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Abstrakt

Bakalarska prace se V teoretické Casti zabyva genovou expresi, vyznamem a charakteristikou
introni a metodami jejich rozpoznavani. V praktické ¢asti se zaméiuje na analyzu intront

zvolenych genti a vyhledavani konzervativnich sekvenci .

Nejprve je rozebrana struktura nukleovych kyselin a popis jejich chemickych a fyzikalnich
vlastnosti a genova exprese, jeji jednotlivé kroky — transkripce, posttranskripcni Gpravy a
translace. Dale se prace zaméfuje na vyznam intrond, teorie jejich evoluce, podobnosti mezi

ruznymi skupinami organismu a nékteré metody jejich vyhledavani.

Praktickd cast se zabyva analyzou pocateCnich a koncovych oblasti introni a ovétovani
konzervativnosti hrani¢nich dinukleotidovych sekvenci, déale analyzou hrani¢nich oblasti
intron — exon a exon - intron a dale se snazi navrhnout nové potencialné konzervativni

sekvence — motivy, vyhledat je a ovéfit jejich konzervativnost.

Klicova slova
Nukleova kyselina, DNA, RNA, genova exprese, intron, metody rozpozndvani intront,

konzervativni Giseky intronti



Abstract

This bachelor thesis reviews genetic expression, the main characteristics of introns, their
importance, and the methodology of their recognition. Practical part focuses on intron
variability analysis and conservative sequences searching.

In the beginning, there is a structure of nucleic acids with their chemical and physical
characteristics reviewed, follow by gene expression description with all steps — transcription,
posttranscriptional splicing and translation. Afterwards, there is an analysis of introns
importance, introns evolution theories and similarities among different organisms mentioned,
follow by some introns recognition methods.

Practical part is focused on the initial and terminal regions of introns and conservative
dinucleotide sequences verifying. The thesis studies intron — exon and exon — intron
boundaries. The last part tries to suggest new potentially conservative sequences — patterns,
search for them and check their conservativeness.

Key words

Nucleic acid, DNA, RNA, gene expression, intron, intron recognition methods, intron
conservative sequences
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Uvod

Genetika je v dnesni dob¢é oborem velice modernim se stale se rozSifujicimi aplikacemi
V praxi. Je zmapovan genom fady organismu, zname funkce a produkty genové exprese a
dokdzeme interpretovat i vyhleddvat rizné anomadlie a mutace a pfifadit jim konkrétni
poruchu. Jsme schopni do genetické vybavy i zasahovat a ménit ji v urCitych parametrech dle

naSich predstav.

Oblast, ktera zatim neni tak prozkoumana, je negenova oblast DNA — introny. Jedna se o
znacn¢ variabilni oblasti DNA, o jejiz uloze pfi genetické expresi, pivodu a evoluci vime jen
malo a mnohdy se spiSe domnivame. Literatura poskytuje diikazy o konzervativnosti urcitych
oblasti v intronech a domniva se, Ze pfi bliz§im zkouméni by se mohlo zjistit, ze mutace
v téchto konzervativnich usecich mohou mit souvislost s néjakym defektem nebo

onemocnénim.

V bakaléiské praci budou shrnuty informace o struktute nukleovych kyselin — DNA a RNA,
jako jedine¢nych latek, které zajist'uji prenos genetické informace na dalsi generace. Bude se
vénovat genetické expresi, jako procesu, ktery informaci v nukleovych kyselinach uchovanou
pfevadi do funk¢nich nebo regula¢nich molekul. Shrne dosavadni poznatky o intronech, jejich
vyznamu, evolu€nich teoriich a ptvodu. Zaméii se také na zplsoby, jakymi lze introny

vyhledavat.

Cilem préace je ovefit konzervativnost oblasti na pocatcich a koncich intronit u ¢lovéka a
dalsich organismti a vyhodnotit, do jaké miry jsou konzervativni useky mezi organismy
podobné. Predpokladame, Ze sekvence na zacatku i konci intrond budou velmi podobné a to

napfi¢ riznymi organismy.

Dale se bude prace vénovat analyze rozhrani mezi kodujicimi a nekodujicimi Useky. Zajima
nas, zda najdeme opakujici se nukleotidy pouze v intronech nebo nalezneme pravidla i
v exonech.

V poslednim bodé¢ se prace bude pokouset vyhledat dalsi oblasti nebo sekvence v intronech,
které by mohly byt konzervativni. Poté tyto motivy bude vyhledavat v celé sad¢ intront a
bude se snazit najit podobnost v délce sekvenci a v jejich poloze v intronu.



1 Nukleové kyseliny

Nukleové kyseliny jsou chemické latky zajistujici uchovani a ptenos genetické informace.
Pro tuto funkci jsou specificky uzptisobeny. Nukleové kyseliny se skladaji z velkého poctu
nukleotidl, podjednotek, z niz kazd4d obsahuje tfi struktury — pétiuhlikatého sacharidu -
pentdzy, dusikaté heterocyklové baze a fosfatové skupiny. Pentézy jsou zastoupeny
v nukleovych kyselindch dvé — 2-deoxy-D-rib6za v piipadé DNA a riboza v ptipadé RNA.
Heterocyklové baze muzeme dale rozdélit do dvou skupin — purinové a pyrimidinové.
Purinové baze jsou tvofeny dvéma cykly a jsou zastoupeny adeninem a guaninem,
pyrimidinové obsahuji cyklus pouze jeden a fadime k nim thymin, cytosin a uracil. Purinové
baze jsou zastoupeny V RNA i DNA, z pyrimidinovych je v DNA zastoupen thymin a cytosin,
v RNA je na misto thyminu uracil. [1], [3], [4]

w 4

© CSLS/The University of Tokyo

Obriazek 1 Primarni struktura DNA a RNA [14]
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DNA se v bunikach nachazi nejCastéji ve form¢ dvouSroubovice. Tuto strukturu udrzuji
predevsim vodikové mistky — nekovalentni vazby vzdy mezi purinovou a pyrimidinovou
bazi. Tyto vazby nedosahuji sily vazby fosfodiesterové, kterd poutd jednotlivé nukleotidy do
fetézce nukleové kyseliny. Mezi adeninem a thyminem se tvofi dva vodikové mustky, mezi
cytosinem a guaninem tfi. Vysledkem jsou do spiraly navzdjem stoCené dva fetézce DNA,
pary bazi jsou usporadany nad sebou a jsou orientovany kolmo k ose Sroubovice. Parovani
bazi je specifické, za normalniho stavu se vodikové mistky nebudou tvofit mezi adeninem a
cytosinem nebo guaninem a thyminem. Zname-li tedy pofadi bazi v jednom fetézci DNA,
zname strukturu druhého vlakna, které je kprvnimu tzv. komplementarni. Pravé

komplementarita je zdkladem uchovani a ptenosu genetické informace. [1], [3], [4]

::E
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Major groove

Minor groove {

Length of one turn
=3.4nm
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double strand
(ca. 1.2 nm)

The two strands are
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- A @
aGC aaT

@© CSLS/The University of Tokyo

Obrazek 2 Dvouvlaknova DNA [14]
Sroubovice DNA je velice stabilni i ve vodném prostiedi bunék. Tato stabilita je ovlivnéna
tim, Ze baze jsou ve svém postaveni pomerné nepoldrni a tudiz se ve vodé nerozpousti. DNA
Sroubovice mé dva zlabky — jeden velky a druhy maly. To hraje svoji roli pfi genové expresi,
protoze regulaéni proteiny se specificky vazou bud’ do velkého, nebo malého zlabku. [1], [3],

[4]

v

DNA se muze vyskytovat v nékolika konformacich. Nejéastéjsi z nich je B-DNA, kterou tato
nukleova kyselina zaujimé ve fyziologickych podminkach. V této konformaci je DNA

Sroubovice pravotoc¢iva a obsahuje 10,4 nukleotidovych parii na otaCku. Dalsi konformaci je
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A-DNA, kterou lze pozorovat, je-li DNA v koncentrovaném roztoku soli nebo je-li ¢aste¢né
dehydratovana. Ta je rovnéz pravotoCiva, na otacku vsak ptipada 11 nukleotidt. Predpoklada
se vsak, ze v prostedi in vivo se tato konformace nenachazi. Jinou konformaci pfitomnou
Vv zivych organismech je Z-DNA ktera je levotoCiva, ma 12 parti bazi na otacku, tvoti pouze
jeden zlabek a vyskytuje se nejcastéji tam, kde je DNA bohat4 na pary C-G. Jeji vyznam je
prozatim nejasny. [1], [3], [4]

12



2 Genova exprese

Genova exprese je proces, kterym je geneticka informace zakodovana v nukleové kyseliné
pouzita k syntéze funkcniho genového produktu. Takovym produktem byva velmi cCasto
protein, ale mize to byt i funkéni RNA. [1], [3], [4]

Genova exprese zahrnuje dva kroky. Prvnim je transkripce, kdy se na zakladé jednoho
templatového vlakna DNA na principu komplementarity syntetizuje vldkno RNA. Ve druhém
kroku je na zékladé¢ takto vytvofené RNA tvofen polypeptidovy fetézec procesem

ozna¢ovanym jako translace. [1], [3], [4]

Tento prenos genetické informace je vyjadien jako centrdlni dogma molekularni biologie.
DNA se ptenasi do DNA pii pfedavani genetické informace mezi generacemi a z DNA do
fenotypového projevu organismu. RNA se miize piendSet do RNA pii replikaci RNA virG.
Pienos je mozny i z RNA do DNA za Gcasti specialnich enzymu. Z toho vyplyva, ze pienos
genetické informace mezi DNA a RNA je za jistych podminek vratny, pfenos z RNA do
proteind je ireverzibilni. [1], [3], [4]

Gene Expression

s S— =N

Transcription
Primary transcript (RNA)

B Splicing
Mature transcript (mRNA) | ~ ]

Protein synthesis

Protein GFIIAIF I

Obriazek 3 Genova exprese [15]

2.1 Typy RNA

Pti genové expresi hraje RNA velice vyznamnou roli. Vznika transkripci DNA a vyskytuje se

V nékolika formach.
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Mediatorova RNA (mRNA)

rrrrr

na ribozom a tvoii jakousi Sablonu, pomoci které se skladaji jednotlivé aminokyseliny do

polypeptidového fetézce.

