformatickymi met6dami,
napriklad na zaklade nukleotidového zloZenia genémovej sekvencie.

Cielom tejto prace bolo implementovat program v Python skripte, ktory predikuje
centromerické lokusy v sekvenciach kvasinkovych genémov na zéaklade zastipenia gu-
aninu a cytozinu na tretich poziciach kodénov (GC3 metéda) pomocou bioinformaticke;
analyzy. Na kvasinkach, pre ktoré boli predikované a experimentélne potvrdené centro-
merické lokusy, bola overena funkénost nasej implementécie. Nasledovala optimalizécia

parametrov a nakoniec bola nasa implementacia GC3 metody aplikovana na gendémové



2 Uvod

sekvencie kvasiniek, pre ktoré doposial centromerické lokusy najdené neboli.

Prva cast tejto prace obsahuje predstavenie zékladnych genetickych pojmov, funkcie
a Struktary DNA, sposobu realizécie genetickej informécie, procesu bunkového delenia
a funkcie centromér v nom. Taktiez st v nej uvedené blizsie informacie o centromérach
Tudskych a kvasinkovych chromozomov.

Nasledujuca ¢ast zahrna vysvetlenie GC3 metody, informécie o databazach a da-
tach, Python balickoch pouzitych na analyzu a tiez interpretaciu ziskanych vysledkov
a porovnanie vysledkov s podobnymi vyskumami. Nakoniec je zhodnotené aplikovatel-

nost tejto metody a perspektivy nadvézujiceho vyskumu.



Kapitola 1

Zakladné genetické pojmy

1.1 Geneticka informacia a jej interpretacia

Geneticka informacia je ulozena v molekuldch DNA | ktoré majua Struktiru dvojzavitni-
covitych Spiral a v eukaryotickych organizmoch sa nachadzajua v jadre. V eukaryotickej
bunke je mozné najst aj DNA nachadzajice sa v semiautonémnych organeléch, napri-
klad v mitochondriach a plastidoch.

Genetickd informacia je reprezentovana poradim nukleotidov v nukleovych kyseli-
nach. Nukleotid sa skladé z troch ¢asti: fosfatova zlozka, sacharidova zlozka a dusikata
baza. Sacharidovou zlozkou moéze byt ribéza alebo deoxyriboza, ktora je sucastou RNA,
resp. DNA. Dusikaté bazy patria do dvoch skupin: puriny, medzi ktoré sa zaraduje ade-
nin (A) a guanin (G), a pyrimidiny - cytozin (C), tymin (T). Puriny a pyrimidiny su si
navzajom komplementarne G:C a A:T. V RNA je tymin nahradeny pyrimidinom uracil
(U) [33].

Jednou z funkcii DNA je uchovavanie informécie o poradi aminokyselin v prote-
inoch. Proteinogénnych aminokyselin je 20 druhov. Kazda aminokyselina je kodovana
trojicou baz - kodénom. Zo styroch druhov baz (A, C, G, T) je teda mozné zostavit
64 roznych kodoénov. Jednu aminokyselinu moze kédovat viacero tripletov, pricom ich
frekvencia v gendéme nie je rovnomerna. Princip priradenia aminokyselin ku kodénom
sa nazyva geneticky kod (Obr. 1.1). V standardnom genetickom kode sa nachadza nie-
kol'ko Specialnych typov kodénov, ktorymi su Start-kodon: ATG, ktory kdduje metionin
a stop-kodony: TAA, TAG a TGA, ktoré nekoduju ziadnu aminokyselinu [33].

1.2 Nukleotidové zlozenie DNA

Zastupenie parov GC a AT v sekvenciach nukleovych kyselin nie je rovnomerné a
mozu ho ovplyvnit replikicia, rekombinacia a dalSie rozne genetické procesy, ktorych

dosledkami st mutacie.



4 KAPITOLA 1. ZAKLADNE GENETICKE POJMY

Standardny geneticky kod

2. poloha
I.poloha 3. poloha
(3 -koniec) U C A G {3 -koniec)

U Phe Ser Twr Cys U
Phe Ser Tyr Cys C

Leu Ser STOP STOP A

Leu Ser STOP Trp G

C Leu Pro His Arg u
Leu Pro His Arg C

Leu Pro Gln Arg A

Leu Pro Gln Arg G

A Ile Thr Asn Ser U

lle Thr Asn Ser C

Ile Thr Lys Arg A

Met Thr Lys Arg G

G Val Ala Asp Gly U
Val Ala Asp Gly C

Val Ala Glu Gly A

Val Ala Glu Gily G

Obr. 1.1: Standardny geneticky kod

Vseobecne je zname, ze v neexprimovanych sekvenciach a intrénoch dochadza k
mutaciam cCastejsie, pretoze ich vplyv na fungovanie organizmu nie je taky vyrazny
oproti kédujucim ¢astiam gendému a teda mutéicia méa vacsiu pravdepodobnost prenosu
do dalsej generacie. Spomedzi zmien v génoch kodujicich proteiny maju v evolucii naj-
vysSie zastipenie zmeny na tretich poziciach kodénov. Vyplyva to z genetického kodu,
kde je mozné vidiet, ze zmena v niektorej z prvych dvoch baz vac¢sinou vedie k zmene
druhu vyslednej aminokyseliny, kym zmena tretej bazy je vacsinou synonymné [33].

V zmenéch zastipeni nukleotidov hra vyznamnu tlohu podmienena génova konver-
zia (dalej len gBGC - angl. GC-biased gene conversion) [15]. Ide o jav, kedy sa zvySuje
zastipenie guaninu a cytozinu v evoluénom c¢ase. Génové konverzie mézu prebiehat
pocas opravy dvojvlaknovych zlomov alebo pocas rekombinacie. U mnohych druhov je
spravna segregacia chromozoémov pocas meiézy podmienend vyskytom aspon jedného
crossing-over na chromozome. Frekvencia rekombinécie je so zvysujtacou sa dlzkou chro-
mozomu vyssia a zastupenie GC priamo koreluje s rychlostou rekombinécie. To ma za
nasledok lokalne regionélne variécie v obsahu GC v genéme, pretoze miera rekombinacie
sa pozdlz genomu meni. V oblastiach v blizkosti centromér byva rychlost rekombinacie
nizsia, preto aj zastupenie guaninu a cytozinu na tretich poziciach kodénov (dalej len
GC3) by malo byt mensie [25]. Prikladom gBGC moze byt situacia, v ktorej béazy nie

st komplementarne - G:T. Podla gBGC je pravdepodobnejsie, ze sa T zmeni na C a
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teda vznikne par G:C. Vznik paru A:T bude menej pravdepodobny. Pravdepodobnost
fixacie alel GC je teda vyssia ako AT.

1.3 Realizacia genetickej informécie

Realizacia genetickej informécie prebieha v niekol’kych zakladnych krokoch popisanych
v centralnej dogme molekularnej biologie (Obr. 1.2), ktoru sformuloval Francis Crick
v roku 1953 [37]. V eukaryotickych bunkéich prebieha realizacia genetickej informacie

nasledovne [33]:

e Replikacia DNA je proces, pri ktorom z jednej molekuly DNA vzniknu dve iden-
tické molekuly DNA. V kazdej z novovzniknutych molekil bude jedno vlédkno z
povodnej DNA a druhé novosyntetizované. V tomto procese je zapojenych viacero

enzymov, pricom najdolezitejsiu funkciu plni DNA polymeréza.

e Transkripcia DNA je prvym krokom proteosyntézy. V tomto procese sa prepisom
DNA tvoria viaceré typy RNA pomocou enzymu RNA polymeraza. V eukaryotic-
kych bunkach sa nachadzaju napriklad mRNA, tRNA, rRNA, snRNA, snoRNA,
miRNA, siRNA, piRNA, IncRNA, ncRNA.

e Posttranskripéné modifikacie st ipravy RNA. V pripade eukaryotickej pre-mRNA
sa pocas upravy koncov na 5-konci sa vytvori tzv. c¢iapocka a 3’-koniec je po-
lyadenylovany. Prebehne zostrih, angl. splicing, kedy sa nekoédujtce c¢asti génov
(introny) vystrihnt a kodujuce useky (exony) st enzymaticky pospéajané. Vysled-
kom posttranskripénych modifikacii je zrela mRNA kédujiaca proteiny, ktora cez
jadrovy por vychadza z jadra do cytoplazmy. Stucastou posttranskripénych mo-
difikécif st aj chemické zmeny RNA, napriklad metylacia alebo vymena uridinu

za pseudouridin ¢ dihydrouridin.

e Translacia je dej, pri ktorom je informéacia z mRNA prekladand pomocou gene-
tického kédu do poradia aminokyselin v polypeptidovych retazcoch. Na tomto
procese sa podielaji aj tRNA a rRNA. tRNA (transferovd RNA) prenasa ami-
nokyseliny na miesto syntézy proteinov. rRNA (ribozoméalna RNA) v komplexe
s proteinmi vytvara ribozomy, na ktorych prebieha translacia mRNA. Druh ami-
nokyseliny urcuje kodéon v mRNA, ku ktorému je komplementarny antikodén v
tRNA nestcej prislusnt aminokyselinu. Translacia prebieha na ribozémoch, kde
sa po naviazani tRNA na mRNA vytvori peptidova viazba medzi aminokyseli-
nou na tRNA a vznikajicim polypeptidom, pricom prerusi viazbu s tRNA. Po
vytvoreni celého syntetizovaného retazca aminokyselin sa polypeptid odpoji od
ribozomu. Uz pocas syntézy prebieha skladanie bielkovin do ich trojrozmerne;j

struktury nazyvané folding.



6 KAPITOLA 1. ZAKLADNE GENETICKE POJMY

e Posttranslacné modifikicie zahfhaju rozliéné tpravy proteinov s cielom regulovat
ich biochemické funkcie. Ide o procesy proteolytického Stiepenia, adicie funkénych
skupin alebo celkovu degradaciu proteinu. Prikladom mo6zu byt fosforylacia, gly-

kozylacia alebo metylacia.

s

gén
DNA: D replikacia

transkripcia

w

y
RNA: I
upravy RNA _

regulama

RNA: —

/ cha

RNA: I protein: [

Obr. 1.2: Centralna dogma molekularnej bioldgie. Zdroj: http://compbio.fmph.uniba.sk/
vyuka/mbi/index.php/%C3%9Avod

1.4 Delenie bunky

Bunkovy cyklus reprezentuje zivot bunky od vzniku az po jej rozdelenie na dve dcérske

bunky. Sklada sa z dvoch hlavnych ¢asti: interfiaza a mitoza. Interfaza sa deli na [33]:

1. G1 faza nasleduje po GO alebo po cytokinéze a po nej nasleduje S faza. Preto je
obc¢as oznacovana aj ako postmitoticka alebo presyntetickia. G1 je zvacSa ¢asovo
najdlhsou fazou bunkového cyklu. Poc¢as nej dochadza k syntéze enzymov potreb-
nych pre replikiciu DNA a ribozémov. Hlavny kontrolny uzol medzi G1 a S fazou
overuje, v akom stave je DNA a ¢i je bunka pripravend na delenie. Zabrani sa
tym replikacii poSkodenej genetickej informécie. V tomto bode teda moze prist k

preruseniu bunkového cyklu.

