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Abstrakt

Bakalafska prace se =zabyva problematikou pozitivni a negativni selekce
mitochondrialniho genomu. Prace je rozd€lena na dvé Casti. Prvni €ast se vénuje teorii a
vysvétleni zédkladnich pojmt, konkrétné popisuje mitochondrialni genom, nukleotidové
mutace, pozitivni a negativni selekci a v neposledni fadé evolu¢ni modely. Druha ¢ast je
zaméfena na praktické zpracovani mitochondridlni DNA a vytvofeni funkci v
programovacim prostfedi R. Diraz je kladen pfedev§im na zarovnani sekvenci geni a
hledani substituci. Ziskané vysledky jsou nasledné porovnavany s vystupy z programi
PAML a KaKs Calculator.

Kli¢ova slova

DNA, evolu¢ni modely, genom, mitochondrie, negativni selekce, PAML, positivni
selekce, R Studio

Abstract

The bachelor thesis engages with problematics of positive and negative selection of
mitochondrial genome. Thesis is divided into two parts. First part grapples with theory
and explanation of fundamental definitions, in particular understates mitochondrial
genome, nucleotide mutation, positive and negative selection and furthermore evolution
models. Second part focuses on processing mitochondrial DNA practically and on
establishing functions in programming environment R. The emphasis is foremost on gene
sequencing alignment and exploring substitutions. Consequently, obtained outcomes are
contrasted with PAML and KaKs Calculator programme outcomes.
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1. Uvod

Mitochondrie jsou organely endosymbiotického pivodu. Ditkazem je pfitomnost
vlastni dvojité fosfolipidové membrany, a pfedevSim vlastni mitochondridlni DNA
podobajici se DNA bakteriim. Vlastni DNA zarucuje mitochondriim caste¢nou
autonomii. Dédi¢nost mtDNA je pievazné matroklinni, mitochondrialni genom ziskava
potomstvo vyhradné od matky. DNA mitochondrii je vyuzivana pro analyzu evolu¢ni
piibuznosti, protoze nepodléha rekombinacim DNA pii pohlavnim rozmnoZovani.

Mutace jsou dédicné zmény genotypu organismu. Dochdzi k nim zcela ndhodné,
vétSina je opravena reparacnimi systémy buiiky. Plsobenim mutagenti se Sance vzniku
mutace zvysuje. Disledkem mutaci je variabilita genetické informace jedincii ptislusicich
stejnému druhu, jinymi slovy, mutace pfispivaji ke genetické diverzité¢ a jsou hlavni
pri¢inou evoluce. Bodové mutace lze rozdélit na synonymni, nesynonymni a nesmysiné.
Produktem synonymni substituce je protein shodny s plivodnim proteinem, jeho funkce
se neméni. Evoluénim motorem jsou pfevazné mutace nesynonymni, ménici funkei
vysledného proteinu. Zmény funkce mohou byt latentni ¢i prospéSné. Distribuce genti
Vv populaci neboli tzv. selekce, miize byt pozitivni ¢i negativni. Pozitivni selekci se do
populace dostdvaji prospé$né geny, naopak negativni selekce napomahd vymizeni
Skodlivych gent.

Evoluéni modely se pouZivaji v genetice pro definovani evolu¢ni vzdalenosti
nukleotidovych ¢i proteinovych sekvenci. Komplexnost vypoctu vzniklych substituci se
1181 model od modelu. Nejjednodussim vypoctem evoluéni vzdalenosti je proporcionalni
vzdélenost sekvenci. Nejjednodussim substituénim modelem je model Jukes-Cantor.
Felsensteiniv model nebo Maximum likelihood. Evoluéni modely jsou zahrnuty i
Vv programech jako je napfiklad KaKs calculator, nebo PAML, ktery je vyuzit pro
porovnani vysledkl v této bakalatské praci.

Bakalafska prace se vénuje analyze sekvenci mitochondridlni DNA ziskané
z databaze NCBI a hleda piitomnosti synonymnich a nesynonymnich mutaci a hodnoty
jejich pomérii. Vysledky jsou ziskdvany také evoluénimi modely. Vypocty jsou
realizovany vytvofenymi funkcemi v programovém prostiedi R. Cilem bakalaiské prace
je zjistit pritomnost pozitivni nebo negativni selekce. Pro porovnani je vyuzito vystupi
z programu PAML.



2. Mitochondrie

Mitochondrie je membranova bunécnd organela, ma kulovity vlaknity nebo

Vnittni membrana
Vnéjsi membrana

Obr. 1: Schéma mitochondrie, pfevzato z [15]

valcovity tvar a svymi rozméry piipomina bakterie. Naléza se v eukaryotickych buikach
Vv cytoplazmé. Jeji hlavni funkci je produkce adenosintrifosfatu (ATP), ktery slouzi jako
zdroj energie pro organismus. ATP je tvofeno procesem oxidativni fosforylace. Timto se
mitochondrie stava nepostradatelnou, protoze tvoii vétSinu energie pro buniky. Zastoupeni
mitochondrii je v riznych tkanich odlisné. Nejvice je jich obsazeno v buiikach
S intenzivnim metabolismem, jako jsou svaly, neurony, anebo vV jaterni tkani.
Mitochondrie se sklad4 ze dvou membran. Vnéj$i membrana je hladkd, zatimco vnitini
membrana vytvaii zahyby, kristy, do mitochondrie. Prostor v mitochondrii je
membranami rozdélen na dva oddily, vnéjsi a vnitini (matrix). Enzymy spjaté s respiraci
jsou zabudovany do vnitini mitochondridlni membrany. Mitochondrie se reprodukuji
pricnym délenim, podobné jako se rozmnozuji bakterie a také respiracni procesy jsou
podobné procesiim volné Zijicim aerobnim bakteriim.

Mezi obratlovci, rostlinami, houbami a dalSimi se mitochondriadlni genom 1isi
napiiklad poctem kodovanych gent, délkou fetézce mitochondrialni DNA (mtDNA) nebo
také expresi gend. Mitochondrialni DNA Reclinomonas americana obsahuje 97 riiznych
gent kodujici proteiny oproti tomu mtDNA Plasmodium falciparum ma tyto geny pouze
3. U zvirat a ¢lovéka je mitochondrie fizena svymi vlastnimi geny a geny z jadra bunky.
I pfes tyto odlisnosti zistava syntéza proteinll nezménéna, [1, 14].

Geny zakddované v mtDNA se podili na translaci, oxidativni fosforylaci, pfi

transportu elektronti a na mimojederné dédicnosti.



2.1. Mitochondrialni genom

VétSina genetické informace buniky se naléza v jadre, a proto ji nazyvame jaderna
DNA. V roce 1949 byla objeveno, ze mitochondrie maji svou vlastni DNA (mtDNA),
jedna se tedy o jedinou organelu, krom¢ jadra, kterd obsahuje vlastni genetickou
informaci v savéich bunkach. Mitochondrialni DNA je cirkularni dvou fetézcova
molekula. Stejné jako jiné DNA skladd se z nukleotidi adeninu (A), guaninu (G),
cytosinu (C) a thyminu (T). V ribonukleové kyseliné (RNA) je thymin nahrazen uracilem
(U). V jedné organele je vice kopii mtDNA. U vétSiny zvifat a u ¢lovéka ma genom
mitochondrie okolo 16 kb. Vyrazné vétsi genom maji zastupci kvasinek (60 kb), anebo
rostlin (200 kb a vice). Takto dlouhé sekvence z velké casti obsahuji nekodujici useky
tzv. introny. VSechny ribosomdlni RNA (rRNA) a vétSina transferovych RNA,
pottebnych k translaci mitochondridlniho genomu, jsou zakédovany v mitochondridlnim
genomu. Zbytek proteinli obsazenych v mitochondrii je zakédovan v genech jadra buriky.
Tyto informace se do jadra pravdépodobné pienesly z predka soucasnych mitochondrii,
[2].