Transferova RNA (tRNA)
tRNA je tvoifena malymi molekulami, pro néz je typické zatoupeni neobvyklych nukleosida,

napf. inozinu, pseudouridinu, ad., které vznikaji z nukleosidii primarniho transkriptu dal$imi
chemickymi dé&ji.tRNA nese antikodonovou sekvenci, ktera se paruje s kodonem mRNA a tak
pfinaSi aminokyseliny na misto proteosyntézy. Aminokyseliny se na tRNA navazuji
dvoustuptiovou reakci katalyzovanou aminoacyl-tRNA-Syntetdzou, ktera je pro jednotlivé

aminokyseliny rizna.

Ribozomalni RNA (rRNA)

rRNA tvoii pfiblizn€ polovinu ribozomu, organely zajistujici proteosyntézu. Jeji syntéza
probiha v jadérku, kde transkripci z DNA vznikaji né€kolikanasobné delsi prekurzory, které
jsou né€kolikanasobné delsi nez hotova rRNA obsazena v ribozomech. Geny pro rRNA jsou
Vv genomu zastoupeny ve velkém mnoZstvi kopii, coz je ddno velkym poctem ribozomil

V burice.

Dalsi typy RNA
Jako mala jaderna RNA (snRNA) se oznacuji malé molekuly, které jsou soucasti tzv.

spliceozomil. Ty se podileji na posttranskripcnich upravéach a vystfiZzeni intrond.
Mikro RNA blokuje expresi komplementarnich usekit mRNA. [1], [3], [4]

2.2 Syntéza RNA
Syntéza RNA probiha v jadie z prekurzort — ribonukleosidtrifosfatd. Templatem je jedno

vlakno DNA, fetézce vznikaji zcela nové, nepotiebuji piedptipraveny primer jako DNA.
Nové vlakno RNA je komplementarni k templatovému vldknu DNA, namisto thyminu vSak
obsahuje wuracil. Syntéza RNA probihd ve sméru 5°‘—>3‘. Reakci, kterd navazuje
ribonukleotidy na 3°-OH skupinu konce fetézce, katalyzuji RNA-polymerazy. Syntéza RNA

zacina na specifickych mistech oznacovanych jako promotory. [1], [3], [4]

2.3 Transkripce
Proces transkripce probihd v bunééném jadre, ma tfi fdze a je katalyzovéna tfemi enzymy -

RNA — polymerazami, z nichz kazda katalyzuje transkripci specifické skupiny genti.

14



Pro iniciaci transkripce je u eukaryotickych bun¢k krom ptislusné RNA-polymerazy nezbytna
ptitomnost specifickych bilkovin - transkripénich faktor. Nejprve dojde k interakci enzymu a
urcitych transkripénich faktorti na promotorovou oblast DNA, coz je konzervativni usek
zahrnujici kratS$i useky DNA oznaCované jako moduly. Takto vytvofeny komplex zplisobi

rozvolnéni dvousroubovice DNA, ¢imz se ziska templatové vlakno. [1], [3], [4]

V této druhé fazi, elongaci, se vlakno RNA prodluZzuje navazovanim odpovidajicich
ribonukleotidi. Béhem tohoto procesu je na nové vznikajici vldkno RNA na 5° konci
navazana 7-metylguanosinova cepicka, kterd zajistuje nové vzniklému vlaknu ochranu pred

enzymatickou lyzou. [1], [3], [4]

Terminace celého procesu probiha u jednotlivych RNA-polymeraz rizn€. V ptipadé RNA-
polymerazy II je transkripce zastavena o nékolik tisic nukleotidi dale za terminacni sekvenci
a misto, které bude 3 koncem nové RNA se utvoii endonukledzovym odStépenim. Poté je na
tento konec navazan usek obsahujici az 200 zbytki AMP. Tato reakce se oznacuje jako

polyadenylace. [1], [3], [4]

RNA-polymerazy I a III provadgji terminaci transkripce v zavislosti na svych terminacnich

signalech.

V nékterych piipadech muze také dojit k tzv. editaci RNA, coZ je proces, béhem kterého se
meéni nékteré sekvence nukleotidit v RNA pied jejich translaci, nicméné tento déj ma vyznam
pfedev§im pifi expresi mitochondridlnich genli rostlinnych bunék nebo prvokldl rodu

Trypanosoma. [1], [3], [4]

2.4 Posttranskrip¢ni apravy
VétSina eukaryotickych geni obsahuje Useky, které jsou exprimovany, a useky, které nikoliv.
Mluvime o exonech a intronech. Exony jsou sekvence DNA, které jsou dale exprimovany a

které jsou pierusovany nekodujicimi sekvencemi — introny. [1]

Vyznam intronl zatim neni zcela jasny. Jejich velikost je rozmanita, stejné jako jejich pocet
nebo zastoupeni jednotlivych nukleotidd. Predpoklada se, ze by mohly hrat alohu v regulaci
genové exprese nebo oddélovat exony jednoho genu koédujici rizné podjednotky uréitého
proteinu. V nékterych piipadech dochazi k nestejné tUpravé pii sestiihu, coz dava moznost
vzniku vzajemné piibuznych bilkovin na zakladé jednoho genu. V tomto pfipadé introny
funguji jako ,,enhancery* pifi meiotickém crossing-overu uvniti geni kodujicich bilkoviny.

Bylo v8ak také zjisténo, Ze introny sndze a cetnéji podléhaji mutacim, které vSak vibec
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nemusi mit vzdy pii translaci a nasledn¢ funkci zadny vliv, i kdyz bylo prokazano, Ze mutace
Vv konzervativnich usecich, které napoméhaji identifikaci intronu, mohou zodpovidat za

néktera genetickd onemocnéni ¢loveéka. [1]

Exony i introny jsou z DNA piepisované do RNA, poté dochazi k sestiihu transkriptu, jehoz
vysledkem je mRNA obsahujici pouze piepsané exony. Introny jsou velice variabilni,

obsahuji v§ak konzervativni Gseky, které napomahaji rozpoznavat mista sestiihu. [1]
K tomuto sestfihu miize dojit tfemi mechanismy.

Sestrih endonukledzami a naslednd DNA ligace
Timto zpusobem jsou upravovany tRNA u kvasinek a probiha ve dvou krocich. Nejprve

endonukledza navdzana na jadernou membranu katalyzuje odstépeni intronu na obou koncich
a poté ligaza zajisti spojeni obou casti do jedné definitivni molekuly tRNA. Misto, kde

k sesttihu dojde, zavisi na 3D struktufe molekul tRNA. [1]

Autokatalyticky sestrih

K autokatalytickému sestfihu dochézi bez pfitomnosti enzymil, reakce je iniciovana samotnou
molekulou RNA. Tyto dé&je byly popsané u rRNA vyvojové nizsich eukaryotnich organismt a
také u rRNA, tRNA a mRNA autonomnich organel vyssich eukaryot. Jednou z variant
samosestiihu je reakce s guaninovym nukleotidem nebo nukleosidem, ktery ma volnou 3‘-OH
skupinu. Nejprve se rozvolni vazba prvniho exonu s intronem, poté se fosfodiesterova vazba
ze spojeni druhého exonu s intronem pienese na prvni intron a molekula RNA se spoji, ve

tretim kroku je pak intron spojen uvolnénou fosfodiesterovou vazbou do kruhové molekuly.

K tomu, aby k autokatalytické reakci doslo, musi byt reagujici skupiny dostate¢né blizko.
Tento zplsob sestiihu je tedy zavisly na sekundarni konformaci molekuly prekurzorové RNA.

Zaroven by mohlo dojit ke zpétné reakci, CemuZz zabrani rychlé odbourani kruhovych intront.
Jiny zpusob samosestiihu se podoba nasledujicimu, ale nezapojuji se do néj spliceozomy. [1]

Spliceozomy

Spliceozomy zajist'uji sestfih jadernych pre-mRNA. Jedna se o malé Utvary, které obsahuji
nékolik malych molekul tzv. snRNA a riizné proteiny oznacované jako snop (small nuclear
ribonucleoproteins) a seskupuji se do podjednotek Ul — U6, z nichZ se jedina U3 sestiihu
neucastni, je sou€asti jadérka a ucastni se formovani ribozomi. Mechanismus probihd ve

dvou krocich, n¢které déje vSak nejsou zatim zcela prostudované. [1]
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2.5 Translace

Translace je proces piekladu genetické informace do struktury bilkovin. Tento déj je velice
slozity a ucastni se ho celd fada makromolekul — RNA, bilkoviny, enzymy. Hlavni tlohu

V tomto procesu ma ribozom. [1], [3], [4]

2.5.1 Ribozom
Jednd se o organelu, kterd se mlize nachazet v mitochondriich nebo chloroplastech, jadérku

nebo v cytoplazmé bunek vazand na endoplazmatické retikulum. Sklada se ze dvou
podjednotek — malé a velké, a je tvofena tRNA a bilkovinami. Ribozom nese tfi mista pro
vazbu tRNA — aminoacylové misto, na které se vaze t-RNA nesouci dalsi aminokyselinu,
peptidylové misto pro tRNA nesouci nové vznikajici peptidové vlakno a misto exitu, kde se
uvoliuje tRNA, ktera o svoji aminokyselinu pfisla. [1], [3], [4]

Met o
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Modified from Griffiths et al., AH INTRODUCTION TO GEMETIC AHALYSIS, 6th Ed., W.H. Freeman & Co., 1996.

Obrazek 4 Ribozom a translace [16]

2.5.2 Iniciace translace
Translace je iniciovdna napojenim tRNA nesouci methionin, protoZe kodon pro methionin je

.....

.....

