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Abstrakt

Pomoci neuronovych siti s nové navrzenou strukturou jsou v diplomové praci na-
hrazeny nespolehlivé expertni metody pro vkladani regulacnich mist do promotoru.
Jednd se o prvni vyuziti umélé inteligence k takové upravé promotoru. Doslo k
vytvoteni nové strukturovanych modelu neuronovych siti. Pro vybrany model byl
poté na zakladé vystupu pro testovaci data vypracovan experiment v laboratofi.
Dle navrhu neuronové sité vzniklo vkladanim regula¢nich mist do promotoru deset
konstruktu. Témér ve tfetiné pripadu bylo dosazeno znatelné regulace. S drobnou
upravou experimentu by vSak mohlo dojit k validaci dalsi sady konstruktu. Odha-
dovany vysledek by pak znamenal Uspésnost regulace u Sedesati procent navrhu.

Klicova slova: biokybernetika, neuronové sité, umeéld inteligence, LSTM, synteticka
biologie, genetické inzenyrstvi, DNA, promotor, genetickda regulace, Kvasinka pivni,
Saccharomyces cerevisiae

Abstract

Using neural networks with a newly designed structure, the master thesis replaces
unreliable expert methods for inserting regulatory sites into promoters. This is the
first use of artificial intelligence to modify promoters in this way. Newly structu-
red models of neural networks were created. Based on the outputs of the test data
a laboratory experiment was conducted. According to the neural network design,
ten constructs were created by inserting a regulatory site into the promoter. Sig-
nificant regulation has been achieved in almost a third of cases. However, with a
slight modification of the experiment, another set of constructs could be validated.
The estimated result would then mean the success of regulation on sixty percent of
proposals.

Keywords: biocybernetics, neural networks, artifical inteligence, LSTM, synthetic
biology, genetic engineering, DNA, promoter, gene regulation, Brewer’s yeast, Sac-
charomyces cerevisiae
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Kapitola 1
Uvod

Diplomova prace se vénuje propojeni umeélé inteligence s navrhem genetickych tprav,
kdy zménami v genomu m&a byt dosazeno regulace procesu v organismech. Téma
genetické regulace je zde spojeno s upravami promotoru, které fidi tvorbu pro-
teinu. V promotorech se mohou prirozené vyskytovat vazebna mista interagujici
s regulacnimi proteiny. Pfi navazani regula¢niho proteinu na promotor dochazi
k ovlivnéni exprese cilového proteinu. Diky znalosti tohoto mechanismu je mozné
navrhovat dpravy v promotoru tak, aby v ném vznikaly logické brany a v celém or-
zalezitosti, pricemz spolehlivost takovychto zdsahu neni zpravidla stabilni. Tato
prace formuluje problém vkladani regulacnich mist do promotoru pro oblast stro-
jového uceni, k ¢emuz byly navrhnuty nové struktury neuronovych siti. Téma ome-
zeni Sumu signalu v genetickych pfepinacich je zde zizeno na snahu o umisténi
represibilntho mista do promotoru s vytvorenim co nejvétsiho rozdilu ve stavech
‘zapnuto’/’vypnuto’. Prace je rozdélena do tii hlavnich bloku.

Prvni ¢ast se vénuje teoretickym informacim potifebnym pro vypracovani a po-
rozumeéni tématu diplomové prace. Jsou zde postupné vysvétleny a popsany potiebné
terminy a mechanismy, které se v praci vyuzivaji. Nasleduje sekce zabyvajici se ge-
netickou regulaci se zamérenim na znamé logické brany a motivy, které se vysky-
tuji prirodné v organismech. Daéle je pozornost vénovana expertné navrzenym re-
gulaénim obvodum popsanych v literatuie. Poté je v potadi oblast soustfedici se na
expertni navrhy zmén v DNA pro dosazeni pozadované regula¢ni schopnosti v pro-
motorech a nahled do problému, které tyto metody prinaseji. Déle jsou predstaveny
zakladni moduly, které byly vyuzity pro trénovani modelu neuronovych siti. Posledni
cast kapitoly je vénovana metodam pouzitym pro experimentalni ovéreni ziskanych
vysledki z neuronovych siti.

V druhé kapitole jsou uvedeny inovace, které tato diplomova prace prinasi.
Zprvu jsou vypsany myslenkové cesty vedouci k moznému feseni vkladani regulac¢nich
sekvenci do promotoru. Nasleduje sekce s popisem dat, kde jsou charakterizovany vy-
tvofené datasety vyuzité pro trénovani neuronovych siti a vznikla databaze. Ta kom-
binuje nékolik verejné dostupnych databézi se zamérenim na organismus druhu Sac-
charomyces cerevisiae, ktery byl vyuzit pro laboratorni experimenty. Poté prichazi
sekce vénovand neuronovym sitim a strukturam modelu vyuzitych pro feseni tlohy.



Posledni kapitolou diplomové prace je analyza ziskanych vysledku. Nejprve
se zde nachéazi seznameni s vystupy natrénovanych neuronovych siti pro popsané
struktury a datasety z predchozi ¢asti prace. Spolu s tim je v sekci analyza promo-
toru a regula¢nich prvku, na kterych byly experimenty provadény. Nasleduje popis
pouzitych materialu a metod, na zakladé kterych byl cely experiment vypracovan.
Déle jsou uvedeny ziskané experimentalni vysledky z laboratore. Nakonec dochazi
k diskuzi nad ziskanymi daty ve spojeni s vyuzitymi postupy.



Kapitola 2

Background

Tato kapitola ma za cil seznamit ctenare s teoretickym pozadim pro praktickou ¢ast.
V prvni sekci jsou nadefinovany biologické pojmy, které jsou néasledné pouzivany
v celém rozsahu prace. Spadd sem funkéni popis mechanismu kolem DNA (tran-
skripce na mRNA, translace na proteiny, apod.) a jednotlivé ¢asti DNA, které tyto
mechanismy ovliviuji. Dalsi v potadi je sekce zabyvajici se genetickou regulaci se
zameéfenim na motivy v regulacnich sitich a jejich vyuziti v praktickych ptikladech.
Poté jsou popsany metody vkladani regulacnich mist do promotoru a duvody, pro¢
je zde snaha tyto dosud pouzivané metody nahradit. Nésleduje sekce vénujici se
seznameni s moduly pro strojové uceni, které byly v praci vyuzity a nakonec jsou
zde zminény metody pouzité pro sestaveni experimentu a ovéreni vysledka.

2.1 Biologické pojmy

Sekce obsahuje vysvétleni biologickych pojmiu, které jsou v praci pouzity. Aby se
terminy daly zpétné jednodusSeji dohledat, jsou zvyraznéné tucné. Ve zbytku textu
uz poté nebudou nijak oznaceny.

Prvni skupina terminu se tyka fyzické skladby deoxyribonukleové kyseliny
(dale jako DNA), kterd ve vétsiné piipadu nese celou genetickou informaci or-
ganismu a je umisténa v jadru bunky. Jedna se o dvojérouboviciﬂ slozenou ze ctyt
typti nukleovych bazi - adenin (A), guanin (G), cytosin (C) a thymin (T) [1]. Kazda
nukleova baze obsahuje fosfatovou skupinu, ptes kterou jsou baze spojeny v ramci
jedné sroubovice (cukr-fosfatova kostra). Kostra vznikéd propojenim 5¢ uhliku na jed-
nom cukerném zbytku s 3° uhlikem nasledujictho cukerného zbytku fosfodiesterovou
vazbou. Dle tohoto fetézeni se poté urcuji dva sméry sroubovic (3‘= 5, 5'— 3°),

N

'Dvojsroubovice je slozena ze dvou navzéjem spletenych jednovldknovych sroubovic.
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Obréazek 2.1: Vyobrazeni 3'— 5 a 5‘— 3* fetézcu (z [3]).

Spoje vzniklé mezi Sroubovicemi jsou vazby vodikové. Tyto spoje jsou ome-
zeny na dvé mozné pevné dané dvojice, jedna se o takzvanou komplementaritu:
A=T, C=G (obr. [4]. Jak napovida pouzité znaceni, vazby mezi dvojicemi jsou
rozdilné. Adenin (A) se s thyminem (T) paruje pres dvé vodikové vazby (=), zatimco
guanin (G) s cytosinem (C) pfes tii vodikové vazby (=). Spojeni pfes tii vodikové
vazby je silngjsi. V souvislosti pro danou tlohu se tak v promotorech vyhledavaji
potencialni zmény spiSe v oblastech, kde je nizsi zastoupeni dvojic C = G. Obecné
jsou promotory prevazné slozeny z nukleovych bazi A, T a oblastem s vyssi koncent-

raci CG je jako v ¢lanku (Hengge-Aronis [5]) prifazovana funkéni vlastnost, kterou je
dobré v promotoru zachovat.
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Obrazek 2.2: Zobrazeni podoby dvojsroubovice DNA (vlevo), naznac¢eni vazeb v DNA

(vpravo) (z [6]).

Dalsi popsané terminy jsou také z oblasti fyzické skladby, jdou ale ruku v ruce s
funkénimi vlastnostmi DNA. Dojde zde tedy k jejich provazani. V DNA se nachazeji
oblasti nazyvané oteviené ¢teci vzorce (v origindlu open reading frames, dale bude
pouzivana zkratka ORF nebo termin kédujici sekvence). ORF je tisek DNA, ktery
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je transkribovdn na messenger RNA (ddle mRNA). Pii transkripci na DNA na-
sedly enzym RNA polymeraza rozdéluje DNA na dva oddélené fetézce a po sméru
cesty skldada volné nukleové baze na fetézec ve sméru 3‘— 5° s tim rozdilem, ze
thymin (T) je nahrazen uracilem (U). Retézec mRNA je tim padem jednovldknovou
kopif sroubovice 5‘— 3‘ v oblasti ORFu se zaménénym thyminem (T) za uracil (U)

(obr. 2.

. Amino acids
open reading frame

|Met Thr ‘Asp Gn Pro GIn Ala Glu Leu Ala Phe Thr Tyr Asp Ala  Pro IStOP
e s S S s S I
AUGACGGAUCAGCCGCAAGCGGAAUUGGCGUUUACGUACGAUGCGCCG [UAA

Codon

Sense strand (Coding strand) |_|
ATGACGGATCAGCCGCAAGCGGAATTGGCGTTTACGTACGATGCGCCG ™ |TAA

DNA 111t nnnnnnnnnnnnnnn i nnnnrnnnnnnl 11
TACTGCCTAGTCGGCGTTCGCCTTAACCGCAAATGCATGCTACGCGGC , ATT
Antisense strand (Non-coding strand)

Obrazek 2.3: Ukazka transkripce DNA na mRNA s vyobrazenym rozsahem ORF a ilu-
straci, co je kodon a jak se sklddaji jednotlivé aminokyseliny do proteinu (z [7]).

Hranicemi ORFu jsou start a stop kodon. Kodon neboli nukleotidovy tri-
plet, je trojice nukleovych béazi urcujici aminokyselinu, do které se nasledné ko-
don prekldda (translace) (obr.[2.5)). Prvnim kodonem ORFu je start kodon AUG od-
povidajici aminokyseliné methionine. ORF konéi pred stop kodonem, ktery muze mit
podobu UAA, UAG nebo UGA. Ze sekvence bazi odpovidajicich ORFu se vytvari pomoci
RNA polymerézy jiz zminénd mRNA. Ta se nédsledné dostéava z jadra bunky do cyto-
plazmy a na zdkladé posloupnosti kodonu se pomoci ribozomu prekldda (translace)
na fetézec z dvaceti typu aminokyselin, ktery se poté slozi v cilovy protein (obr.
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Obrazek 2.4: Tlustrace procesu translace mRNA na protein (z [9]).
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Obrazek 2.5: Zobrazeni genetické informace pro translaci kazdého kodonu v mRNA na
aminokyselinu nebo terminaé¢ni signél ve vznikajicim se proteinu (z [10]).

Vyse jsou struéné shrnuty mechanismy vzniku proteinu. Tato prace je zamérena
predevsim na fazi transkripce a na to, co ji predchazi. ORF je obklopen promotorem
a terminatorem a cely komplex promotor-ORF-termindtor se nazyva gen. Ve sméru
5‘— 3‘ se pred ORFem nachézi oblast zvana promotor. Jedna se o sto az tisic bazi
dlouhou sekvenci, kam nasedd RNA polymeraza a kde zac¢ind transkripce. V eu-
karyotach RNA polymeraza nasedd na promotor v oblasti zvané core promotor,
kterda v sobé kromé vazebné sekvence obsahuje pocateéni misto transkripce (v ori-
gindlu transcription start site, ddle jako T'SS) a muze obsahovat TATA box. TATA
box je sekvence bdzi pojmenovand na zdkladé opakujicich se bazi T a A [II]. Na
TATA box se vaze TATA-vazebny protein, ktery pomaha umistit RNA polymerazu
nad TSS [12]. Z hlediska funkénosti existuji ruzné typy promotoru: konstitutivni
a regulované. Konstitutivni promotory jsou permanentné zapnuty a neustdle
tak dochéazi k transkripci kodujici sekvence. Regulované promotory jiz maji dané
zavislosti, pii kterych k transkripci dochazi a pii nesplnéni pozadavku je exprese
genu vypnuta. Tyto regulacni prvky se nazyvaji transkripéni faktory a jedna se
o aktivatory, nebo represory. U aktivatoru je pro expresi zapotiebi, aby byl re-
gula¢ni protein prichycen na odpovidajici vazebné misto (neboli operator) na
promotoru. Naopak u represori je pro transkripci tieba, aby regula¢ni protein na
promotoru pfichycen nebyl, nebot transkripci prerusuje (obr. [2.6). Terminator se
poté ve sméru 5'— 3‘ nachazi za ORFem a slouzi k ukonceni transkripce.