VétSina proteinlt plsobicich v mitochondriich je kodovdna jadernou DNA,
translace probiha v cytoplazmé a nasledné jsou proteiny transportovany do mitochondrie.
V samotné mtDNA je zakodovano dalSich 13 proteinovych struktur, syntéza probihé na
specidlnich mitochondridlnich ribozomech. Tyto proteiny jsou dileZité pro proces
oxidativni fosforylace, navdzi se na komplexy oxidativni fosforylace a dostanou se do
vnitini membrany mitochondrie. Z toho vypliva, ze mitochondrie jsou fizeny jak jadrem,
tak 1 samy sebou. Jinak feCeno podléhaji dudlni genetické kontrole, to z nich déla

semiautonomni organely, [14].
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Obr. 2: Cyklicka mitochondrialni DNA, pfevzato z [7]

V mtDNA je malé mnozstvi kodont, které koduji odlisné aminokyseliny (AK)
v mitochondrialnim genetickém kodu a jiné AK v univerzalnim genetickém kodu. V- jsou
tyto rozdily zndzornény. Naptiklad start kodon mitochondrii neni pouze triplet AUG
(Methionin), ale je pét moznych alternativ. V tabulce jsou znazornény zelenou barvou.
Stejné tak tomu je i u stop kodont. Jsou Ctyii a jsou v tabulce znazornény Cervenou
barvou. Mnoho molekul transferové RNA (tRNA) (u prokaryot i eukaryot) je schopno se
sparovat s vice nez jednim kodonem mediatorové RNA (MRNA), protoze mezi tieti
pozici kodonu a antikodonem tRNA obcas dojde k chybnému parovani. K translaci
univerzalniho genetického kddu je zapottebi minimalné 30 riznych tRNA. Mitochondrie
savcll ma ve své DNA zakddovano pouze 22 rliznych typli tRNA, které nasledné vstupuji
do translace. Z toho vyplyva ze, jedna molekula mitochondrialni tRNA musi byt schopna
precist vSechny kodony, které koéduji stejnou amino kyselinu nebo top kodon, ktery
zpusobi konec translace (napt. GGU, GGC, GGA a GGG koduji stejnou AK (glycin)
nebo UAA, UAG a UGA koduji stop kodon). V néekterych piipadech neni jasné, zda
Kk parovani staci dva nukleotidové pary, nebo je uridin na prvni pozici antikodonu schopny
parovat se vSemi Ctyimi nukleotidy, které jsou na tfeti pozici kodonu.

Diky tomuto jevu je jedna molekula tRNA schopna rozpoznat 4 rizné kodony, [14].



Tab. 1: Odlisnosti genetického kodu a mitochondrialniho genomu obratlovct

1. 2. baze 3.
baze U C A G baze
UUU Ucu UAU UGU U
, e Phe  mUcc s |_UAC ™ e | @ [¢
UUA UCA UAA Stop | UGA | Stop\Trp | A
UuUG UCG UAG Stop | UGG Trp G
cuw| - |ccu CAU | . | cou U
o |ouc ccc |, | CAC C6C | g |C
CUA CCA CAA | | CGA A
CUG ccG CAG CGG G
AUU| | [ACU ARU | TAcU | U
A [AUC ACC | [ AAC AGC C
AUA | lle\iet | ACA AAA | lacA T A
AUG | Met | ACG AAG AGG G
GUU GCU GAU |, | 66U U
GUC GCC GAC GGC C
C Teual V¥ [Gea| ™ [Gaa aly | GCA Cly A
GUG GCG GAG GGG G

V Tab. 1 je zobrazen geneticky kod obratlovet ¢erné, odlisnosti genetického kodu
mitochondrie modfe, start kodony mitochondrii zelené, stop kodony mitochondrii
cervene.
U kvasinek a rostlin se mitochondrialni genom odlisuje vice.

VétsSina mitochondrii ma svij pivod v oocytech, z toho vyplyva, Ze mutace
vV mitochondridlnim genomu (vétSinou jsou $kodlivé) jsou pienaseny z matky na
potomstvo. DNA mitochondrii podléha mutacim castéji nezZ DNA v jadie, mozna je to

Mrwe

nerekombinuji dostate¢né rychle a poskozuji mtDNA. [14]

3. Mutace

Mutace je dédi¢na zména v genotypu organismu. K mutacim dochazi spontanné
(bez vn¢jsiho zasahu), vyskytuji se s nizsi frekvenci, nebo je mozné je vyvolat plisobenim
mutagent, tzv. indukované mutace. Obvykle mutace postihuje pouze malé ¢asti genetické
informace buiiky. Piisobeni mutageni na builkku pifipadné organismus zvySuje Sanci
vyvolani mutace. Mutageny mohou byt biologické, chemické anebo fyzikalni povahy.
Zména genetické informace mize mit za nasledek morfologické, fyziologické a

biochemické zmény v bunce.



Zmény genetické informace zplisobené mutacemi maji za nasledek variabilitu
genomu jedincti jednoho druhu, coz je zdkladni podminkou evoluce. Mutace tedy
zapricinuji genetickou diverzitu a raznorodost genetick¢é informace je hlavnim
»motorem* evoluce a genetické diverzity.

Fyzikalni mutageny pusobi na buiiky ve formé& zareni. Nejvetsi podil zéfeni ma
zéafeni ioniza¢ni a ultrafialové (UV). UV zareni je pohlcovano povrchem organismu,
poskozuje tedy povrchové buinky. Muze byt zdrojem karcinomu kuze. Zareni
absorbované organismem mtize mit pivod v ptirozenych (radioaktivni podlozi) nebo
umélych zdrojich (havérie, 1ékatské zakroky).

Chemické mutageny jsou chemické latky poSkozujici genetickou informaci.
Mutagenni ucinky se mohou vyskytnout u metabolitu latky, ktera sama o sobé neni
genotoxickd. Do chemickych mutagent se fadi napft. 1éky (cytostatika), latky v potrave,
pesticidy atd.

Zdrojem biologickych mutagent jsou pfedevsim viry. Viry, konkrétné onkogenni
viry dokazi poskodit buné¢nou DNA a vyvolat v buiice rakovinné bujeni. [9, 12]

Podle rozsahu zmény je mozné mutace roz¢lenit na genové mutace,
chromozomové mutace a genomové mutace. Modely, které jsou vypsany v nasledujici
kapitole, se zabyvaji genovymi mutacemi, které plisobi zmény v genotypu, ale neméni

Cteci ramec.

3.1. Genova mutace

Genova mutace méni omezeny Usek genetické informace, jednd se o substituci
nukleotidd, inzerci ¢i deleci DNA fetézce (posunové mutace). Pokud dojde k substituci
nukleotidii jednd se o zménu jedné baze, tzv. jednobodovd mutace, nebo dojde
k substituci vétsiho poctu bazi, vicebodova mutace. Pokud dojde k substituci nukleotidi
S podobnou stavbou (zména purinu na purin nebo zména pyrimidinu na pyrimidin) jedna
se o tranzici. Konkrétné¢ se bude jednat o zmény purinu na purin nebo substituci
pyrimidinu za pirimidin. Mezi puriny patii nukleotidy adenin (A) a guanin (G). Do
skupiny pyrimidinii spadaji cytosin (C), thymin (T) a v pfipadé RNA uracil (U). Pti
transverzi se substituuji nukleotidy s odlisnou stavbou. Bude tedy dochazet ke zméné
molekuly purinu (A, G) za molekulu pyrimidinu (C, T/U) a naopak molekula pyrimidinu
bude nahrazena molekulou purinu. Ve vétsing ptipadi nukleotidovych substituci dochazi
k tranzici, transverze neni tak Casta. Pti inzerci se do sekvence vlozi usek jiné sekvence,
pokud se jedna o deleci, ¢ast sekvence se oddéli. Pti transverzi nebo tranzici se zméni

pouze kodon, kdezto inzerce ¢i delece zméni i ¢teci ramec. [1, 9]



3.2. Bodové mutace

Bodové mutace jsou zmény, které ovlivni pouze jeden bazicky par v DNA
sekvenci. Ke zméndm c¢asto dochazi pti procesu replikace DNA nebo pii vystaveni se
mutagentim, jako jsou naptiklad rentgenové zareni ¢i UV zafeni. Do bodovych mutaci
nepatii pouze substituce, fadi se do nich i1 delece nebo inzerce jednoho nukleotidového
paru. Pii translaci mtiize také dojit k mutacim. Pokud se tak stane 1ze mutace rozdé¢lit do
téi skupin. Prvni skupinou jsou synonymni mutace, do druhé skupiny patii nesynonymni
mutace a do tfeti skupiny fadime nesmyslné mutace (nonsense mutations). [13]

3.3. Synonymni mutace

U synonymnich mutaci (oznacuji se také jako silent mutations — tiché mutace) se
jedné o substituci jedné baze v kodonu za jinou, ale vysledna kédovand amino kyselina
se nezméni, diky degenerovanému genetickému kodu. KdyzZ se pfi mutaci zaméni jedna
baze puvodniho kodonu za jednu z ,alternativnich® moznosti (viz Obr. 3), vysledna
amino kyselina zlstane beze zmény. To plati pouze v ptipad¢€, Ze se zménény nukleotid
Vv tripletu na tieti pozici. Muze také dojit k zméné kodonu, ktery koduje odlisSnou
aminokyselinu. Na rozdil od nesynonymnich mutaci, tato zménén4d aminokyselina
neméni kone¢nou funkci vysledného polypeptidového fetézce. Pti vzniku tiché mutace se

zména baze neprojevi na vysledném fenotypu. [9]

3.4. Nesynonymni mutace

Nesynonymni substituce ma na fenotyp mnohem vétsi dopad nez synonymni
substituce. VétSinou dochazi kinzerci ¢1 deleci jediného nukleotidu pifi procesu
transkripce z DNA do RNA. Prodlouzenim, resp. zkracenim fetézce dojde k zméné
zbytku ¢teciho rdmce sekvence amino kyselin a zméni se kddujici kodony. Ve vysledku
se zméni kone¢ny protein. Zavaznost mutace zalezi na misté, kde k ni doSlo. Pokud
k mutaci doslo blizko startu, cely kddovany protein je zménén a tato mutace muze byt
smrtelna.