...........
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piipojuje se ke komplexu i1 velkd podjednotka ribozomu. tRNA nesouci methionin se
V peptidylovém misté navaze svym antikodonem na AUG mRNA, tim je na aminoacylovém

misté pfipraven novy kodon a mize zacit druha faze translace. [1], [3], [4]

2.5.3 Elongace
Na A misto ribozomu se navaze aminoacyl-tRNA podle kodonu na mRNA. Tato

aminokyselina vytvoii peptidovou vazbu s karboxylovou skupinou peptidu, ktery je nesen
tRNA navdzanou v mist¢ P. Tuto reakci katalyzuje peptidyltransferaza. Pro vytvofeni
peptidové vazby je nutnd energie dodand rozstépenim molekuly GTP. Poté se ribozom
posouvd po mRNA o tfi nukleotidy smérem k 3‘-konci, rostouci peptidovy fetézec se
piesouva na tRNA v mist¢ A a ta se presouva na misto P. tRNA, ktera se takto uvolnila, se

posouva do mista E. [1], [3], [4]

2.5.4 Terminace
Ukonceni translace je signalizovano termina¢nimi kodony — UAA, UAG, UGA. Tyto kodony

jsou rozeznany uvoliiovacimi faktory (RF) a ty méni d&j tak, ze se na karboxylovou skupinu
navaze voda, a tim se peptid uvolni z tRNA v mist¢ P. Poté se ribozom rozpada na

podjednotky, které jsou pfipraveny pro dalsi translaci. [1], [3], [4]

18



3 Vyznam a vyvoj intront

Existuji dvé€ teorie o vzniku intront. Prvni z nich (introns-late) uvazuje o tom, Ze introny jsou
V evoluci nevyznamné a objevuji se v pozdnich fazich evoluce a to pouze u eukaryot. Jejich
vznik popisuje jako zaclenéni ¢asti kodu do oblasti budoucich sestfihli (proto-splice mista).
Druhé (introns-early) povazuje introny za nezbytnou podminku pii evoluci genii genovym
posunem, kdy vznikaly exony peptidovych moduli rekombinaci uvniti intront. Podle této
teorie by introny existovaly diive, nez doslo k rozdéleni prokaryot od eukaryot a predpoklada,

ze prokaryota by do dnes$nich dob vSechny introny ztratila. [7]

Fedorov, Merican a Gilbert provedli rozsahlou studii, ve které porovnavali introny rostlin,
zivocichll a hub, vybrali vzorky tak, aby odstranili kopie genii a porovnali pozice intronti u
homolognich genti. Vysledkem tohoto vyzkumu bylo zjisténi, Ze introny v ndpadné vysokém
procentu, u rostlinnych a Zivo€isnych genti v 10%, u srovnani hub a rostlin nebo zivocichli
dokonce 17 — 18 % lezi na stejnych pozicich, u tficeti nejpodobnéjsich genii zaznamenali
dokonce 44% shodu mezi zivocichy a rostlinami a 39 % mezi houbami a rostlinami nebo
zivocichy. Ddle popisuji pfitomnost ,,sliding* pozic, tedy pozic introni, které¢ sobé odpovidaji
s posunem do Sesti nukleotidi. Tyto ,,sliding® introny vSak mohou vznikat i arteficielné pii
strojovém zpracovani a zarovnani sekvenci. Cast t&chto intronti je ptivodnich, n&které viak
byly do DNA zatazeny aZ nedavno. Jejich stejné pozice jsou vysledkem nahody. Ziejmée je

vétsina podobnych pozic intront pivodnich, tedy potvrzujici teorii introns-early. [7], [13]

Na okrajich jadernych intronli byvaji ptitomny dinukleotidové sekvence GT a AG a uvnitf ve
vzdalenosti pfiblizn€ 30 nukleotidl proti sméru transkripce od 3¢ sestfihového mista intronu,
se nachazi sekvence TACTAAC. Jiné konzervativni sekvence jsou pak pfitomny u gent

autonomnich organel — mitochondrii a chloroplasti. [1]
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4 Metody vyhledavani intront a exoni u eukaryotickych organismi

Metody pro vyhledavani urcitych bazi — v naSem piipad¢ intronti a exontu Ize rozd¢lit podle

principu hledani do dvou velkych kategorii.

4.1 Metody vyhledavani intronti a exonti zaloZené na vyhledani urcité
sekvence
Prvni kategorii tvofi metody, které rozliSuji urcitou nukleotidovou sekvenci, kterou uréitym

algoritmem vyhledavaji v genomu.

4.1.1 Metoda Katayamy a Tomoshige
Tato metoda je jednim z piikladi metod zalozenych na detekci GT struktur. V prvé tfadé

metoda vyhledava kombinaci Sesti bazi okolo GT sekvence, zjisti, jak Casto se vyskytuji

vV GT oblasti hrani¢ni mezi intronem a exonem a jak Casto se vyskytuji v oblasti nehrani¢ni.

Cv v

[ 4

vyhodnotit, je-li GT sekvence hrani¢ni nebo ne. Vyhodou této metody je jeji rychlost, neni

vsak tak ptesna jako konvenéni metody. [2]

4.1.2 Genetické programovani
Princip genetického programovani je podobny principu biologické evoluce. Na zacatku jsou

vytvofeni jedinci — pocitaCové programy. U kazdého jedince je stanovena zdatnost a je
vybrano nékolik jedincil s vysokou zdatnosti, ze kterych se riznymi postupy ziskavaji jedinci
novi. Pro ty je rovn&z stanovena zdatnost a proces se opakuje, dokud neni algoritmus

ukoncen. Jedinec s nejvyssi hodnotou zdatnosti je povazovan za nejlepsiho. [5]

4.1.3 Hidden Markov Model

Hidden Markov Model se vyuziva pii zpracovani signalu, v algoritmech rozpoznavani feci a
Casto také v bioinformatice, obecné fesi problém vyhledani ur¢itého motivu.V bioinformatice
se vyuziva hlavné pro porovnavani sekvenci, predikci struktur nebo detekci genii. Pro
algoritmus je nutna nejprve faze vyhodnoceni systému — v tomto piipadé DNA. Na zaklad¢
tohoto pozorovani se zvoli pravdépodobné nejvhodnéjsi Hidden Markov Model. Ve druhé
fazi se snazime determinovat tzv. skryté stavy, tedy stavy, které nejsou piimo ziejmé, ale
zpusobuji néco, co ziejmé je. Na zaklad¢ téchto pozorovani je sestaven konkrétni model,
ktery nejlépe popisuje danou situaci a na jehoz zéklad€ 1ze motivy identifikovat. [8]
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4.2 Metody vyhledavani intronii a exonii pomoci Fourierovy transformace

Dalsi moznosti je zpracovani sekvence DNA pomoci Fourierovy transformace, kde je nutné
pievést DNA na signal. Toho dosdhneme jednoduse pfifazenim ciselnych hodnot pismenim

v DNA sekvenci.

Fourierova transformace se pouziva nejcastéji pro vyhledavani exont. Je to dano tim, ze prave
casti jadernych DNA eukaryot vykazuji urcitou periodicitu opakovani rovnu délce kodonu,
tedy rovnu tfem. Zvolime-li délku okna N rovnu nasobku tfi, po vykresleni vykonového
spektra ziskame na hodnoté vzorku N/3 peak. Okno se poté posouva. Je nutné zajistit
dostatecn¢ velké okno, aby se periodicita dostatecné projevila, ¢im del$i okno ale pouZzijeme,

tim naro¢néjsi bude vypocet. [17]
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5 Popis metod
Pro zpracovani analyz byl vyuzit program Matlab, jehoz soucésti je bioinformaticky toolbox,
ktery obsahuje fadu funkci pro zpracovani a analyzu bioinformatickych dat.

Prace obsahuje tfi skripty pro analyzu intront a dva skripty pro ptedzpracovani dat, ktera do
analyz vstupuji. Tato Uprava je oproti spousténi jednim skriptem vypocetné vyrazné rychlejsi,

odpada opakované prochdzeni soubora, které je u takto velkého souboru dat casoveé narocné.

5.1 Ziskani dat pro analyzu

Vstupni data byla ziskdna z anotovanych sekvenci uloZenych v databazi NCBI. Pro
automatické nacitani dat byl pouzit format genbank. Data vstupuji do analyz jiz
ptredzpracovana v souborech introny.mat a boundary.mat.

5.1.1 Vyhledavac

Skript vyhledavac vyhledava a uklada introny ze vSech genu pro dal$i analyzy. Geny jsou
ulozeny v adresaii sekvence, ktery je ve stejné sloZzce jako skript samotny. Postupné jsou
prochazeny a funkci genbankread jsou ze vSech soubori naéteny do workspace. Takto
ziskame strukturu obsahujici gen i dalsi informace, nés bude zajimat vlastni sekvence a CDS.
Pro vyhledani intront slouzi vlastni funkce introny, ktera introny izoluje podle pozic
ulozenych v CDS. Vysledky jsou zafazeny do matice, ktera je néasledné uloZena do souboru
introny.mat.

5.1.2 Vyhl_boundary

Vstupnimi data pro analyzu hrani¢ni oblasti obsahuje soubor boundary.mat. Tento soubor
ziskame spusténim skriptu vyhl_boundary, ktery pracuje obdobné jako vyhledavac. Projde
adresar sekvence, pomoci funkce getgenbank nacte informace o genech a cds a tato data
postoupi funkci boundary, ktera zajisti vyhledani nukleotidti nachazejicich se deset pozic
pred pfisluSnym cds a deset pozic za nim. Zajimaji nds zvlast’ oblasti intron — exon a exon —
intron, proto funkce odlisuje tyto tiseky podle sudosti nebo lichosti ¢itace i. Funkce obsahuje
také podminku, ktera vylucuje kratké oblasti, které pifed nebo za CDS maji méné neZ deset
nukleotidi. Vysledky uloZi do souboru boundary_zac.mat a boundary_kon.mat.
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Navaznost skripti na vstupni data je popsana na blokovém schématu.

introny.mat boundary_zac.mat

T, boundary_kon.mat

>

serazeni.m

v

introny na_zar.mat

A 4 A
gtag.m hledani_motivu.m vicenaszar.m gtag_boundary.m
/ y A A 4
pocet_zacatecnich.xls nalezene_motivy.xIs motivy pro pocet_v_poc_boundary.xls
hledani_motivu
pocet_konecnych.xls pocet_v_kon_boundary.xls

Obrazek 5 Blokové schéma

5.2 Ovérovani konzervativnosti na rozhrani intronti a exonii

Pro ovéfeni konzervativnosti dinukleotidovych sekvenci AG a GT byl vytvofen skript gtag,
ktery zjisStuje pocet nukleotidi na zaCdtku a na konci intronu. Vstupem je soubor
introny.mat. Z tohoto souboru je ziskana sekvence prvnich a poslednich deseti nukleotida.
Funkci pocitani stanovujeme pocty nukleotidd A, C, G a T a ukladame je do vektoru.
Vysledky jsou ulozeny do soubort pocet konecnych.xls a pocet_zacatecnich.xls, kde fadky
pfedstavuji pocty jednoho nukleotidu na pozicich 1 — 10 a sloupce pocet nukleotidit A — T na

ptislusné pozici.