Posledni skupinou pro definovani jsou pojmy tykajici se prubéhu navrhu
a realného vytvoreni genetickych zmén. Jedna se o primery, plazmidy, restrikéni
enzymy, overhangy, cutting-sites, DNA ligazu a part-plazmid. Primer je oligonuk-
leotid (kratka syntetickd jednovldknova sekvence DNA nebo RNA), ktery slouzi
k amplifikaci urcité oblasti DNA (obr. a zaroven muze vytvaret genetické
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Obrazek 2.6: Znazornéni kdy probiha transkripce vzhledem k pritomnosti aktivatoru
nebo represoru pro dany konstrukt (z [13]).

zmény. Plazmid je mensi DNA kruhovitého tvaru (obr. , jez se hojné vyuziva
v syntetické biologii. Plazmid lze snadno dostat do bakterii, ve kterych se rychle
namnozi tak, jak je a neni tfeba ho nijak integrovat do hlavni DNA dvojsroubovice.
Restrikéni enzymy jsou enzymy Stépici DNA na specifickych mistech (cutting-
sites) svym specifickym zpusobem, pfi kterém vznikaji overhangy, které se vy-
znacuji previsem jednoho z vlaken dvojsroubovice (obr. . Spojeni dvou over-
hangu poté obstarava DINA ligaza, kterd se snazi napravovat poskozeni DNA.
Part-plazmid je plazmid obsahujici informace potiebné pro namnozeni v bakteriich
a v ohraniceném tseku restrikénimi misty nese ¢ast DNA, kterda ma byt dédle pouzita
napiiklad pro slozeni genu [14].
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Obrazek 2.7: Tustrativni podoba plazmidu v néstroji Benchling.
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Obrazek 2.8: A) Ukdzka vazby primeru na rozdélend vlakna DNA. B) Znézornéni do-
plnéni vldkna pfi procesu PCR (z [15]).

2.2 Geneticka regulace

Lidské telo se sklad4 z padeséti sesti typu bunék [16]. Genom jednotlivych bunék nese
informaci o vice nez ¢tyficeti Sesti tisici genech [I7]. Bunky dle typu potfebuji pro
svoji funkcnost urcité geny, které jiné typy bunék nepotiebuji. Napiiklad mozkové
bunky nemusi vytvaret hemoglobin a ¢ervené krvinky nepotiebuji receptory ace-
tylcholinu. Vyroba genu stoji bunky energii. Nékteré geny jsou pro bunky dokonce
toxické, je tedy tieba, aby byl gen exprimovan pouze pokud je opravdu zadouci.
Regulace transkripce je tak nezbytnd i pro jednobunécné organismy [1§].

Geneticka regulace je soubor mechanismiu, které 7idi expresi genu na zakladé
pritomnosti transkrip¢nich faktoru. Gen, jehoz promotor je regulovan transkripénim
faktorem, muze sam byt regulacnim cinitelem pro jiny gen. V bunkach tak vznikaji
slozité sité a kaskddy navzajem se ovliviiujicich faktoru [19]. Z ¢asového hlediska je
navazani transkripéniho faktoru k nalezicimu regionu DNA otazkou sekund, tran-
skripce a nasledna translace zabere minuty a hromadéni proteinového produktu
v prostiedi minuty az hodiny. Diky znalosti téchto mechanismu a parametru jednot-
livych prvku, které se na nich podileji, je mozné navrhovat obvody plnici stanovenou
funkci. Prestoze pozadovany obvod muze byt fyzikalné realizovatelny a jednoduse
sestavitelny, v biologickém svéte, kde se projevuje silnd mira stochastiky, to muze
byt aktudlné nefesitelna zalezitost [20]. Dalsim zdsadnim problémem je také limito-
byt dostatek vyhovujicich prvku. Pouziti podobného automatického nastroje jako
je vyvijeny zde, by tak mohlo zminénou bariéru odstranit.

V nadchazejicich podsekcich jsou rozebrany genetické transkripéni sité, které
si z evolucniho hlediska nasly v genomu svoji funkci a také experimentalné vytvorené
obvody plnici ruzné ilohy.



2.2.1 Motivy a logické brany v transkripcénich sitich

Interakce mezi transkripénimi faktory a geny vytvafeji dohromady transkripéni sit,
ktera sleduje prostiedi v buiice a okoli a produkuje potifebné proteiny s vysokou
presnosti. Na zdkladé rozeznavani tepla, tlaku, signdlu z okolnich bunék, vnitintho
poskozeni nebo pritomnosti prospésnych ¢i toxickych latek v okoli bunka vytvari
transkripéni faktory, které tak odpovidaji stavové reprezentaci prostiedi [19].

Transkripéni sitf popisuje vSechny regulaéni transkripéni interakce v buiice.
Jejimi prvky jsou uzly (geny), hrany a signaly. Hrany predstavuji regulaci genu
regula¢nim proteinem a jejich typ odpovidd bud aktivaci nebo represi. Sité obvykle
obsahuji vétsi mnozstvi aktivaénich hran (60-80 %). Vétsina aktivatoru za urcitych
podminek funguje také jako represor, coz plati i naopak. Transkripcni faktory maji
tendenci pouzivat stejny méd regulace pro vSechny cilové geny, pricemz hrany vstu-
pujici do uzlu nebyvaji takto korelované. Signaly jsou poté vstupy do sité, molekuly
prichazejici z vné bunky, které modifikuji protein a ovlivni tak jeho transkripéni ak-
tivitu. Napftiklad represor TetR po navazani tetracyklinu ztraci schopnost represe
cilového genu [21].

Mira regulace

Sila transkripéniho faktoru ovliviiujici miru transkripce cilového genu je popsana
vstupni funkei, kterd odpovida Hillové funkei (vizualizace na obr. . Mira pro-
dukce cilového proteinu Y za jednotku casu je funkci transkripéniho faktoru X:

Y = f(X7), (2.1)

kdy X* je aktivni forma koncentrace X.

Vztah pro aktivator je dan jako:

BX*n

fX7) = K X (2.2)
kde K je aktivacni koeficient, ktery se udava v koncentraci X nutné pro aktivaci
exprese. Hodnota souvisi s afinitou transkripéniho faktoru k vazebnému mistu na
DNA. § je maximalni hodnota exprese (X* >> K), kdy pii vysoké koncentraci X*
se vaze promotor s vysokou pravdépodobnosti a stimuluje RNA polymerazu k pro-
dukci velkého mnozstvi mRNA za jednotku ¢asu. Hilluv koeficient n poté odpovidéa
potiebnému poctu transkripénich faktoru k navazani na cilovy promotor a tidici

tak sikmost vstupni funkce (obvykle hodnoty v intervalu mezi jednou a ¢tyimi), viz
obrézek 2.9

Vztah pro represor je dan jako:

B

f(X7) = [ENEaTy (2.3)

Zde maji parametry stejny vyznam jako pro aktivaé¢ni funkci. V obou rovnicich se vy-
skytuji tii proménné, které jsou v organismech upravovany mutacemi transkripéniho



faktoru a cilového promotoru.

Hillova funkce je vhodna pro detailni modely, pro zjednoduseni je mozné vyuzit
aproximace na skokovou funkci, kdy je gen bud’ zapnuty (ON: f(X*) = 3) nebo vy-
pnuty (OFF: f(X*)=0) [22, 23]. Aktivaéni prah K poté urcuje stav regulace.
Vztah pro aktivaci je tak dan jako:

J(X7)=p-0(X" > K), (2.4)
kde @ je funkce nabyvajici hodnoty 1 pfi splnéni vnitini podminky a hodnoty 0 pfi
nesplnéni.

Vztah pro represi je po aproximaci dan jako:
f(X*) = B-0(X" < K), (2.5)

kdy 6 ma stejny vyznam jako v rovnici [2.4]

B X—Y Step function
n=4
n=2
n=1
B/2] Hill function

Y promoter activity

K
Activator concentration, X*

Obrazek 2.9: Hillova funkce pro aktivator s vyobrazenym vlivem hodnoty Hillova koefi-
cientu (z [19]).

Logické brany
Mnoho uzli mé vice nez jednu vstupni hranu. Aktivita promotoru mé poté viceroz-
meérnou vstupni funkei ruznych transkripénich faktoru [24], 25 26]. Zde dochézi k
moznosti aproximace logickymi funkcemi, naptiklad AND branou, OR branou nebo
SUM.

Pii funkci odpovidajici AND brané je tieba, aby vSechny transkripéni fak-
tory regulovaly pozitivné (aktivdtory na promotor navdzané, represory nenavazané),
vysledny vztah pro regulaci dvéma transkripénimi faktory je ve tvaru:

(X2 =p-0X">K,) - 0(Z">K,) ~X"AND Z~, (2.6)
pro OR bréanu pak stac¢i pozitivni regulace pouze jednoho z transkripcnich faktoru:

f(X*,Z2)=B-0(X*> K, OR Z* > K,) ~ X* OR Z* (2.7)
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a pti verzi SUM je funkce dana jako suma vstupi:

kde X a Z jsou vstupni regula¢ni proteiny.

Chovani vstupni logiky je pomérné citlivé a napiiklad nékolika mutacemi v Lac
promotoru je mozné ze zékladni vstupni funkce vytvorit AND nebo OR branu [27].
Celkové jsou hrany a vstupni funkce pod neustalym tlakem prirozeného vybéru.
Nevyuzivané hrany zanikaji mutacemi, kdy pro zruseni hrany X — Y sta¢i zména
jedné nebo nékolika bézi v oblasti vazby na DNA [19].

Dynamika a casova odezva jednoduché regulace genu

V tomto piipadé se uvazuje regulace uzlu jednou hranou (X — Y'). Bez vstupu
je X neaktivni a Y neni produkovano. Pti objeveni signalu S, dochazi k okamzité
preméné X na transkripcné aktivni formu X*, kterd se navaze na promotor genu
Y a dochéazi k produkci cilového proteinu v konstantni mite S. K vyvazeni pro-
dukce proteinu prispivaji nové dva faktory a to degradace a fedéni. Degradace je
specifickd destrukce proteinu a jeji mira je oznacovdna ogeg. Redéni je redukce kon-
centrace proteinu zpusobend rustem burky (oznaceni ag;). Vyslednd mira degradace
a Tedéni je v nasledujicim tvaru:

O = Qeg + Qgir- (29)
Zména koncentrace Y v case je tedy:
ay
— = —-aY, 2.10
a ~Per (2.10)
kdy v ustdleném stavu (Yy), tedy pii splnéni dY/dt = 0, Y odpovidd hodnoteé:
Y = B/a. (2.11)

Pfi nésledném odstranéni aktiva¢niho signalu S, dochazi ke konci produkce proteinu
(8 = 0), jehoz molekuly v prostiedi postupné degraduji:

Y(t) = Yye . (2.12)
Casova odezva se méfi pomoci ¢asu dosazeni poloviny poc¢atecni a koncové trovné
v dynamickém procesu (Y (t) = Yy, /2):

Ty jp = log(2)/c. (2.13)
Stabilni proteiny nejsou aktivné degradovany v rostoucich bunkach a produkce je
vyvazovana fedénim zpusobenym zvétSovanim objemu rostouci bunky. Pro tyto

proteiny je tak T3, rovno jedné generaci bunék. Pred rozdélenim doroste buiika
dvojnésobného objemu a tim se koncentrace snizi na 50%:

T1/2 = log(2)/adil =T, (214)

kde 7 je doba odpovidajici jedné generaci bunék. Vzhledem k tomu, ze bakterie maji
generacni cas tficet minut az nékolik hodin a eukaryoty jesté vice, doba odezvy tak
muze byt limitujicim prvkem tvorby efektivnich regula¢nich obvodu [19].
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Sitové motivy

Pii navrhovani genetickych obvodu muze byt v bunce pozadovany typ funkce jiz
pritomny a je mozné se jim tedy inspirovat. V transkrip¢ni siti se nachazi nepteberné
mnozstvi vzora, které jsou tvoreny propojenymi uzly pomoci hran (viz obr. [2.10)).
Mezi vzory se poté hledaji ty dulezité, které se nazyvaji sitové motivy. Jako sitové
motivy jsou oznaceny vzory vyskytujici se vyrazné castéji v redlnych transkripénich
sitich, nez v ndhodné Vygenerovan}?(:hﬂ [28, 29]. V nasledujicich odstaveich budou
popsany vybrané zakladni motivy smyslovych siti.

@ genes that encode a transcription factor
- other genes

Obrazek 2.10: Ukédzka propojeni uzlu v transkripéni siti (z [19]).

Pro ndhodnou transkripéni sit je vyuzivan model Erdos & Renyi, kde je gene-
rovan stejny pocet hran a uzlu [30]. Pocet moznych hran je tak:

N(N —1)+ N = N? (2.15)

a pravdépodobnost hrany je:
p=E/N?. (2.16)

Motivy smyslovych siti

Motivy nachézejici se ve smyslovych sitich maji obecné vlastnost rychlé reakce.
Jednim z téchto motivi vypozorovanych v transkripéni siti bakterie Escherichia coli
(dale zkracené FE.coli) je autoregulaéni smycka, kdy produkce genu ovliviiuje expresi
sama sebe. Z hlediska pravdépodobnosti by v ndhodné siti mél byt dany motiv
jednou az dvakrat, pricemz v transkripéni siti F.coli se vykytuje 40krat. Ze ¢tyticeti
vyskytt je poté tricet dva pripadu regulace negativni, kterda ma schopnost urychlovat

2N&hodné transkripéni sité se generuji se stejnym poétem uzlii a hran.
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odezvu systému. Ve chvili, kdy se za¢ne gen exprimovat, koncentrace kdédovaného
proteinu se zvysuje a tim represuje vlastni exprimaci vazbou na promotor. Dynamika
produkce proteinu je popsana rovnici:

K
Tijp = —
1/2 2/6?

kde 3 je nerepresovana aktivita a K je koeficient represe. PTi negativni autoregulaci
pomoci silného promotoru se muze rychle nabyt vysoka produkce, ktera se vzapéti
sama zastavi. Samotné parametry jsou pak evoluci jednoduse nastavitelné, kdy K je
mozno upravit napiiklad mutaci v misté vazani transkripcéniho faktoru na promotor
a parametr f mutacemi v misté vazani RNA polymerazy na promotor. Negativni
autoregulace je tedy vhodna v ptipadech, kdy je tfeba rychla produkce proteinu po
omezeny cas.