Déle muze byt pozménén pouze jeden nukleotid (bodova mutace), ktery ovSem ve
vysledku koéduje jinou aminokyselinu. Tato zména ve vétSin€ pripadi nezpusobi velké
k pted¢asnému ukonceni transkripce (kodon je zaménén za stop kodon), protein se
nevyrobi a dopad miize byt fatalni.

Nesynonymni mutace nemusi byt vzdy Skodlivé, nékteré mohou piinasSet pozitivni
zmény. Skrze tyto zmény se organismus adaptuje, a pokud se mutace vyskytne i
v gametach je pfedana nasledujicim generacim. Nesynonymni substituce takto pfispivaji
ke genetické diverzité a evolu¢nimu vyvoji. [13]



3.5. Nesmyslné mutace

O nesmysIné mutace se jedna v ptipadé, pokud dojde k substituci nukleotidu a

Mrwe

ukonceni syntézy proteinového fetézce a pravdépodobné dojde ke ztrat€¢ kompletné celé

funkce takto postizené¢ho proteinu.

Bodové mutace

Bez - [ e
mutace  synonymni nesmyslna nesynonymni
DNA TTC TTT ATC TCC TGC
MRNA AAG AAA UAG AGG ACG
protein Lys Lys STOP Arg Thr
H
Lys - OH O
v Thr
H, ’ HsC OH
H2N NH,
/JN]\H 8 ]
HoN NA/\]/U\OH
H
NH;

Obr. 3: Bodové mutace, [12]

Ukazka bodovych mutaci je znazornéna na Obr. 3 aminokyseliny Lysin, v prvnim
sloupci je AK bez mutace, ve druhém sloupci dochazi k synonymni mutaci, tieti sloupec

obsahuje mutaci nesmyslnou a ¢tvrty a paty sloupec obsahuji mutace nesynonymni. [13]

3.6. Negativni selekce

Utelem negativni selekce je zabraiovat rozsifeni nové vzniklych $kodlivych
mutaci a tim zachovat kladné evoluéni zmény. Skodlivymi mutacemi by se tyto pozitivni
zmény mohli ztratit. Negativni selekce je tedy velmi dulezitd pro optimalizaci
genetickych vlastnosti, zarucuje Ze se Skodlivé mutace nerozsiti v populaci. O negativni
selekci se jedna v ptipadé€, ze probihajici mutace v DNA nezptlisobi zménu funk¢énosti

vzniklého proteinového fetézce, jinak fe¢eno dochazi k synonymni substituci. [4, 5]



3.7. Pozitivni selekce

Opakem negativni selekce je pozitivni selekce jedna se o proces, kterym do
populace pronikaji nové geny, zvyhodnujici organismus oproti ostatnim jedinctim, kteti
tuto genetickou zménu postradaji. Pozitivni selekce je také oznacovana jako Darwinova
selekce a je hlavnim mechanismem Darwinovy evolucni teorie. Pro zjisténi pfitomnosti
pozitivni selekce vyznamné pfispéli Yang a Neilsen. Zvyhodiujici mutace v genomu se
vyskytuji s velmi nizkou frekvenci, oproti mutacim neutrdlnim anebo Skodlivym
mutacim, detekce prospéSnych mutaci je proto obtizna. Aby doslo k pozitivni selekci,
musi byt pfitomny nesynonymni mutace ve vét$i mife nez synonymni substituce. [5]

Pro detekci pozitivni selekce se vyvinuli dvé rozsifené metody, jak pritomnost
téchto zmén odhalit. Prvni metoda je zalozena na analyze podstaty a Cetnosti odlisnych
alel u organismil, jednd se tedy o populaéni metody. Druhd metoda, analyza kodon,
porovnavd hodnoty synonymnich a nesynonymnich zmén v fetézcich kddujicich
aminokyseliny. [16]

3.8. Chromozomalni mutace

Chromozomalni mutace povazujeme jako zmeény struktury nebo tvaru
chromozomt, nikoliv vSak zmény poctu chromozomi. Mutace na chromozomech
postihuji velké mnoZzstvi gentl, a proto se mutace projevuje 1 na fenotypu postizeného

organismu. Mutace se projevuji u nasledujici generace, ktera poskozené chromozomy
zdedi. [13]

3.9. Genomova mutace

O genomovou mutaci se jednd v ptipadé zmény poctu jednotlivych chromozomd.
Pocet chromozomi se miize snizit nebo zvysit. Genomové mutace se nadale déli na
aneuploidii, polyploidii a haploidii. Aneuploidie je zména po¢tu chromozomu (ztrata ¢i
zmnoZeni). Jednd se napt. o Downlv syndrom, Turnertiv syndrom atd. Polyploidie je
znasobeni celych chromozomu. N&které tkané jsou polyploidni (né€které jaterni bunky)
nebo organismy (jeseter je oktaploid). Haploidni mutace vznikaji snizenim
chromozomadlnich part na polovinu. U nékterych Zivocichi je tento stav druhovym
znakem (vcely a trubci). U vysSich organismi je redukce latentni. [12]

Nové geny vzniklé mutacemi nemusi byt nutné trvalé. Zménéné nukleotidy
(substituci atd.) mohou s jistou pravdépodobnosti mutovat zpét na ptivodni stav. Tato
mutace se nazyva zpétna mutace. Pravdépodobnost zpétné mutace neni tak vysoka jako
mutace ji predchazejici. [12]



4. Zarovnani sekvenci

Zarovnavani sekvenci je mozné vysvétlit jako postup, pti kterém porovnavame
dvé nebo vice sekvenci a vyhleddvame v nich shody jednotlivych znaki nebo skupiny za
sebou jdoucich znaki ve shodném potadi. Mira podobnosti zarovnanych sekvenci
reprezentuje evoluéni vzdalenost mezi pouzitymi daty.

Pokud zarovnavame stejn¢ dlouhé sekvence, mizeme je k sobé piiradit tak, aby
zaCateCni znaky byly pod sebou. Poté, podle predem stanovenych pravidel, ur¢ime
hodnotu zarovnani (score). Pfinejjednodussim zarovnavani pocitame pouze s hodnotami
pii shodé znakii (match) nebo pii neshodé (mismatch).

Zarovnavani rizné dlouhych sekvenci nelze provést ptfedchozi metodou. Pro
srovnavani razné¢ dlouhych sekvenci vyuzivame metod lokalniho nebo globalniho
zarovnani. Lokalni zarovnani je vhodné pouzit, pokud jsou sekvence od sebe evolu¢né
vzdélené. Lokalni zarovnani se ukonci, kdyz se od sebe zacnou sekvence pftilis odliSovat
(nemusi se zarovnat celd sekvence pouze jeji ¢ast). Globalni zarovnani se vyuziva u
podobnych sekvenci (jinak by mohlo dojit k chybam). Pti pouziti globalniho zarovnani
se zarovnaji celé sekvence.

Pro zvoleni spravné metody zarovnani lze vyuzit bodového diagramu. Vzajemna

podobnost je zobrazena teckami na diagonale diagramu. [3, 7]

4.1. Zarovnani bez mezer

Zarovnavani sekvenci bez mezer pfiradi kratsi fetézec k delSimu tak, aby se znaky
sekvenci pod sebou co nejvice shodovali. Pfi zarovnavani bez mezer nelze vkladat

mezery, hodnota vysledného skore zavisi pouze na volbé zacatku zarovnavani. [7]

4.2. Zarovnani s mezerami

Zarovnani s pouZiti mezer (gaps) vklada mezery, které predstavuji mozné inzerce
nebo delece. Samoziejmé piitomnost mezer v zarovnani se musi zohlednit pfi vypoctu
skore. Muze se také odlisit vyskyt nové mezery a prodluzovani jiz existujicich mezer. [3,
7]

4.3. Vicenasobné zarovnani

Pokud zarovnavame vice sekvenci najednou, jedna se o vicendsobné zarovnani.
Stejné jako pfi zarovnavani dvou sekvenci i pfi zarovnavani vice sekvenci hledame
nejveétsi miru pribuznosti. Vicenasobné zarovnani miize byt provedeno pomoci
dynamického programovani. AvSak timto zplsobem je mozné zarovnat pouze malé

mnozstvi sekvenci, kviili vysoké vypocetni naro¢nosti. [3]
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Priklad: Pokud zarovnavame tri sekvence a kazda z nich ma délku tri sta znakii, je nutné
provézt 300° porovnani.