2. Dalej nasleduje S faza, v ktorej prebicha replikicia DNA, preto sa nazjva syn-
teticka faza. Na konci S fazy kazdy chromozoém diploidnej somatickej bunky po-
zostava z dvoch identickych chromatid a bunka bude tetraploidna. V prechode
medzi S a G2 fazou sa opat skontroluje DNA - ¢i replikacia prebehla v poriadku

a vykonaju sa pripadné opravy.


http://compbio.fmph.uniba.sk/vyuka/mbi/index.php/%C3%9Avod
http://compbio.fmph.uniba.sk/vyuka/mbi/index.php/%C3%9Avod
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3. G2 faza, inak nazyvana aj postsynteticka alebo premitoticka. Je zo vSetkych faz
najkratsia. V ribozémoch sa pocas G2 fazy syntetizuje bielkovina tubulin, ktora

hréa klI'acova tlohu pri naviazovani chromozému na deliace vretienko.

Po G2 faze prebieha mitoza (M faza, Obr. 1.3), kedy sa deli jadro (karyokinéza),
pricom pocet chromozomov sa vzhladom na povodnia diploidnt bunku zachovava. M

faza pozostéva zo Styroch krokov [33]:

1. Profaza, v ktorej sa z centrozomov (koordina¢né centrum pre mikrotubuly) za-
¢nu rozchadzat vlakna mikrotubulov k protilahlym pélom bunky, ¢im sa vytvori
deliace vretienko. Dalej sa zane narusat jadrovd membréana a mikrotubuly delia-
ceho vretienka sa za¢nu pripajat na chromozoémy. Tam kazda chromatidu naviazu
v oblasti centroméry na kinetochoér. Nasledne sa chromozémy zac¢ni priestorovo

preusporiadavat a Spiralizovat.

2. V metaféze st chromozomy uz plne Spiralizované a usporiadané do ekvatorialnej
roviny v strede bunky. V tomto momente bunka prejde tzv. mitotickym kon-
trolnym uzlom, kde sa overi, ¢ je kazdy chromozém naviazany na mikrotubuly

deliaceho vretienka.

3. V anafaze po naviazani vSetkych chromatid pride k odburaniu proteinu, ktory
spaja chromatidy. Zaroven sa kinetochérové mikrotubuly skracuju, ¢o dalej spo-

sobi, zZe chromatidy st od seba odtahované k opa¢nym polom bunky.

4. V telofaze sa bunka predlzuje a chromozémy st uz takmer pri péloch deliaceho
vretienka. Tam sa okolo nich zacne vytvarat jadrovd membrana a chromozoémy

zacnu dekondenzovat.

Bezprostredne po telofaze mitézy prebehne cytokinéza, v ktorej sa deli materska
bunka na dve dcérske bunky. Nasledne sa bunka moze dostat opit do G1 fazy alebo do
GO, ktora zodpoveda pokojovému stadiu bunky. V GO sa nachédza vicsina somatickych
buniek a pocas tohto obdobia vykonavaju ur¢iti tlohu zavisla od ich diferencicie. Téato
faza je reverzibilna a teda bunka moze opét vstupit do bunkového cyklu.

Dalsim typom bunkového delenia je meiéza (Obr. 1.4) [33]. Mozno ju charakteri-
zovat aj ako dve po sebe nasledujice mitotické delenia - heterotypické (meidza I) a
homeotypické (meidza II). Vysledkom meiodzy su Styri deérske bunky s redukovanym
poc¢tom chromozémov na polovicu.

Pri meidze I dochadza k redukcii po¢tu chromozémov. Podobne ako mitéza je roz-
delena na styri fazy. V profaze prebieha crossing-over, teda vymena homologickych
¢asti chromozomov a nésledne sa chromatidy oddeluju. Metaféaza a anafaza prebiehaju
velmi podobne ako pri mitéze. Telofaza mitozy a meidzy I sa odliSuje v tom, Ze pri me-

i6ze I st v bunke chromozémy tvorené dvoma chromatidami. Nasledne zacina profaza
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Obr. 1.3: Zdroj: https://sk.wikipedia.org/wiki/Mit%C3%B3za
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Obr. 1.4: Zdroj: https://sk.wikipedia.org/wiki/Mei?C3%B3za

meiozy Il a teda st potrebné dve deliace vretienka. Pocas metafazy sa chromozémy
usporaduvaju do ekvatoridlnej roviny a viazu sa na ne mikrotubuly. Anafaza a telofiaza

homeotypického delenia st analogické k anafaze a telofaze mitozy.

1.5 Struktira a funkcia chromozému

Jadrova DNA v komplexe s proteinmi a RNA vytvara chromatin. Zékladnou stavebnou
jednotkou chromatinu st nukleozémy. Jadro nukleozému tvori oktamér histonov H2A,
H2B, H3 a H4, okolo ktorych je obtoc¢ena ¢ast vlakna DNA. Nukleozémové vlakno s
priemerom 11 nm a histon H1 spajajuci susedné nukleozéomy spoésobuje dalgiu $pirali-
zéciu chromazinu. Dalsou Spiralizaciou vznikaji chromozomy.

Chromozom je tvoreny dvoma chromatidami, kde protein kohezin spaja dve sester-
ské chromatidy a kondenzin zodpoveda za spravne zbalovanie chromatinu do vyssich
foriem. Zakladnymi funkénymi elementami chromozémov eukaryotickych organizmov
st: pociatky replikacie, centroméry a teloméry [33].

Pociatky replikacie st miesta v molekuldch DNA, ktoré st rozoznavané komplexami
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proteinov replikacného aparatu, kde sa po ich naviazani spusti replikacia.

Centroméra je oblast chromozomu, ktoré je v bunkéch najlepSie viditeIna metafaze
bunkového delenia ako miesto, v ktorom sa spajaju dve sesterské chromatidy. Plni
dolezitt funkciu pri rovnomernej segregacii chromozémov do dcérskych buniek.

Na koncoch ramien chromozémov sa nachadzaji ich koncové casti - teloméry. Telo-
méry zabranuju fazii koncov chromozémov, ¢im chromozém chrania. Vo vacsine soma-
tickych buniek sa velkost telomér kazdym bunkovym delenim pocas replikicie skracuje,
¢o suvisi so starnutim bunky. V zarodo¢nych bunkovych liniach je aktivny enzym telo-
meréza, ktory poméaha zachovavat stabilnt dizku telomér. Tento enzym je aktivny aj

v kmenovych bunkich kostnej drene a aj v bunkach vi¢siny nadorov [33].

1.6 Centroméry

Centroméra je tiez oznacované ako miesto priméarnej konstrikcie na chromozome. Ses-
terské chromatidy st spojené v oblasti centroméry proteinmi - kohezinmi. Je to Specia-
lizovana strukttra na chromozémoch eukaryotickych organizmov, ktora hra podstatni
tlohu v mitotickom aj meiotickom deleni.

Na centroméru je pripojeny kinetochor. Je to proteinovy komplex, ktory pomaha
naviazaniu chromozému na mikrotubuly deliaceho vretienka a zodpoveda za pohyb
chromozomov k poélom deliacej sa bunky. Centroméra tiez zabezpecuje, aby sa zdupli-
kovany chromozém rozdelil rovnomerne. Je to doélezity predpoklad k tomu, aby vznikli
zdravé dcérske bunky [33].

Zlyhanie funkcie centroméry alebo deliaceho vretienka pocas bunkového delenia je
pomerne signifikantné a moéze viest ku genetickym ochoreniam. Typickym prikladom
je Downov syndrdm, ¢o je nelieCitelna genetickd porucha, ktora sa prejavuje oneskore-
nym mentalnym vyvojom, oblou tvarou so Sikmymi ofami, mensou tstnou dutinou a
vysokym podnebim, ¢o suvisi s poruchou re¢i. U I'udi s tymto ochorenim sa chromozém
¢islo 21 v meidze rozdelil nerovnomerne a po oplodneni prislo k vytvoreniu bunky s
troma képiami chromozému 21 (trizomia 21) [12]. Podobnym prikladom je Edwardsov
syndrom, pri ktorom sa prejavuji defekty obliciek a srdca, tazkosti s dychanim, spo-
maleny rast, ¢ abnormality hlavy. Ide o trizomiu chromozému 18 [4]. Poznanie funkcie
centroméry je teda kli¢ové pre hlbsie porozumenie mnohym genetickym ochoreniam.

Centroméra sa nemusi nachadzat v strede chromozému. Podla pozicie centroméry

rozdelujeme niekolko typov chromozoémov (Obr. 1.5) [3]:

e metacentricky chromozém - centroméra sa nachadza takmer v strede a ramena

st priblizne rovnako dlhé

e submetacentricky chromozém - dlhé rameno je dlhsie o nanajvys polovicu krat-

keho ramena
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e akrocentricky chromozom - kratke rameno je vyrazne (viac ako o polovicu) kratsie

ako dlhé rameno

e telocentricky chromozoém - centroméra sa nachadza na konci chromozému

metacentricky submetacentricky akrocentricky telocentricky
chromozom chromozom chromozom chromozom
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Obr. 1.5: zdroj: https://biopedia.sk/genetika/chromozomove-mutacie

Centroméra pozostava z jadra centroméry a pericentromérnych oblasti. Jadro cen-
troméry je definované ako miesto pripojenia pre kinetochoér a pericentroméry zabezpe-
¢uju pevnost a sudrznost dvoch chromatid.

Pre jadra centromér je typicky centromericky chromatin. Je Specificky tym, ze je
obohateny o variant histonu H3, konkrétne CENP-A. Ide o epigeneticku znacku, ktora
je nevyhnutné pre zivotaschopnost buniek. Bolo preukizané, ze poloha centroméry je
Specificky udrziavané a identifikovana centromerickym chromatinom viazanym CENP-
A. Tento histon sa zaroven podiela na vytvarani kinetochorového komplexu pocas
mitozy. Vdaka $pecifickej trojrozmernej strukture je chromatin obsahujici CENP-A na
povrchu kondenzovaného chromozému a tym je umoznené interakcia s kinetochérom a
mikrotubulami deliaceho vretienka. Zaroven tu pocas segregacie vznikéa napéatie, vdaka
ktorému st dcérske chromatidy tahané k opaénym poélom bunky [2].

Centroméry sii ohranic¢ené transkripcéne neaktivnym chromatinom. Pericentroméra
je tvorené pericentrickym chromatinom spolu s molekulami kohezin a kondenzin. Tato
Struktura zabezpecuje mechanickt odolnost centromér. Pri prechode do anafazy mitozy,
je kohezin proteolyticky Stiepeny enzymom separéaza, chromatidy sa uvolnia a migruju
na protilahlé poly bunky.

U eukaryotickych organizmov sa rozlisuje niekol’ko typov centromér: Bodové centro-
méry sa skladaji z jedného nukleozému a vyskytuju sa napriklad u puciacich kvasiniek
S. cerevisiae. Kvasinka Schizosaccharomyces pombe mé regionélne centroméry, ktoré su
tvorené viacerymi nukleozémami. Satelitné centroméry typické pre cloveka st zalozené
na tandemovych opakovaniach. Holocentroméry st roztrisené po celej dizke chromo-

zomu a nachédzaju sa napriklad v bunkach ¢erva Caenorhabditis elegans [27].
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Chromozémy mozu obsahovat viacero oblasti s charakteristickou centromerickou
DNA, avsak vzdy len jedna je miestom tvorby kinetochéru. Za istych okolnosti, ked
povodna centroméra strati funkciu, moézu vzniknat nové centroméry - neocentroméry.
Narozdiel od standardnych centromér, neocentroméry neobsahuji repetitivne sekven-
cie. Viacero centromér na jednom chromozoéme sa v evolicii mohlo objavit pri spajani

chromozémov, no nasledne bola funkcia jednej z nich potlacena [9].