Opacnym pripadem je pozitivni autoregulace, kdy translatovany protein akti-
vuje a zesiluje vlastni produkci. Toto nastaveni ma pomalou dynamiku a je vhodné
pro procesy trvajici dlouhou dobu, naptiklad procesy vyvojové. Pti aktivaci gen
zustavéd aktivni i po zmizeni puvodniho spoustéciho signédlu [31], B2]. Jedna se tak
o jednoduchou pamét, kterd m4 vyuziti ve vyvojovych transkripénich sitich, kde
se stanovuje osud bunky (napiiklad rozhodnuti o typu tkéné, které bude burnka
soucasti).

Posledni zaméteni je na vzory se tremi uzly. Ze vSech tfinadcti moznych kom-
binaci (viz obr. je motivem pouze jeden. Jednd se o doptednou smycku (v ori-
gindlu feed-forward loop, ddle zkrécené jako FFL), kdy se hrana nevraci do po¢atec-
niho uzlu. Vyskyt trojihelnikovych vzoru je v ndhodnych sitich velmi vzacny, pricemz
v E.coli se doptednd smycka nachazi 42krat. Pii kombinaci vSech hran s moznostmi,
ze kazda muze byt aktivaéni, nebo represibilni, existuje celkem osm moznosti, jak se
kombinace hran v motivu poskladaji. Z toho se v buiice vyskytuji pouze dva typy
castéji: verze se vSemi aktivaénimi hranami a verze s represibilni hranou odpovidajici

spojeni genu Y a Z (viz obr. A B).

sz z
> EE

Obréazek 2.11: Mozné kombinace propojeni tii uzliu. Pouze paty vzor je motivem v E.coli.

(2.17)

Prvni zminény typ FFL (obr. R.12/A) je koherentni, nebot nepifmd cesta
m4é stejné znaménko jako piima (dédle motiv oznacovan jako C1-FFL). Motiv C1-
FFL s AND branou na vstupu do genu Z vytvaii spinaci zpozd ovaci mechanismus
(obrazek C). Vstupni signal S, aktivuje X — X* a tim se aktivuje produkce
Y. K aktivaci exprese proteinu Z je pak zaroven zapotiebi prekroceni aktivacniho
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prahu K., kdy se ¢ekd na nahromadéni aktivni formy genu Y (Y*). Po pferuseni
vstupniho signélu S, se zastavi produkce X a cely proces tedy konci. Zpozdéni tak
v C1-FFL vznika pouze pii zapinani Z, nikoliv pii vypindni, které je bez odezvy.
Tento mechanismus zastava v bunce spise ochranné funkce a zabranuje zbytecnému
kolisani filtrovanim kratkych vstupnich fluktuaci.

Druhym motivem FFL je nekoherentni smycka (dale I1-FFL) s opaénym
znaménkem nepiimé cesty oproti piimé (obr. B). S OR logickou branou na
vstupu do uzlu Z vznikd mechanismus pulsniho generdtoru (obr.[2.12}D). Pii vstup-
nim signalu S, se produkuje X*, které aktivuje Y a Z. Zde sta¢i jeden pozitivni vstup
do Z a dochazi tak k jeho aktivaci. Zastaveni exprese nastava bez odezvy pii zmi-
zeni vstupniho signalu S, nebo po nahromadéni Y*, které represuje Z. Tato sestava
tak s pritomnym S, exprimuje Z jen po urcitou dobu a vytvaii tak pulsni systém
generovani cilového proteinu.

Obrazek 2.12: Dva typy doptednych smycek jako motivy v E.coli. A) Smycka obsahujici
pouze pozitivni regulaci (C1-FFL). B) Smycka obsahujici represi mezi geny Y a Z (I1-
FFL). C) C1-FFL smyc¢ka s AND branou na vstupu do Z. D) I1-FFL smy¢ka s OR branou
na vstupu do Z.

2.2.2 Expertné navrzené regulac¢ni obvody

Ptedchozi podsekce se zabyvala regulacnimi obvody, které se prirozené nachazeji
v zivych organismech a které naznacuji moznosti regula¢nich obvodu pro umélé
vkladani do genetického koédu. V nésledujicich odstavcich budou popsany realné
publikované aplikace umeéle vytvorenych genetickych obvodu v jednobunéénych or-
ganismech.

Prvnim obvodem pro seznameni je synteticky geneticky prepina¢ konstruovany
v organismu E.coli (schéma zapojeni viz obr. [33]. Prace vychazela z tvrzeni,
ze regulacni obvody s prakticky jakoukoliv pozadovanou vlastnosti mohou byt kon-
struovény spojenim jednoduchych regulaénich prvku [34]. Podkladem pro vypra-
covani bylo nalezeni multi-stability a oscilaci v genetickych obvodech bakteriofagu A
a v sinicich [35] [36]. Vytvoreny obvod (viz obr. obsahuje dva vzajemneé se repre-
sujici geny. Transkribované proteiny jsou v pouzitém konstruktu Lacl a TetR. Jedna
se o dobre prostudované transkripcéni faktory, pro které jsou znamé i jejich induk-
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tory. Induktor je latka vazajici se na cilovy protein a zabranujici danému proteinu
v nasednuti na vazebné misto v promotoru. Induktory se mohou pfirodné vyskyto-
vat v bunice nebo, pro dobte prozkoumané piipady jako Lacl a TetR, existuji znamé
analogy napodobujici funkeci pfirozenych induktort, které navic nejsou bunkou sa-
motnou nijak metabolizovany. V pripadé Lacl je odpovidajici induktor Isopropyl
B-D-1-thiogalactopyranoside (zkrdcené IPTG) a pro TetR se jednd o anhydrotetra-
cycline (zkracené aTc). Bez pritomnosti induktori ma dany obvod dva stabilni
ustdlené stavy, kdy je aktivni bud jeden, nebo druhy gen. V pifpadé piidavani in-
duktort pak muze dojit k naruseni této stability a vytvoteni pokrocilejsich funkci
obvodu [20]. Bi-stabilita byla v minulosti celkové studovana s velkym zdjmem, kdy
se ve zkoumanych organismech nalezlo mnoho odpovidajicich genetickych obvodu
s dulezitymi funkcemi [37].

Inducer 2

Promoter 1 J_

Repressor 2 I l Repressor 1 Reporter

T Promoter 2

Inducer 1

Obrazek 2.13: Geneticky piepina¢ vytvoreny v ¢ldanku (Gardner et al. [33]).

Na popsany prepina¢ z (Gardner et al. [33]) navdzala studie zabyvajici se
k udrzovani exprese na konstantni trovni [38]. Pouzité fizeni udrzujici bistabilni
geneticky obvod v nestabilnim rovnovdzném stavu (obr. 2.14tA) je ekvivalentn{
s Tizenim inverzniho kyvadla. Bistabilni obvody vykazujici hysterezi se vyznacuji
specifickymi problémy Tizeni, jedna se tak o idedlni demonstraci pro pouziti kyber-
netiky [39]. Geneticky obvod byl vyuzit v podobné sestavé jako v (Gardner et al.
[33]) s tim rozdilem, ze zde se produkuji dva signaliza¢ni proteiny misto jednoho
(viz obr. 2.14}B). Za béznych okolnosti se obvod dostane do jednoho ze dvou rov-
novaznych stavi, ve kterém pak i pres perturbace zustane. Ladénim koncentraci
propustnych molekul IPTG a aTc se s touto zakladni funkcénosti da pracovat na
pokroéilejsi tirovni. K udrzeni obvodu mezi atraktory (dva stabilni stavy) je vsak
tfeba dynamické tizeni, které je v biologii v real-time aplikacich velice narocné.
Pro udrzeni jedné bunky v nestabilnim stavu byl nejdiive pouzit PI reguldtor, coz
pro realnou aplikaci bylo zbytecné komplikované. Pieslo se tedy na takzvany bang-
bang regulator, kdy se regulatorem aplikuje vzdy maximélni nebo minimélni kon-
centrace induktoru na zékladé rozdilu cilové od pozorované ﬂuorescenceﬂ. Timto
pristupem bylo stabilné dosazeno vybornych vysledku (obr. C) a potvrdila se
tak moznost tidit buitku mimo stabilni stavy. Problémem vsSak bylo omezeni pouze

3Fluorescence je typ zafeni, které je vyvolano tc¢inkem dopadajiciho zéfeni nebo éastic
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na jednu bunku. Pro regulaci vice bunék byl aplikovan analogicky princip s vice ky-
vadly s rozdilnou vahou, ktery byl utizen jednou mechanickou silou [40]. Pti nalezeni
spravné periody zmén koncentrace IPTG a aTc poté doslo k udrzeni vétsiho poctu
bunék v nestabilnim stavu najednou (obr. 2.14}D).
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Obrazek 2.14: A) Ustdlené stavy bistabilniho obvodu, dva stabilni (¢erveny, modry),
jeden nestabilni (zluty). B) Schéma genetického obvodu pouzitého pro vytvoreni oscildtoru.
C) Vysledek fizeni jedné bunky. D) Vysledek fizeni vétstho poc¢tu bunék periodickym
buzenim. (vSechny obrézky z [20]).

Dalsi popisovanou expertni upravou je vytvoreni logické brany IMPLIES po-
moci T'7 promotoru a operatoru pro Lacl a TetR [41]. T7 promotor je sekvence
osmndacti bazi (5" — TAATACGACTCACTATAG — 3’), kterou rozpoznava T7 RNA poly-
meraza a ktera nabizi jednoduchy ortogonalni systém exprese pro pouziti v ruznych
bunéénych a i bezbunéénych systémech [42]. Transkripce navazujici kédujici sek-
vence muze byt potlacovana transkripénimi faktory Lacl a TetR, coz umoznuje
tvorbu logickych bran [43]. Podoba sestaveného promotoru se nachézi na obrazku
m. Protein Lacl se vyskytuje v burice jako dimer dimeru (tetramer), kdy kazdy
dimer se muze navazat na jeden Lac operator. Pti nizké koncentraci Lacl je tedy
velkd moznost, ze se jeden tetramer navaze na oba vlozené operatory Lacl a vytvori
tak na DNA smycku represujici transkripci (obr. A) [44]. Pti spravném vlozeni
Tet operatoru poté dochazi k potlaceni smycky, kdy pritomny aktivni TetR narusuje
represi zpusobenou aktivnim transkripénim faktorem Lacl a vytvari tak IMPLIES
bréanu: IPTG OR (NOT aTc). Vysledky pro danou logickou branu jsou znézornény
na obrazku [2.16}B v pravé ¢ésti.
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Lacl

A TR B 21bp  19bp 20 bp
LacO1 T7  LacO1
Promoter B B B —
Lacl LacO1  TetO T7 LacO1
Promoter
— -& | 92 bp
LacO1 T7  LacO1
Promoter
LacO1
T7 LacO1

Promoter

Obrazek 2.15: A) Vizualizace vytvoreni smycky na DNA pomoci tetrameru Lacl. B)
Néazornd ukézka umisténi Tet operdtoru mezi Lac operatory (z [41]).

A B 4 m pDRT7 14
TetO T7 Promoter LacO 5 = pDRT7 77
I 7 TACCACTCACTATAGC S I PDRT7 14 3
+ il
€ 3
8
LacO TetO T7 Promoter LacO S
TAATACGACTCACTATAGGGGL ] pDRT7 77 o
+1 o
L 2
‘ 59 bases g
@
N
T 1
92 bases E
S
z
0.
IPTG| - + - + -+ -+
alc |- - + + - -+ 4+
C Input 1
(IPTG)E > Output
Input 2
(aTc)
Input 1| Input 2 | Output
0 0 1
1 0 1
0 1 0

Obrazek 2.16: A) Experimentdlni umisténi operatoru pro Lacl a TetR. B) Vysledky
meéfeni danych sestav s priddvanim induktoru IPTG a aTc. C) Logickd brana IMPLIES
vytvorend v sestavé s Lacl a TetR (z [41]).

Posledni expertni ptistup tvorby genetickych obvodu, ktery bude zminén, je
iniciativa snazici se o automatickou tvorbu regula¢nich siti [45]. Byly vytvoreny
brény pro druh Saccharomyces c. zalozené na minimélnich (core) konstitutivnich
promotorech (cca sto dvacet paru bézi), pro které byla vytvorena pravidla pro
vklddani operatoru. Takto bylo vytvoreno devét NOT /NOR bran, na zakladé kterych
byly pomoci programu Cello 2.0 vytvoreny obvody s az jedenécti regula¢nimi pro-
teiny. Jednd se o néstroj zjednodusujici konstrukce regulacnich siti v eukaryotach.
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Nevyhodou vsak je, ze pro pouziti je tfeba vyuzivat pevné danou knihovnu jed-
notlivych prvku. I tak se ale jedna o velice pokrocily a revolu¢ni néstroj, ktery lze
snadno vyuzit pro navrh genetického obvodu s vlastni specifikovanou funkei.

2.3 Expertni metody pro genetickou regulaci

Tématem vkladani regulacnich mist do promotoru se zabyva celd fada publikaci.
Od prvnich studif se vsak stdle dodrzuji stejné postupy. Mezi prvnimi studiemi byl
vyzkum, ktery do promotoru vklada Lac operator [46]. Transkripéni faktor Lacl se
ve studiich objevuje jiz od roku 1942 a je tedy do hloubky prozkoumén [47]. Dalsim
hojné pouzivanym a také dobfe prostudovanym transkripénim faktorem je TetR.
Blizsi sezndmeni s obéma proteiny je v sekci , nebot byly vyuZity pro experi-
menty i v této diplomové praci. V nasledujicich odstavcich bude pozornost vénovana
expertnim pristupum pro vklddani operatoru do promotoru, jejich mutacim a mu-
tacim v transkripcnich faktorech s cilem dosazeni co nejlepsi genetické regulace.