Narocnost vypoctu exponencialné roste s poctem sekvenci.
CLUSTAL

Metoda CLUSTAL souzi k vicendsobnému zarovnani sekvenci. Jeji vypocetni
naroc¢nost je vyrazné niz§i nez narocnost dynamického programovani. Vyuziva se pro
zarovnavani vétsiho poctu sekvenci. Hlavni vyhodou zarovnavéani pomoci CLUSTAL
metody je jeji rychlost. Principem metody je nejprve porovnat vSechny zarovnavané
sekvence mezi sebou v parech a naleznout nejvice si podobné sekvence, které nasledné
k sob¢é zarovna. Vypocty provadi pomoci dynamického programovani. K zarovnanym
sekvencim se nasledné ptifazuji dalsi méné podobné sekvence nebo skupiny sekvenci az

vvvvvv

sekvence zvlast’ a tim ovlivnit vysledné zarovnani. [3, 7]

Cavia -MFMINLLLLITPILLAMAFLTLTER

Galeopterus ~-MHTINTLSLITPIMLAMAFLTLVER

Microtus MVYFANILMLLVPVLIAMAFLTLVE-
* ok K. oake . RRRREERR K

Obr. 4: Vicenasobné zarovnani pomoci internetového nastroje ClustalO

Pomlcka (-) znazornuje jiz zminovanou mezeru (gap). Dale pod zarovnanymi
sekvencemi jsou zobrazeny dal$i znaky. Hvézdicka oznacuje shodu aminokyselin, resp.
nukleové kyseliny (pokud jsou zarovnané nukleotidové sekvence) ve vSech

zarovnavanych sekvencich.

5. KaKs kalkulator

KaKs kalkulator zaznamenava hodnoty nesynonymnich (Ka) a synonymnich (Ks)
mutaci. Jedna se o nejjednodussi poc€itani odliSnosti. Na tomto principu pracuji 1 dalsi
(pravdépodobnost tranzice, transverze, zpétnd mutace atd.). Hodnoty Ka a Ks jsou
vyznamné pro zkoumani evoluéni dynamiky a pro rekonstrukéni fylogenezi protein
kodujicich sekvenci. Do algoritmu se vkladaji ptibuzné organismy. Podle hodnot Ka a
Ks, nebo piesnéji podle jejich poméru (Ka/Ks) rozliSujeme neutralni mutaci, kdyzZ se Ka
rovna hodnoté Ks. Pokud je Ka mensi oproti Ks jedné se o negativni selekci. KdyzZ je

hodnota Ka vétsi, nez je hodnota Ks mluvime o pozitivni selekci. [18]

11



6. Evoluc¢ni modely

Modely zkoumajici evolu¢ni zmény nukleotidii. Mohou porovnavat sekvence
DNA shodné délky a nasledné urcovat jejich miru shodnosti. Porovndvame sekvence, u
kterych predpokladame, Ze se jedna sekvence vyvinula z druhé porovnavané, nebo pii
porovnavani sekvenci vyvinutych ze spolecného piedka. Jako vysledek ziskdme pocet
vSech substituci nukleotidli, nebo takzvanou evolu¢ni vzdalenost mezi porovnavanymi
sekvencemi. Ze vzdalenosti se dale urci cas, kdy se z jedné sekvence vyvinula nova, nebo

pted jakou dobou se oddélili od spole¢ného piedka. [6, 17]

6.1. Zakladni evolu¢ni modely

Evolu¢ni modely je mozné rozdélit na dvé skupiny. Do prvni skupiny by se fadily
modely vyuzivajici k vypoctim aproximacéni metody. Do druhé skupiny by spadaly
modely pocitajici pomoci metody maximum likelihood.

Aproximacéni modely provadi vypocty v nasledujicich krocich. Za prvé naleznou
mista vyskytu synonymnich a nesynonymnich mutaci, nasledné spocitaji pocty
synonymnich a nesynonymnich mutaci. Na konec provedou korekci pro vicenasobnou
substituci.

Oproti aproximacnim metodam, metody maximum likelihood spojuji evolucni
metody a pravdépodobnostni metody a diky tomu jsou schopny vypocitat vSechny kroky

aproximac¢nich modeld v jediném kroku. [6]

6.2. Proporcionalni vzdalenost sekvenci

Proporcionalni vzdalenost sekvenci je jeden z nejjednodussich zplisobt, kterymi
lze vyjadfit evolucéni vzdalenost dvou sekvenci. Stac¢i naleznout vSechny pozice, na
kterych jsou sekvence odlisné a vysledek vydélit délkou sekvence. Ziskana hodnota se
nazyva p-distance. Pii analyze vypocet nehledi, zdali doSlo k mutacim, které nejsou
zaznamenatelné v kone¢ném produktu, jako napt.: zpétné mutace (A — G; G — A), nebo

vice mutaci na stejné pozici (A — T; T — G). [7]
6.3. Neutralni model

Neutrdlni model byl pfedstaven panem Kimurou v Sedesatych letech.
V neutralnim modelu je naprostd vétSina mutaci rozdélena do dvou skupin. Prvni skupina
mutaci vstupujici do modelu jsou neutrdlni mutace, které se staly soucasti genomu
pusobenim genetického driftu. VéEétSina zmén nukleotidi mezi dvéma organismy jsou
zmény tohoto typu. Do druhé skupiny patii Skodlivé mutace, které se objevuji ndhodné a
jsou eliminovany piirozenym vyvojem. Ackoliv se jednd o negativni zmény v genomu,

tyto rozdily ptispivaji k diverzité populace. [16]

12



6.4. Jukes-Cantor model

Jukes-Cantor model (JC69), vytvofeny pany Thomasem Jukesem a Charlesem
Cantorem v roce 1969, je jeden z prvnich substitu¢nich modelt pouzivanych k odhadnuti
evoluc¢ni vzdalenosti. Vychazi z predpokladu, Ze vSechny substituce jsou zcela nezavislé,
vyskytuji se ndhodné¢ se stejnou pravdépodobnosti, k mutaci mize dojit na jakékoliv
pozici v sekvenci a nedochazi k inzercim ani delecim. Pro vypocet vyuziva jediné

proménné. Model je popsan nasledujici rovnici [6, 11]:

D=—2In(1->p) (6.1)

Kde D je vypocitana evolucni vzdalenost mezi sekvencemi a p je pocet
neshodujicich se nukleotidii mezi zarovnanymi sekvencemi. [3, 6, 17]

6.5. Kimura model

Kimurtiv model (K80) byl vytvoifen panem Kimurou v roce 1980 na zakladé
rozdilu Cetnosti mezi tranzici a transverzi v mitochondridlnim genomu zveiejnéného ve
stejném roce. Nepredpoklada, ze vSechny nukleotidy mezi sebou mutuji se stejnou
pravdépodobnosti a také nepouziva jednu proménnou pro vypocet, na rozdil od modelu
JC69. Stejné jako predchozi model ptredpokladd stejnou frekvenci vyskytu vSech
nukleotidii (25%). Nukleotidovou substituci mizeme rozdélit na dvé podskupiny: tranzici
a transverzi. Proto se tomuto modelu také tika: Kimura two-parametr model (K2P). [6,
17]

C T
o}
Obr. 5: Kimurtiv dvouparametrovy model

Na obrazku Obr. 5. je zobrazena odlisnosti mezi tranzici (o) a transverzi () Je
patrné, ze kazdy nukleotid mize podlehnout jedenkrat tranzici s pravdépodobnosti a
anebo jsou dvé moznosti transverze s ¢etnosti f. [6, 17]

Model je popsan rovnici:

K =—2In((1—2a—p)-1-2p) (6.2)
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Kde a je pravdépodobnost tranzice a £ je pravdépodobnost transverze.

Tab. 2: Mira substituci nukleotidi, K80

Kimura — tabulka &etnosti tranzice a transverze

A T C G
A - B B o
T p - o p
C p o - p
G o B B -

6.6. Felsenstein model

Felsensteintv model (F81), vyvinuty vroce 1981 Josephem Felsensteinem,
pracuje na zakladé modelu Jukes-Cantor. Odklani se od n& pii pocitani Cetnosti
substituci. Tento model nepocitd se stejnymi frekvencemi substituci nukleotidd, jako
JC69, protozZe nékteré nukleotidy se v sekvencich vyskytuji ve vétsi mife neZ jiné, a proto
u téchto nukleotidii dochazi k CastéjSim substitucim a naopak. Miry substituci jsou

znazornény v Tab. 3.