1.6.1 Centroméry v l'udskych bunkach

V Tudskych bunkéch sa nachddza 23 parov chromozomov. V kazdom pére sa nachadza
jeden chromozém od matky a druhy od otca. 22 parov je oznacovanych ako autozémy
a jeden par ako pohlavné chromozomy (X a Y). Velkost 'udského jadrového genomu je
3,05 Gbp, pricom obsahuje 63 494 génov, z toho 19 969 koduja proteiny. Velkost mito-
chondrialneho genému je priblizne 16,6 kbp. Celkovo 2% DNA tvoria regiony kodujuce
proteiny, 24% intrény a iné nekédujiace casti génov, 15% unikatna nekodujuca DNA a
az 59% tvori repetitivna DNA. V Tudskych bunkach je pocas replikicie aktivovanych
viac ako 30 000 pociatkov replikacie, rozmiestnenych priblizne kazdych 100 kbp. U Tudi
je celkovo transkribovanych 80% genomu [21].

Centroméry v Tudskych chromozomoch su lokalizované v regionoch bohatych na
A-T pary s a-satelitnou DNA, ktora je definovana ako repetitivna oblast chromozému
pozostavajiica z monomérov s dlzkou 171 bp. Jedna centroméra moze obsahovat via-
cero odlisnych a-satelitnych DNA. Celkovo tvoria priblizne 5% genomu. Centroméry
jednotlivych T'udskych chromozémov sa liSia poc¢tom a usporiadanim tychto monomé-
rov. Jednotlivé monoméry su sekvencne identické na 50-70%. Na zaklade podobnosti
roznych typov monomérov ich klasifikujeme do suprachromozomalnych rodin. Rodiny
1 a 2 sa vyznacuju dimérnou periodicitou a rodina 3 pentamérnou.

Repeticie v a-satelitnej DNA vyrazne ovplyviuju presnost skladania stvislych sek-
vencii genomu, obzvlast pri kratkych ¢itaniach, preto je pomerne tazké analyzovat tieto
oblasti. Z existujucich sekvenénych zostav okolo centroméry si najlepsie charakterizo-

vané pericentromérne oblasti [21].

1.6.2 Centroméry v kvasinkovych bunkach

Velkost genomu kvasinky S. cerevisiae je 12,07 Mb, ktory je usporiadany v 16 chro-
mozomoch [23].

DNA v oblastiach centromér sa oznacuje ako CEN DNA. CEN DNA kvasiniek S.
cerevisiae pozostava z priblizne 120 bazovych parov. Pritom ju rozdelujeme na tri ¢asti:
CDEI, CDEII a CDEIII, ktoré st v ramci rodu Saccharomyces vysoko konzervované
(Obr. 1.6). CDEI pozostava z 8 bazovych péarov, z ktorych Sest je v tvare palindromu.
Viaze sa nan protein s ndzvom Cbfl. CDEII sa nachadza medzi CDEI a CDEIII. Jej
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Obr. 1.6: Rozdelenie centroméry S. cerevisiae na CDEI, CDEII a CDEIII [11].

velkost sa pohybuje okolo 83 bazovych parov, pricom viac ako 90% péarov je A-T.
Delécie v tejto oblasti viedli k tiplnej strate funkcie centroméry. Celkova dlzka CDEIII
je 26 bp, pricom je palindromaticka medzi jedenastou a sedemnéstou poziciou. Viaze
sa nan komplex Cbf3, ktory je pre funkciu centroméry esencidlny. Zaujimavostou je, ze
poloha, resp. orientacia CDEIII voc¢i CDEI a CDEII moze potlac¢it funkciu centroméry.
Dokazalo sa, ze efekt mutacii v CDEI a CDEII nie je az taky zavazny ako pri CDEIIL.
Dodnes je vS8ak o presnych funkcidch CDE v CEN DNA kvasiniek zname len velmi
malo [11].

Centroméra bola prvykrat funkéne charakterizovana préave u kvasinky S. cerevisiae.
Bola opisana ako ¢ast chromozému schopné poskytnit mitotickt a meioticki stabilitu.
Tato oblast chromozoému je viazana na prave jeden nukleozém a teda tvori bodovi
centroméru. Izolovana bola v roku 1980 vyskumnikmi Louiseom Clarkom a Johnom
Carbonom pomocou tzv. funkéného testu [6].

Zakladom funk¢éného testu su plazmidy. Sua to relativne kratke cirkularne dvojvlak-
nové molekuly DNA. Prvou generaciou umelo-vytvorenych plazmidov je YIp (angl.
Yeast Integrative plasmid). Tento plazmid vSak nie je schopny replikacie a moze byt in-
tegrovany do genému. Experimentalnymi metodami boli don vkladané rdézne ndhodné
sekvencie kvasinkového genému, vdaka ¢omu vznikol kvasinkovy replikativny plazmid
(YRp), ktory sa v bunkach vyskytuje vo velkom pocte kopii. YRp obsahuje autonémne

sa replikujuce sekvencie (ARS) z kvasinkového chromozému. Plazmidy, ktoré obsahuji
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ARS (pociatky replikicie), sa moézu replikovat nezavisle od chromozomaélnej DNA v
jadre. YRp ma nizku mitoticka stabilitu, takze nie je schopny rovnomernej segrega-
cie pri bunkovom deleni. Nésledne bola podobnym sposobom experimentalne identifi-
kované sekvencia centroméry, vdaka ¢omu vznikol kvasinkovy centromericky plazmid
(YCp). YCp sa vyskytuje v nizSom pocte kopii, typicky jedna az dve na bunku. Ob-
sahuje ARS spolu s centromerickou sekvenciou (CEN). Na rozdiel od YRp, YCp su
stabilné pocas delenia [29].

Vo funkénom teste bolo mozné pozorovat, ze kvasinky s YCp vykazovali najvyssiu
schopnost zachovat si plazmid pri deleni (viac ako 90%). Z toho vyplyva, Ze na spravny
priebeh mitozy je potrebny ako ARS, tak aj centromerické cast chromozému.

Sposobov, ktorymi je mozné néajst centroméry je omnoho viac a neustéle sa vyvijaja
nové. Medzi experimentélne sposoby hladania centromér patri metoda, ktord vyuziva
proteinovy komplex Cbf3 (angl. Centromere Binding Factor) a fluorescen¢né proteiny.
Tento komplex bol izolovany a purifikovany z kvasiniek S. cerevisiae. Cbf3 sa Specificky
viaze na CEN DNA, rozoznava CDEIII v centromére, no neviaze sa na nefunkénia CEN
DNA. Tento komplex sa podiela na tvorbe dalsich zloziek kinetochoéru, ako napriklad
nukleozémov. Po naviazani fluorescencne ozna¢eného Chf3 na oblast centroméry, vieme
urcit jej poziciu [38].

Metoda Centurion sa opiera o metdédu Hi-C, ktora zachytava konformacie chroma-
tinu a vyuziva masivne paralelné sekvenovanie. Autori ukazali, ze Centurion funguje
spravne aj pri obmedzenej hibke sekvenovania Hi-C kniznic. Metoda Centurion pred-
poveda poziciu s presnostou 89% do 5 kb u kvasiniek. Je aplikovatelna aj na iné mik-
roorganizmy, pre ktoré tandardné metody na identifikiciu centromér zlyhavaja [35].

DalSou metodou je bioinformatickd GC3 metoda [18]. Vychadza z faktu, Ze zasti-
penie guaninu a cytozinu na tretich poziciach kodénov je v oblasti centromér nizsia.

Touto metdédou sa budeme zaoberat v tejto praci.
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Kapitola 2
Ciele prace

Tato praca mé tri hlavné ciee:

1. Implementacia a verifikicia metédy na identifikaciu centromerickych lokusov na
zéklade zastipenia GC3 v genémoch kvasniek Clavispora lusitaniae, Scheffer-
somyces stipitis a Yarrowia lipolytica. Pre tieto tri kvasinky bola predikovana
pozicia centroméry vo vychodiskovom ¢lanku [18] a zaroven bola experimen-
talne overena [5]. Kym prvé dve spomenuté pouzivaju alternativny geneticky

kod (CTG(Serl) vetva), Y. lipolytica pouziva Standardny geneticky kod.

2. Zistenie vplyvu parametrov v pouzivanom algoritme a ich optimalizacia. Para-

metre zahfhaji velkost okna a vyliuc¢enie kodonov ATG a CTG.

3. Aplikidcia GC3 metody na nové kvasinkové genémové sekvencie, napriklad Can-
dida auris, Candida metapsilosis, Candida orthopsilosis, Candida parapsilosis,

Candida verbasci, Saprochaete ingens a Schizosaccharomyces pombe.

15
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Kapitola 3

Metodika

3.1 Vychodiskové publikacie

Vo vicsine eukaryotov sa zastipenie guaniu a cytozinu na tretich poziciach kodénov
meni pozdlZ celého chromozému. Tento jav bol prvykrat opisany v roku 1993 britskymi
vyskumnikmi Paulom M. Sharpom a Andrewom T. Lloydom [32]. UZ je zname, Ze v
kvasinkach S. cerevisiae miesta s vysokym zastipenim GC3 koreluji s miestami, kde
casto prebieha rekombinacia. Z toho logicky vyplyva, Ze miesta s nizkym GC3 koreluja
s nizkou mierou rekombinacie a teda vznikd hypotéza, Ze miesta na chromozoéme s
nizkym GC3 suvisia s centromérami, okolo ktorych byva rekombinacia potlacené.

Zastupenie GC3 samozrejme sivisi s celkovym zastupenim guaninu a cytozinu v
molekuldch DNA. Celkové zastipenie G+C v genémoch kvasiniek variruje v rozmedzi
od 22% az do 49%. Medzi kvasinky s najnizsim zastupenim GC patri C. tropicalis
a s najvyssim C. lusitaniae. Kvasinky so zastipenim GC pohybujtcim sa okolo 35%
vykazuji mensiu premenlivost zastipenia GC pozdlz genomu ako kvasinky s GC pod
30%, resp. nad 40% [18|.

Autori pionierskej studie Denise B. Lynchova a kol. (2010) [18] ukézali, ze v ge-
noéme kvasinky Y. lipolytica je na kazdom chromozoéme jedna oblast s vyrazne nizsim
zastupenim GC3 ako inde, pri¢om sa tato pozicia zhoduje s experimentalne identifi-
kovanymi centromérami. Zamerali sa aj na to, ako sa kvasinky z rodu Saccharomyces
lisia od CTG(Serl) vetvy. Z CTG(Serl) vetvy im u C. lusitaniae a S. stipitis vysli
lokalizacie centromér v GC3 chudobnych oblastiach pomerne jednoznac¢ne. Hypotézou
autorov bolo, Ze centromerickd oblast C. lusitaniae a S. stipitis podlieha muta¢nym
zmenam a v evolicii sa stala chudobnou na GC3.

Zaujimavostou, ktoru tiez zistili je, ze medzi kvasinkami Candida albicans a Candida
dubliniensis, ktoré si v CTG(Serl) vetve, ostavaju zachované pozicie minimalnych
a maximalnych hodnot GC3 napriek tomu, Ze sa v nich vyskytuje velké mnozstvo

nukleotidovych substitucii. Vedie to dalej k zéverom, Ze miesta s vysokou frekvenciou
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rekombindcii ostavaji medzi druhmi zachované [18].

Na pracu Denise Lynchovej a kol. (2010) [18] naviazala Marie-Claude Marsolier-
Kergoat, ktora tiez objasiuje tému spojent s centromérami a zastipenim guaninu a
cytozinu na tretich pozicidach kodonov [19]. V tomto ¢lanku vychadzaja najavo do-
vody, kvoli ktorym zastupenie G+C vyzera inak v niektorych kvasinkach (napriklad
C. albicans) a nie je na ne mozné aplikovat metdédu uvedenu vyssie. Autorka vychadza
z predpokladov, ze gBGC v meiotickej rekombinéacii je najpravdepodobnejsia pri¢ina
vzniku nerovnovahy v zastipeni G a C pozdlz chromozému. Tieto variacie sa vsak
nevztahuji na organizmy, ako napriklad C. albicans a C. dubliniensis. Pravdepodobne
ide teda o gBGC v mitotickej rekombinacii a pri oprave poskodeni DNA alebo k vy-
tvoreniu nerovnovahy dochadza pocas replikacie DNA v S faze, kedy je koncentracia
dGTP a dCTP vyssia ako dATP a dTTP. V zavere naznacila, ze jednou z pri¢in mdze

byt selekcia pouzivanych kodénov.