Prvnimi pokusy o genetickou kontrolu byla snaha regulovat indukovatelné
eukaryotické promotory. Jednalo se o reakce na ionty tézkych kovu (Mayo et al.
[48]), tepelny sok (Nover [49]) a regulaci pomoci hormonu (Hynes et al. [50]).
V nasledujicich letech pak byla pozornost upfena na integraci Lac operatoru do
promotoru.

Prvni vybrany ¢lanek je z roku 1987 (Hu [51]). Umistovani Lac operdtoru zde
probihalo vkldddnim operatoru mezi dulezité oblasti v promotoru (oblasti zobra-
zeny na obr. . ijravy promotoru probihaly do dvou matetrskych plazmidu, do
kterych byly vzdy vkladany jeden az tii operatory za sebou. Vkladani probihalo do
oblasti mezi SV40 early—promotmﬂ a TATA-box, mezi TATA-box a TSS a mezi TSS a
start kodon. Ze ziskanych vysledku dané studie vyplyva, ze umisténi jednoho az dvou
operdtort pied TATA-box vytvaif silnou represi (80-90 %). Pfi umistovani operdtoru
mezi TATA-box a TSS je pro silnou represi potfeba dvou az tii operatoru (represe
70-89 %), kdy samostatny operator v této oblasti represuje aktivitu v prumeéru jen
0 25 %. Posledni moznost, tedy vlozeni operdtoru mezi TSS a start kodon, je také
silné zavisla na insertovaném poctu operatoru. Pri integraci jednoho maé represe
ucinnost necelych 50 %, s poctem tii operdtoru je vSak represe az 98 %, pricemz
s vlozenim ¢ty operdtoru za sebou jiz mira represe opét klesd a to na necelych 70 %.

Early promaoter TATA Box T35 Start kodon ORF

Obrazek 2.17: Posloupnost dulezitych oblasti v promotoru vytvarejici mezi sebou mista,
ktera byla v (Hu [51]) vyuzita pro vkladéni regula¢nich mist.

4V pifpadé, ze gen ma vice promotorii a kédujicich sekvenci, early-promotor je prvifm promo-
torem genu, ktery ndlez{ prvni kédujici sekvenci [52].
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Podobny piistup byl zvolen i v sekci [2.2] probiraném ¢lanku (Chen et al. [45]),
kde knihovna jednotlivych ¢asti pro skladani regula¢nich obvodu byla vytvarena
ruznorodym vkladanim operdtora do promotoru (viz obr{2.18]).

UAS TATA TSS
e PTG
-243 ~164 -56 +1
i - ™= —tetR™-S
CerT— 0 e ™ +letR™S
[ . | 7
i - - -
o o e H r -
111 il | s ~ -
11 im |l -
[ o | im| |
o — =
CrI1 e mm
CTT1 e -
CIT11 s .
o o o I I
CTT11 m | | M
o | [ ind I
o o o N B
T 1 O mm Cmm A
:ED_U—-_I:-_ B
II\IIIIl L IIIIIII‘_&
= tetO, 10° 10 10210"  10° 105
Repression Fluorescence
(+— tetRM-S cassette) (YFP, a.u.)

Obrazek 2.18: Porovnani umisténi operatoru a piipadné jejich rozestupu s mirou represe,
kterou jednotlivé konstrukty produkuji (z [45]).

V dalsim vybraném c¢lanku byl zkoumén vliv umisténi Lac operatoru v tésné
blizkosti kolem TATA-boxu v promotoru viru Vaccinia [53]. Vysledky jsou zde
vztazeny k sestave, kdy promotor kon¢i TATA-boxem ¢astecné obsahujicim jiz start
kodon (obr. prvni fadek tabulky). Vlozeni Lac operatoru pak bylo provedeno
za TATA-box, za TATA-box s ¢astecnym prepsanim TATA-boxu a pred TATA-box
(obr. . Ziskané vysledky ukazuji, ze vloZenim operatoru do vybranych pozic je
zpusobena znatelna zména ve fungovani promotoru. Umisténim operatoru za TATA-
box byla sniZena prirozen4 sila promotoru o 34 %. S pritomnosti represoru Lacl pak
doslo v podstaté k tiplnému vypnuti a s pridanim induktoru IPTG opét k produkci
cilového proteinu. Pri ¢dstecném prepsani TATA-boxu operatorem doslo k citelnému
naruseni promotoru, kdy pfirozena exprese dosahovala sily pouze jedné pétiny oproti
nezménénému promotoru. Systém s pritomnym represorem a induktorem fungoval
stejnym zpusobem jako u predchozi verze umisténi, pouze s nizsi produkei cilového
proteinu po ptidani induktoru. Posledni verzi bylo umisténi operdtoru pred TATA-
box. Tento pristup vSak uplné rozbil promotor, ktery zpusobenou zménou prestal
fungovat.

Ptredchozi dva zminéné clanky se zamérovaly na zabranéni transkripce pred
jejim zapocetim [50, 53]. Dalsi vybrand studie se vsak zabyvala blokaci jiz tran-
skribujici RNA polymerazy (Deuschle et al. [54]). Na obrazku je naznacené
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vlozeni Lac operatoru do kédujici sekvence v konstruktech C2 a C3. Na zaklade
pritomnosti induktoru IPTG pak byly pozorovany zmény spojené s represi v oblasti
operatoru. V piitomnosti induktoru dochazelo k transkripci celého ORFu, zatimco
v nepiitomnosti IPTG byla transkripce v misté operatoru zastavovana.

% Expression

Virus: WT viacl viacl
Plasmids Position of Lac-Operator Insertion IPTG: - . +
[ —
pSCi1 P11 - TAAATG - lacZ 100 100 100
.
placoz- | P11 - TAAATA[GAATTGTGAGC:GCTCACAATTC|TCGAGCATG - lacZ 66 <0.1 8.3
3
placoz-2 P11 - TAJMTTGTGAGC:GCTCACAATT| TCGAGCATG - lacZ 20 0.1 1.4
.
plac0z-3 P11 - [GAATTGTGAGC:GCTCACAATTC|TAAATACTCGAGCATG - lacZ <0.1 <0.1 <0.1

Obrazek 2.19: Tabulka s vysledky umistovani Lac operdtoru do promotoru viru Vaccinia.
WT: wild-type virus, bez ptitomnosti represoru. vlacl: méfeni s pritomnosti represoru Lacl

P~ Cla T-antigen Xba

P~ T-antigen Xba

P~ dhfr cat Xba
C3 —(—H HEH e
lacO

Obrazek 2.20: Konstrukty C2 a C3 obsahujici Lac operdtor uvniti kédujici sekvence (z
[54]).

V jiz probiraném ¢lanku (Iyer et al. [41]) v sekci vyuzili pro vytvoreni
logické brany IMPLIES fadu otestovanych sestav z jinych publikaci. Z ¢lanku (Du-
bendorf and Studier [43]) byla pouzita vzdalenost 238 bazi Lac operdtoru od po-
mocného Lac operatoru k vytvoreni co nejsilnéjsi represibilni smycky po navazani
jednoho tetrameru Lacl. Vzdélenost 238 bazi se nakonec projevila jako prilis velka,
nebot se ukdzalo, Ze pro vytvoreni silné smycky je vhodnd kratsi vzdélenost [55].
V (Miiller et al. [56]) hledali optimélni vzdélenost Lac operdtoru s pomocnym Lac
operatorem vzdalenych od sebe v intervalu od 57 do 1493 bazi. Vysla z toho lokalni
maxima pro vzdélenost operdtoru 70, 92 a 115 bazi. V dané studii (Iyer et al. [41])
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byla nakonec na zakladé testu zvolena vzdalenost 92 bazi. Pro nasledné vlozeni Tet
operatoru bylo zvoleno misto mezi obéma operatory pro Lacl. Nejprve byly tes-
tovany kratsi vzdalenosti od hlavniho Lac operatoru, a to 21, 23, 25 a 27 bazi, coz
nedostatecné ovliviiovalo represi pusobenou Lac operatory. Cilené chovani brany
IMPLIES bylo nasledné dosazeno umisténim Tet operatoru 59 bazi od hlavniho Lac
operatoru.

2.3.1 Nespolehlivost

Allosterickd’] regulace se vyskytuje ve viech oblastech Zivota, stéle vsak chybi jed-
noduché prediktivni teorie, které piimo spojuji experimentdlné laditelné parametry
systému s jeho odezvou vystupu na vstup [57]. To vyvolavé obavu, ze kazda re-
gulaéni architektura muze vyzadovat jedine¢nou analyzu, kterou nelze prenést na
jiné systémy.

Vsechny expertni metody a aplikace zminované v sekci dosahovaly nakonec
zadanych vysledku. Problémem vsSak zustava zminénd neprenositelnost ziskanych
zaveéru na jiné typy konstruktu. Vysledky jsou ¢asto vztazené k urcitému promotoru
(jako naptiklad v (Iyer et al. [41])). Zjisténé optimum muze alespon poslouzit jako
pocatecni odhad pfti jeho zaméné. Stejny problém se tyka operatoru. Pokud ve vy-
ladéném konstruktu funguje regulator dle predstav, zdménou operatoru za jiny typ
(napiiklad Tet za Lac) muze byt ziskand vysoka kvalita regulace ztracena.

Promotory jsou obecné velice citlivé na jakékoliv zmény, v pifpadé pfemistovani
operatoru staci posun o nékolik bazi a regulace muze byt nasobné horsi. Bodové mu-
tace v operatorech nebo v dulezitych oblastech transkripcnich faktoru mohou také
vést k vyraznym zménam [58]. Dosud pouzivané metody pro hledani idedlniho na-
staveni operatoru vuci zbytku promotoru jsou casto pouze lokdlnim optimem, kdy
globalni optimum muze byt lidskému vniméani skryto a nahodnymi pokusy nenale-
Zeno.

Takovéto prohledavani celého stavového prostoru je narocné jak finanéné, tak
casové. Vytvareni nastroju pomoci strojového uceni, jako v této diplomové préci, by
tak mohlo byt cestou k nahrazeni zdlouhavych procedur rychle ziskanym navrhem
pro umisténi regulacnich mist do libovolnych promotoru.

2.4 Strojové uceni

Strojové uéeni by mohlo vyrazné zrychlit a celkové zefektivnit umistovani regulaénich
mist do promotoru a tim tak oteviit moznosti pro narust slozitosti uméle vy-
tvorenych genetickych obvodu. V této praci byly pro dané ucely vyuzity neuro-
nové sité. V nasledujicich podsekcich je popis zakladnich informaci o fungovéani
neuronovych siti se zaméfenim na moduly, které byly pouzity pfi vytvareni mo-
delt. Sekce je rozdélena na dvé podsekce. Prvni se zabyva piimo moduly pro se-

% Alosterické enzymy reguluji rychlost metabolickych drah.
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staveni modelu sité. Druha je vénovana systému SentencePiece, ktery je pouzit na
predzpracovani dat. Blizsi seznameni s vytvofenou strukturou a funkénosti je pak

nasledné az v sekcich B.1] a [3.3]

2.4.1 Neuronové sité

Umélé neuronové sité (dale jen neuronové sité nebo NN) jsou vysoce nelinedrni
modely inspirované biologickymi neuronovymi sitémi v mozku [59]. Aproximaci bi-
ologickych neuronu tak vznikly umélé (formalni) neurony, jejichz zapojeni do umélé
neuronové sité vytvari takzvané fully-connected vrstvy (zndzornéni na obrazku .
Postupem c¢asu zacaly vznikat rozdilné sité, které se odklonily od puvodni architek-
tury a maji vétsi specializaci a schopnosti pro uréité typy tloh. Re¢ je napiiklad
o konvoluénich neuronovych sitich (pokro¢ilé zpracovani obrazu) nebo o sitich s dlou-
hou kratkodobou paméti (v origindlu Long short-term memory, ddle LSTM), které
jsou urcené primarné pro praci s textem [60} 61]. V této podsekei budou postupné
popsany vybrané moduly, ze kterych byly sestaveny modely vytvorené pro diplomo-
vou praci.

Hidden layers

Output layer
Input layer

Obrazek 2.21: Schéma hluboké neuronové sité se vstupni vrstvou, dvéma skrytymi fully-
connected vrstvami a jednou vystupni vrstvou.

Biologicky vs. formalni neuron

Neurony jsou zékladni stavebni funkéni prvky nervové soustavy. Jednd se o bunky
specializované na pienos, zpracovani a uchovani informaci. Pfenos informaci je
zprostiedkovavan vstupnimi (dendrit) a vystupnimi (axon) kanalky vystupujicimi z
téla neuronu (soma). Informace se poté prenasi pomoci synapsi, coz je mezineuronové
rozhrani. Synapse jsou z funkéniho hlediska bud excitacéni, jez umoznuji rozsifovani
vzruchu, a nebo inhibi¢ni, které naopak vzruch utlumuji. Soma i axon jsou po-
kryty membranou, kterd je schopna generovat elektrické impulsy, jenz mohou byt
pomoci dendritu synaptickymi branami prendseny i na sousedni neurony. V ptipadé
prekroceni aktivacni hranice (prahu) neuron samotny generuje dalsi impuls. Po
prichodu signdlu se méni synaptickd propustnost, éemuz se pfisuzuje pamétova
schopnost neuronu [59].
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Formalni neuron (déle jen neuron) je zakladem matematického modelu neuro-
nové sité (viz obr. . Neuron Y méa n redlnych vstupu tvoricich vstupni vektor
x = (x1,...x,), ktery je ohodnocen vahovym vektorem w = (wy, ...w,). Stejné jako
u synapsi v biologickém neuronu, i zde mohou byt vahy zdporné. Vstupni potencial
neuronu je pak suma prevazenych vstupnich signdlu s prahem (b), ktery muze byt
brany jako vaha wy = b pro vstup zg = 1:

Yin = LioWiT; = 2w x; + b, (2.18)

kdy vnitini potencial po dosazeni hodnoty b indukuje vystup y. Nelinearita vystupu
je ddna aktivacni (pfenosovou) funkei. Bézné pouzivanymi funkcemi jsou napiiklad
skokové prenosové funkce, sigmoidy nebo hyperbolické tangenty:.