Tab. 3: Miry substituci nukleotidd, F81

Felsenstein — tabulka pravdépodobnosti tranzice a transverze

A T C G
A - T Tc G
T A - mc G
C A T - G
G A T ic -

Evolu¢ni vzdalenost (d) modelu F81 1ze vypocitat nasledovné:

d=—(1— (mA? + nC? + nG? + nT?)) * log(1 — pDistanc/(1 — mA? +
nC% + nG? + nT?))) (6.3)
Kde A, nG, nC a nT jsou miry ¢etnosti piisluSnych nukleotida v sekvenci a pDist
je hodnota genetické vzdalenosti. [6]

6.7. Maximum likelihood model

Metodu maximum likelihood (ML) k analyze molekulovych sekvenci zacal
vyuZivat Jerzy Neyman v roce 1971. Uvedeni do praxe umoznili vykonnéjsi pocitace,
protoze metoda ML je pfi aplikaci napt. biologickych dat pomérné vypocetné narocna.
Z toho vyplyva, Ze neni mozné analyzovat velké mnozstvi sekvenci (v porovnani

s jednodussimi modely) v kratkém Case. Aproximaci vysledki je mozné urychlit vypocty.
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Hlavnim kladem metody ML je aplikace velmi dobfe propracovanych evolu¢nich modelt

na analyzovana data ¢imz ziskame piesné€jsi a vérohodnéjsi vysledky. [3, 6]

7. Reseni problematiky v programu R

Pro ziskani sekvenci a nasledné jejich zpracovani je zapotfebi mit v programovém
prostiedi nainstalovany nasledujici knihovny pro zajisténi funkcnosti. Jedna se o
knihovny genbankr, Biostrings, msa a xIsx. Knihovna genbankr ziskava ze soubori
formatu genbank nukleotidové sekvence a dalsi potfebné k ziskani exond. Knihovna
Biostrings obsahuje funkce ke zpracovani sekvenci (translace atd.). Vicenasobné
zarovnani sekvenci umoziiuje knihovna msa. Piepsani vysledkd do tabulky formatu xlIs
umoziuje knihovna xIsx.

Klicovym problémem bylo zpracovani mitochondrialnich DNA obratlovci
Vv prostiedi programu R Studio a nésledovné porovnat vysledky. Nejprve bylo nutné
ziskat nukleotidovy fetézec ze souboru ve formatu genbank od kazdého organismu a poté
z n¢j vyjmout kodujici useky (exony) jednotlivych gent. Po ziskani exonti bylo nutné
provézt jejich translaci podle translacni tabulky pro mitochondrie obratlovci na
aminokyselinové (AK) sekvence. Prevedené AK sekvence je nutné zarovnat pomoci
multi sequence alignment (msa), knihovna v R Studiu pracuje na stejném principu jako
webovy nastroj ClustalW. Podle jednotlivych zarovnanych AK sekvenci se zarovnaji i
nukleotidové sekvence. Takto zarovnané sekvence se porovndvaji a odliSné pary
nukleotidii, resp. AK se zaznamenavaji do hodnot synonymnich a nesynonymnich
mutaci. Pfesny postup bude rozebran v nésledujicich kapitolach. Vysledkem této prace je
tabulka obsahujici nazvy dvojic organismi a genu, pocet nesynonymnich a synonymnich
mutaci a jejich pomér, ktery vypovida o evolu¢ni dynamice porovnavanych organismti.

Schéma na Obr. 6 ilustruje tok dat mezi vytvofenymi funkcemi.

Funkce getCDS, znazornéna v Obr. 6, slouzi k ziskani usektit mtDNA, které¢ koduji
jednotlivé geny. Vstupni proménnou pro tuto funkci je umisténi soubort s ptiponou .gbk,
které se maji zpracovat. Je nutné mit v R Studiu nainstalovany knihovny genbankr a
Biostrings. Je nutné vkladat sekvence se stejnym poctem gent (v tomto piipadé méli
vSechny sekvence 13 genil). Funkce nalezne vSechny soubory s ptiponou gbk ve slozce
urcené vlozenou cestou. K ziskani nazvl vSech soubort je pouzit ptikaz list.files(pattern
= '"*,gbk'). Po nahrani souboru se do proménnych ulozi potifebna data napt.: cela
nukleotidova sekvence, startovni nukleotidy jednotlivych genti, délku sekvence pro kazdy
gen atd. Vystupni proménnou jsou tedy jednotlivé sekvence genli vSech vstupujicich
organismd s jejich nazvy a pocet gent v sekvencich.
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Pomoci funkce translation prevedeme ziskané nukleotidové sekvence na AK
sekvence. Funkce je ve schématu Obr. 6. Vstupy pro tuto funkci jsou transla¢ni tabulka
(1 = DNA obratlovcti, 2 = mtDNA obratlovci atd.) a nukleotidovy fetézec. Pomoci
funkce getGeneticCode ziskame pfislusnou translacni tabulku. Ke kazdé sekvenci se
ptifadi odpovidajici nazev. Vystupem funkce translace je AK sekvence.

Slozka se
soubory

'

Ziskani exonu

Sekvence Pocet genil v
exonu slozkach
v
Translaéni > Translace
tabulka
L v
Zarovnani AK
\ 4
> Zarovnani
CDS
KaKs
kalkulator
Tabulka

Obr. 6: Blokové schéma vytvotenych funkci

Zarovnani AK sekvenci (Obr. 7) obstarava funkce zarovnani_AA_sek, ktera
vyuzivéa knihovny msa. Je tedy nutné si tuto knihovnu do programu R Studio nainstalovat
stejné jako predeslé knihovny genbankr a Biostrings. Zarovnano je devatenact sekvenci
genu ND1 Vstupnimi hodnotami jsou sekvence aminokyselin ziskané pfedeslou funkci
translace a poCet genli obsazen v porovnavanych souborech. Po na¢teni knihovny msa, se

oddéli nazvy organismil od nazvu genil. Tento krok je potieba pro identifikaci stejnych
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gend odliSnych organismi. Pivodni zdmér pro vyhledani indexti genti byl vyuzit funkce
grep, avsak pii vyhledavani umisténi genu ND4, funkce vzhledala 1 pozice genu ND4L.
Sekvence se zarovnaji pomoci funkce msa mnohonasobnym zarovnanim, podobn¢ jako
pfi vyuziti internetového ndastroje ClustalO. Zarovnavani je nastavenou na defaultni
hodnoty. Vystupem funkce zarovnani_AA_sek jsou vicenasobné zarovnané sekvence
aminokyselin.

Obr. 7: Vicenasobné zarovnani aminokyselin

Po zarovnani AK sekvenci je nutné zarovnat nukleotidové fetézce, k tomuto ucelu

GBI A

souzi funkce zarovnani_CDS. Do funkce vstupuji zarovnané AK sekvence z funkce

zarovnani_AA_sek a nezarovnané nukleotidové sekvence ziskané funkci getCDS. Znovu
bylo zamérem vyuzit funkce grep, ale dochazelo ke stejnému problému, a proto od né;
bylo upusténo. Zarovnavaji se pouze sekvence CDS, které maji totoznym nazev jako
sekvence AK (nazev organismu i genu jsou shodné), ktery porovnavame podminkou if.
Zarovnani probiha nasledovné: AK sekvence je kontrolovana prvek po prvku. Pokud je
pfitomna aminokyselina, do pomocné proménné se uloZi triplet ze sekvence CDS se
stejnym nazvem. Pozice tripletu odpovida pozici aminokyseliny. Pokud je ovSem namisto
aminokyseliny nalezena mezera (-), do zarovnané nukleotidové sekvence neni ulozen
odpovidajici triplet, ale jsou vloZeny tfi mezery (---). Po uloZeni tripletu nebo mezer, je
kontrolovéana nasledujici aminokyselina az do konce fetézce, poté se piechazi na novou
sekvenci. Vystupem z funkce zarovnani_CDS jsou zarovnané nukleotidové sekvence
podle odpovidajicich AK sekvenci.

Funkce KaKs_kalkulacka porovnava zarovnané sekvence nukleotidi a
aminokyselin. Vystupem jsou hodnoty synonymnich mutaci (Ks), nesynonymnich mutaci
(Ka), jejich pomér Ka/Ks, Jukes-Cantor model a Kimmura model. Vstupem funkce jsou
zarovnané NC a AC sekvence.

Funkce JC a Kimura-2P.R vstupuji do fce KaKs_kalkulacka. Vstupni hodnoty
jsou dosazeny do rovnic

3
(D = —Zln(l —43u) (6.1)
Ptipadné
1
K= —Eln((l —2a—-p)-1-2p) (6.2)).
Vysledky rovnic jsou vystupnimi hodnotami téchto funkci.
Pro vypocet poméru synonymnich a nesynonymnich mutaci vstupuji hodnoty,

konkrétné pary kodonii dvou porovnévanych sekvenci, do pomocnych funkci. Jedna se o
funkce NSites, KaKsRatio a dNdSRatio.
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Prvni pomocnou funkei vstupujici do KaKs kalkulatoru je funkce NSites, vstupem
je kodon prvni z dvojce porovnavanych fetézcl a ptislusna translacni tabulka ve funkci
translace. Vyvojovy diagram funkce je znazornén na Obr. 8. Kodon se stava z tiech
nukleotidii (A, G, C, T), mize tedy dojit k deviti riznym mutacim v celém tripletu.
Funkce pocitd ocekavany pocet nesynonymnich pozic pro kazdy kodon. Ukéazka
nazorného vypoctu pro AK methionin (Met, ATG) je znazornéna v .