Na predoslé dve studie naviazali autori Mingfeng Cao a kol. (2017) [5]. Experimen-
talne dokazali vysledky ziskané GC3 metodou pouzitou v roku 2010 [18] na genémovych
sekvenciach niektorych kvasiniek. Do kvasinkovych kultiar S. stipitis transformovali
YRp. Pocas delenia buniek bola segregicia nerovnomerna a plazmidy ostavali v rodi-
¢ovskych bunkach a po 48 hodinéach kultivacie viac ako 70% populacie plazmidy neob-
sahovalo. Nasledne do plazmidov integrovali CEN chromozému 5 najdeného pomocou
GC3 metody [18]. Tieto plazmidy boli po kultivécii detegované az v 93% populécie [5].
Zistili, Ze v oblasti centromér S. stipitis ndjdenych pomocou GC3 metddy sa nachédza
nezvycajne dlha intergénova oblast a to v rozmedzi 14,6-38 kb. Tieto hodnoty su sig-
nifikantné, nakol’ko priemernéa dizka ostatnych intergénovych oblasti v tejto kvasinke
je 0,7-2 kb.

3.2 Data a databazy

Pre aplikidciu GC3 metody v tejto praci je pre kazdy druh kvasinky potrebna nukleoti-
dovéa sekvencia genému vo forméte MULTIFASTA, spolu s anotaciou v GFF3 forméte.
FASTA format (Obr. 3.1) pozostava z identifikdtora a pripadnych dopliujicich infor-
mécii na samostatnom riadku zacinajicim znakom > spolu s nédzvom chromozému,
organizmu a dal$imi dopliujtcimi informaciami. Potom nasleduju riadky nanajvys 80
znakov dlhé, v ktorych je samotna nukleotidova sekvencia. Okrem pismen oznacuji-
cich 8tyri zédkladné béazy, mozu .fasta subory obsahovat aj iné pismena, napriklad N
oznacujuce akikolvek bazu. MULTIFASTA je subor obsahujuci viacero zaznamov vo
FASTA formate.
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>NW_003101578.1 Clavispora lusitaniae ATCC 42720 scaffold 1 genomic scaffold

GITTTCATTTATAGAATGATCTATATGGAGTCOCTAAAATGTCTCATTTOGTGACGGTTGCACCAAGATATGGGTGAAGGT
TCAATTOCAAGACGGOOGATACGTTCTGGTCAGACTAACAATCAACTATGGAGTAGATTTTTTTGGGAGTATCGATGTCT
TOCACTGCTTAAGAAGAAATGTAAATGCTGGATTAAGGCAGATOCAAATATGTTGOCATOCATAGTGTOGGOGAGGGTAC

Obr. 3.1: Cast .fasta siboru genémovej sekvencie kvasinky C. lusitaniae.

Stbor .gff (Obr. 3.3) je viazany na .fasta subor a obsahuje k nemu dopliujtce infor-
mécie. Jednotlivé polia st oddelené tabulatorom. .gff siibor obsahuje nazov sekvencie,
¢ize nazov chromozému alebo tzv. sccafold-u. Nasleduje zdroj, ¢ize nazov databazy
alebo projektu, z ktorej sekvencia pochadza. Potom charakterizacia danej sekvencie -
¢l sa jedna o gény, exéony, CDS, mRNA, pripadne iné. Dalsie dve polia zodpovedaju
Startovacej a konciacej nukleotidovej pozicii danej sekvencie v .fasta. Nasleduje skore,
vlakno (+ ako vedice, - ako zaostavajice) a ramcové ¢islo, ktoré oznacuje, ¢i je prva
baza prvou bazou kodénu. V dalsom poli st atributy, ktoré si oddelené bodko-¢iarkou
a obsahuji dodatocné informécie, napriklad jedine¢né ID, typ génu, nazov génu, pri

protein kodujicich génoch ID proteinu a funkciu proteinu [28].

NW 003101575.1 RefSeq CDS 399 1046 . — 0
ID=cds—XP 002615956 .1; Parent=rna—XM 002615910.1; Dbxref=Genbank:
XP 002615956.1 ,GenelD:8497195; Name=XP 002615956 .1 ; gbkey=CDS;
locus tag=CLUG_03197; product=hypothetical protein;protein id=
XP 002615956.1; transl table=12

Obr. 3.2: Cast .gff siboru genémovej sekvencie kvasinky C. lusitaniae.

Nasa implementacia GC3 metédy pracuje aj s .fai subormi, ktoré si tiez viazané
na .fasta stbor. Obsahuje Sest stIpcov oddelenych tabuldtorom. V prvom sa nachadza
nazov sekvencie, druhy obsahuje dlzku (pocet nukleotidov) danej sekvencie. V trefom
stlpci sa nachadza tzv. offset, ktory oznacuje index, kde sa kontigovéa sekvencia zacina
vo .fasta stbore. Stvrty a piaty stlpec hovori o poéte béz, resp. po¢te bytov v jednom

riadku .fasta suboru [16].

NW 003101578.1 2423571 7143121 80 81
NW _003101577.1 2215196 1810468 80 81

Obr. 3.3: Cast .fai siboru genémovej sekvencie kvasinky C. lusitaniae.

Déta pouZivané v tejto praci pochadzaju z databazy RefSeq [23] a GenBank [1].
Databaza RefSeq je verejne pristupna anotovana databaza referen¢nych sekvencii ge-
némov a proteinovych produktov, pricom poskytuje jeden zaznam pre biologickd mo-

lekulu. Je vytvorené a spravovand Ndrodnym centrom pre biotechnologické informdcie


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/refseq/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/
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- NCBI [31]. RefSeq tvoria zaznamy roznych organizmov od virusov, cez baktérie az po
eukaryoty.

GenBank je databédza vsetkych verejne dostupnych sekvencii DNA. Spolu s Da-
taBank of Japan |34] a European Nucleotide Archive [14] su sucastou International
Nucleotide Sequence Database Collaboration |7| a vzajomne si vymienaju data. Téato
databaza je pristupné prostrednictvom NCBI. NCBI poskytuje aj idaje o DNA, taxo-
némii, proteinovych sekvenciach, proteinovej strukture a aj biomedicinsku literatiru
archivovanti v PubMed [36]. V stucastnosti (24.4.2023) sa v tejto databéze nachadza viac

ako 1,6 bil. nukleotidovych sekvencii takmer 450 000 znamych druhov organizmov.

3.3 Pouzité programové balicky

Samotny algoritmus implementujeme v programovacom jazyku Python a Bash. Na
pracu s .fasta a .gff sibormi (napriklad rozdelenie po chromozémoch, zistenie nuk-
leotidovej pozicie, vybratie ORF), pouzivame samtools [16] a gffread [24]. V Python
scripte pouzivame na spustenie Bash prikazov balic¢ek subprocess [8]. Na iterovanie po
sekvenciach jednotlivych ORF a ich nazvov aplikujeme Seq/O [26] z balicka Bio. Pre
vizualizaciu GC3 profilov pouzivame matplotlib [30], konkrétne pyplot. Na vyberanie
udajov z anotécie pouzivame gffpandas. Dalsimi pouzitymi balickami na pracu s da-
tovymi Struktarami st pandas a numpy [10]. Najvyznamnejsie lokdlne minimum sme
vypocitali pomocou dvoch funkeii zo scipy.signal [17].

Scipy.signal pomocou porovnavania susednych hodnét v poli najde lokdlne maxima
a ich prominencie. Pomocou funkcie na najdenie ddleZitosti jednotlivych maxim (ang.
prominences) vieme ur¢it najvyraznejsie lokdlne maximum. Pouzivatel vie nastavit
rozne parametre, z ktorych v tejto praci vyuzijeme dva. Prvym nastavime minimalnu
hodnotu prominencie, ktoré zabezpeci, aby bolo minimum vyrazné. Druhym paramet-

rom je nastavenie po¢tu susednych hodnot, s ktorymi chceme dany tdaj porovnavat.

3.4 Princip GC3 metoédy a nasa implementacia

V GC3 metode v informatickej reprezentécii ide o najdenie suvislej ¢asti refazca nad
abecedou {A, C, G, T} v urcitych castiach genémovej sekvencie, kde mé zasttipenie
prvkov {G, C} na kazdej tretej pozicii najvyraznejsie lokdlne minimum.

V kazdom chromozoéme je ziadtce najst prave jednu centroméru, preto je potrebné
rozdelit sekvencie vo formate MULTIFASTA podla chromozémov. V nasej implementé-
cii program po nacitani .fasta suboru pouzitim samtools vytvori .fai subor. Na zéklade
neho bude program iterovat po FASTA sekvenciach (chromozémovych sekvenciach) v
MULTIFASTA forméte. Dalej overi, & je chromozom dlhsi ako 100 000 baz. V tomto


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
https://www.ddbj.nig.ac.jp/index-e.html
https://www.ddbj.nig.ac.jp/index-e.html
https://www.ebi.ac.uk/ena/browser/home
https://www.insdc.org/
https://www.insdc.org/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/
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kroku sa filtruji najma mitochondrialne DNA a prili§ kratke kontigy. V pripade, Zze pou-
zivatel zvolil variabilnu velkost okna, v nasledujiucom kroku program vypocita vhodnu
velkost okna pre dany chromozom.

Nasledne program vyberie z .fasta suborov sekvencie, ktoré kéduju proteiny - otvo-
rené Citacie ramce (ORF), ¢o st nukleotidové sekvencie, ktoré zacinaju Start-kodénom,
kon¢ia niektorym stop-kodénom a pocet baz medzi nimi je delitelny troma. V GFF3
st tieto Casti oznacené ako CoDing Sequence (CDS). Niektoré ORF sa skladaju z via-
cerych CDS prerusenymi nekdédujucimi sekvenciami. Na to sluzi gffread, ktory pospéja
tieto CDS aby vznikol kompletny ORF. Nasledne algoritmus postupne iteruje po sek-
venciach tychto ORF, pricom do analyzy nebude zaratavat prili§ kratke (menej ako 100
kodonov), ORF, v ktorych celkovy pocet baz nie je delitelny troma alebo také, ktoré
zacinaju inym ako Start-kodénom, resp. koncia inym ako jednym zo stop-kodoénov.

Nasledne program iteruje cez jednotlivé kodény daného ORF, ktoré filtuje na zé-
klade zoznamu vylicenych kodoénov. V pripade, ze kodon sa v tomto zozname nenaché-
dza, program si k premennej zodpovedajucej celkovej dlzke ORF pripo¢ita 1. Nasledne
overi, ¢i sa na tretej pozicii tohto kodénu nachadza G alebo C. Ak &no, k premennej
oznacujucej pocet kodénov konciacich na G alebo C, pripocita 1. Obe premenné si
zapamata v dvoch poliach na rovnakom indexe.

Hodnoty, ktoré budeme vizualizovat, sa vypocitaju pomocou techniky posuvného
okna. V jednom okne sa nachadza urcity pocet ORF, pre ktoré program spocita celkovy
pocet GC3, celkovy pocet kodénov a na zaklade podielu tychto dvoch hodnét zisti
percentualne zastupenie GC3. Okno sa posuva o jeden ORF, ¢iZe, ak v okne s velkostou
3 boli ORF (1, 2, 3), tak v nasledujicom okne budia ORF (2, 3, 4).