Obrazek 2.22: Vizualizace formélniho neuronu s prahem.

Backpropagation

Backpropagation je nejrozsitenéjsi adaptacni algoritmus zpétného siteni chyby ve
vicevrstvych neuronovych sitich, kdy je pouzivan ptiblizné v osmdesati procentech
vech aplikaci [59]. Algoritmus je zalozeny na gradientni metodé, kdy zména gra-
dientu udava rozdil chybovosti neuronové sité se zménou vah synaptickych spoju.
Cilem uceni je uprava vah spoji mezi neurony tak, aby klesal gradient a tim byly
minimalizovany chyby sité. Algoritmus je rozdéleny na tii faze: dopredné Sitent,
zpétné Siteni chyby a aktualizace vah.

P11 dopredném siteni dochazi pomoci excitace neuronu k postupnému pruchodu
dat siti. Vystupem neuronové sité je poté odezva na dany vstupni podnét, ktery je
srovnan se vstupni informaci od ucitele. V biologii se analogicky provadéji stejné
procesy, kdy vstupni vrstvu mohou tvorit napiiklad zrakové bunky.

Pti zpétném S§ifeni (takzvand adaptace) dochézi k postupu informace smérem
od vrstev vyssich k nizsim. Vypocitané aktivace y; jsou srovnavany se stanovenymi
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trénovacimi vystupnimi hodnotami ¢, pro kazdy neuron ve vystupni vrstvé a pro
kazdy trénovaci vzor. Srovnanim je ziskana chyba neuronové sité:

E(w) =%, E(w), (2.19)
jez je dand souctem parcidlnich chyb Ej(w) pro jednotlivé trénovaci vzory:

El(w) = EEkey(yk - tk)z. (220)

2

Poté se chyba ¢éastecné it do vrstvy predchéazejici (0, pro k = 1,...m - pro vystupni
neuron Yj). Uprava vah wj, pak zavisi na faktoru d a aktivacnich funkcich neu-
ronu, do kterych se chyba zpétné siti. Takto provadénd optimalizace chyby neni
na nelinearnim systému trivialni ikol. Pro aplikaci je vSak tieba diferencovatelnost
chybové funkce. Se zvolenou konfiguraci w® se v tomto bodé chybové funkce se-
stroji tecny vektor (gradient) g_’i(w(o)) a dojde k posunu o ¢ ve sméru gradientu (viz
obr. . Tim je ziskana nova konfigurace, ktera se stejnym zptusobem méni az do
nalezeni lokalnitho minima chybové funkce.

E

]

\2

w® W w® .

Obrazek 2.23: Ukéazka vyvoje chyby na zékladé zvolené konfigurace v gradientni metodé
(z [59])-

Dense vrstvy

Dense vrstvy jsou pojmenovanim pro fully-connected vrstvy ve frameworku Tensor-
flow-keras, ktery zde byl vyuzit pro trénovani neuronovych siti. Dense vrstvy jsou
hojné vyuzivanym modulem pro neuronové sité, kdy jsou vSechny neurony vrstvy
propojeny s neurony vrstvy predchazejici. Jednotlivé neurony tak maji tolik vstupu,
kolik je v predchozi vrstvé neuronu a jeden vystup, ktery je dale vstupem pro neu-
rony v nasledujici vrstvé. Napiiklad v obrazku|2.21|oznaceny neuron mé dvé hodnoty
na vstupu a jeho vystupni funkce je vstupem pro dva neurony v nadchézejici vrstve.
Dense vrstvy jsou obecné nelineérmﬂ pricemz v zakladu maji linearni piredpis wx+b,

6 Aktivaén{ funkce muze byt linedrni, v tu chvili véak nemd smysl takto sklddat za sebe vice
vrstev, nebof slozenim linearnich funkci vznika opét funkce linedrni. Jednalo by se tak o zbyte¢né
plytvani vypocetnimi zdroji.
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ktery poté prochazi nelinedrni funkei (aktivacéni funkce):
y = f(wx + D). (2.21)

P11 vytvoreni vice vrstev (viz obr. je tak mozné tyto nelinearni funkce za sebou
kumulovat a modelovat komplexnéjsi matematické funkce. Dense vrstvy vSak maji
omezeni z hlediska moznosti zachyceni opakovani v ¢ase nebo ziskavani ruzného
vystupu na stejny vstup. Pro tyto ucely vznikly sité s rekurentni strukturou.

LSTM

Velice dulezitym prvkem pro trénovani neuronovych siti v této praci byla architek-
tura LSTM, v originalu Long short-term memory. LSTM ma rekurentni strukturu.
Na rozdil od klasickych rekurentnich siti, je schopna urcit dlouhodobé zavislosti.
Architektura je tak vhodna naptiklad na rozpoznavani feci, rucné psanych textu a
klasifikaci textu [62].

Strukturou LSTM jsou zretézené opakujici se moduly s tfemi typy bran (vstupni,
vystupni, zapominajici), které reguluji tok informaci skrz dany modul (obr. .
Vnitini stav modulu pak prochazi celym fetézcem a je ovlivihovan linearnimi inter-
akcemi, prochazejici informace tak mohou byt beze zmén.

¢

w

Obrazek 2.24: Zietézeni modula v architektuie LSTM (z [62]).

Postupnym pruchodem skrz strukturu modulu (obr. [2.25)) zapominajici bréna
rozhoduje o uchovavani vnittniho stavu bunky C;_;. Srovnanim soucasného vstupu
x; a predchoziho vystupu h;_; je vytvoten vektor f;, ktery dosahuje hodnot od nuly
do jedné, jez odpovidaji mite zachovani predchoziho stavu:

fr = oWy [he1, 2] + by), (2.22)

kdy hodnota jdouci k nule je pro zahozeni, hodnota jdouci k jedné pro plné za-
chovani.
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Vstupni brana se stard o ukladani novych informaci do vnitiniho stavu mo-
dulu C;. V této fazi nejprve dochazi k rozhodnuti pomoci sigmoidalni funkce #;, jaké
hodnoty budou aktualizovany:

iv = o (Wi - (R, 2] + by). (2.23)

Tangent funkef vytvoreny list kandidata C, pak uddvé mozné kandiddty na priddni
do vnitiniho stavu C;:

Cy = tanh(W, - [hy_1, 2] + be). (2.24)
Aktualizace stavajiciho stavu Cy_; na C; vypada nasledovné:
Ct = ft * Ct,1 -+ it * ét. (225)

Posledni brana v potadi je vystupni. Zodpovida za tvorbu vystupni hodnoty,
ktera je zavisla na aktualnim upraveném stavu C; pomoci funkce hyperbolického tan-
gentu. Na zakladé vstupu a predchoziho vystupu je rozhodnuto funkei o; o slozkach
vnitiniho stavu, které budou pfivedeny na vystup modulu:

Oy = O'(WO . [ht—laxt] + bo). (226)
Vystupni funkce je poté ve tvaru:

ht = O - tanh(C’t) (227)

ht

\

Obréazek 2.25: Modul LSTM sité (z [62]).

Dropout vrstvy

Metoda Dropout se snazi bojovat s fenoménem zvanym overfitting neboli pretrénovani
(viz obr. [2.26). V tomto pifpadé dochézi k uddlosti, kdy se sit prizpusobuje na
specialni trénovaci data a ztraci svoji kvalitu na obecnych valida¢nich datech. Vétsinou
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se Dropout vrstvy aplikuji na Dense vrstvy, kdy se na zakladé pravdépodobnosti dro-
poutu py v aktudlnim pruchodu dat pfi trénovani neuvazuji urcité neurony. Pristup
by pfi spravném navrhu mél délat neurony na sobé nezavislymi.

Error
A

Best Testing Error
Gomplexity

Training Error

» Model Complexity

Obrazek 2.26: Nastinéni overfittingu. Od urcité faze se chyba na trénovacich datech stale
zmensuje, avSak na testovacich datech jiz roste.

Max-pooling

Pooling vrstvy obecné maji za tkol slucovat nékolik hodnot do jedné, pricemz
dochéazi k redukci poc¢tu vnitinich stavi. V praci byl vyuzit typ max-pooling, ktery
v okné vybrané velikosti zachovdva pouze nejvyssi hodnotu (obr. [2.27]).

Obréazek 2.27: Nazornd ukizka fungovani max-poolingu (z [62]).

2.4.2 SentencePiece

SentencePiece je tokenizér a detokenizér zalozeny na uceni bez ucitele [63]. Hlavnim
vyuzitim daného algoritmu je vytvareni reprezentace textu pro vstup do neuro-
novych siti. Modul se snazi efektivnim zpusobem zmirnit problémy s otevienou slovni
zasobou, kdy se na vstupu vkladaji véty a algoritmus je rozdéluje na vlastni slova,
jejichz pocet je predem urcen pii spusténi. Véty neni tieba nijak predzpracovavat,
implementace SentencePiece je dostateéné rychla i pro natrénovani modelu ze su-
rovych vét. Nauceny model vstupni vétu nejprve rozdéli do naucenych casti, které
jsou poté na zékladé ID zakddovany. Véta je poté slozena z ¢isel reprezentujicich
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jednotliva slova, které lze ddale vyuzit naptiklad jako vstup pro LSTM neurono-
vou sit (viz obr. [2.28)). Pfi predlozeni DNA algoritmus rozdéli sekvenci na ’slova’ s
prumérnou délkou priblizné ¢tyt bazi, ¢imz zmensuje vstupni sekvenci na ¢tvrtinu.

"This is a strange day." Input Sentence
"Th ##is is a str ##ange day." Splitting Sentence Inte Sub-Units

v Y

[0.4, 0.1], [0.3, 0.5], [0.4, 0.6], [0.3, 0.9],
[0.1, 0.1], [0.2, 0.5], [0.4, 0.9]

' !

e.g. BERT model/AWD-LSTM Model

' Y

Classification, Question-Answering,
Summariation

Numericalization of Sub-units

Downstream Task

Obrazek 2.28: Nastinéni funkénosti a mozného vyuziti algoritmu SentencePiece (z [64]).

2.5 Experimentalni metody pro ovéreni vysledki

Pred aplikaci genetickych tprav je tieba vSe predem radné vyzkousSet a ovérit, zda
samotny navrh neobsahuje zadné chyby a pred objednavanim potiebnych véci vse
vypada dle predstav. Jedna se o prvni predpoklad pro uspésné provedeni zasahu do
genetického kodu organismu. I tak ale plati, Ze v biologii nic neni jisté a i navrh,
ktery na prvni pohled vypada dobfe, nemusi nakonec vubec fungovat.

Existuje cela fada moznosti, jak tento proces realizovat. Zde jsou popsany dva
nastroje pouzité pro ndvrh a vytvoreni experimentiu: Benchling [65] a Modular Clo-
ning.

2.5.1 Modular Cloning

V této podsekci bude uveden popis sklddani genu na zdkladé metody Modular Clo-
ning (zkracené MoClo). Popsan bude prevézné postup uvedeny v clanku (Lee et al.
[14]), ktery je zaméfen na genetické vipravy v kvasince druhu Saccharomyces ce-
revisiae, jez byla cilem pro modifikaci i v této praci. Kvasinka Saccharomyces c.
je popularnim organismem v syntetické biologii, je dobte prozkoumand a i hojné
vyuzivana v prumyslovych aplikacich. Zakladni myslenkou rozebraného ¢lanku je
vytvorit modularni standardizovany systém sestavovani genu a multigent, které se
nasledné maji vkladat do cilového organismu. Zprvu clanky tohoto typu cilily spise
na bakterii Fscherichia coli, zde tedy dochéazi ke konvertovani metody na pouziti
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v organismu Saccharomyces c.

Pro moznost sestavovat geny v relativné kratké dobé a nemuset vzdy vytvaret
vSe od zacatku vznikly metody, pri kterych je gen sestavovan po c¢astech s vyuzitim
restrikénich enzymu. Velice znamou a prikopnickou metodou v této oblasti, je tak-
zvany BioBrick (2003) [66]. Pomoci restrikénich enzymu se vytvoii z kazdé potiebné
¢asti linedrni DNA vektory, které se poté spoji (viz obr. . Touto metodou vsak
v mistech spoju vznikaji "jizvy” a vysledny plazmid rekonstituuje tato mista. Neni
tedy mozné je znovu pii restrikci vyuzit. Tato metoda ma i dalsi omezeni. Najednou
lze v jedné reakci udélat pomoci jednoho restrikéniho enzymu pouze jedno spojeni.

V roce 2008 bylo predstaveno vylepseni této metody vyuzivajici Modular Clo-
ning, které se nazyva Golden Gate [67]. Ke zlepseni dochdzi v oblasti funkénosti
restrikénich enzymu. S tim je spojend i konkatenace vice ¢asti najednou pomoci
jednoho restrikéntho enzymu. Pouzivané restrikéni enzymy kraji DNA mimo jejich
rozpoznavaci sekvenci, je tedy mozné navrhnout potiebné casti tak, aby pfi spojeni
nevznikaly zadné jizvy. Misto, kde se DNA rozsekne, neni navic z hlediska slozeni
na nicem zavislé. Pro jeden restrikéni enzym vytvérejici overhang o délce ¢tyti (obr.
2.30) je tak mozné mit pfi vSech kombinacich nukleovych béazi teoreticky az 256
moznych casti, které by slo najednou nasledné spojit dohromady ve one-pot reakci.