Tab. 4: Ptiklad vypoctu funkce NSites pro AK Methionin (Met, ATG)

Pozice | substituce | Vysledny Vysledna Typ mutace Pocet

v triplet | aminokyselina nesynonymnich

kodonu pozic (n)

1. A—-G GTG Val nesynonymni 1/3
A—-T TTG Leu nesynonymni 1/3
A—C CTG Leu nesynonymni 1/3

2. T—-A AAG Lys nesynonymni 1/3
T—-G AGG stop nesmyslna 1/3
T—-C ACG Thr nesynonymni 1/3

3. G—A ATA Met synonymni 0
G— ATT lle nesynonymni 1/3
G— ATC lle nesynonymni 1/3

Vyslednd hodnota nesynonymnich pozic v aminokyselin€ se zisk4 nasledujicim vzorcem.
Ze se jedna o nesynonymni mutaci zjistime translaci nové ziskaného triplet (k tomu je

tteba vstupni proménnd: translacni tabulka).

n =Y/ (7.1)

Kde n je celkovy pocet nesynonymnich pozic a f; je hodnota nesynonymniho

mista pro i-tou pozici. A hodnotu synonymnich pozic (s) udava vzorec:
s=(3—-n) (7.2)
Vysledek vyse uvedeného ptikladu by vypadal takto:

e N=(1/3+1/3+1/3)+(1/3+1/3+1/3)+(0+1/3+1/3)=2,667
e 5=3-2,667=0,333

Pocet nesynonymnich pozic pro methionin ATG je 2,667 zatimco pocet
synonymnich pozic je 0,333. Hodnota pro mista nesynonymnich a synonymnich mutaci

pro celou sekvenci se vypocita podle nasledujicich rovnic

N=XYimn (7.3)
S=(@3r—N) (7.4)
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Kde N je celkovy pocet nesynonymnich pozic pro celou sekvenci, r pocet kodont
v sekvenci, n; je pocet nesynonymnich pozic i-tého kodonu a S je pocet synonymnich
pozic pro celou sekvenci.

Piivodné se ve funkci neméla vyskytovat prvni podminka, ale z nezndmého
divodu program R hlésil chybu, kterou se nepodafilo vyftesit, a proto bylo zavedeno

nahradni feSeni s prvnimi podminkami.

Kodonl
v
AK = translace(kodonl)

< i=1:3 )<

¥
Y nukl = kodon([i]

nuc uloZi ostatni NC ¢
v

j=1:3
¥

zkodon=zmeéna nukleotidu
kodonu na pozici [i] za

nuc(j]
N = N+1/3 2 AK#ZAK

\ 4

ZAK = translace(zkodon)

\ 4

Obr. 8: Vyvojovy diagram funkce NSites

Na Obr. 8 zobrazena je ¢ast pouze pro znazornéni postupu pribéhu vypoctu,
hodnota X zde zastupuje nukleotid (A, G, C, T), ktery vstupuje do podminky, pokud je
splnéna do hodnoty NC se ulozi Y (A=1, G=2, ...). Pokud by do prvni podminky vstoupil
adenin (A), NC by se rovnalo 1 a do nuc by se ulozili G, C, T, zbytek probiha identicky

u vSech moznosti.

Dalsi pomocna funkce vstupujici do KaKs kalkulatoru je KaKsRatio, kterd

porovnava vstupujici kodony srovnavanych fetézcti a ziskava pocet nesynonymnich a
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nesynonymnich substituci. Vstupem jsou tedy jiz zminéné kodony obou porovnavanych
sekvenci a také translaéni tabulka stejné jako u predeslé funkce. Pokud se v tripletech
vyskytuje pouze jedna substituce vypocet je jednoduchy (mutace mize byt pouze
nesynonymni anebo synonymni). Pokud doSlo ke dvéma nebo tfem substitucim a
nastaly, protoze ne vSechny pfitomné substituce museji byt nutné nesynonymni. Museji
se tedy zvazit vSechny moznosti jaké mohli nastat. V ptipadé dvou mutaci jsou moznosti
pouze dve, v ptipadé tiech substituci je cest Sest. Zde je nazorny priklad:
Kodon 1: Arginin, Arg, CGC; kodon 2: Tryptofan, Trp, TGG

1. cesta: CGC (Arg) —»CGG (Arg) »TGG (Trp)
1 nesynonymni mutace, 1 synonymni mutace

2. cesta: CGC (Arg) »TGC (Cys) »TGG (Trp)
2 nesynonymni mutace

Po analyze obou moznosti je pocet zpozorovanych nesynonymnich mutaci ng =
1,5 a poc€et synonymnich mutaci Sq = 0,5 (soucet hodnot bude roven poctu moznosti).

Pokud porovnavame celé sekvence, celkovy soucet ng a Sq se spocitd pomoci
rovnic:

Ng = Xi=1Na; (7.5)
Sa = Xi=1Sai (7.6)

Kde N, je celkovy soucet nesynonymnich mutaci v celé sekvenci, r je pocet
kodonti v celé sekvenci, ng; je poet nesynonymnich mutaci v i-tém kodonu, S; je
celkovy pocet synonymnich mutaci v celé sekvenci a s4; je pocet synonymnich mutaci
Vi-tém kodonu. Vystupem funkce KaKsRatio je celkovy pocet nesynonymnich a
synonymnich substituci.

Posledni pomocnou funkci vstupujici do KaKs kalkulatoru je dNdSRatio, ktera
vypocitdva pomér synonymnich a nesynonymnich mutaci. Vstupnimi proménnymi jsou
celkovy pocet nesynonymnich mutaci (Ng), celkovy pocet synonymnich mutaci (Sq),
pocet nesynonymnich pozic (N) a pocet synonymnich pozic (S). Vypocet je realizovan

nasledujicimi rovnicemi:

N
Pn = 7
S

Kde py je pomér nesynonymnich rozdilii a pg je pomér synonymnich rozdilu.
Nasleduje odhadnuti poétu nesynonymnich substituci (dn) a synonymnich

substituci (ds) na pozici podle nasledujicich rovnic:
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dy =—2-In(1 -2 (7.9)
dg = —=-In(1 -2 (7.10)

Hodnoty dn a ds dale vstupuji do rovnice pro vypocet poméru nesynonymnich a
synonymnich mutaci. Rovnice je nasledujici:

dN /dS = & (7.11)
ds

Vystupem funkce dNdSRatio je pomér nesynonymnich a synonymnich substituci
V porovnavanych sekvencich.

Vysledky, ziskané funkci KaKs_kalkulacka, zaznamena do excelové tabulky
funkce tabulka (Obr. 6). Vstupem je list hodnot obsahujici nazvy porovnavanych
organismu, hodnoty Ka, Ks jejich pomér, hodnoty modelti JC69 a K80.

Pomoci funkce Posuvne okno je sekvence analyzovana v posuvném okné.
Parametry okna se zadavaji, jako vstupujici proménné. Cilem posuvného okna je odhalit
synonymni substituci, vyskytujici s vétsi koncentraci na kratSich tsecich.

Schéma vytvotenych funkci je zobrazeno na Obr. 6.

8. Vysledky

Vystupem této prace je tabulka s porovndvanymi geny vSech vloZenych
organismi, spolecné€ s hodnotami poméru KaKs, a hodnot ziskanych modelem Jukes-
Cantor a také soubor skripti, kterymi byly vysledky ziskany.

V tabulce je zobrazen cast vysledku ziskanych funkci KaKs kalkuldtor. Do
funkce bylo vkladano dvacet organismil. Organismy vloZené do funkce jsou drobni savci
napt. Cavia porcellus (morc¢e domaci), Oryctolagus cuniculus (kralik divoky), Glis glis
(plch velky) a dalsi. Hodnoty poméru KaKs ku délce sekvence jsou niZsi oproti hodnotam
ziskanym modelem JC69 zdivodu, Zze model Jukes-Cantor pocita s jistou
pravdépodobnosti, ze u né€kterych zmén doslo k reverzni mutaci. To ma za nasledek, Ze
pomér KaKs tyto mutace neni schopen odhalit, ale model JC69 je do svého vysledku
zapocitava. Z hodnot KaKs je zfetelné, Ze u pfevazné vétSiny zvolenych organismi
dochazi k negativni selekci. Pouze u dvojice Sciurus vulgaris a Oryctolagus cuniculus je
hodnota modelu JC69 vétsi nez 1 a to znaci pfitomnost pozitivni selekce. Pfi srovnavani
sekvenci nalezici k Oryctolagus cuniculus s fetézci ostatnich organismi jsou hodnoty
ziskané modelem Jukes-Cantor v naprosté¢ vét§iné mirné vys$i nez jedna. Hodnoty
pozitivni selekce vyrazné neptevysuji hodnotu jedna, z ¢eho usuzuji, Ze se nejednd o
vyznamny vysledek. Jak jiz bylo feceno, pozitivni selekce méd velmi nizkou frekvenci

vyskytu. Tuto skute¢nost potvrzuji i ziskané vysledky.