Analyza hrani¢ni oblasti se spousti skriptem gtag_boundary. Vstupem jsou hrani¢ni oblasti
vypsané do souboru boundary.mat, ten je nacten a pak jsou jednotlivé fadky prohledavany a
pomoci funkce pocitani jsou uréeny pocty nukleotidd na piislusnych pozicich. Vysledky jsou
ulozeny do  souborii  pocet poc boundary.xls  pro  oblast intron-exon a
pocet_kon_boundary.xls pro oblast exon-intron.

Pro zobrazeni konzervativnosti pfisluSnych oblasti byla pouzita funkce sekvenéniho loga,
které popisuje konzervativnost sekvenci nukleotidii v fetézci nukleotidovych kyselin nebo
aminokyselin v proteinovém fetézci. Je tvofeno ze zarovnanych sekvenci. Pro kazdou pozici
je vytvofen sloupec pismen oznacujicich jednotlivé nukleotidy nebo aminokyseliny. Celkova
vySka tohoto sloupce charakterizuje konzervativnost sekvence na dané pozici. Vyska
jednotlivych symbol odpovida relativni frekvenci daného nukleotidu nebo aminokyseliny na
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piislusné pozici. Bioinformaticky toolbox v Matlabu obsahuje funkci seqlogo, ktera

sekvenc¢ni logo ze zarovnanych sekvenci tvofi. [19]

5.3 Vyhledavani konzervativnich motivi

Analyza konzervativnosti motivii se spousti skriptem doexcelu. Na pocatku je nutné vyplnit
jednotadkovou matici, kterd obsahuje ty sekvence, které ozna¢ime za motiv a které chceme
vyhledavat. Poté je pro kazdy motiv spusténa funkce prohledavani, ktera pomoci funkci
hledani_motivu, vyhodnoceni a vyhodnoceni2 introny analyzuje. Vsechny tyto funkce

budou popsany nize.

Motivy, jejichz konzervativnost byla ovéfovana, byly ziskany vicenasobnym zarovnanim
n¢kterych sekvenci a pouzitim takto ziskanych konsenzudlnich sekvenci na vSechny introny
ulozené v introny.mat. Mezi motivy byl také zafazen motiv TACTAAC, jehoz

konzervativnost jiz ovéfena byla.[1]

Vysledkem skriptu je tabulka MS Excel nalezene_motivy, kde prvni sloupec obsahuje motiv,
ktery byl vyhleddvan, druhy sloupec pocet vSech intront, které do analyzy vstoupily, treti
sloupec pocet introntl, ve kterych byl motiv nalezen a dalsi sloupce obsahuji vysledky funkci
vyhodnoceni a vyhodnoceni2, tedy pozice, na kterych byl motiv nalezen.

5.3.1 Funkce hledani_motivu

Funkce nacitd soubor introny.mat a pomoci vyhledava v intronech pozadovany motiv.
Vysledkem je matice identifikace, jejiz kazdy fadek odpovida jednomu intronu, ktery dany
motiv obsahuje, a sloupce urcuji pozici, na které se motiv nachazi. Dal$im vystupem funkce je

celkovy pocet introni a pocet intrond, ve kterych se motiv vyskytuje.

5.3.2 Funkce vyhodnoceni

Funkce jako vstupni parametr pozaduje matici identifikace. Intron je funkci rozdélen po deseti
procentech, a pokud je pfitomen v dané ¢asti vyhledavany motiv, ptifadi do vektoru histogram
na piislusné misto hodnotu 1. Cilem funkce tedy je zhodnotit, zda se dany motiv nachézi
v nékteré procentudlné dané oblasti intrond nebo ne, nezajima nds pocet nalezenych intron
v dané ¢asti, protoze opakovana pfitomnost motivu v dlouhych intronech by vysledek vyrazné
zkreslila.

5.3.3 Funkce vyhodnoceni2

Funkce pracuje na obdobném principu jako vySe uvedena funkce vyhodnoceni. Rozdilem je,
ze prohledava prvnich a poslednich 100 nukleotidii v kazdém intronu, tuto oblast déli na deset
dild a pocita, kolik motivli celkem se v dané oblasti nachdzi. V tomto ptipad¢ je pocet
nalezenych motivili nutné uvadét, protoZe informace o poctu nam také fikd, jak vyznamny

vyskyt v dané oblasti je.
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6 Analyza gent
Pro analyzu byly vyuzity geny ¢lovéka (Homo sapiens) a tfi dalSich riznych organismt —
mysi domaci (Mus musculus), kura bankivského (Gallus gallus) a véely medonosné (Apis

mellifera). Taxonomické zafazeni organismi uvadi Tabulka 1.

Tabulka 1 Taxonomické zaiazeni uvedenych organismi

Kmen Ttida Rad Celed
Homo sapiens strunatci savci primati hominidi
(Chordata) (Mammalia) (Primates) (Hominidae)
Mus musculus strunatci savci hlodavci mySoviti
(Chordata) (Mammalia) (Rodentia) (Muridae)
Gallus Gallus strunatci ptaci hrabavi bazantoviti
(Chordata) (Aves) (Galliformes) (Phasianidae)
Apis mellifera ¢lenovci hmyz blanokitidli véeloviti
(Arthropoda) (Insecta) (Hymenoptera) (Apidae)

Pro analyzu byly pouzity geny u ¢lovéka ze somatickych chromozomu ¢islo 1, 4, 8 a 10 a
pohlavnich chromozoml X a Y, u mysi ze somatickych chromozomu ¢islo 1, 4, 12 a 16 a
pohlavnich chromozomti X a Y, u kura ze somatickych chromozomt 1 a 28 a pohlavniho
chromozomu W a u v¢ely z chromozomt LG1 — LG16. [18]

Pro spusténi vSech analyz je doporucena 64bit verze programu Matlab a konfigurace pocitace
S minimaln¢ 4 GB RAM.

6.1 Ovérovani konzervativnosti dinukleotidovych sekvenci AG a GT

6.1.1 Homo sapiens
Celkem bylo zpracovano 803 intron.

Konzervativnost dinukleotidové sekvence GT na pocatku nukleotidu se potvrdila. Nukleotid
G byl pfitomen na prvni pozici v 88 % ptipadt, nukleotid T na druhé pozici 85 % ptipadu.
Kromé téchto dvou nukleotidii se ve vice nez padesati procentech analyzovanych ptipadii na
dalSich, tzn. na tfetim az Sestém misté¢ od pocatku, nachazely nukleotidy AAG, jak ukazuje
Tabulka 2 a Tabulka 3.
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Tabulka 2 Absolutni poéty jednotlivych nukleotidii na za¢atku introni u ¢lovéka

pozice nukleotidu vzhledem k CDS

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
A 52 73 445 527 87 176 248 183 161 215
C 28 20 29 91 92 157 152 220 172 187
G 706 28 272 75 531 143 183 145 219 162
T 17 682 57 110 93 327 220 255 251 239

Tabulka 3 Procentualni zastoupeni jednotlivych nukleotidii na za¢atku introni u ¢lovéka
pozice nukleotidu vzhledem k CDS

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
A 6,48 9,09 55,42 65,63 10,83 21,92 30,88 22,79 20,05 26,77
C 3,49 2,49 3,61 11,33 11,46 19,55 18,93 27,40 21,42 23,29
G 87,92 3,49 33,87 9,34 66,13 17,81 22,79 18,06 27,27 20,17
T 2,12 84,93 7,10 13,70 11,58 40,72 27,40 31,76 31,26 29,76

Konzervativnost sekvence AG byla také potvrzena. Procentudlné se nukleotid A vyskytoval

na predposledni pozici v 85 % piipadi a nukleotid G na poslednim misté v 84 % piipada.

Na tieti a paté pozici od konce se vyskytuje stejny nukleotid u vice nez padesati procent

analyzovanych intronli. Na pozicich Sest az deset jsou pfitomny stejné nukleotidy ve 40 az 50
% pripadi. Jednotlivé hodnoty jsou zobrazeny v Tabulka 4 a Tabulka 5.

Tabulka 4 Absolutni poéty jednotlivych nukleotidi na konci introni u ¢lovéka

pozice nukleotidu vzhledem k CDS
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
A 26 686 100 209 127 97 115 132 95 108
C 76 31 457 208 164 211 236 229 251 222
G 675 23 32 180 80 94 80 81 96 123
T 26 63 214 206 432 401 372 361 361 350
Tabulka 5 Procentualni zastoupeni jednotlivych nukleotidi na konci intront u ¢lovéka
pozice nukleotidu vzhledem k CDS
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
A 3,24 85,43 12,45 26,03 15,82 12,08 14,32 16,44 11,83 13,45
C 9,46 3,86 56,91 25,90 20,42 26,28 29,39 28,52 31,26 27,65
G 84,06 2,86 3,99 22,42 9,96 11,71 9,96 10,09 11,96 15,32
T 3,24 7,85 26,65 25,65 53,80 49,94 46,33 44,96 44,96 43,59
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Analyza byla potvrzena vytvoienim sekvencniho loga, viz Obrazek 6 a Obrazek 7.