A

P o i Gl 6. ¢

destination vector
pSB4K5-152002
(from digest with EcoRI & Pstl)

€& prefix part

prefix part in pSB4A5
(from digest with
EcoRI & Spel)

suffix part in pSB4C5

(from digest with
Xbal & Pstl)

Y

’ Three way ligation (no agarose gel purification)

D composite part
prefix part D), suffix part

composite BioBrick part

in pSB4K5

(Ligation product of prefix part DNA fragment, suffix
part DNA fragment, and destination vector backbone.)

Obrazek 2.29: Ukdzka DNA assembly pomoci metody BioBrick s popisy pouzitych re-
strikénich enzymu pro jednotlivé ¢asti: (A) EcoRI, Spel. (B) Xbal, Pstl. (C) EcoRI, Pstl.
(= [68])

Pr1-3 Bsal Bsal
ttt ggtote W |[1234 ..... abcd N|gaca N gagacc aaa
aaa ccagag N 1234|..... abcd N ctgt|N ctcetgg ttt

Obrazek 2.30: Piiklad rozkrojeni DNA pomoci restrikéniho enzymu Bsal.
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Jsou zde vsak jista omezeni. Napiiklad pii Bsal restrikei (vznik overhangu
o délce ¢tyri) by v jedné reakci nemély byt dva overhangy se shodnymi bézemi
na trech indexech. Dané omezeni lze vSak jednoduse dodrzet se zachovanim do-
statecného poctu ¢asti pro néslednou DNA assembly. Na tomto principu autofi
¢lanku (Lee et al. [14]) vytvorili knihovnu cutting-sites vyobrazenou na obrazku[2.31]
Kazd4a zde vykreslend oblast (v obréazku Type) mé prifazenou vlastni funkcionalitu
(obr. . To zajistuje potiebnou modularitu pro nésledné jednodussi kombinovani
jednotlivych ¢asti a vyrazné tak zkracuje dobu, kterou by navrhu jinak ¢lovék musel
vénovat.

Obrazek 2.31: Grafické znédzornéni knihovny cutting-sites spolu s ¢astmi, které by mély
na zdkladé probiraného ¢lanku ohranicovat (z [14]).

Navrzenym rozlozenim ¢asti je urcité dobré se ridit. Napiiklad Type 2 (z obr.
, tedy promotor (z obr. konci ve vlaknu 5°— 3° restrikénim mistem se
sekvenci{ baz{ TATG. Pii ndvratu do sekce 2.1 po rozdéleni vldken a zapoceti tran-
skripce ke konci promotoru, posledni tii baze sekvence tohoto overhangu jsou v ja-
zyce mRNA: AUG, coz odpovida start kodonu a za¢ind tim tedy ORF. Jisté by si
Slo pridat start kodon na zacatek ¢asti za jiny overhang, v tu chvili by se vSak na
konec promotoru pridala minimalné ¢tyr-bazova jizva, kterd na konci promotoru
neni zadouci. V tomto pripadé tam je pridana navic pouze jedna baze T, ktera se
statisticky ve sméru 5‘— 3° vyskytuje v promotorech nejcastéji. Tato statistika byla
provedena na datasetu obsahujicim vSechny promotory ze Saccharomyces c.

Nachazi se zde i popis jak spravné vyuzit na prvni pohled periferni oblasti as-
sembly tak, aby rovnou vznikala kontrola do jakych bunék se podarilo pozadovanou
genetickou informaci vlozit. Na to je tfeba mit pripravené kmeny bunék, které
maji vyfazen néktery z genu podilejicich se na tvorbé piislusné aminokyseliny [14].
Vytazeny gen se spolecné s novou genetickou informaci vklada do bunky. Tim bunka,
do které se navrzend informace vlozila, ziskava zpét schopnost danou aminokyselinu
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B. Part plasmids
Part Types have predefined flanking overhangs, ensuring interchangeability.

1 2 3 4 5 6 7 8
S [ ]=]0] (= | Sl B
Assembly Coding . Assembly  Yeast Yeast Bacterial
Promoter Terminator L marker
Connector Sequence Connector marker origin 4 origin

Obrazek 2.32: Popis, co by jednotlivé ¢asti z obr. mély mit za funkéni vlastnost (z

[14).

vytvaret. Po provedeni integrace nového kusu DNA do kvasinek se vysledny pro-
dukt dava na Petriho misky se zivnym médiem, které neobsahuje danou aminoky-
selinu. V ptipadé, ze se do genomu pozadovand informace nedostala, bunka si ami-
nokyselinu nedokaze sama vytvorit, z média ji také neziska a umira. Pouze bunky,
kterym se vkladand geneticka informace spravné zaintegrovala, by mély mit moznost
potfebnou aminokyselinu vytvaret a tim jako jediné prezit a vytvorit na misce ko-
lonii (obr. [2.33). V piipadé volby $patné misky by na zdkladé dalsich vyfazenych
genil v kmenu a obsahu Zivného média byla pokryta bud celd miska, nebo by tam
naopak nevyrostlo vubec nic.

Obrazek 2.33: Rust kvasinek se zpétné integrovanym genem pro tvorbu potiebné ami-
nokyseliny k preziti na odpovidajici misce (z [14]).

2.5.2 Benchling

Benchling je webova aplikace slouzici k navrhu a testovani procesu, které maji
nasledné probéhnout v laboratoti. Prestoze muze existovat znalost chovani jed-
notlivych ¢asti, ze kterych se sklada pozadovany vysledny produkt, jeho chovani
muze byt naprosto neocekdvané. Jak je napsano na zacatku této kapitoly, je dobré
mit vSechny kroky nejprve ovéfrené v néjakém nastroji tohoto typu, aby se poté do
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experimentu nezanasely jesté problémy zpusobené chybou v navrhu. Cely proces
integrace genetické informace do kvasinky je dlouhy a chyby tak nestoji jen penize
za spotiebované vybaveni, chemické latky a DNA, ale i za mnoho ¢asu.

V Benchlingu je mozné si projit postupné vSechny potiebné operace pro kopiro-
vani postupu v laboratori. Lze zde s omezenim nasimulovat ivodni amplifikaci néjaké
oblasti DNA z vybraného organismu pomoci navrzenych primeru. Pres virtudlni
PCR reakci se vybrana cast vyamplifikuje a pti spravném navrzeni primeru se na
okrajich vytvori potfebnd restrikéni mista pro naslednou domestikaci (vlozeni) vy-
amplifikovaného fragmentu do part-plazmidu. Z vybranych part-plazmidi se nasledné
pomoci Golden Gate assembly vytvoii navrzeny produkt. Vysledné geny je dale
mozno spojovat do multigenu. Cely proces je dikladné popsan s ruznymi typovymi
priklady jak reprezentovat jednotlivé ¢asti assembly (viz obr. ve vyse ro-
zebiraném ¢lanku (Lee et al. [14]).
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Kapitola 3

Inovace

Pri vypracovani diplomové prace byly vyuzity ruzné pristupy k reseni ulohy vkladani
regulacnich mist do promotoru. Struktura této kapitoly je rozdélena do ti{ casti.
V prvni se nachéazi popis vSech zformulovanych pristupu feSeni, spolu se schématy
naznacujicimi tok informaci skrz modely neuronovych siti. Dalsi sekce je zamérena
na pouzitd data. Jsou zde popsany datasety pro trénovani siti a databaze obsa-
hujici uzitecné informace o organismu Saccharomyces c., ktera sjednocuje vice da-
tabazovych zdroju a pridava vlastni analytické informace. Posledni ¢asti je podrobny
popis sestavovanych modelu neuronovych siti spolu s pripravou dat.

3.1 Formulace ulohy pro machine learning

Pro tlohu vkladani regula¢nich mist do promotoru byly v diplomové préaci vypra-
covany postupné tii hlavni pristupy. Jednotlivé typy jsou pojmenovany jako Clas-
sifier, Place-back a Insert-fragment.

3.1.1 Classifier

Prvnim vytvorenym navrhem byl pristup s ndzvem Classifier. Snahou bylo naucit
tento systém rozpoznavat redlné promotory od upravenych. K tomu byl vyuzit
jednoduchy klasifikdtor, ktery pies binary cross-entropy{l] rozhoduje o realné, éi
umeélé podobé promotoru na vstupu. Umélé promotory byly vytvoreny pomoci ge-
neratoru s predem definovanou funkénosti. Z realného promotoru se vytizne sek-
vence bazi, ktera se zahodi a nasledné nahradi ndhodné vygenerovanou posloupnosti
bézi A,C,T,G. Schéma sestaveni modelu je na obrézku [3.1] Po natrénovani se na-
konec siti predkladaji upravené promotory, které na vystupu dostanou ohodnoceni
jejich vérohodnosti. Neuronova sit tak hodnoti, jestli promotor vypad4 realisticky
a funkcéne.

IBinary cross-entropy je ztratova funkce pouzivand pro binarni klasifikaci.
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g e 3
<Fese 3

Randem A C,T,G, sequence

/

Obrazek 3.1: Schéma piistupu nazyvaného Classifier. Redlné a vygenerované promotory
vstupuji do klasifikdtoru s odpovidajicim labelem real/fake a klasifikdtor hodnoti, jestli
vypadaji redlné (True) nebo umeéle (False).

Classifier

Fake
Promoters
Generator

Real promoter Fake promoter

3.1.2 Place-back

Dalsim pristupem pro feseni ilohy je metoda nazvanad Place-back. Jednd se o nové
navrzeny typ sité, pfi kterém se z promotoru nejprve odebere ¢ast sekvence, kterd
ma byt do promotoru siti vracena. Pro dany pfistup vznikly dvé rtizné realizace.
Prvni realizace Place-back (s pridruzenym ndzvem one-spot) vytezava z pro-
motoru sekvenci bazi, které se poté snazi vratit na puvodni misto. Na vstupu sité je
promotor s vyiiznutou sekvenci, kterd se sama stava druhym vstupem. Na vystupu
by pak méla byt hodnota v rozsahu velikosti vstupniho vektoru odpovidajici in-
dexu, odkud byla ¢ast sekvence vytiznuta. Pro testovani se pak siti predlozi promo-
tor a sekvence bézi (operator). Na vystupu pii testovani je pak odhad, kam dany
operator do promotoru umistit. Schéma piistupu se nachazi na obrazku |3.2]

Real promoter Edited promoter

>«

Cut out
position

Cut out sequence

Edited promoter

0 320 400\
/

Place-back
one-hot

Cut out sequence

Obrazek 3.2: Schéma piistupu nazyvaného Place-back-one-spot. Pro vytiznutou sekvenci
neuronovd sit zpétné hleds jeji ptivodni umisténi.
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Druhou verzi je nasledné metoda Place-back-rewrite, ktera vyriznuty kus pro-
motoru nahradi sekvenci stejné délky z jiného nahodné vybraného promotoru. Neu-
ronova sit méa v tomto pifpadé za tikol odhadnout misto, kam se m4 vyiiznuty frag-
ment zpatky prepsat. Na vstupu sité je pozménéna sekvence promotoru a vyfiznuty
fragment z puvodniho promotoru. Na vystupu je poté dle délky vstupni sekvence
dlouhy vektor nul s jednickami v misté ivodniho nahrazeni fragmentu. Testovani
natrénované sité pak probiha (jako v Place-back-one-spot) vlozenim promotoru a sek-
vence na vstup, kdy na vystupu je vektor s jednickami v misté, kde by se méla dana
sekvence prepsat. Schéma daného pristupu se nachazi na obrazku |3.3

Different random promoter Cut out sequence

Replacing
sequence

Real promoter Edited promoter

=
—

Edited promoter

> =
—

rewrite —— [0,0,0,0,0001,1,1,1,0,0,0]

Place-back

Cut out sequence

Obrazek 3.3: Schéma pristupu nazyvaného Place-back-rewrite. Vytiznuta sekvence je na-
hrazena sekvenci z jiného operatoru, kdy neuronova sit poté vyfiznutou sekvenci umistuje
zpatky do promotoru na jeji puvodni misto.

3.1.3 Insert-fragment

Poslednim modelem je architektura nazvana Insert-fragment. Metoda je svou myslenkou
podobna pristupu Place-back-one-spot. Do prirodniho promotoru je do vybraného
mista vlozena cizi sekvence bazi, kterou ma neuronova sit odhalit. Vstupem této sité

je promotor, ktery ma v sobé umistény cizi fragment. Oproti tomu na vystupu ma
byt nulovy vektor délky vstupu s jednickami v oblasti uméle vlozené sekvence. Po
natrénovani se siti predkladaji promotory s uméle vlozenymi regula¢nimi oblastmi.

V piipadé, Ze by sitf takto vlozené regulaéni oblasti odhalila, znamenalo by to, Ze je
pro sit vkladana sekvence napadnd a mohla by narusovat funkci promotoru. Schéma
pristupu se nachéazi na obrazku 3.4}
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Different random promoter

————
A sequence
to be added
to the promoter
1l

Inzerted seguence
- I

Real promoter Promoter with insert

—_— ==
== e ——» Inseri-piece — [0,0,0,00,0,0,1,1,1,1,00,0]
Promoter with insert

Obrazek 3.4: Schéma piistupu nazyvaného Insert-fragment. Do piirodniho promotoru je
vloZena na nahodné misto vybrané cizi sekvence, kterou se neuronovd sit snazi odhalit.

3.2 Data

K natrénovani modelu neuronovych siti byla postupné vyuzita celd rada datasetu, ve
vysledku vsak byly pro trénovani a validaci vyuzity pouze tii z nich. V nasledujicich
podsekcich budou probrany vytvorené trénovaci a valida¢ni datasety spolecné s po-
pisem databéze, ktera vznikla kombinaci nékolika zdroju a ktera slouzila k ziskani
nékterych specifickych informaci.