21



Tab. 5: Vysledné hodnoty funkce KaKs kalkulator pro gen ND1

Referenc¢ni oragnismus Porovnavany Pomér Mira
organismus KaKs substituce
JC69
Lepus europaeus 0,029549 0,193173
Ochotona collaris 0,063418 0,257669
Microtus kikuchii 0,108927 0,331461
Tupaia belangeri 0,089691 0,267988
Galeopterus variegatus 0,081912 0,317061
Pteropus scapulatus 0,092726 0,310748
Oryctolagus cuniculus Echinops tglfairi 0,066547 0,351102
Macroscelides 0,087349 0,362802
proboscideus
Cavia porcellus 0,080097 0,347793
Thryonomys 0,102898 0,376400
swinderianus
Glis glis 0,068318 0,364488
Sciurus vulgaris 0,056107 0,323427

Pokud se pomér synonymnich a nesynonymnich mutaci ku délce fetézce pocita
pro celou délku zarovnané sekvence, je mozné ze celkovy ziskany vysledek oznacuje
selekci porovnavanych zivoCichti za negativni. Tento vysledek vSak nemusi byt
relevantni. V sekvenci se mohou na kratkém tuseku vyskytovat nesynonymni mutace
ptredstavujici pozitivni selekci. Hodnota shluku mutaci se v celkové délce vyrazné delsi
sekvence ztrati. Pro odhaleni vyznamnych hodnot ukryvajicich se na malych usecich
dlouhého fetézce je mozné vyuzit porovnavani sekvenci pomoci takzvaného plovouciho
okna. Hodnoty ziskané obéma metodami neziskali jedinou hodnotu vétsi nez jedna, z toho
vyplyva Ze ve vSech analyzovanych kombinacich dochézi k purifikacni, negativni,
selekci. Sekvence se podrobi analyze pomoci plovouciho okna, aby se zjistili, zda
Vv sekvencich nejsou skryté pozitivni selekce.

Plovouci okno aplikované na zarovnané sekvence mélo parametry nastaveny na
nasledujici hodnoty: $itka okna byla nastavena na Sitku 99 a po prob¢hnuti vypocti se
okno posunulo o devét prvki. Ziskané hodnoty byly néasledovné vyneseny do grafii.
Piiklad je znazornén na a Obr. 9. Hodnoty v grafu na ose x znazornuji délku
porovnavanych sekvenci, tedy pocet nukleotidi, resp. aminokyselin. Na ose y je uveden
pomeér substituci vii¢i délce sekvence. Pokud hodnoty na ose y ptekracuji hodnou jedna,
je pravdépodobné, ze na tomto misté (hodnoté na ose x) doslo k pozitivni selekci. Kdyz
je hodnota nizsi nez jedna, jedna se o negativni selekci.

Neékteré vystupni hodnoty nemaji ¢iselnou hodnotu a jsou znaceny NaN (not a

number). Dochdzi tomu pouze v ptipadech vysledki poméru KaKs. Téchto vysledkt je
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mozné dosahnou vicero moznostmi. Jednou moznosti je, Ze jsou porovnavané sekvence
az prilis evolucné vzdalené. Dalsi moznou pfic¢inou je piilis kratka délka sekvenci, nebo
pritomnost inzerce ¢i delece (na zménu cteciho ramce je metoda velmi citliva).
Dusledkem je pomér synonymnich substituci v sekvencich vétsi nez %, coz ma za
nasledek vstoupeni zaporné hodnoty do logaritmi a vystup NaN hodnoty. V je uvedeno
par prikladd.

Tab. 6: Hodnoty NaN

Gen | Referenéni organismus gfgg;;;:ﬁ;y’ 1:2;1((%: JC69
Ochotona collaris Sciurus vulgaris NaN | 0,376444
NS Ochotona collaris Echinops telfairi NaN | 0,446030
Galeopterus variegatus | Oryctolagus cuniculus NaN | 0,405330
Galeopterus variegatus | Lepus europaeus NaN | 0,405330
NDaL ;rvt/]irny(;):rci);fs Tupaia belangeri NaN | 0,517339
Thryonomys Galeopterus variegatus NaN | 0,478115

swinderianus

Hodnoty NaN byli ziskdny pouze pii pocitdni poméru nesynonymnich a
synonymnich substituci, protoze do JC69 vstupuji hodnoty poctu substituci celkem.
Celkovy pocet neciselnych hodnot pro analyzované sekvence je tficet pét, z toho jedenact
pfislusi genim NDA4L. Je tedy mozné, Ze u genu ND4L milZe ¢astéji dochazet naptiklad

k delecim, resp. inzercim, nebo se gen u riznych organismt zna¢né odlisuje.
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Glis glis a Artibeus jamaicensis gen NDZ2
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Obr. 9: Mira substituce nukleotidli pro gen ND2 organismui Glis glis a Artibeus
jamaicensis
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Obr. 10: Mira substituce nukleotidi pro gen ND2 organismu Glis glis a
Cavia porcellus
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Pii hledani substituci mezi organismy Glis glis a Artibeus jamaicensis
(porovnavany gen ND2) vyslednd mira substituce bez pouziti plovouciho okna je rovna
0,51 pro JC69 a 0,53 pro model K80. Pokud je pouZito plovouci okno () mira substituce
se pohybuje okolo délky 700 nad hranici pozitivni selekce. Podle vysledku je tedy
pravdépodobné ocekavat pritomnost pozitivni selekce u AK na odpovidajici pozici a
jejim okoli.

Pfi porovnavani sekvenci organismu Glis glis a Cavia porcellus zobrazené na Obr.
10 (gen ND2) vysla hodnota miry substituce nukleotidi ziskana modelem JC69 0,44 a
hodnota ziskand modelem K80 0,45. Uvedené hodnoty byly ziskdny pii porovnavani
celych sekvenci. Pfi pouziti plovouciho okna se hodnoty az k 0,9, ale hodnotu miry
substituce vétsi nez 1 nedosahuji, z toho mlizeme usoudit, Ze neni pfitomna pozitivni
selekce.

Pro porovnani vysledkl je vyuzit program PAML. Vstupem pro PAML jsou
zarovnané sekvence a strom evolucnich vzdalenosti, ktery je mozné ziskat naptiklad
v programovém prostiedi MATLAB piikazem getnewickstr. Vysledkem je textovy
dokument obsahujici vysledky analyzy. Ze vSech hodnot hleddme Bayes Empirical Bayes
(BEB), kde jsou znazornény hodnoty s vysSimi vysledky poméru KaKs. Vlozené

sekvence PAML vyhodnotil nasledovné:

Tab. 7: Hodnoty analyzovanych sekvenci v programu PAML

Organismus/gen Pozice v sekvenci | Hodnota pozitivni Hodnota po
selekce zprimérovani
Oryctolagus 168 T 0.504 1.544 +- 1.329
cuniculus/ND1 251 T 0.516 1.480 +- 1.135
6 A 0.588 1.162 +- 0.419
7T 0.719 1.284 +- 0.353
10F 0.537 1.085 +- 0.451
151 0.690 1.349 +- 0.000
87F 0.655 1.372 +- 0.000
90T 0.513 1.108 +- 0.409
93 F 0.597 1.172 +- 0.413
Glis Glis/IND2 103 T 0.580 1.192 +- 0.330
151 P 0.587 1.165 +- 0.415
156 T 1.136** 2.508 +- 0.000
221 L 0.550 1.142 +- 0.409
223 N 0.608 1.186 +- 0.395
233 L 0.576 1.174 +- 0.374
281 S 0.713 1.279 +- 0.357
324 1 0.669 1.241 +- 0.379
336 L 1.014** 2.382 +- 0.000
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Hodnoty oznacené * jsou z 95 % pozitivni selekci a hodnoty oznacené ** jsou z
99 % pozitivni selekci. V je zobrazena ¢ast vysledki ziskanych programem PAML.
Naprosta vétsSina vysledk nepodléhéd pozitivni selekci, ale v tomto piikladu jsou dvé
hodnoty, které miji vyznamnou hodnotu a s pravdépodobnosti 99 % u nich doslo
k pozitivni selekci. Konkrétné se jedna o aminokyselinu Thr na pozici 156, hodnota
pozitivni selekce je 1,136 a aminokyselina Leu na pozici 336 s hodnotou pozitivni selekce
1,014. Hodnoty jsou ziskané pro organismus Gils Gils (plch velky).
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9. Zavér

Cilem bakalafské prace bylo analyzovat geny mitochondrialni DNA a naleznout
V nich pfitomnost pozitivni ¢i negativni selekce. Bakalaiska prace je rozdélena na dvé
casti. Teoretickd ¢ast se vénuje zadkladim genetiky mitochondrii, mutacim a evolu¢nim
modelim. Druhd ¢ast se zabyva samotnym procesem tvorby funkci pro vypocet
potfebnych velic¢in. Vysledky jsou porovnavany s hodnotami ziskanymi programem
PAML.