V nasej implementécii to bude fungovat nasledujicim sposobom. Program postupne
prechadza po poli, v ktorom ma ulozené po¢ty G a C na tretich poziciach pre jednotlivé
OREF. V prvom kroku spocita celkovy pocet GC3 prvych W ORF, pricom W zodpoveda
zvolenej velkosti okna. Vo vSetkych d'alsich krokoch odéita hodnotu GC3 v prvom ORF
daného okna a pripoc¢ita hodnotu prvého ORF, eSte nezarataného. To isté urobi pre
pole, v ktorom sa nachadzaju dlzky ORF (poéty kodénov v nich). Do pola graf gc
ulozi zastupenie GC3 v danom okne v percentach, ¢o ziska podielom hodnoty GC3
a dlzky pre dané okno. V grafoch budeme urcovat x-ovi stiradnicu do stredu daného
okna. Do pola graf indezy teda vlozime hodnoty W //2, W //2+1, W //2+2, az po
hodnotu rozdielu po¢tu ORF daného chromozému a polovice W.

V nasledujicich krokoch program pocita centromerickii oblast. Autori vychodis-
kovej studie [18] mapovali centroméru na miesto v okoli lokdlneho minima, ktoré ma
celkové zastipenie GC3 < 50%. Inak povedané, po najdeni najvyraznejsieho lokalneho
minima hladali prvé okno, v ktorom je zastipenie GC3 > 50%. Toto vSak nie je uni-
verzalne aplikovateIny postup, nakol'ko celkové zastupenie GC3 je u roznych kvasiniek

rozne a mnohokrat nevystipi nad 50% pozdlz celého chromozému.
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Algoritmus v tejto praci najde okno, ktoré predstavuje najvyznamnejSie lokdlne
minimum, hodnotu zastipenia GC3 v tomto okne (dalej len ge3min). Nasledne zarata
vSetky okna v blizkosti indexu gc3min, pre ktoré plati podmienka, ze podiel GC3 v da-
nom okne je mensi ako gcdmin * 1,15. Inak povedané: siivisla oblast, kde je zastipenie
GC3 nanajvys o 15% vyssie ako gc3min, st povazované za centromericku oblast. Z toho

dalej program ur¢i nukleotidova poziciu predpovedaného zaciatku a konca centroméry.

V samotnej implementacii je aplikovany nasledujici postup. Najprv program ob-
rati vSetky hodnoty pola graf gc. Na nich pomocou balicka Scipy vypocita vSetky
lokdlne maximé. Pre tento vypocet pouzije parametre wlen, ktori nastavi na dizku
pola graf ge. Z nich najde maximum s najva¢sou prominenciou a zapaméta si jej in-
dex. Tento index zaroven zodpovedé indexu lokdlneho minima (d'alej len indexz min)

povodnych graf gc hodnét.

Potom postupne preiteruje cez okna v graf gc, pricom zacne od index_min a pohy-
buje sa do oboch smerov. Pre ilustraciu rozoberieme pripad, kedy sa postuva smerom k
indexu 0. Pre druhy pripad to bude fungovat analogicky. Oznac¢me si index okna, ktoré
chceme porovnat ako 1. Pokial je hodnota graf gcfil] mensia ako graf gcfindex min/
vynasobena 115% a zaroven je il vacsie ako 0, tak sa zmensi i1 o 1 a porovna okno
na tomto indexe. V pripade, ze graf gc[il] prevysuje hodnotu graf gcfindex min/ *
115%, prehladavanie sa zastavi a program si zapamétéa index okna, ktoré ako posledné

zodpovedalo podmienkam.

Dalej program pomocou gffpd.read_ gff3 nacita anotaciu v prie¢inku do tabulky
(angl. DataFrame). Z neho vyberie tzv. locus tag, ktory zodpovedda ORF uprostred
okna na indexe i1 a koordinatu. Tiez program vytvori grafy. Kazdy graf zodpoveda
GC3 profilu jedného chromozému. Na x-ovej osi je poradové ¢islo ORF (gene number),
ktoré sme zaratavali. Na y-ovej osi je zastupenie GC3 v %. Cervenou ¢iarou je vyzna-

ny N

¢eny centromericky lokus predikovany programom a ¢ervenymi znackami v tvare "x"si

znazornené gény ohranicujice tito oblast.

Do vypoctov zastupenia GC3 v praci Denise Lynchovej [18] nezaratavali viacero
kodoénov: start a stop kodony a kodéon CTG. Kodén CTG bol vylaceny z analyzy pri
kvasinkach, ktoré pouzivaju alternativny jadrovy geneticky kod, nakolko je to jediny
triplet z rodiny CUN koédujici serin. To znamena, Ze pri hom odpada moznost varia-
bility, na ktorej je tato metdda zalozena. Podobnym pripadom je Start-kodéon ATG,
ktory je tiez ako jediny prekladany ako metionin a preto bol z analyzy vyluceny. Tak-
tiez nepocitali so sekvenciami, ktoré boli kratsie ako 100 kodénov. Pouzivali metodu
posuvného okna, kde v jednom okne bolo 15 génov (15 ORF) a velkost kroku bola je-
den gén (ORF). Toto st parametre, ktoré st variabilné a v nasej préci sme sa zaoberali

aj ich vplyvom na celkové vysledky.



3.5. VSTUPY A VYSTUPY 23
3.5 Vstupy a vystupy

Ako sme uz spomenuli, program pre analyzu potrebuje dva stibory vo formatoch FASTA
a GFF3 v jednom priec¢inku pomenované ako data.fasta a data.gff. Na vstupe potre-
buje cestu do priecinka, v ktorom su tieto data uloZené. Nasleduje velkost okna, ktoru
pouzivatel chce pouzit. V pripade, Ze dané ¢islo bude -1, program zvoli vhodnua vel-
kost okna pre kazdy chromozém samostatne. Poslednym tdajom je pole kodénov, ktoré
chce pouZzivatel vylucit z analyzy. Pouzivatel méa moznost zadat zaratat_ ctg, kedy sa do
analyzy nebudu zapocitavat kodony ATG, TAA, TAG a TGA. Druhou prednastavenou
moznostou je wvylucit ctg, kde sa okrem Start a stop-kodoénov do analyzy nezapocita
ani CTG. Pokial chce pouzivatel nastavit rdozne iné kombinécie kodonov, ktoré chce z
analyzy vylucit, moze ich zadat ako suvisly retazec oddeleny ¢iarkami bez medzier. Po-
kial chce pouzivatel spustit program pre viacero genémovych sekvencii naraz, moze tak
urobit pridanim danych troch argumentov pre dalsie genémové sekvencie. Prikladom

moze byt:

python3 gc3method.py /home/user/Desktop/kvasinkal/ —1 TAG,tgg ,tga ,TAA /
home/user /Desktop/kvasinka2/ 15 zaratat ctg

Vystupom budi GC3 profily v prie¢inku pictures, doplhujice .fasta sibory, napri-
klad vsetky CDS sekvencie z jedného chromozému. Tiez na konzolu program vypise
gén pred zaciatkom a gén po konci centromerického lokusu.

Nakol'ko bioinformatické data pochadzaju z réznych zdrojov, format dat sa moze
vymykat Standardom. NaSa implementacia je nastavena na Standardizovany forméat
FASTA a GFF3. Preto je mozné, ze pre niektoré data tento program nebude fungovat

spravne, resp. bude potrebna mala tprava programu.

3.6 Ilustrativny priklad

Na zjednoduSenom priklade pomocou pseudokédu vysvetlime fungovanie programu.
Nech sekvencia S=ATGGTCGGGTGCTAG ATGCAAGTCCTGTGA ATGGAGC-
TAGTATAA je gendémova sekvencia kvasinky, ktort chceme analyzovat GC3 metddou,
v ktorej pouzijeme velkost okna 2 gény a z analyzy vylu¢ime kodon CTG. Sekvencia
je ulozena v subore data.fasta a anotacia v data.gff.

Program (Obr. 3.4) pomocou gffread vyberie nukleotidové sekvencie ORF z .fasta
siboru. V dalsej podmienke program overi, ¢i tato sekvencia naozaj zodpovedd ORF
a overi jeho dlzku.

V druhom for-cykle program iteruje cez jednotlivé kodény a overi, ¢i sa nenaché-
dzaji medzi vyluc¢enymi kodénmi. Ak sa nenachadza, overi, ¢i tento kodén konci na G

alebo C. Po preiterovani vSetkych kodénov v jednom ORF si program vo vyslednom
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orfs = gffread vyber ORF v tejto sekvencii
for orf in geny:
if orf zodpoveda definicii ORF:
for kodony in orf:
if nie je vyluceny kodon:
pocet celkovy+=1
if je na tretej pozicii G alebo C:
pocet gc+=1
dlzky . append (pocet celkovy)
gc.append (pocet _gc)

Obr. 3.4: Pseudokdd dast 1.

poli, v ktorom budi ORF v pévodnom poradi, zapamété celkovy pocet kodénov (bez
vyltcenych kodonov) v ORF a pocet kodonov konéiacich na G alebo C.

V sekvencii S by teda v prvom ORF: ATGGTCGGGTGCTAG zistil, ze zodpoveda
pozadovanej dlzke a podmienkam. Nachadzaju sa tu dva kodény, ktoré vylacime a
vznikne nam sekvencia GTCGGGTGC. Tato sekvencia je dlha 3 kodony a obsahuje 3
kodony konciace na G alebo C. Po analyze vSetkych ORF v sekvencii S by sme ziskali
polia dlzky=|3, 2, 3] a gc=[3, 1, 1].

Pri technike posuvného okna (Obr. 3.5) v prvom kroku for-cyklu program spo-
¢ita celkovy pocet GC3 (premennd okno gc) a celkovy pocet zaratanych kodénov
(premennd okno_ dlzka) prvych okno ORF, pri¢im premenné okno zodpoveda velkosti
zvoleného okna. V dalsich krokoch odéita od okno gc hodnotu, ktora prisliucha prvému
ORF v danom okne. Nasledne pripocita pocet GC3 kodénov nového, este nezarataného
ORF. To isté sa zopakuje pre celkové dlzky kodoénov (okno_ dlzka). Nasledne program
vypocita GC3 v %.

Z nasej sekvencie S by teda vzniklo pole graf gc, kde okno_gc = gc[0] + gc[1], ¢ize
3 + 1. Podobne by sme zistili, ze okno_ dlzka = 5 a teda graf gc[0] = 4/5*¥100% = 80%.
Nésledne od okno_ gec odéitame gef0] a pripocitame gc/2/. Podobne aj pre okno_ dlzka.
graf gc[1] bude teda 40%. Toto st data pripravené na vizualizaciu.