10

Sequence Position

Obrazek 6 Sekven¢ni logo za¢atku introni u ¢lovéka

2.
°¢3Q LI N e e

Sequence Position

Obrazek 7 Sekvenc¢ni logo konce intronii u ¢lovéka

6.1.2 Mus musculus
Celkové¢ bylo analyzou zpracovano 405 intront.

Konzervativnost dinukleotidové sekvence GT na pocatku nukleotidu se potvrdila. Nukleotid
G byl ptfitomen na prvni pozici V 84 % ptipadi, nukleotid T na druhé pozici v 77 % piipadi.
Kromé téchto dvou nukleotidii se ve vice nez padesati procentech introni nachazel stejny
nukleotid na tieti, ¢tvrté a paté pozici. Ziskané hodnoty reprezentuje Tabulka 6 a Tabulka 7.
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Tabulka 6 Absolutni poéty jednotlivych nukleotidii na zac¢atku intrond u mysi

pozice nukleotidu vzhledem k CDS
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
A 28 47 215 216 44 81 128 102 94 118
C 18 22 33 61 49 80 95 93 98 80
G 341 24 98 54 242 85 101 91 104 88
T 18 312 59 74 70 159 81 119 109 119

Tabulka 7 Procentualni zastoupeni jednotlivych nukleotidii na za¢atku introni u mysi

pozice nukleotidu vzhledem k CDS
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
6,91 11,60 53,09 53,33 10,86 20,00 31,60 25,19 23,21 29,14
4,44 5,43 8,15 15,06 12,10 19,75 23,46 22,96 24,20 19,75
84,20 5,93 24,20 13,33 59,75 20,99 24,94 22,47 25,68 21,73
4,44 77,04 14,57 18,27 17,28 39,26 20,00 29,38 26,91 29,38

H o 0>

Konzervativnost sekvence AG byla také potvrzena. Procentualné se nukleotid A vyskytoval
na predposledni pozici v 75 % piipadi a nukleotid G na poslednim misté v 74 % piipada.
Na tieti pozici od konce se vyskytuje stejny nukleotid u vice nez padesati procent
analyzovanych intrond. Jednotlivé hodnoty jsou zobrazeny v Tabulka 8 a Tabulka 9.

Tabulka 8 Absolutni poéty jednotlivych nukleotidii na konci intrond u mysi

pozice nukleotidu vzhledem k CDS
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
A 24 311 58 124 61 56 64 48 55 53
C 58 22 219 100 112 140 119 141 113 101
G 307 23 20 92 35 54 48 46 55 67
T 16 49 108 89 197 155 174 170 182 184

Tabulka 9 Procentudlni zastoupeni jednotlivych nukleotidi na konci intront u mysi

pozice nukleotidu vzhledem k CDS

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
5,78 74,94 13,98 29,88 14,70 13,49 15,42 11,57 13,25 12,77

13,98 5,30 52,77 24,10 26,99 33,73 28,67 33,98 27,23 24,34

73,98 5,54 4,82 22,17 8,43 13,01 11,57 11,08 13,25 16,14

=1 |0 >

3,86 11,81 26,02 21,45 47,47 37,35 41,93 40,96 43,86 44,34
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Analyza byla potvrzena vytvoienim sekvencniho loga, viz Obrazek 8 a Obrazek 9.

10

Sequence Position

Obrazek 8 Sekven¢ni logo zacatku introni u mysi

Cj:rq; LLxx X x x

o
— o © -+ w w ~ w 1] -

Sequence Position

Obrazek 9 Sekven¢ni logo konce introni u mysi

6.1.3 Gallus gallus
Celkov¢ bylo analyzou zpracovano 3449 intrond.

Konzervativnost dinukleotidové sekvence GT na pocatku nukleotidu se potvrdila. Nukleotid
G byl ptitomen na prvni pozici vV 80 % ptipadli, nukleotid T na druhé pozici ve vice nez 76 %
pfipadl. Kromé téchto dvou nukleotidi se ve vice nez padesati procentech intronil nachazel

stejny nukleotid na ¢tvrté a paté pozici (Tabulka 10 a Tabulka 11).
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Tabulka 10 Absolutni po¢ty jednotlivych nukleotidii na za¢atku introni kura

pozice nukleotidu vzhledem k CDS

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
252 384 1722 2012 324 970 1096 602 879 845
313 239 398 454 626 560 715 851 860 995

2766 207 1062 413 2119 713 935 1115 855 887

40>

118 2619 267 570 380 1206 703 881 855 722

Tabulka 11 Procentualni zastoupeni jednotlivych nukleotidii na za¢atku introni kura

pozice nukleotidu vzhledem k CDS

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

7,31 11,13 49,93 58,34 9,39 28,12 31,78 17,45 25,49 24,50

9,08 6,93 11,54 13,16 18,15 16,24 20,73 24,67 24,93 28,85

80,20 6,00 30,79 11,97 61,44 20,67 27,11 32,33 24,79 25,72

H o 0>

3,42 75,94 7,74 16,53 11,02 34,97 20,38 25,54 24,79 20,93

Konzervativnost sekvence AG byla také potvrzena. Procentudlné se nukleotid A vyskytoval
na predposledni pozici v 84 % piipadi a nukleotid G na poslednim misté v 86 % piipada.
Dalsi shoda byla nalezena na tfeti a paté pozici od konce, kde se vyskytuje ve vice nez
poloving intront stejny nukleotid. Jednotlivé hodnoty jsou zobrazeny (Tabulka 12 a Tabulka
13).

Tabulka 12 Absolutni po¢ty jednotlivych nukleotidii na konci introntd u kura

pozice nukleotidu vzhledem k CDS
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
A 110 2901 226 841 137 250 358 328 434 400
C 223 393 2253 1088 889 1439 1336 1162 1129 1065
G 2961 99 222 1044 501 414 345 620 452 485
T 155 56 748 476 1922 1346 1410 1339 1434 1499

Tabulka 13 Procentualni zastoupeni jednotlivych nukleotidi na konci intront u kura

pozice nukleotidu vzhledem k CDS

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

3,19 84,11 6,55 24,38 3,97 7,25 10,38 9,51 12,58 11,60

6,47 11,39 65,32 31,55 25,78 41,72 38,74 33,69 32,73 30,88

85,85 2,87 6,44 30,27 14,53 12,00 10,00 17,98 13,11 14,06

—=HO|O|>

4,49 1,62 21,69 13,80 55,73 39,03 40,88 38,82 41,58 43,46
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Analyza byla potvrzena vytvoienim sekven¢niho loga, viz Obrazek 10 a Obrazek 11.

Sequence Position

Obrazek 10 Sekvenéni logo zac¢atku intronii u kura
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Sequence Position

Obrazek 11 Sekvenéni logo konce intront u kura

6.1.4 Apis mellifera
Celkové bylo analyzou zpracovano 993 intron.

Konzervativnost dinukleotidové sekvence GT na pocatku nukleotidu se potvrdila. Nukleotid
G byl pfitomen na prvni pozici v t¢éméf 79 % ptipadl, nukleotid T na druhé pozici ve vice
nez 80 % piipadi. Kromé téchto dvou nukleotidii se ve vice nez padesati procentech ptipadi
na dalSich, tzn. na tfetim, aZ Sestém mist¢ od pocatku nachazely nukleotidy AAGT, jak
ukazuje Tabulka 14 a Tabulka 15.
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Tabulka 14 Absolutni poéty jednotlivych nukleotidii na za¢atku introni u véely

pozice nukleotidu vzhledem k CDS
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
A 101 107 613 601 229 277 410 351 358 338
C 39 56 51 93 68 107 127 132 152 187
G 781 32 189 70 506 89 152 130 108 114
T 72 798 140 229 190 520 304 380 375 354
Tabulka 15 Procentualni zastoupeni jednotlivych nukleotidi na za¢atku introni u véely
pozice nukleotidu vzhledem k CDS
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
A 10,17 10,78 61,73 60,52 23,06 27,90 41,29 35,35 36,05 34,04
C 3,93 5,64 5,14 9,37 6,85 10,78 12,79 13,29 15,31 18,83
G 78,65 3,22 19,03 7,05 50,96 8,96 15,31 13,09 10,88 11,48
T 7,25 80,36 14,10 23,06 19,13 52,37 30,61 38,27 37,76 35,65

Konzervativnost sekvence AG byla také potvrzena. Procentualné se nukleotid A vyskytoval

na piedposledni pozici v 85 % pfipadi a nukleotid G na poslednim misté v témet 80 %

piipadt. Na paté a Sesté pozici od konce se vyskytuje s vysokou pravdépodobnosti nukleotid

T. Na pozicich tfi a sedm az deset jsou pfitomny stejné nukleotidy u téméef 50 % intronQ
(Tabulka 16 a Tabulka 17).

Tabulka 16 Absolutni po¢ty jednotlivych nukleotidii na konci intront u véely

pozice nukleotidu vzhledem k CDS
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
A 90 845 150 338 156 177 217 237 272 253
C 60 42 490 152 154 123 139 148 118 146
G 790 38 51 173 66 110 158 148 122 103
T 53 68 302 330 617 583 479 460 481 491
Tabulka 17 Procentualni po¢ty jednotlivych nukleotidi na na konci introni u véely
pozice nukleotidu vzhledem k CDS
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
A 9,06 85,10 15,11 34,04 15,71 17,82 21,85 23,87 27,39 25,48
C 6,04 4,23 49,35 15,31 15,51 12,39 14,00 14,90 11,88 14,70
G 79,56 3,83 5,14 17,42 6,65 11,08 15,91 14,90 12,29 10,37
T 5,34 6,85 30,41 33,23 62,13 58,71 48,24 46,32 48,44 49,45
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Analyza byla potvrzena vytvoienim sekven¢niho loga, viz Obrazek 12 a Obrazek 13.

Sequence Position

Obrazek 12 Sekvencni logo zac¢atku introni u kura
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Sequence Position

Obrazek 13 Sekvenéni logo konce intronii u kura

6.2 Analyza hranicni oblasti introni - exonti
Vstupem do analyzy hrani¢nich oblasti byl soubor boundary.mat. Pro piehlednéjsi zobrazeni
Vv tabulkdch uvadim pouze hodnoty pro ¢ast hrani¢ni oblasti tvofenou zacatky a konci exoni.

Zacatky a konce intronti byly uvedeny vyse v analyze GT a AG.