3.2.1 Databaze Saccharomyces cerevisiae

V prubéhu vypracovani diplomové prace byl zalozen databdzovy systém shrnujici
potiebné informace o organismu Saccharomyces c. Jako zdroje poslouzily databaze:
Saccharomyces Genome Database[69], Yeastract [70] a YeasTSS [71]. Propojenim
diléich informaci, které jednotlivé databaze poskytuji, byl vytvoren celek zaméreny
na praci s promotory. Schéma databaze se nachazi na obrazku 3.5,

Ze schématu na obrazku [3.5| vyplyva, ze prvni tabulkou celého stromu je ta-
bulka chromosomes, ktera obsahuje jméno (chromosome_name) a celou sekvenci
(chromosome_sequence) pro viechny chromozomy organismu Saccharomyces c.

Dalsi tabulkou v hierarchii je ctss ziskana z YeasTSS. Ta udava hodnoty od-
povidajici odhadovanému poéatku transkripce v promotoru, tedy TSS (v tabulce
ctss sloupec value). Pro danou value jsou ptidruzeny informace jako jeji soufadnice.
Postupné udavaji, v jakém chromozomu se hodnota nachézi (chromosome_id), in-
dex baze v chromozomu (base_indez) a smér, ze kterého byla hodnota naméfena
(direction_plus).

Dalsi v poradi je tabulka s pojmenovanim proteins, ktera obsahuje vyjmeno-
vané informace: systematické jméno proteinu (systematic_name), standardni jméno
proteinu (standard_name), sekvenci promotoru (promoter_sequence), aminokyseli-
novou sekvenci proteinu (protein_sequence), chromozom do kterého protein patii
(chromosome_id), start a konec kédujici sekvence v promotoru

36



proteins

id —
systematic_name

standard_name

promoter_sequence h transcription_binding_sites
protein_sequence id
tatabowx_position I~ ¥ protein_id

~—»| chromosome_id binding_site_sequence

orf_start_index_in_chromosome

orf_stop_index_in_chromosome

orf_direction_in_chromosome_plus

chromosomes tss_index
id — transcription_regulators
chromesome_name id
I - . .

chromosome_sequence clss #| franscription_factor_id

id ~ »{ regulatod_gene_id

—»{ chromosome_id is_activator
base_index —=—3{ binding_site_index_in_target_promoter
direction_plus “—! hinding_site_site

value

Obrazek 3.5: Schéma péti-tabulkové databédze obsahujici informace pro préaci s promotory
organismu Saccharomyces cerevisiae.

(orf_start_index_in_chromosome, orf-stop_index_in_chromosome) a smér kédujici sek-
vence v DNA (orf_direction_in_in_chromosome_plus). Déle byly pomoci vytvoreného
algoritmu nalezeny TATA-boxy, jejichz pozice od zacatku promotoru je zanesena ve
sloupci tatabox_position. Poslednim sloupcem je tss_inder udavajici TSS ziskanou
pruchodem dat z ctss.

Ptedposledni tabulkou je transcription_binding_sites, ktera obsahuje zpraco-
vané informace z Yeastract. V tabulce jsou vazebné sekvence v promotoru (bin-
ding_site_sequence) a odkaz na protein, ktery se na danou vazebnou pozici vaze
(protein_id).

Posledni v poradi je tabulka transcription_regulators, pro kterou byla ziskéna
data z Yeastract. Tabulka obsahuje nativné informace o transkripénim faktoru, coz je
zde ID regula¢niho proteinu (transcription_factor_id). Déle zde najdeme ID proteinu,
ktery je transkripénim faktorem regulovan (regulated_gene_id) a nakonec informaci
o typu regulace, zda-li indukuje, nebo represuje expresi (is_activator). Pro dvo-
jice transkripcni faktor-regulovany protein s nalezenym odpovidajicim regula¢nim
mistem v sekvenci cilového promotoru méa tabulka vyplnény dalsi dva sloupce. Slou-
pec binding_site_index_in_target_promoter odpovidé indexu, kde bylo v promotoru
nalezeno regula¢ni misto. Posledni sloupec (binding_site_site) poté obsahuje sek-
venci regula¢niho mista, které odpovida paru transkripéni faktor-regulovany protein,
a které bylo nalezeno v cilovém promotoru.
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3.2.2 Vytvorené datasety

Vytvorené datasety pro praci s neuronovymi sitémi se daji rozdélit do tii skupin.
Prvni sadu tvofi datasety urcené pro predtrénovani, dalsi skupinou jsou datasety
na dotrénovani a posledni jsou datasety pro validaci a testovani. Od zacatku zpra-
covani této prace bylo cileno na modifikace v organismu Saccharomyces c. Pouzita
data jsou silné ovlivnéna timto cilem.

Pro predtrénovani vznikaly datasety obsahujici obecnéjsi sekvence pro nauceni
siti §irstho kontextu. Prvnim pokusem byla data s celymi sekvencemi chromozomu
Saccharomyces c. Sekvence promotoru jsou vsak velice specifické a informace o zbytku
genomu tak nebyly pro trénovani relevantni. Dalsi datasety se tak zamétovaly vylo-
zené na oblasti promotoru. Prvni takto vytvoreny dataset obsahoval promotory
z ¢trndcti ruznych eukaryot ziskanych z Fucaryotic Promoter Database [72]. Data-
set obsahuje promotory savci, ptaci, rostlinné, promotory kvasinek a fas. Promotory
nemaji jenom specifickou charakteristiku oproti zbytku genomu, maji také specific-
kou strukturu i napfi¢ ruznymi organismy. Tento dataset byl po nékolika pokusech
trénovani také zavrhnut. Dalsi dataset byl vytvoren ze zpracovanych informaci ve
vyse popsané databdzi (podsekce . S timto datasetem byl pozménén styl uceni
neuronové sité v metodé Place-back-rewrite (na jiné metody se dataset nezkousel).
Standardné se sit ucila obecnou strukturu promotort tim, Ze se vytfezévala ndhodné
vybrand mista, kterd se zaplnila cizi sekvenci a vyfiznutd sekvence se zpétné ma-
povala pomoci modelu sité do promotoru. V tomto piipadé byla trénovaci mnozina
promotorii omezena na ty, ve kterych byly nalezeny néjaké regulacni oblasti. Pti
pripravé dat pak nedochazelo k nahodnému vytezavani sekvence bazi, ale byla vy-
jmuta vzdy nalezend regulacni oblast. Sit se tak méla naucit pracovat pifmo s re-
gulaénimi misty v promotorech. Problémem tohoto pristupu byl nedostatek dat pro
natrénovani a také mala rozmanitost znamych regulacnich oblasti, ktera by nasledné
omezovala moznosti libovolné volby regula¢niho mista pro vlozeni do promotoru.
Poslednim a nakonec pouzitym datasetem pro predtrénovani, byla sada promotoru
z Ti8e Funghi ziskand zpracovanim dat z NCBI [73]. Celkovy pocet organismu, ze
kterého se slozil dataset na predtrénovani, obsahoval nakonec promotory z 32 orga-
nismu.

Samotna data na dotrénovani byla jiz jen jednoho typu. Jednalo se o devét
desetin promotoru ze Saccharomyces c. V predtrénovacim datasetu se promotory
Saccharomyces c. vibec nevyskytuji.

Ve validaénim datasetu se nachazela zbyla desetina promotoru ze Saccharo-
myces c. obsahujici vSechny promotory, které byly nasledné vyuzity pro testovani
natrénovanych model.

Poslednim datasetem je sada promotoru uréenych pro testovani. Jednd se o
devatendct konstitutivnich promotoru popsanych v ¢lanku (Lee et al. [14]) a jeden
promotor, ktery byl vybran na zakladé znalosti jeho expertni regulace v laboratori
spole¢nosti Xeno Cells Inovations s.r.o0., jiz je dusevnim vlastnictvim. Promotor tedy
nebude v praci blize specifikovan a bude déle nazyvan jako pX.
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3.3 Neuronové sité

Pro kazdou metodu popsanou v sekci byla vyzkousena fada modeli neuro-
novych siti s ruzné pozménénymi strukturami, parametry a vstupnimi datasety.
V nasledujicich podsekcich bude pro kazdy piistup shrnuto, jak probihala ptiprava
dat, modelu a jakym zpusobem se dokonvergovalo k findlnimu nastaveni.

3.3.1 Classifier

Classifier byl celkové prvnim vyzkousenym ptistupem pro feseni problému regulace
genetické exprese pomoci neuronovych siti. Vytvorené modely lze rozdélit do dvou
hlavnich blokt: vyuzivajici vs. nevyuzivajici modul SentencePiece. Pro obé moznosti
byly vyzkouseny tii shodné typy generovani umélych promotort, které ted budou
popsany.

Prvni typ generovani vyuzival ¢isté ndhodnych sekvenci, které se umistily do
promotoru (obr.[3.6tA). V druhém pripadé se vypujéila sekvence z ciziho promotoru,
ktera nahradila stejné velkou oblast v promotoru puvodnim (obr. B). Poslednim
typem byla fize dvou promotoru. K puvodnimu redlnému promotoru se nahodné
vybral druhy realny promotor a s nastavenou pravdépodobnosti se mezi obéma pro-
motory prepinalo, az se vygeneroval cely kombinovany promotor (obr. C).

Different real promaotor
— »

. Real promoter . Real promoter .
& &
’ Fake promoter ) ’ Fake promoter )
o . Real promoter )
Fake promoter
’ Real promoter ’

Obrazek 3.6: Schéma generovani umélych promotoru. A) Prepsani ¢asti sekvence
ndhodnou sekvenci. B) Ptepsani ¢éasti sekvence sekvenci z jiného promotoru. C) Fize
dvou realnych promotora do jednoho umélého.

Classifier bez SentencePiece

Prvni pokusy o trénovani byly provadény bez modulu SentencePiece, ktery kdduje
vstupni sekvence pro neuronové sité. V této fazi byla prace z veétsi ¢asti experi-
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mentalni a zkousely se vSechny ruzné pristupy pro opatreni ivodniho smérodatného
vysledku. Trénovani zde probihalo pouze na promotorech ze Saccharomyces c¢. Nyni
budou popsédny aplikované metody trénovani s analyzou ziskanych vystupu.

Priprava dat probihala dle vyobrazeni na schématu 3.6} ndsledna forma modelu
se vSak v jednotlivych piipadech znac¢né lisila. Prvni pokusy o natrénovani sité byly
provadény pomoci konvoluénich neuronovych sit} Na vstupu byla matice slozen4
7 one-hot)] vektorii délky ¢tyfi s jednickou na indexu odpovidajicimu aktudlni bazi
(A/T/C/G). Matice tak méla ¢tyti fadky a pocet sloupcu odpovidal délce promotoru
(1000 béazi). Pfes takto reprezentovany promotor poté piejizdela konvoluéni jadra
s vyskou ctyti radky a délkou od 32 do 128 sloupct. Mezi vrstvy byl zafazen Max-
pooling pro zmenseni prubéznych matic v siti a na konec byla umisténa Dense vrstva.
Vzhledem ke klasifikaci mezi True a False byla jako ztratova funkce pouzita binary
crossentropy a jako kontrolni metrika accuracy. Diky architekture, kdy dochazi ke
konvoluci jadra se vzorem, umi tyto neuronové sité zachytit kontext v obrazku i pres
ruznd otoceni a jiné tpravy. Piedpokladem tak bylo, Ze se sit naué¢i poznat prirodni
bloky bézi. V piipadé naruseni pfirozené sekvence by to sit rozpoznala a klasifi-
kovala promotor jako umély. Pies vSechny vyjmenované typy generovani umélych
promotoru a ruzné pocty konvolucénich vrstev a jejich nastaveni se nepodarilo ziskat
pro dany model zadné vysledky, protoze neuronova sit predikovala na vystupu vzdy
jen True. Valida¢ni accuracy tak byla 50 %, coz pii pravdépodobnosti 1:1 neiika
vubec nic.

Stejnym neuspéchem skoncil i pokus, kdy byl cely model sestaven pouze z Dense
vrstev. Dense vrstvy obecné nemaji vlastnost zachycovat vzdaleny kontext. Ne-
funkénost této architektury se tim padem dala predpokladat.

Posledni piistup feseni byly LSTM sité, jez jsou urceny pro praci s textem,
kdy je mozno diky vlastnimu vnitinimu stavu a rekurenci zachytit vzdéleny kon-
text. LSTM vrstvy byly vyuZity oboustranné (Bidirectional). V tomto pifpadé sit
zachycuje kontext jak pred tak i po oblasti, ve které se zrovna nachazi. Za LSTM
vrstvu pak byly umistovany Dense vrstvy. Na vstupu sité tentokrat nebyla matice
predstavujici posloupnost bazi, ale byla zde posloupnost bazi samotnych, kterou
si embedding vrstvaﬁ na startu sité sama zakédovala. Takto postavend sit se jiz
dokézala néco naucit a vytvorila slaby klasifikdtor s uspésnosti odhadu nad 52 %.
Bylo to stéle nesmirné nizké éislo, ukézalo to vsak, Ze pro danou 1lohu je sit schopné
alespon omezeného uceni.

Popsané modely se svymi vystupy ani neptiblizovaly pozadovanému vysledku.
Duvodem nezdaru mohla byt piilisnd komplexita a délka promotoru (1000 bézi),
kterou neuronov4 sit nebyla schopna na predklddaném vzorku promotortt pochopit.
Z duvodu redukce velikosti promotoru se poté preslo na praci s enkodérem Senten-
cePiece.

2Konvoluéni neuronové sité jsou specializovdny na obraz. V této praci byly vyuzity jen zde a
bez hodnotnych vysledku. Do sekce tedy nebyl jejich popis zarazen

3Nulovy vektor obsahujici jednu hodnotu rovnou jedné.