Program (Obr. 3.6) prvom kroku vynasobi v8etky hodnoty v graf gc ¢islom -1,
¢im obréti tieto hodnoty a teda oblasti, ktoré predstavovali pokles teraz predstavuja
narast a opacne. Toto mozeme vyuzit, pretoze pozicia lokdlneho maxima pre obratené
hodnoty GC3 je rovnakd ako pozicia lokdlneho minima pre povodné hodnoty GC3.
Scipy.signal [17] najde tieto pozicie. Potom sa program pozrie na susedné hodnoty v
poli graf gc a porovname ich s hodnotou graf gc/min_index/. Pokial tuto hodnotu
prevysuju o viac ako 15%, prehladavanie zastavime a zapaméitame si indexy tychto
hodnét. V dalsich krokoch je na zaklade nich mozné ziskat pozadované informacie,

napriklad koordinaty génov.
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for i in gc:
if i = 0:
okno gc = sum(gc [: okno—1])
okno dlzka = sum(dlzky [: okno—1])
else:
okno gc = okno_gc — gc|i] + gc|i+okno]
okno dlzka = okno dlzka — dlzky[i] + dlzky[itokno]
indexy .append (okno//2+1)
graf gc3.append(okno gc/okno dlzka=100)

Obr. 3.5: Pseudokdd dast 2.

gc_mnaopak [i * (—=1) for i in graf gc]

min_index
scipy
i = min index

index najvyznamnejsieho lokalneho maxima najdeneho pomocou

i
k = min_ index

while 1 >= 0 and graf gc[i] < graf gc[min index|/100%115:
i—=1

while k < len(graf gc) and graf gclk] < graf gc|[min index]|/100%115:
k+=1

i = itswg//2+1
k = ktswg//2+1

Obr. 3.6: Pseudokdd cast 3.
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Kapitola 4

Vysledky

4.1 Verifikdcia GC3 metody

Na verifikdciu nasej implementéacie GC3 metody sme pouzili gendémové sekvencie kva-
siniek C. lusitaniae, S. stipitis a Y. lipolytica. Cielom bolo porovnat naSe vysledky
so zavermi, ktoré vysli v publikacii Denise Lynchovej a kol. [18]. Udaje o pouzitych

sekvenciach genomov jednotlivych kvasiniek je mozné najst v Prilohe A (5).

4.1.1 Clavispora lusitaniae

Kvasinka C. [usitaniae, ktora bola v minulosti klasifikovana ako Candida lusitaniae,
je haploidna patogénna kvasinka, ma osem jadrovych chromozémov s celkovou dlzkou
genému priblizne 12,11 Mb. Pouziva alternativny geneticky kod a preto sme spolu so
Start- a stop-kodonmi vylucili z analyz GC3 aj kodéon CTG. V databaze RefSeq je
genoémovéa sekvencia kmena C. [usitaniae ATCC 42720, ktory obsahuje 5 936 CDS.
Celkové zastipenie GC v tomto kmeni je 44,5% [20].

Pre konstrukciu GC3 profilov (Obr. 4.1) bola pouzita velkost okna 15 génov. Na
vSetkych chromozémoch je v ziskanych grafoch centromericky lokus velmi dobre vidi-
telny. V grafe je ho mozné identifikovat ako oblast s vyraznym poklesom GC3, teda
najvyraznejsie lokdlne minimum. Najméa na chromozémoch 2, 3 a 4 je ocividné, Ze
centroméra nemusi obsahovat globalne minimum GC3, inak povedané: na chromozo-
moch st oblasti, ktoré maju nizsie zasttipenie GC3 ako centroméra. Aj z tychto profilov
je zrejmé, ze centroméry sa nenachidzaju v strede chromozémov. Zastupenie GC3 v

centromerickych oblastiach na jednotlivych chromozémoch siaha pod 41%.

4.1.2 Scheffersomyces stipitis

Kvasinka S. stipitis, ktora bola v minulosti klasifikovana ako Pichia stipitis, je nepato-

génna kvasinka zndma svojou schopnostou fermentacie xylozy na etanol a iné produkty.
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Obr. 4.1: Analyza distribtcie GC3 pozdlZz chromozémov 1 az 8 kvasinky C. lusitaniae ATCC

42720 a tabulka génov pred a po centromére a ich vonkajsie nukleotidové koordinaty pre

jednotlivé chromozémy.
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Je to haploidné kvasinka a velkost jadrového genému je priblizne 15,44 Mb organizo-
vanych v dsmich chromozomoch a celkovy obsah GC parov je 41,2%. Tiez pouziva
alternativny geneticky kod. Pre analyzu sme pouzili genémovu sekvenciu kmena CBS
6054, ktora obsahuje 7 094 CDS [20].

V grafoch zastupenia GC3 pre tuto kvasinku (Obr. 4.2) je tiez centromericky lokus
dobre viditeIny pre kazdy chromozom. V kazdej centromerickej oblasti kleslo zastupenie
GC3 pod 39%. Do analyzy sme nezapocitavali kodén CTG a bolo pouzité okno s
velkostou 15 génov tak, ako vo vychodiskovej publikacii [18].

4.1.3 Yarrowia lipolytica

Y. lipolytica je haploidna kvasinka a patri medzi nepatogénne kvasinky a pouziva Stan-
dardny geneticky kod. Ako zdroje uhlika moze vyuzivat uhlovodiky a rozne tuky. Jej
jadrovy genom je velky priblizne 20,5 Mb v 8iestich chromozoémoch s celkovym zastu-
penim GC 49%. Genéom z kmenia CLIB89(W29) obsahuje 7 949 CDS [20].

Pri analyze zastipenia GC3 v chromozomoch Y. lipolytica (Obr. 4.3) bolo pouzité
okno 15 génov a z analyzy boli vylacené len Start- a stop-kodony. Centromerické oblast

je na v8etkych chromozémoch velmi dobre viditeIna.

4.1.4 Porovnanie vysledkov

Porovnavanim ziskanych vysledkov s vychodiskovou publikaciou Denise Lynchovej a
kol. (2010) [18] bola overena spravnost nasej implementécie. Ako prva prebehla kontrola
grafickej reprezentacie GC3 profilov (Obr. 4.3 a 4.4). Pre vSetky tri kvasinky boli grafy
velmi podobné. Rozdiely nastali na x-ovej osi v poradovom ¢&isle génu ("gene number")
pri C. lusitaniae a Y. lipolytica. V naSich profiloch je x-ovéa os priblizne o 200 génov
dlhsia. Napriklad pre Y. lipolytica chromozém 1 nas GC3 profil obsahuje priblizne 810
génov zaratanych do analyzy, kym v praci z 2010 [18] ich bolo priblizne 640, avsak tvar
krivky GC3 profilu je porovnatelny. Preto sme namiesto porovnavania poradového ¢isla
génu zobrali do ivahy ID génov pred a po centromerickom lokuse a ich koordinaty.

Nasa predikcia génu pred centromérou a po nej na jednotlivych chromozémoch je
porovnatelna s vysledkami Denise Lynchovej a kol. (2010) [18]. Napriklad na chro-
mozéme 1 C. lusitaniae nami predikovany gény pred centromerickou oblastou a po
nej st CLUG_ 00513 a CLUG _00531. Vo vychodiskovej praci st to CLUG 00511 a
CLUG _00537. Pre chromozém 7 st nasa predikcie CLUG 05412 a CLUG _05429. U
Lynchovej CLUG 05411 a CLUG _05430. Pri ostatnych chromozémoch ako aj sekven-
ciach inych kvainiek je to obdobne.

Koordinéaty génov ohranic¢ujtcich centromericky lokus predikovany nasou implemen-
taciou GC3 pri chromozéme 1 S. stipitis vysiel 2 221 833 a 2 375 948. Vo vychodiskovej
praci [18] predikovali tuto oblast medzi 2 230 753 a 2 332 231. Pre chromozom 3 nam
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Obr. 4.2: Analyza distribtcie GC3 pozdiz chromozoémov 1 az 8 kvasinky S. stipitis CBS 6054

a tabul'ka génov pred a po centromére a ich vonkajsie nukleotidové koordinaty pre jednotlivé

chromozoémy.
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(a) chromozom A (b) chromozom B (c) chromozém C
(d) chromozém D (e) chromozém E (f) chromozom F

chromozém gén pred centromérou pozicia gén za centromérou pozicia

A YALI1 A09165g 915946 YALI1 A10254g 1025387

B YALI1 B06735g 673492 YALI1 BO07675g 767522

C YALI1T C20901g 2088817  YALI1 (C22556g 2256103

D YALI1 D18845¢g 1884552  YALI1 D19365g 1939961

E YALI1 E17786g 1778583  YALI1 EI18854g 1887168

F YALI1 F16218g 1621421  YALI1 F16366g 1636624

(e)
(f)

Obr. 4.3: Analyza distribacie GC3 pozdlz chromozéomov A az F kvasinky Y. lipolytica

CLIB89(W29) a tabulka génov pred a po centromére a ich vonkajsie nukleotidové koordi-

néaty pre jednotlivé chromozoémy.
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Obr. 4.4: Analyza distribicie GC3 pozdlz chromozomov 1 az 3 kvasinky Y. lipolytica v préaci
D. Lynchovej a kol. (2010) [18].
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vysla predikcia centromerickej oblasti medzi 1 378 361 a 1 486 160. Vo vychodiskovej
praci medzi 1 399 674 a 1 477 779, ¢o su porovnatelné vysledky. Podobne to plati aj
pre ostatné chromozomy.

Na zaklade tychto udajov sa da potvrdit spravnost nasej implementacie, napriek
drobnym nezrovnalostiam. Je mozné, ze urc¢ité vykyvy st sposobené aj zmenou v dé-
tach, teda v samotnej sekvencii alebo v anotacii, ktoré boli v databézach od roku 2010

aktualizované.

4.2 Optimalizacia parametrov

N vysledky vypoctov vplyva viacero parametrov. Na priklade C.lusitanie sme ski-
mali vplyv velkosti zvoleného okna a vyluc¢enia kodonov ATG a CTG. Kvasinku C.
lusitaniae sme zvolili pre najjednozna¢nejsie viditeIné centromerické oblasti, vyuziva-
nie alternativneho genetického kodu a vysoké vykyvy zastupenia GC3 pozdlz celych

chromozoémov, ktoré rozne vplyvy parametrov vyborne podéiarkuju.

4.2.1 Velkost okna

Tento parameter ma vplyv ako na graficky vysledok, tak aj na vypocet pozicie cen-
troméry. Pri aplikicii kodu z tejto prace ma pouzivatel moznost nastavit velkost okna
manualne uvedenim poc¢tu génov v jednom okne alebo automaticky zadanim c¢isla -1.
Nasledne program na zéklade velkosti chromozomu vypocita primerani velkost okna.
Pre vel'ké chromozémy si prirodzene vhodnejsie véicsie okna ako pre malé chromozémy.

Na grafoch s velkostou okna 5 génov (Obr. 4.5) je oblast centroméry viditelna,
no nie je tak zretelna, pretoze grafy obsahuja vela Sumu, ktory je sposobeny velkym
mnozstvom tudajov. Vtedy je vhodné zmensit citlivost a teda zvacsit velkost okna.
V porovnani s primeranou velkostou okna 15 génov (Obr. 4.1) sa objavilo viacero
vyraznejsich lokalnych GC3 poklesov (napriklad v okoli génu 870 na chromozome 2),
ktoré sa vsak nedaji povazovat za centromerickii oblast. Vypocitany centromericky
lokus s pouzitim vel'kosti okna 5 génov sa prekryva s predikciou tejto oblasti s velkostou
okna 15 génov, no tato oblast je ovela mensia.

Naopak v pripade GC3 profilov s velkostou okna 50 génov (Obr. 4.6) je Sum ovela
mensi, no tentokrat je to na ukor presnosti. Oblast centroméry je stale viditelna, no
vizualne zasahuje vicsiu oblast. Tieto oblasti sa sice v chromozéme 1 a 3 prekryvajiu
s oblastami predikovanymi pomocou okna s velkostou 15 génov, no na chromozome 2
algoritmus predikoval centroméru do miesta, ktora sa s pévodnou predikciou nestretava.
V porovnani s GC3 profilmi s velkostou okna 15 génov (Obr. 4.1) nie je mozné vidiet
detaily zmien zastupeni GC3 pozdlz chromozému. Velmi vyrazné si zmeny vramci

y-ovej stiradnice. Napriklad na chromozéme 1 na Obr. 4.1 je zastipenie GC3 v oblasti
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Obr. 4.5: Graficki reprezentacia GC3 profilu pre chromozomy 1, 2 a 3 C. lusitaniae pri

pouZiti okna o velkosti 5 génov s krokom o jeden gén.
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Obr. 4.6: Grafickid reprezentacia GC3 profilu pre chromozémy 1, 2 a 3 C. lusitaniae pri

pouZiti okna o velkosti 50 génov s krokom o jeden gén.

centroméry priblizne 37,5%, pri okne s velkostou 50 génov je to priblizne 44%.