6.2.1 Homo sapiens

Hrani¢ni oblast exonu nevykazuje zadnou konzervativnost na rozdil od hrani¢ni oblasti
intronu, s vyjimkou piedposledni pozice na konci exonu, kde se v 62% ptipadt vyskytuje
nukleotid A (viz Tabulka 18, Tabulka 19, Tabulka 20 a Tabulka 21).
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Tabulka 18 Absolutni poéty nukleotidi na zac¢atku exonii u ¢lovéka

pozice nukleotidu vzhledem k CDS

CDS 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

204 167 156 173 175 172 190 188 158 178 177

83 109 108 136 142 145 137 136 138 134 143

273 94 186 131 131 177 160 147 160 164 151

40>

54 244 164 174 166 120 127 143 158 138 143

Tabulka 19 Procentualni zastoupeni nukleotidi na za¢atku exonii u ¢lovéka

pozice nukleotidu vzhledem k CDS

CDS 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

33,22 | 27,20 | 2541 | 28,18 | 28,50 | 28,01 | 30,94 | 30,62 | 25,73 | 28,99 | 28,83

13,52 | 17,75 | 17,59 | 22,15 | 23,13 | 23,62 | 22,31 | 22,15 | 22,48 | 21,82 | 23,29

4446 | 1531 | 30,29 | 21,34 | 21,34 | 28,83 | 26,06 | 23,94 | 26,06 | 26,71 | 24,59

H o 0>

8,79 39,74 | 26,71 | 28,34 | 27,04 | 1954 | 20,68 | 23,29 | 25,73 | 22,48 | 23,29

Tabulka 20 Absolutni po¢ty nukleotidi na konci exont u ¢lovéka

pozice nukleotidu vzhledem k CDS
-10 -9 -8 -7 -6 -5 -4 -3 -2 -1 CDS
A 185 177 185 183 184 173 197 192 195 382 117
C 141 158 143 158 133 130 148 154 200 70 19
G 129 147 153 109 147 154 116 139 101 84 442
T 160 133 134 165 151 158 154 130 119 79 37

Tabulka 21 Procentualni zastoupeni nukleotidii na konci exonii u ¢lovéka

pozice nukleotidu vzhledem k CDS

-10 -9 -8 -7 -6 -5 -4 -3 -2 -1 CDS

30,08 | 28,78 | 30,08 | 29,76 | 29,92 | 28,13 | 32,03 | 31,22 | 31,71 | 62,11 | 19,02

22,93 | 2569 | 23,25 | 25,69 | 21,63 | 21,14 | 24,07 | 25,04 | 32,52 | 11,38 3,09

20,98 | 23,90 | 24,88 | 17,72 | 23,90 | 25,04 | 18,86 | 22,60 | 16,42 | 13,66 | 71,87

40>

26,02 | 21,63 | 21,79 | 26,83 | 24,555 | 25,69 | 25,04 | 21,14 | 19,35 | 12,85 6,02

34



Analyza pomoci sekvencniho loga zobrazuje celou hrani¢ni oblast, tzn. deset nukleotidt pred
a deset nukleotidli za pozici CDS. Z vysledkt je patrné, ze konzervativnost vykazuje pouze

oblast intronu.
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6.2.2 Mus musculus

Hrani¢ni oblast exonu nevykazuje zadnou konzervativnost na rozdil od hrani¢ni oblasti
intronu, s vyjimkou ptedposledni pozice na konci exonu, kde se v 65% ptipadd vyskytuje
nukleotid A (viz Tabulka 22, Tabulka 23, Tabulka 24 a Tabulka 25).

Tabulka 22 Absolutni poéty nukleotidi na za¢atku exonii u mysi

pozice nukleotidd vzhledem k CDS
CDS 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
A 130 90 98 111 82 104 103 90 75 104 122
C 44 52 76 77 114 77 76 93 87 92 70
G 122 76 102 69 90 78 82 81 94 90 67
T 52 130 72 91 62 89 87 84 92 62 89

Tabulka 23 Procentualni zastoupeni nukleotidi na za¢atku exoni u mysi

pozice nukleotidd vzhledem k CDS
CDS 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
37,36 | 25,86 | 28,16 | 31,90 | 2356 | 29,89 | 29,60 | 2586 | 21,55 | 29,89 | 35,06
12,64 | 14,94 | 21,84 | 22,13 | 32,76 | 22,13 | 21,84 | 26,72 | 25,00 | 26,44 | 20,11
35,06 | 21,84 | 29,31 | 19,83 | 2586 | 22,41 | 2356 | 23,28 | 27,01 | 25,86 | 19,25
1494 | 37,36 | 20,69 | 26,15 | 17,82 | 25,57 | 25,00 | 24,14 | 26,44 | 17,82 | 25,57

Hl | 0|>

Tabulka 24 Absolutni po¢ty nukleotidi na konci exont u mysi

pozice nukleotidu vzhledem k CDS
-10 -9 -8 -7 -6 -5 -4 -3 -2 -1 CDS
A 102 106 125 92 84 85 93 80 97 225 64
C 87 87 67 85 95 86 95 105 93 29 11
G 74 82 70 84 66 79 57 94 56 52 255
T 85 73 86 87 103 98 103 69 102 42 18

Tabulka 25 Procentualni zastoupeni nukleotidi na za¢atku exoni u mysi

pozice nukleotidu vzhledem k CDS
-10 -9 -8 -7 -6 -5 -4 -3 -2 -1 CDS
29,31 | 30,46 | 3592 | 26,44 | 24,14 | 24,43 | 26,72 | 22,99 | 27,87 | 64,66 | 18,39
25,00 | 25,00 | 19,25 | 24,43 | 27,30 | 24,71 | 27,30 | 30,17 | 26,72 | 8,33 3,16
21,26 | 23,56 | 20,11 | 24,14 | 18,97 | 22,70 | 16,38 | 27,01 | 16,09 | 1494 | 73,28
24,43 | 20,98 | 24,71 | 25,00 | 29,60 | 28,16 | 29,60 | 19,83 | 29,31 | 12,07 | 5,17

40>
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Analyza pomoci sekvencniho loga zobrazuje celou hrani¢ni oblast, tzn. deset nukleotidt pred
a deset nukleotidii za pozici CDS. Z vysledku je patrné, Ze konzervativnost vykazuje pouze

oblast intronu.
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6.2.3 Gallus gallus

Hrani¢ni oblast exonu nevykazuje zadnou konzervativnost na rozdil od hrani¢ni oblasti

intronu, s vyjimkou piedposledni pozice na konci exonu, kde se v 61% ptipadi vyskytuje

nukleotid A (Tabulka 26, Tabulka 27, Tabulka 28 a Tabulka 29).

Tabulka 26 Absolutni poéty nukleotidi na za¢atku exoni u kura

pozice nukleotidu vzhledem k CDS

CDS 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
A 174 117 114 131 157 130 139 150 117 124 145
C 80 92 86 122 131 113 132 112 119 124 112
G 199 75 179 136 92 147 152 116 156 156 130
T 64 233 138 128 137 127 94 139 125 113 130
Tabulka 27 Procentualni zastoupeni nukleotidii na zaéatku exont u kura
pozice nukleotidu vzhledem k CDS
CDS 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
A 33,66 | 22,63 | 22,05 | 25,34 | 30,37 25,15 26,89 | 29,01 | 22,63 | 23,98 28,05
C 15,47 17,79 16,63 | 23,60 | 25,34 | 21,86 25,53 | 21,66 | 23,02 | 23,98 21,66
G 38,49 1451 | 34,62 | 26,31 17,79 | 28,43 29,40 | 22,44 | 30,17 | 30,17 25,15
T 12,38 | 45,07 | 26,69 | 24,76 | 26,50 | 24,56 18,18 | 26,89 | 24,18 | 21,86 25,15
Tabulka 28 Absolutni po¢ty nukleotidii na konci exonii u kura
pozice nukleotidu vzhledem k CDS
-10 -9 -8 -7 -6 -5 -4 -3 -2 -1 CDS
A 164 152 161 145 135 152 165 155 175 314 89
C 136 123 130 120 133 133 124 133 139 51 10
G 103 132 120 117 133 119 115 123 95 87 379
T 114 110 106 135 116 113 113 106 108 65 39
Tabulka 29 Procentualni zastoupeni nukleotidii na konci exoni u kura
pozice nukleotidu vzhledem k CDS
-10 -9 -8 -7 -6 -5 -4 -3 -2 -1 CDS
A 31,72 29,40 | 31,14 28,05 26,11 29,40 | 31,91 29,98 | 33,85 60,74 | 17,21
C 26,31 23,79 25,15 23,21 25,73 25,73 23,98 25,73 26,89 9,86 1,93
G 19,92 25,53 | 23,21 22,63 25,73 23,02 22,24 | 23,79 18,38 16,83 | 73,31
T 22,05 21,28 | 20,50 26,11 22,44 21,86 21,86 20,50 20,89 12,57 7,54
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Analyza pomoci sekvencniho loga zobrazuje celou hrani¢ni oblast, tzn. deset nukleotidt pred
a deset nukleotidii za pozici CDS. Z vysledku je patrné, Ze konzervativnost vykazuje pouze

oblast intronu.
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6.2.4 Apis mellifera

Hrani¢ni oblast na zac¢atku exonu nevykazuje na zadné pozici nadpolovi¢ni shodu. Hrani¢ni
oblast na konci exonu vykazuje konzervativnost v 60% na posledni a piedposledni pozici (viz
Tabulka 30, Tabulka 31, Tabulka 32 a Tabulka 33).