Pro zpracovani dat byly vytvofeny pomocné funkce v programovém prostredi R.
V prvnim kroku je zapotiebi ziskat useky mtDNA funkci getCDS, ziskané fetézce se
pfevedou na sekvence AK pomoci translace. Pfed samotnym porovnavanim sekvenci je
nutné, aby byly mezi sebou zarovnany. K tomuto ucely slouzi funkce zarovndni AA sek
pro zarovnani aminokyselinovych fetézcii a pro zarovnani fetézcl nukleotidt je funkce
zarovnani CDS. Vysledkem je vystup funkce KaKs kalkulator, ktery obsahuje hodnoty
pomeéru pozitivni a negativni selekce, a dale vysledky modelt JC69 a K80.

Celkem bylo analyzovano devatenact organismi, konkrétn¢ se jedna o drobné
savce, prevazné hlodavee. Geny ND2 a ATP8 dosahuji nejvyssich hodnot (cca od 0,45 az
0,8) miry substituce. Ztoho vyplyva, ze v téchto genech dochazi k nesynonymnim
mutacim Castéji nez v ostatnich genech. AvSak zddny ziskany vysledek neptesahuje
hodnotu jedna, to znamena ze v§echny porovnavané sekvence podléhaji negativni selekci.
Jedny z nejvyssich hodnot dosahuje zivocich Glis glis pfi porovnavani s ostatnimi
zivoCichy. Hodnoty jsou zaznamenany v Tab. 8 a Tab. 9. Ziskané vysledky potvrzuji
obecné znama fakta, Ze se pozitivni selekce vyskytuje s velmi malou frekvenci.

Program PAML slouzi k analyze zarovnanych sekvenci NK, je citlivéj$i nez
vytvofené funkce a pomoci komplexnéjSich vypocta ziskava pravdivéjsi vysledky. Po
vlozeni dat odhalil pozitivni selekci v organismu Glis Glis (Plch Velky), kterou vytvoiené
funkce nezaznamenali. Konkrétné v genech ND2 a ATP8. Pozice pozitivni selekce je
zobrazena v
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Ptiloha 3

Tab. 10. Z toho vyplyva, Ze do genomu tohoto zivocicha pronikly zvyhodiujici
geny. Hodnoty pro tyto sekvence dosahovaly nejvysSich hodnot i v ptipad¢ vlastnich
vytvofenych funkci, jak jiz bylo zminéno vyse.

Pro podrobnéjsi analyzu lze vyuzit porovnavani sekvenci pomoci plovouciho
okna. Je mozné takto odhalit pozitivni selekci, kterd se v celkové délce fetézce ztrati.
Timto zptisobem byl porovnan zivo¢ich Glis Glis s ostatnimi organismy. Porovnavaly se
geny ND2 a ATPS, u kterych PAML nalezl vyznamnou hodnotu pozitivni selekce. Pti
pouziti plovouciho okna objevil algoritmus pozitivni selekci pfi porovnani Zivocich Glis
glis a Artibeus jamaicensis pozitivni selekci v misté okolo pozice 700. Naopak pti analyze
Glis glis a Cavia porcellus pozitivni selekce objevena nebyla.
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Seznam zKkratek

A - Adenin

AK - Aminokyseliny

Ala (A) - Alinin

Arg (R) - Arginin

Asn (N) - Asparagin

Asp (D) - Kyselina asparagova

ATP - Adenosintrifosfat

BEB - Bayes empirical Bayes

C - Cytosin

CDS - Kodujici isek DNA (coding sequence)
Cys (C) - Cystein

DNA - Deoxyribonukleové kyselina

F81 - Model Felsenstein

G - Guanin

GIn (Q) - Glutamin

Glu (E) - Kyselina glutamova

Gly (G) - Glycin

His (H) - Histidin

e (l) - Isoleucin

JC69 - Model Jukes-Cantor

K80 - Dvouparametricky model Kimura

Ka - Mira nesynonymnich mutaci

kb - kilobaze

Ks - Mira synonymnich mutaci

Leu (L) - Leucin

Lys (K) - Lysin

Met (M) - Methionin

ML - Maximum likelihood

MRNA - Mediatorova RNA

msa - Vicenasobné zarovnani sekvenci (multi sequence align)
MtDNA - Mitochondrialni DNA

NC - Nukleotid

NCBI - National Center for Biotchnology Information
PAML - Phylogenetic analasis by maximum likelihood
Phe (F) - Fenylalanin

Pro(P) - Prolin



RNA
rRNA
Ser (S)

Thr (T)
tRNA

Trp (W)
Tyr (Y)

uv
Val (V)

Ribonukleova kyselina
Ribosomalni RNA
Serin

Thymin

Threonin
Transferova RNA
Trypofan

Tytozin

Uracil

Ultrafialové zareni
Valin



Prilohy
Priloha 1

Tab. 8: Vysledné hodnoty pro Glis Glis, gen ATP8

Referencni organismus | Porovnavany organismus KaKs JC69 K80
Galeopterus variegatus 0,230489 | 0,415907 | 0,420886

Cavia porcellus 0,172119 | 0,432437 | 0,441099

Microtus kikuchii 0,400152 | 0,424126 | 0,429590

Sciurus vulgaris 0,241982 | 0,415907 | 0,423269

Oryctolagus cuniculus 0,270235 | 0,493340 | 0,499508

Lepus europaeus 0,259944 | 0,540084 | 0,549891

Ochotona collaris 0,348673 | 0,391776 | 0,393335

Orycteropus afer 0,313243 | 0,457935 | 0,468904

. . Macroscelides proboscideus | 0,509869 | 0,449339 | 0,456485
Glis Glis Talpa europaea 0,337802 | 0,383902 | 0,391466
Artibeus jamaicensis 0,498267 | 0,424126 | 0,440865

Erinaceus europaeus 0,550893 | 0,511689 | 0,551418

Pteropus dasymallus 0,333546 | 0,466631 | 0,476716

Pteropus scapulatus 0,218727 | 0,466631 | 0,473662

Echinops telfairi 0,315062 | 0,549793 | 0,576050

Tupaia belangeri 0,346466 | 0,475428 | 0,488213

Thryonomys swinderianus 0,232586 | 0,475428 | 0,481727

Isoodon macrourus 0,406320 | 0,589936 | 0,624790




Priloha 2

Tab. 9: Vysledné hodnoty pro Glis Glis, gen ND2

Refere_néni Porovnavany organismus KakKs JC69 K80
organismus

Sciurus vulgaris 0,154753 | 0,465232 | 0,473938

Pteropus dasymallus 0,245335 | 0,484970 | 0,494394

Pteropus scapulatus 0,236982 | 0,501515 | 0,512478

Artibeus jamaicensis 0,174576 | 0,516534 | 0,534053

Talpa europaea 0,224000 | 0,444276 | 0,456461

Tupaia belangeri 0,248069 | 0,486791 | 0,497427

Galeopterus variegatus 0,233858 | 0,486791 | 0,491301

Microtus kikuchii 0,292642 | 0,567534 | 0,580007

Glis Glis Erinaceus europaeus 0,205256 | 0,547507 | 0,582270
Isoodon macrourus 0,270825 | 0,573649 | 0,596575

Ochotona collaris 0,280562 | 0,452937 | 0,465678

Lepus europaeus 0,179921 | 0,435715 | 0,442189

Oryctolagus cuniculus 0,200131 | 0,410601 | 0,418163

Thryonomys swinderianus 0,280200 | 0,495960 | 0,506387

Cavia porcellus 0,267998 | 0,444276 | 0,454697

Macroscelides proboscideus 0,235290 | 0,518433 | 0,530330

Echinops telfairi 0,237862 | 0,569567 | 0,581386

Orycteropus afer 0,239557 | 0,499659 | 0,509715




Priloha 3

Tab. 10: Pozitivni selekce

Organismus, gen Pozice v sekvenci, | Hodnota pozitivni Hodnota po
AK selekce zprumérovani
- 156, T 1.136%* 2.508 +- 0.000
Glis Glis, ND2 o321 1.014%* 2.382 +- 0.000
36, P 0.995** 4.478 +- 3.540
o 40, T 0.958* 4.325 +- 3.539
Glis Glis, ATP8 1725 0.085* 4.450 +- 3.545
50, H 0.959* 4.327 +- 3.538
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