Preto prikladame nas navrh (Obr. 4.7), ktory na zéklade velkosti chromozému uréi
vhodnu velkost okna. Pre chromozomy kratSie ako 1 mil. nukleotidov bude velkost
okna 10 génov, pre chromozomy vicsie ako 1 mil. a mensie ako 2,5 mil. zvoli velkost
15 nukleotidov. Ak velkost lezi v intervale (2,5 mil., 4 mil.) uréi velkost okna 25 génov
a pre chromozomy véacsie ako 3 mil. génov bude velkost okna 35 génov.

Vidime, Ze aj pre chromozomy vacsie (chromozom 1), aj pre stredné (chromozom 5)
a aj pre mensie (chromozoém 7) je velkost okna primerané. Program pri tomto nastaveni
vytvori grafy, ktoré su dobre ¢itatelné a zaroven presnost je dostato¢ne vysoké, ¢o sme
overili aj vypoctom.

Program pre chromozoém 3 program zvolil okno 15 génov, tak ako v pévodnej analyze
(Obr. 4.1), takze aj vypocet koordinat vysiel rovnaky. Pre chromozomy 6 a 7 bolo
zvolené okno s velkostou 10 génov, pretoze velkost tychto chromozomov je mensia.
Presnost vypoc¢tu to ovplyvnilo len minimélne. Podobné vysledky vysli aj pri analyzach
gendémovych sekvencii inych druhov kvasiniek.

Velkost okna je teda jeden z faktorov, ktory mé vplyv na vyobrazenie zastupenia

GC3 aj na predikciu centromerickej oblasti.
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Obr. 4.7: Grafickéd reprezentacia GC3 profilu pre chromozoémy 3 a 7 C. lusitaniae pri pouziti

variabilnej velkosti okna.

4.2.2 Vylacenie kodénov ATG a CTG

Ako sme uz spomenuli, pri kodénoch ATG a CTG odpadé moznost variability. Preto
bol kodén ATG spolu so stop-kodénmi vylaceny pri analyze vSetkych druhov kvasi-
niek. Kodén CTG bol z analyzy vyliuceny pri kvasinkach, ktoré pouzivaju alternativny

geneticky kod.

Nasledujuce grafy prislachajace chromozoému 8 kvasinky C. lusitaniae (Obr. 4.8)
ukazuji zmeny spoésobené kodéonom ATG a CTG. Vo vSetkych troch grafoch st ¢iernou
farbou profily GC3 povodnej analyzy (Obr. 4.1), pri ktorych st vylic¢ené stop-kodony,
start-kodon ATG aj kodon pre serin CTG. Na chromozéme 8 st zmeny tohto parametra
najlepsie viditelné. Celkovy pocet kodonov zaratanych do analyzy na chromozome 8
je 154 931.

Na prvom grafe je ¢ervenou farbou zobrazeny profil GC3 s vylac¢enym koddénom
CTG, no zaratanym ATG. V tomto pripade je viditeIny vyraznejsi rozdiel opéat sme-
rom k vysSiemu zastupeniu GC3, kvoli guaninu na tretej pozicii kodonu ATG pre
metionin. Vyraznejsia zmena je sposobend vacsim poc¢tom kodéonu ATG ako kodénu
CTG v génoch C. lusitaniae na chromozéme 8 takmer dvojnasobne. Pocet kodénov
ATG je 2 936.

Na druhom grafe je modrou farbou je naznaceny GC3 bez vylucenia CTG kodoénu.
Ked7e na tretej pozicii tohto kodonu je guanin, hodnoty na y-osi sa vynechanim CTG
z analyzy mierne znizili, avSak pozicia centroméry ostava bezo zmeny, ¢o sme si overili

aj numericky. Pocet kodénov CTG je na tomto chromozome 1 598.

Treti graf je vyobrazenim zasttipenia GC3 pdvodnej analyzy v porovnani s GC3
profilom zelenou farbou, v ktorom sa do analyzy zapocitava aj ATG aj CTG. Prirodzene
je tu rozdiel najvyraznejsi, avsak na samotnu predikciu pozicie centroméry nemé velky

vplyv. Meni sa len hodnota GC3.
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Obr. 4.8: GC3 profily pre chromozéom 8 C. lusitaniae s viditelnym rozdielom pri vylaceni

kodonov ATG alebo/a CTG z analyzy.
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4.3 Aplikidcia GC3 metody na d'alSsie genomy kvasi-

niek

4.3.1 Candida auris

C. auris patri do ¢elade Metschnikowiaceae. Velkost jadrového genomu C. auris z
kmena B11220 je 12,25 Mb, je usporiadany v 7 chromozémoch, obsahuje 5 327 CDS a
celkové zastupenie GC je 45,2%. Pouziva alternativny geneticky kod [20].

Na grafoch zastupenia GC3 pre jednotlivé chromozomy C. auris (Obr. 4.9) je vizu-
alna predikcia centromerického lokusu pomerne jednoducho uskuto¢nitelna. Na chro-
mozéme 6 vidime dve oblasti s vyraznym poklesom, kde moze ist o centroméru a
neocentroméru. Na vSetkych chromozémoch siaha hodnota GC3 v oblasti s najvyraz-

nej$im lokalnym minimom pod 42%. Analyza prebehla s velkostou okna 15 génov.

4.3.2 Candida metapsilosis

C. metapsilosis z ¢elade Debaryomycetaceae méa genom velky 13,09 Mb, obsahuje 5 726
protein-kodujuacich génov a celkové zastipenie GC je 38,1%. Pouziva alternativny gene-
ticky kod. Pre tito kvasinku z kmena BP57 mame dostupné déta, ktoré su spracované
na uroven scaffolds, ktorych je 9 [20].

Na niektorych GC3 profiloch (Obr. 4.10) je pokles v zasttipeni GC3 viditelny. Ob-
zv1ast pre scaffoldy 4 a 7, pokles bol velmi vyrazny. Na scaffolds 1 a 2 su frekventované
vysoké vykyvy GC3, ¢o stazuje identifikiciu centromerickej oblasti. Ciastocnym riese-
nim by mohlo byt pouzitie va¢sieho okna. Dva scaffoldy tu neuvadzame, pretoze ich
vel'kost bola oproti ostatnym prili§ malé a teda sa v nich centromerické oblast nachadza

s malou pravdepodobnostou. Pre analyzu bolo pouzité okno s velkostou 15 génov.

4.3.3 Candida orthopsilosis

C. orthopsilosis z ¢elade Debaryomycetaceae méa hybridny genom. Velkost genému tejto
kvasinky je 12,66 Mb organizovanych v ésmich chromozémoch. Geném C. orthopsilosis
kmena Co 90-125 obsahuje 5 678 CDS, pricom pouziva alternativny geneticky kod.
Celkové zastipenie GC v jadrovom genome je 37,5% [20].

GC3 profily chromozémov C. orthopsilosis (Obr. 4.11) st velmi odligné. Na niekto-
rych je oblast centroméry jednoznac¢ne viditelna (napriklad chromozom C, D, F alebo
H) a na niektorych su viacero oblasti s vyraznym poklesom GC3 (napriklad chromozém
B alebo G). Na chromozéme G zasttpenie GC3 sa po celej dlzke vel'mi rychlo a vyrazne
meni a preto je tazké z grafu jednoznac¢ne urcit centromericky lokus. Pre analyzu bolo

pouzité okno s velkostou 15 génov.
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Obr. 4.9: Analyza distribiicie GC3 pozdlz chromozémov 1 az 8 pre C. auris B11220 a tabulka

génov pred a po centromére a ich vonkajsich koordinat pre jednotlivé chromozoémy.
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Obr. 4.10: Analyza distribicie GC3 pozdiz chromozémov 1 az 8 pre C. metapsilosis BP57 a

tabulka génov pred a po centromeére a ich vonkajsich koordinéat pre jednotlivé scaffolds.
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Obr. 4.11: Analyza distribtucie GC3 pozdlz chromozémov A az F pre C. orthopsilosis Co

90-125 a tabulka génov pred a po centromére a ich vonkajsich koordinat pre jednotlivé chro-

mozomy.
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4.3.4 Candida parapsilosis

Kvasinka C. parapsilosis patri medzi patogénne kvasinky z ¢elade Saccharomyceta-
ceae. Je haploidna, gen6m mé organizovany v 6smich chromozoéomoch a jeho velkost
je priblizne 13 Mb. Zastipenie GC je 38.5% a obsahuje 5 837 CDS. Data st z kmena
CAJEJEO1. Tato kvasinka pouziva alternativny geneticky kod [20)].

Na GC3 profiloch preC. parapsilosis (Obr. 4.12) je na va¢Sine chromozémoch mozné
s lahkostou predikovat centromericky lokus. Na chromozémoch 4, 6 a 7 su tieto oblasti
menej vyrazné. Pozdlz celych chromozémov st vykyvy v zastipeni GC3 velmi velké.
Na chromozome 5 vidime v tesnej blizkosti dve oblasti s vyraznym poklesom v GC3.
Algoritmus predikoval teda centroméru do vécsej oblasti ako na ostatnych chromozoé-
moch a tym zahrnul obe vyrazné lokdlne minimé. Pre analyzu bolo pouzité okno s

velkostou 15 génov.

4.3.5 Candida verbasc?

C. verbasci je nepatogénny druh kvasinky, ktory patri do ¢elade Debaryomycetaceae.
Poziva alternativny geneticky kod. Velkost jej genomu je 12,17 Mb, je usporiadany
v siedmich chromozémoch. Pre analyzu bola pouzitd C. verbasci kmena CBS 12699,
ktora obsahuje 5 313 protein-kodujacich génov a celkové zastupenie GC je 28% [20].
V analyze genémovej sekvencie tejto kvasinky (Obr. 4.13) je pomerne tazké identi-
fikovat centromericky lokus na vSetkych chromozémoch, ¢o moéze zodpovedat zisteniam
Denise Lynchovej a kol. (2010) [18], ze GC3 metdda nie je univerzéalne aplikovatelna.
Nasou hypotézou je, ze to mdze byt spdsobené aj extrémne nizkym celkovym zastupe-

nim GC.

4.3.6 Saprochaete ingens

S. ingens je nepatogénna kvasinka z ¢elade Dipodascaceae z rodu Magnusiomyces.
Pouziva standardny geneticky kod. Velkost jej gendému je 21,2 Mb a je organizovany v
piatich chromozémoch. Kvasinka S. ingens kmena CBS 517.90 obsahuje 6 475 CDS a
zastupenie GC je 36,5% [20].

Na grafoch zasttpenia GC3 pre S. ingens (Obr. 4.14) je centromericka oblast dobre
viditelna pre chromozém 2. Na kazdom chromozoéme kleslo najvyraznejsie lokalne mi-
nimum pod 29%, kym zastipenie GC3 sa v ostatnych oblastiach chromozémov po-
hybovalo okolo 35-40%. Na chromozoéme 3 je viditelnych viacero oblasti s vyraznym
poklesom GC3. Na chromozémoch 4 a 5 nie je centromericka oblast az taka vyrazna.
Pre vypocty bolo pouzité okno s velkostou 15 génov.

Na tejto kvasinke je mozné podporit argumenty o vplyve velkosti zvoleného okna.