Tabulka 30 Absolutni poéty nukleotidi na za¢atku exonii u véely

pozice nukleotidu vzhledem k CDS

CDS 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
A 365 196 237 229 279 275 265 264 252 271 276
C 100 122 121 190 193 171 180 202 164 160 167
G 297 122 281 212 181 208 244 177 237 211 205
T 100 422 223 231 209 208 173 219 209 220 214
Tabulka 31 Procentualni zastoupeni nukleotidii na za¢atku exont u véely
pozice nukleotidu vzhledem k CDS
CDS 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
A 42,34 | 22,74 | 27,49 26,57 32,37 31,90 | 30,74 | 30,63 29,23 31,44 | 32,02
C 11,60 14,15 14,04 22,04 | 22,39 19,84 | 20,88 23,43 19,03 18,56 19,37
G 34,45 14,15 | 32,60 24,59 21,00 24,13 28,31 20,53 27,49 24,48 | 23,78
T 11,60 | 48,96 | 25,87 26,80 24,25 24,13 20,07 25,41 24,25 25,52 | 24,83
Tabulka 32 Absolutni po¢ty nukleotidi na konci exont u véely
pozice nukleotidu vzhledem k CDS vzhledem k CDS
-10 -9 -8 -7 -6 -5 -4 -3 -2 -1 CDS
A 276 256 256 279 252 249 262 305 290 525 231
C 192 169 165 198 172 186 194 164 203 97 51
G 154 191 196 160 166 160 145 182 125 120 518
T 240 246 245 225 272 267 261 211 244 120 62
Tabulka 33 Procentualni zastoupeni nukleotidii na konci exonii u véely
pozice nukleotidu vzhledem k CDS vzhledem k CDS
-10 -9 -8 -7 -6 -5 -4 -3 -2 -1 CDS
A 32,02 29,70 | 29,70 | 32,37 29,23 28,89 | 30,39 35,38 | 33,64 | 60,90 | 26,80
C 22,27 19,61 19,14 22,97 19,95 21,58 22,51 19,03 23,55 11,25 5,92
G 17,87 22,16 | 22,74 18,56 19,26 18,56 16,82 21,11 14,50 13,92 | 60,09
T 27,84 | 28,54 | 28,42 26,10 31,55 | 30,97 | 30,28 24,48 28,31 13,92 7,19
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Analyza pomoci sekvencniho loga zobrazuje celou hrani¢ni oblast, tzn. deset nukleotidt pred
a deset nukleotidii za pozici CDS. Z vysledku je patrné, Ze konzervativnost vykazuje pouze

oblast intronu a v mensi mife posledni dva nukleotidy v exonu.
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Obrazek 20 Sekvenéni logo hrani¢ni oblasti na za¢atku exonu u véely
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6.3 Vyhledavani konzervativnich motivii

Celkové bylo u organismti zkoumano 190 motivi. Tyto motivy byly vybrany na zaklad¢
vicenasobného zarovnani sekvenci po jejich sefazeni podle délky. Pro kazdy organismus je
vlozena tabulka s nejcastéji se vyskytujicimi motivy pro dany organismus, poctem vyskytl a
jeho procentudlnim vyjadienim. Zobrazeny jsou vysledky, které se vyskytovaly alespoil

V 75 % intronli daného organismu.

rowr

Dale byla snaha omezit misto vyskytu daného motivu v urcité €asti intronu. Pfi analyze se

ukazalo, Ze se neda specifikovat misto vyskytu ani u jednoho organismu ani pro jeden motiv.

6.3.1 Homo sapiens
Do analyzy vstupovalo 803 intronti. Tabulka 34 ukazuje piehled nejcastéji se vyskytujicich
motivl spolecné s idajem o poctu intrond, ve kterych byl celkem nalezen v absolutnich a

relativnich hodnotach.

Tabulka 34 Nejcastéji nalezené motivy u lovéka

introny, ve kterych byl motiv introny, ve kterych byl motiv
vyhledan vyhledan
motiv ) % z' motiv ) 9% 7 celkového
pocet celkovveho pocet poctu
poctu

1 tgcag 698 86,92 20 acatt 649 80,82
2 tttgt 698 86,92 21 tccat 649 80,82
3 ttctt 695 86,55 22 cttta 648 80,7
4 tectt 691 86,05 23 ttaat 647 80,57
5 aattt 679 84,56 24 ctgaa 644 80,20
6 tttaa 678 84,43 25 agcaa 642 79,95
7 aaatt 674 83,94 26 catgg 642 79,95
8 tttag 670 83,44 27 atcct 635 79,08
9 agttt 666 82,94 28 tagaa 631 78,58
10 gaaat 666 82,94 29 tatgt 631 78,58
11 gtctt 659 82,07 30 atcat 629 78,33
12 tgtga 659 82,07 31 tcaca 629 78,33
13 tcttg 658 81,94 32 tttac 625 77,83
14 agaat 655 81,57 33 cttgt 620 77,21
15 cctga 652 81,2 34 tatttt 620 77,21
16 gctgt 652 81,2 35 aagtt 617 76,84
17 tgaat 652 81,2 36 agagc 614 76,46
18 acttt 651 81,07 37 ttattt 610 75,97
19 ttgta 651 81,07 38 tacaa 603 75,09
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Box TACTAAC se u ¢loveéka podafrilo najit ve 215 intronech z celkovych 803, coz odpovida

jeho ptitomnosti v 27% ptipadi.

6.3.2 Mus musculus

Do analyzy vstupovalo 405 intronti. Tabulka 35 ukazuje piehled nejcastéji se vyskytujicich

motivl spoleéné s udajem o poctu intronli, ve kterych byl celkem nalezen v absolutnich a

relativnich hodnotach.

Tabulka 35 Nejéastéji nalezené motivy u mysi

introny, ve kterych byl motiv introny, ve kterych byl motiv
vyhledan vyhledan
%z %z
celkového celkového
motiv pocet poctu intronll motiv pocet poctu intronll
1 ttctt 356 87,9 19 tcaca 322 79,51
2 tgtga 344 84,94 20 agaat 321 79,26
3 tttgt 342 84,44 21 cttta 321 79,26
4 tcttg 338 83,46 22 aaatt 317 78,27
5 cctga 335 82,72 23 gaaat 317 78,27
6 agttt 330 81,48 24 gtctt 316 78,02
7 acatt 329 81,23 25 tagaa 315 77,78
8 ctgaa 329 81,23 26 tttag 315 77,78
9 cttgt 329 81,23 27 agcaa 314 77,53
10 tatgt 328 80,99 28 ttgta 312 77,04
11 catgg 326 80,49 29 aagtt 311 76,79
12 aattt 325 80,25 30 gaact 311 76,79
13 tccat 325 80,25 31 tttac 311 76,79
14 tgaat 325 80,25 32 atcat 310 76,54
15 atcct 324 80,00 33 tcaag 309 76,3
16 tgcag 324 80,00 34 gctgt 308 76,05
17 tttaa 324 80,00 35 ttaat 308 76,05
18 agtcc 323 79,75 36 ttata 305 75,31

Box TACTAAC se u mysi podafilo najit ve 118 intronech z celkovych 405, coz odpovida

jeho ptitomnosti v 29% ptipadd.

6.3.3 Gallus gallus
Do analyzy vstupovalo 3516 intronti. Tabulka 36 ukazuje pichled nejcastéji se vyskytujicich

motivl spolecné s idajem o poctu intrond, ve kterych byl celkem nalezen v absolutnich a

relativnich hodnotach.
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Tabulka 36 Nejcastéji nalezené motivy u kura

motiv introny, kde byl motiv vyhledan
pocet % z celkového poctu intron(
1 tgcag 2716 77,25
tectt 2656 75,54

Box TACTAAC se u kura podafilo najit v 438 intronech z celkovych 3516, coz odpovida jeho
ptitomnosti v 12% ptipadi.

6.3.4 Apis mellifera
Do analyzy vstupovalo 993 intront. Tabulka 37 ukazuje piehled nejéastéji se vyskytujicich
motivl spoleéné s tidajem o poctu intrond, ve kterych byl celkem nalezen v absolutnich a

relativnich hodnotach.

Tabulka 37 Nejéastéji nalezené motivy u véely

introny, kde byl motiv vyhledan
motiv pocet % z celkového poctu intronl
1 aattt 894 90,03
2 aaatt 882 88,82
3 tttaa 863 86,91
4 ttaat 862 86,81
5 ttata 851 85,70
6 tatttt 808 81,37
7 ttattt 776 78,15
8 agat 774 77,95
9 aaatat 762 76,74

Box TACTAAC se u kura podatilo najit v 227 intronech z celkovych 993, coz odpovida jeho
pritomnosti v 29 % piipadu.
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Zavér

Bakalarska prace se zaméfila na analyzu variability introni. Introny jsou negenové useky
DNA, o jejichz ptivodu, vyznamu a struktufe se mnoho nevi. Zatim je ziejmé, ze se jedna o
velice riznorodé oblasti DNA, které tvoii vétsi cast DNA. Literatura popisuje nékteré oblasti,
které se jevi konzervativné a které by snad, v pfipadé mutaci, mohly hrat roli pii vzniku

nekterych onemocnénich.

Pro vlastni analyzu byly vyuzity geny ¢lovéka a tii dalSich organisma, z nichz byly na zakladé
udaju zjisténych z databaze NCBI extrahovany introny. Celkem bylo analyzovano 5 650

intrond z 31 chromozomu.

Prace se v prvé fad¢ zabyvala ovéfenim konzervativnosti po¢atku a konce intronii. Literatura
udava, Ze introny jsou nejcastéji uvozeny sekvenci GT a ukonceny sekvenci AG. Analyza
potvrdila, Ze tyto dinukleotidové sekvence konzervativni jsou u vSech zkoumanych
organismu. Nukleotidy se nachazely na odpovidajicich mistech v sedmdesati az témét
devadesati procentech ptipadi. U ¢loveka, kura a veely se na pocatku intronu po GT nachazi
AAG, u mysi na tfeti pozici shoda nebyla zjiSténa, na Ctvrté a paté se pak vyskytuje AG
piiblizn¢ stejn¢ Casto jako u ostatnich. Ddle se u vSech zkoumanych organisml ptiblizné
stejné Casto vyskytuje na konci intronu pied sekvenci AG jesté C, a to pfiblizné v poloviné

intronu.

Analyza hranicni oblasti neposkytla pfili§ novych informaci. Ovéfila platnost
konzervativnosti GT a AG sekvenci, konzervativnost byla vysledovana pouze v intronech a na
pfedposledni pozici exont, kde se shoda pohybovala okolo 60 % u vSech organismi. Toto

zjisténi by odpovidalo pfitomnosti termina¢nich kodond.

Dalsi ¢ast byla vénovand vyhleddvani a ovéfovani konzervativnosti motivii. Pro ziskani
motivi jsme vicenasobné zarovnali n€které introny zkoumanych organismi sefazenych podle
délky a takto ziskané motivy jsme zkusili najit ve vSech intronech obsazenych v souboru
introny.mat. Postupné jsme zkoumali potencialni konzervativnost 190 motivii o délce mezi
péti a deseti nukleotidy. Nejmensi mnozstvi pocCetné zastoupenych motivii jsme nasli u kura
bankivského, coz bylo ziejmé& dano tim, Ze praveé z genl kura jsme ziskali nejveétsi mnozstvi
introndl, jejichZz pocet fadoveé ostatni prevysSuje. Z prvnich péti nejcastéji se vyskytujicich
motivil u Clovéka najdeme dva ve vysokém procentu i u mysi a kura — jedna se o motivy

TGCAG a TTCTT. Tyto motivy se nalézaji u téchto tii organismu alespoii vV 70% intronti.

DalSimi analyzami jsme chtéli najit podobnost v pozici vyhledanych sekvenci uvnitf intront.
Zvolili jsme dva postupy — rozd¢leni intronu do tGsekil o deseti procentech délky a zhodnoceni
prvnich a poslednich 100 nukleotidii v kazdém intronu. Ani jedna cesta vSak nevedla

k lokalizaci a upfesnéni vyskytu nékterého z motivu.
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Ptitomnost konzervativniho boxu TACTAAC se nam podafit neprokdzalo, procento vyskytu
nepiekrocilo 30 %.

Je pravdépodobné, Ze se vzriistajicim poctem analyzovanych intronti by se vysledky mohly
zalit vice blizit pfedpokladanym hodnotam, je také mozné, ze by se také dala vysledovat

urcita pravidla, charakterizujici geny, ve kterych se konzervativni useky nachazeji.

Z provedenych analyz je zcela zfejmé, ze introny jsou velice variabilni oblasti genomu. Tuto
ruznorodost vykazuji v mnoha parametrech — v délce jednotlivych intront, v poctu intront
ptitomnych v jednom genu nebo v zastoupeni nukleotidi v jednotlivych intronech. Zda se, ze
jedinym opravdu konzervativnim tsekem budou pocatecni a koncové oblasti. Je mozné, Ze
podrobnéj$im a efektivnéj§im zkoumanim vétSiho poctu introni se podaii najit nové useky
podobné mezi vice introny a ze se diky nim podafi specifikovat vyznam intronti. To vSak

dalece presahuje moznosti této prace.
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Seznam pouzitych zkratek

DNA deoxyribonukleova kyselina

RNA ribonukleova kyselina

A adenin

T thymin

G guanin

Cc cytosin

NCBI National Center for Biotechnology Information

50



Seznam obrazku

Obrazek 1 Primarni struktura DNA a RNA [14]..oiiiiiiiiiiiie e 10
Obrazek 2 DvouvIaknova DINA [14] ..cvv ot 11
Obrazek 3 GenovA XPIeSe [15] .uuouiiiiiiiiiiiieiie ettt see e snee s 13
Obrazek 4 Ribozom a translace [16] .......ccoouiiiiiiiiiiiiiii e 17
Obrazek 5 BIokove schéma..........ccoiiiiiiiiiiii 23
Obrazek 6 Sekvencni logo zacatku intronti U ClOVEKA ........covvvvviiiiiiiiii e 27
Obrazek 7 Sekvencni logo konce introntt u €loveka .........occveviiiiiiiiiii e 27
Obrazek 8 Sekvencni logo zaCatku intronll U MYSi........ccvvveiiiiiiiiiiiiec e 29
Obrazek 9 Sekvencni 10go konce introntl U MYST......ccvveiieieiiieeiiieeniee e 29
Obrazek 10 Sekvenéni logo zacatku intrond u Kura...........cceeviiiiiiii e, 31
Obrazek 11 Sekvencni logo konce introntl U Kura ..........ccoooveviiiiiiiiiiinicc e 31
Obrazek 12 Sekvencni logo zacatku intrond U Kura............coevviiiiiiiiinic e 33
Obrazek 13 Sekvenéni logo konce introntl U Kura ..........ccoceeviiiiiiiiiiinii e 33
Obrazek 14 Sekvenéni logo zacatku intrond u Cloveka ..o, 35
Obrazek 15 Sekvencni logo konce intronti U ClOVEKA .........cevviiiiiiiiiiiiic e 35
Obrazek 16 Sekvencni logo zaCatku intront U MYST.....vecveiveiiiiiiiieiieeeeese e 37
Obrazek 17 Sekvenéni logo konce introntl U MySi.......cocviveiiiiiiiiniiiiie e 37
Obrazek 18 Sekvenéni logo hrani¢ni oblasti na za¢atku exonu u kura.........ccccovveiiiiiincnnnn, 39
Obrazek 19 Sekvencni logo hrani¢ni oblasti na konci exonu u Kura .........cocceevveiiiniiniienninnns 39
Obrazek 20 Sekvenéni logo hrani¢ni oblasti na za¢atku exonu u veely ........cccvvvviiiiiiiennnnn, 41
Obrazek 21 Sekvenéni logo hrani¢ni oblasti na konci exonu u veely........ccoovvviiiiiniiiiennnn, 41

51


file:///D:/Dropbox/bakalářka/bakalářská%20práce.docx%23_Toc357642785

Seznam tabulek

Tabulka 1 Taxonomické zatazeni uvedenych organisSmuil ........cccoceeeviieeniiieniiee e 25
Tabulka 2 Absolutni poCty jednotlivych nukleotidli na zacatku intronti u ¢lovéka................. 26
Tabulka 3 Procentudlni zastoupeni jednotlivych nukleotidli na zac¢atku intrond u ¢lovéka .... 26

Tabulka 4 Absolutni pocty jednotlivych nukleotidi na konci intronti u ¢lovéka .................... 26
Tabulka 5 Procentualni zastoupeni jednotlivych nukleotid na konci intronti u ¢lovéka........ 26
Tabulka 6 Absolutni poCty jednotlivych nukleotidli na zacatku intronti u mySi........ccceeevveenne. 28
Tabulka 7 Procentudlni zastoupeni jednotlivych nukleotidii na zacatku intronii u mysi.......... 28
Tabulka 8 Absolutni pocty jednotlivych nukleotidl na konci introntt u mySi........cccceevveerenens 28
Tabulka 9 Procentualni zastoupeni jednotlivych nukleotidi na konci intront u mysi ............ 28
Tabulka 10 Absolutni pocty jednotlivych nukleotidii na zac¢atku intronl kura ....................... 30
Tabulka 11 Procentudlni zastoupeni jednotlivych nukleotidii na zac¢atku intront kura........... 30
Tabulka 12 Absolutni pocty jednotlivych nukleotidii na konci intronti u kura..........c..cceenen 30
Tabulka 13 Procentuélni zastoupeni jednotlivych nukleotidii na konci intronti u kura............ 30
Tabulka 14 Absolutni pocty jednotlivych nukleotidii na zac¢atku intronti u véely................... 32
Tabulka 15 Procentualni zastoupeni jednotlivych nukleotid na zac¢atku intronti u vcely ...... 32
Tabulka 16 Absolutni pocty jednotlivych nukleotidii na konci intronti u véely ........coevueennnenn 32
Tabulka 17 Procentuélni pocty jednotlivych nukleotidi na na konci intronii u véely............. 32
Tabulka 18 Absolutni pocty nukleotidl na zac¢atku exonti u €loveka.........cooviiiiiiiiiiiennn, 34
Tabulka 19 Procentudlni zastoupeni nukleotidll na zac¢atku exonti u ¢loveéka ..........oceveueennens 34
Tabulka 20 Absolutni po¢ty nukleotidti na konci exontt u CloveKa ........ccoevviiriniiniiieice, 34
Tabulka 21 Procentuélni zastoupeni nukleotidll na konci exont u ¢lovéka ... 34
Tabulka 22 Absolutni pocty nukleotidli na za¢atku eXonl U MYST ...cceevveiieeiiieniieiieiieeniens 36
Tabulka 23 Procentualni zastoupeni nukleotidii na za¢atku exontl U mySi..........cevvrivrreennnne 36
Tabulka 24 Absolutni pocty nukleotidli na konci eXont U mySi.......cccevvreviiiniiiiniieiiienns 36
Tabulka 25 Procentualni zastoupeni nukleotidii na za¢atku exonli U mySi.........ocevvriiiieennne 36
Tabulka 26 Absolutni pocty nukleotidli na za¢atku exonli u kura ..........cccoeveeiieiiiniiniiennnen, 38
Tabulka 27 Procentudlni zastoupeni nukleotidll na zac¢atku exonti u kura..........ccccoevvviieennnns 38
Tabulka 28 Absolutni pocty nukleotidli na konci exonti u kura ...........ccooveiiiiiiiiiiiiiicnnnn, 38
Tabulka 29 Procentualni zastoupeni nukleotidii na konci exonlt u KUra..........cccooeevviiiinennnn, 38
Tabulka 30 Absolutni pocty nukleotidli na za¢atku exont u véely.........ocovvviiiiiiiiiiiininene 40
Tabulka 31 Procentuélni zastoupeni nukleotidli na za¢atku exonli u véely ......c.ccoevvvrieennnnns 40
Tabulka 32 Absolutni pocty nukleotidli na konci exont U VEely......ooovviiiiiiriiiiiiiiiicieens 40
Tabulka 33 Procentualni zastoupeni nukleotidii na konci exonti u veely ..........cooevviiiiinennne 40
Tabulka 34 Nejc€asteji nalezené motivy U ClOVEKA .........oovviiiiiiiiiiieii e 42
Tabulka 35 Nejcastéji nalezené motivy U MYST.....ecovereiiiieiiiieesei e 43
Tabulka 36 Nejcastéji nalezené motivy U KUra ..........cccoeviiiiiiiiiiciicc e 44
Tabulka 37 Nejcastéji nalezené motivy U VECLY .......coviiiiiiiiiiiiiiciic e 44

52



	titulni_strana
	zadani
	bakalářská práce500