Pri pouziti okna 30 génov sa grafy (Obr. 4.15) zmenili a algoritmus predikoval centro-
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Obr. 4.12: Analyza distribicie GC3 pozdlz chromozomov 1 az 8 pre C. parapsilosis CA-

JEJEO1 a tabulka génov pred a po centromére pre jednotlivé chromozomy
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Obr. 4.13: Analyza distribtcie GC3 pozdlz chromozémov 1 az 7 pre C. verbasci CBS 12699

a tabulka génov pred a po centromeére a ich vonkajsich koordinét pre jednotlivé chromozomy.
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Obr. 4.14: Analyza distribacie GC3 pozdlz chromozémov 1 az 5 pre S. ingens CBS 517.90

a tabulka génov pred a po centromére a ich vonkajsich koordinét pre jednotlivé chromozomy.
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Obr. 4.15: Analyza distribicie GC3 pozdlz chromozémov 2 a 3 pre S. ingens CBS 517.90 s

pouzitim velkosti okna 30 génov.

méru na chromozémoch 2 a 3 do inych oblasti ako pri pouziti okna 15 génov.

4.3.7 Schizosaccharomyces pombe

S. pombe je haploidné kvasinka patriaca do ¢elade Schizosaccharomycetaceae s troma
chromozémami. Velkost genému tejto kvasinky z kmena 972h- je 12,6 Mb, pricom
obsahuje 5 131 protein-kodujuceich génov a celkové zastupenie GC je 36% [20].

Ako mozeme z GC3 profilov S. pombe (Obr. 4.16) vidiet, tato kvasinka ma chromo-
zOomy pomerne velké, preto pre analyzu bolo pouZité okno s velkostou 20 génov. Ani
na jednom chromozoéme nie je nie je predikovana oblast velmi vyrazna, ¢o tieZ pod-
poruje hypotézu z vychodiskovej studie [18]. Tiez vidime, Ze nas algoritmus predikoval

centromericky lokus do vacsej oblasti ako pri ostatnych kvasinkach.
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Obr. 4.16: Analyza distribicie GC3 pozdiz chromozomov 1 az 5 pre S. pombe 972h- a tabulka

génov pred a po centromére a ich vonkajsich koordinat pre jednotlivé chromozoémy.
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Identifikacia centromerickych lokusov na zaklade nukleotidového zastiipenia v genémo-
vych sekvenciach kvasiniek ma mnoho vyhod. Po porovnani predikcii centromerického
lokusu metodou GC3 s experimentalnymi zisteniami mézeme tito metodu povazovat za
perspektivnu. V prvom rade ide o ¢iste bioinformaticki analyzu, ktora moéze predcha-
dzat experimentalnym analyzam a tym vyrazne ulah¢it a urychlit hladanie centromér

v chromozoémoch.

7 nasho pohladu je dalsou velkou vyhodou tejto metdédy moznost grafickej repre-
zenticie. Na GC3 profiloch je mozné predikovat centromericky lokus a rozpoznat rozne
iné charakteristiky chromozémov, ako napriklad extrémne nizke alebo vysoké zastu-
penie GC3 pozdlz celého chromozému, variabilita, vykyvy a rychlost zmien zasttpeni
GC3 a tiez mozeme predikovat kryptické sekvencie, ktoré médzu potencionédlne repre-

zentovat novo-vznikajice centroméry.

Taktiez su v analyze vyuZivané rozne parametre, ktoré sa variabilné a pouzivatel
si ich moze upravit podla vlastnych vyskumnych cielov.

Pozoruhodnou hypotézou vyplyvajicou z vysledkov analyzy viacerych chromozo-
mov C. parapsilosis a napriklad aj chromozéomu 6 C. auris st viaceré oblasti s vyrazne
nizkym zastupenim GC3 na profiloch. NaSou hypotézou je, Ze niektoré z nich si kryp-
tické, resp. novo-vznikajtce centroméry, ktoré by mohli nahradit pévodnt centroméru,

¢o by mohlo byt predmetom dalsieho vyskumu.

7 mnasich vysledkov mozeme povedat, Ze najlepsie viditelné centromerické oblasti
sa nachadzaja v gendémovych sekvencidch kvasiniek C. lusitaniae a C. auris. V oboch
je pokles GC3 velmi vyrazny. Z toho vyplyva hypotéza, ze GC3 metdéda by mohla
fungovat aj pre dalsie druhy kvasiniek z ¢elade Metschnikowiaceae.

Nevyhodou tejto metody je, Ze nie je aplikovatelna univerzalne. Presny dovod zatial
nie je znamy. Denise Lynchova a kol. (2010) [18] na C. albicans a C. dubliniensis tieZ
potvrdili, Ze GC3 metdda nie je pouzitelna pre gendémové sekvencie v8etkych druhov

kvasiniek. V tejto praci predpokladédme, Ze pre kvasinky s prilis nizkym zastupenim

45
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GC (pod 30%) tato metdda nefunguje. Nasou dalsou hypotézou je, ze aplikovatel nost
GC3 metody sa netyka roznych druhov kvasiniek, ale samotnych chromozémov. Téato
hypotéza vychadza z analyz GC3 profilov C. metapsilosis a C.parapsilosis, kde sme mali
moznost vidiet, Ze na niektorych grafoch bol centromericky lokus identifikovatelny, na
inych nie.

Dalsim délezitym predpokladom pre funkénost GC3 met6dy st dobre spracované
data. Sekvencie vo FASTA forméte musia byt poskladané na celé chromozoémy. V opac-
nom pripade je tazké identifikovat centroméricku oblast. Znamenalo by to, Ze v nie-
ktorych GC3 profiloch by nebolo mozné oznacit najvyraznejsie lokdlne minimum ako
centromericky lokus.

Celkovo vieme genoémové sekvencie rozdelit do troch skupin. V prvej (pre ktoru
tato metoda moze fungovat) si genomové sekvencie poskladané na celé chromozomy.
V druhej sa nachadzaju vysoko suvislé sekvencie, no nie vsetky su poskladané na celé
chromozomy. Tretia skupina pozostava z vysoko fragmentovanych sekvencii, ktoré nie
st pre GC3 metdédu vhodné. Prikladom druhej kategorie moze byt kvasinka Lodderomy-
ces elongisporus z ¢elade Debaryomycetaceae, ktorej genémovéa sekvencia je poskladané
na 11 kontigov.

Pre ilustraciu prikladame tri GC3 profily kontigov L. elongisporus (Obr. 5.1). Prvy
kontig prevdepodobne pokryva ¢ast chromozému, v ktorej sa nachédza centromericka
oblast, ktora je dobre viditeIna a pokles GC3 je velmi vyrazny. Vyplyva z toho hypo-
téza, ze pre L. elongisporus by mohla GC3 metoda fungovat velmi dobre. Z druhého
kontigu nie je jasné, ¢i sa tam centromericka oblast nachadza. Treti kontig je prilis

kratky - cca 150 génov, ¢o pre analyzu nie st pouZitelné data.
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Obr. 5.1: Analyza distribiicie GC3 troch kontigov genému kvasinky L.elongisporus.

Vramci detailnejsej analyzy centromerickych lokusov je mozné bioinformatickymi
nastrojmi podlozit predikcie centromér ziskané GC3 metdédou. Jednou z moznosti je
hl'adanie repeticii, ktoré su pre centromerické oblasti typické. Prikladom vystupu tejto
analyzy by mohol byt tzv. dotplot.

Pre ilustraciu prikladame dotplot (Obr. 5.2) centromerického lokusu predikovaného
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pomocou GC3 metody v gendmovej sekvencii kvasinky S. ingens. Nukleotidovi sekven-
ciu sme z .fasta siboru vybrali pomocou samtools [16]. Dotplot bol zhotoveny pomocou
on-line nastroja EMBOSS [13]. Na x-ovej aj y-ovej je centromericky lokus toho istého
chromozomu. Pomocou dotplotu je mozné urcit dlhSie repetitivne oblasti, ktoré su
znazorné suvislymi ¢iarami.
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Obr. 5.2: Dotplot centromerickej sekvencie chromozoému 2 pre S. ingens [13].

Dalsou moznostou je hladanie retrotranspozonov v sekvenciach v blizkosti centro-
mér. Expresia v centromerickych oblastiach byva potlacena a preto sa u niektorych
kvasiniek retrotranspozony vyskytuju v centromerickych lokusoch [22].

Zaujimavym experimentom by bolo porovnanie sekvencie a pozicie predikovanych
centromerickych oblasti medzi roznymi pribuznymi druhmi kvasiniek. Na zéklade tychto
analyz by sme mohli zistit, nakolko st tieto oblasti medzi druhmi konzervované a akym
sposobom sa centromerické lokusy v evolucii vyvijali.

Predpokladame, ze GC3 metoéda by bola aplikovatelna aj na genémové sekvencie

inych eukaryotickych organizmov.
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GC3 metoda predikuje centroméricku oblast jednotlivych chromozémov na zéklade
nukleotidového zastupenia v roznych druhoch kvasiniek. Prvym cielom tejto prace
bola implementécia GC3 metédy a overenie jej funkénosti. Na kvasinkdch C. lusita-
niae, S. stipitis a Y. lipolytica, pre ktoré uz centromericka oblast bola predikovana a
experimentalne overena [5], sme ukézali funkénost nasej implementécie.

V druhej ¢asti prace sme sa venovali optimalizacii jednotlivych parametrov. Ukazali
sme, Ze velkost okna vyrazne vplyva na presnost GC3 metody. Prili§ malé okno sposobi
v GC3 profiloch $um, ktory stazuje identifikdciu centromerického lokusu, kym privelké
okno mapuje centromericky lokus na prilis velka alebo dokonca odlisnu oblast chro-
mozomu a tym znizuje presnost vypoctu. Zaroven sme zistili, Ze vylucenie niektorych
kodénov ma vplyv na zastipenie GC3, no presnost predikcie centromerického lokusu
bola zasiahnuté len minimalne. V. GC3 profiloch bol viditelny posun krivky smerom
nahor pozdlz y-osi.

V tretej Casti prace sme uviedli vysledky aplikacie nasej implementacie GC3 me-
tody na genomové sekvencie kvasiniek, pre ktoré este centromericka oblast nebola pre-
dikovana. V GC3 profiloch chromozémov niektorych kvasiniek, napriklad C. auris, je
centromericky lokus dobre viditeIny, no pre iné kvasinky, napriklad S. pombe je cen-
tromerickéa oblast velmi tazko identifikovatelna. Tym sme ukazali, ze GC3 metoda nie
je univerzalne aplikovatelna na genoémové sekvencie vSetkych druhov kvasiniek. Moze
to byt sposobené extrémne nizkym zastipenim GC pozdlz chromozémov alebo nestan-
dardnou rekombinéciou v danom druhu kvasiniek.

Limitéciou tejto metddy je tiez kvalita gendomovej sekvencie a anotacia. Gendémova
sekvencia musi byt vysoko suvisld, pretoze pri fragmentovanych genémovych sekven-

ciach je velmi tazké urcit centroméricka oblast.
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Priloha A: tidaje o pouzitych datach

druh kvasinky ¢islo assembly databaza  datum
Candida auris ASM301371v2  RefSeq  10/2019
Candida lusitaniae ASM383v1 RefSeq  7/2009
Candida metapsilosis BP57 RefSeq  4/2021
Candida orthopsilosis ASM31587vl  RefSeq  4/2012
Candida parapsilosis CAJEJEO1  GenBank 10/2021
Candida verbasct canVerA GenBank 12/2022
Saprochaete ingens saplngB RefSeq  9/2019

Scheffersomyces stipitis ASM20916v1 RefSeq  3/2007
Schizosaccharomyces pombe ASM294v2 RefSeq 7/2022
Yarrowia lipolytica ASM176148vl GenBank 10/2016
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