4Embedding v neuronovych sitich pievadi diskrétni hodnotu do vektoru se spojitymi hodnotami.
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Classifier se SentencePiece

S aplikaci modulu SentencePiece se uz architektura zamétila pouze na pristup vyuzi-
vajici site LSTM, které se z predchazejici ulohy jevily jako nejlepsi. Pro zakédovani
sekvenci bylo nejprve tfeba natrénovat model SentencePiece. Bylo tak provedeno
na promotorech z Funghi datasetu obsahujictho data z 32 organismu s velikosti
slovniku na 100 slovlﬂ (vzhledem k tomu, ze v této aplikaci se nejednd o rozdéleni na
slova, ale na kousky sekvenci DNA, bude ’slovo’ nahrazeno pojmenovénim piece).
Takto predtrénovany model byl déle vyuzivan i ve vSech nasledujicich typech siti.
V predchozim pripadé byla na zacatku vygenerovana pevna sada falesnych promo-
toru, avsak se SentencePiece do kdédu ptibyla i funkce generatoru pro vytvareni
umeélych promotoru. S vyuzitim generatoru tak bylo mozné pii trénovani predlozit
siti vétsi varianci umélych promotori, nebot se pii trénovani pro kazdy batchﬁ
vytvari nova sada vstupnich dat.

Kédovani do SentencePiece neni deterministické, pro dvé shodné vstupni sek-
vence se zakédovanim vygeneruji dva ruzné vektory, které po dekdédovani nesou opét
stejnou informaci (viz obr. . Dle prubéznych vysledku bylo patrné, ze je tieba
zmensit velikost promotoru z puvodnich tisice bazi, pticemz dulezité oblasti pro-
motoru se nachdazeji az k jeho konci. Ofezavani promotoru tak probihalo smérem
od konce. Pro ziskani vétsi variance sekvenci jednotlivych piecu byly tisici-bazové
promotory (redlné i umélé) nejdiive ndhodné oseknuty na poslednich 450-500 bézi,
poté doslo k jejich zakédovani do SentencePiece a nasledné k findlnimu ofiznuti na
poslednich 100 piecu. Jeden piece obvykle zakéduje priblizné tii baze, oseknuty pro-
motor tak redlné obsahuje odhadem 300 poslednich bazi.

3 30 || 40 13 [[5(| T 340127 || 4

~

ACTGCTGATCCTOGATTOGTRATATGGAGRGCTAGET

14 || 36 | [40][ a2 ][ 57 ] 1 || 8] |6?|i-"

"
[3, 30, 40,13, 56 7, 34 1, 27, 4] [14, 36, 40, 42, 57, 11, 8, 67, 4]

Obrazek 3.7: Schéma dvou zakédovani stejné sekvence promotoru pomoci SentencePiece.
Prestoze jsou vétsinou IDs jednotlivych piecti v obou ziskanych vektorech rozdilnd, pii
dekodovani skladaji oba vektory opét stejnou sekvenci.

Po ruznych pokusech generovani umeélych promotoru (viz obr. byl nako-
nec vybran piistup s nahrazovanim ¢éasti promotoru vygenerovanou sekvenci (obr.
A)) Vybér byl proveden na zakladé experimentu, kdy ani pro jeden ze zbylych
pristupu (obr. B,C)) nebyla vytvofens neuronova sit schopna detekovat narusen{

50d velikosti slovniku se odvijela i velikost vstupni dimenze embeddingu v jednotlivych mode-
lech. Vstupni dimenze embeddingu by méla byt vyssi nez velikost slovniku a byla nastavena na
102 nebo 105.

6Tento hyperparametr uréuje pro kolik dat najednou se poéita gradient, podle néhoz dochézi k
tupraveé vah v metodé back-propagation.
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promotoru a spravné tak rozhodovat mezi promotory redlnymi a umélymi.

Podoba sité nakonec dokonvergovala k pomeérné jednoduchému modelu. Po
vstupnim embeddingu néasledovala bidirectional LSTM vrstva, za kterou uz byl
pouze jeden Dense neuron se sigmoidalni aktivacni funkei (obr. . Ztratova funkce
byla opét zvolena binary-crossentropy se sledovanou metrikou accuracy. Vysledky
takto sestaveného modelu byly srovnatelné se slozitéjsSimi architekturami s vice
LSTM vrstvami a navic pfidanymi Dense vrstvami.

Pro realné pouziti bylo tfeba dosdhnout citlivosti na neptilis veliké zasahy do
promotoru. Na zakladé toho byly testovany ruzné délky vkladanych sekvenci. Po-
kud se vkladala do promotoru ndhodné sekvence o délce 20-30 bazi, byla presnost
klasifikatoru tésné nad 55 %. V piipadé zdmeény 30-40 bazi dochdzelo ke klasifikaci
s uspésnosti kolem 68 % a pro zaménu 80-100 bazi se dostala spravnost klasifikace
nad 85 %.

Pro potieby diplomové prace nebylo tieba ziskat klasifikator rozdélujici vstupni
znat strukturu promotoru a dokazat v ni vyhledat urcité zasahy. Vysledky tohoto
pristupu se spolu s jejich analyzou nachazeji v sekci [4.1]

Input
layer [—
(100)

Embedding Bidirectional .| Dense
(100, 128) LSTM (64) 7 (1)

Obrazek 3.8: Findlni schéma modelu typu Classifier. V zavorkach je uvedena dimenzio-
nalita v jednotlivych vrstvéch.

3.3.2 Place-back

Zatimco u typu Classifier se pomoci sité ziskavalo ohodnoceni vérohodnosti celého
promotoru, u metod Place-back bylo tikolem predikovat spravné umisténi operatoru
do pfirozené sekvence promotoru. Jedn4 se o dvou-vstupovou neuronovou sit, kdy se
dle funkénosti daji modely rozdélit na dveé vétve vychazejici z dvou hlavnich pristupu
pro vkladani regulacnich oblasti do promotoru: Place-back-one-spot (vlozeni opera-
toru) a rewrite (prepsani sekvence v promotoru). Diky vétsim rozdilim v implemen-
taci je néasledné cely proces trénovani, véetné pripravy dat popsan v jednotlivych
podsekcich. Pro obé moznosti byla stejné jako u typu Classifier vyzkouSena prace
s prirozenymi sekvencemi promotoru a se zakédovanymi promotory pomoci Senten-
cePiece. Vzhledem ke kvalité trénovani se brzy prestalo uplné pracovat s modely
s nezakdédovanymi sekvencemi do SentencePiece a dédle uz tak nebudou zminovany.
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Place-back-one-spot

Prvnim uvedenym modelem Place-back bude typ one-spot. Pojmenovani vychazi
z funkce sité, kdy se z promotoru vyjme sekvence, pro kterou se hledd index od-
povidajici mistu vyfiznuti (obr. . Sit se trénovala na trénovacim datasetu pro-
motoru ze Saccharomyces c.

Vstupni data byla pfipravovana pomoci generatoru, v prubéhu trénovani tak
byla proménna. Ptirozena sekvence promotoru se nejprve ofizla na poslednich 512
béazi, nasledné se sekvence zakdédovala pomoci SentencePiece a ofizla na 138 po-
slednich piectu. Z tohoto vektoru pak bylo vyjmuto deset za sebou jdoucich piecu.
Zbytek vektoru (128 piecu) slouzil jako jeden vstup sité, vyjmutych deset piecu pak
jako druhy vstup, ktery mél byt namapovan zpét do puvodniho vektoru. Referencni
informaci byla na vystupu modelu hodnota odpovidajici indexu v misté vytiznuti

(obr. .9).
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Obrazek 3.9: Vizualizace piipravy trénovacich dat pro metodu Place-back-one-spot.

Podoba modelu sité je zndzornéna na obrdzku [3.10} Oba vstupy prosly nej-
prve embeddingem, sekvence promotoru poté pres dvé bidirectional LSTM vrstvy
a vyriznuty fragment jednou bidirectional vrstvou, za kterou byl proveden globalni
max-pooling. Tim bylo docileno, ze vytiznuté piecy byly reprezentovany v kazdé
dimenzi pouze jednou hodnotou. Reprezentace promotoru se nasledné prenasobuje s
reprezentaci vytiznutého fragmentu pomoci vrstvy pocitajici skaldrni soucin (vrstva
Dot). Vystupem vrstvy je tak 128 hodnot, které se posilaji do Dense vrstvy se 128
neurony. Neurony jsou poté svedeny do jednoho vystupniho neuronu, z néjz by méla
vzejit hodnota ukazujici na misto vytiznuti fragmentu. Cilem uceni tak bylo mini-
malizovat vzdélenost hodnoty odhadu od reality. Jako ztratova funkce byla vyuzita
sttedni kvadraticka chyba a jako sledovaci metrika stfedni prumérna chyba.

Vysledky pro tento typ modelu nebudou déle v sekci prezentovany. Takto
sestavend sit se nebyla schopna naucit vkladat vyfiznuté misto zpatky do mista
uréeni. Pfi daném zpisobu uéeni se sit vidy dostala do lokalniho optima, ze kterého
se uz nedokazala dostat. Optimum nalezené siti byl stted promotoru, coz ze sta-
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tistického hlediska neni prekvapenim. Vypovédni hodnotu pro danou ilohu to vsak
nema zadnou.

L -9 ; Bidirectional Bidirectional
) 1 | E(g%e%‘ggf = LSTM |—= LSTM
(128) ' (128, 300) (128, 300) \

Dot Dense [ _| Dense

(128) (128) (1) [ Index

Bidirectional Global

Input 2 E[Tgeggbn.g_b LSTM [ Max-pool
(10) - 300) (10, 300) {1, 300)

Obrazek 3.10: Schéma modelu Place-back - one-spot. V zavorkéch je uvedena dimenzi-
onalita v jednotlivych vrstvach.

Place-back-rewrite

Druhym typ metody Place-back je nazvany rewrite. Typy se vzajemneé lisi ve stylu
upravy promotoru. Metoda one-spot vytezava kus sekvence, zatimco rewrite ji prepi-
suje (viz obr. . Trénovani, potazmo zde pouzité predtrénovani, probihalo jiz na
vétsim poctu datasetu. Kromé zakladniho trénovaciho datasetu z promotoru Sac-
charomyces c. byl dale vyuzit dataset s promotory z 32 zastupcu Funghi, dataset
obsahujici zndmé regulace z vytvorené databédze (podsekce a EPD dataset.

Priprava vstupu byla podobnda jako u typu one-spot. Data byla postupné
vytvarena pomoci generatoru dle schématu [3.11] Pfirozeny promotor se nejprve
orizl na poslednich 600-650 bézi, které byly nasledné zakdédovany pomoci Senten-
cePiece a zkraceny na poslednich 150 piecti. Z tohoto vektoru se vybrala sekvence
8-24 piecﬁ[], ktera se ulozila stranou. Z ciziho promotoru se ndhodné vybrala stejné
dlouhd sekvence, kterou se prepsalo vybrané misto v puvodnim promotoru. Promo-
tor s prepsanym mistem se stal prvnim vstupem sité. Druhym vstupem byla poté
vyjmutd sekvence, ktera se pomoci sité mapovala zpatky na patticné misto. Metodé
Place-back-rewrite byla vénovana pfi trénovani nejvetsi pozornost a vznikly z ni tii
typy ¢astecné odlisnych modelti. Ve vsech pripadech byla pouzita ztratova funkce
binary-crossentropy a metriky precision (P), recall (R) a Flﬂ Sledovala se predevsim
metrika R, ktera byla vyuzita béhem trénovani pro ukladani nejlepsiho dosazeného
skére ve valida¢nich datech.

U prvniho typu modelu je vSe v podstaté stejné jako u Place-back-one-spot.
Rozdil je v8ak v pouziti vice dimenzi a jiné vystupni vrstvy. Architektura modelu
se nachézi{ na obrdzku [3.12] Oba vstupy nejprve prosly embeddingem, poté sek-
vence promotoru prosla skrz dvé LSTM vrstvy a vyfiznuty fragment ptes jednu
LSTM vrstvu a globalni max-pooling. Déle doslo ke skaldrnimu sou¢inu obou vétvi.
Vystupy se nakonec prefiltrovaly pres konvolucni vrstvu s velikosti okna 5 a sig-

"Tato vybrana sekvence je druhym vstupem sité. Aby byly viechny vektory vidy stejné dlouhé,
vybrand sekvence se dopliiuje nulami na délku vektoru 24.

8P=Precision=True Positives/(True Positives + False Positives),

R=Recall=True Positives/(False Negatives + True Positives),

F1=2*(P*R)/(P+R)
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Obrazek 3.11: Vizualizace pripravy trénovacich dat pro metodu Place-back-rewrite.

moidéalni aktivacni funkei. Na vystupu je tak vektor o 150 hodnotéch v intervalu
od nuly do jedné. Velikost vystupni hodnoty v kazdém indexu pak znamend, jak
moc model véri, ze vkladany fragment patii na dané misto. Reprezentace zpétné
vkladaného fragmentu je zde nastavena na jednu hodnotu, tato informace pozdéji
slouzi jako rozcestnik pro rozliSovani zbylych typu Place-back-rewrite.

[ =x- ¢ Bidirectional Bidirectional
Inpat 1 —{ 50 300, 7] LSTM | LsTM
(150) ' (150,300) | | (150, 300) \
Dot |_,|CowviD
ooy 1 oo = 10.0.0..0.0,0,0,1.1,1.0.0,0]
N Bidirectional Global
e —>{EMbedding L 1" oy L] Max-pool
P (24, 300) ,
24) (24, 300) (1, 300)

Obrazek 3.12: Schéma modelu Place-back-rewrite s reprezentaci vytiznutého fragmentu
pomoci jedné hodnoty. V zavorkéch je uvedena dimenzionalita v jednotlivych vrstvach.

Druhy typ Place-back-rewrite se lisi reprezentaci vyjmuté sekvence (obr. .
Vétev sité pro reprezentaci sekvence promotoru je stéle stejna, kdy dojde k embed-
dingu a dvéma pruchody LSTM vrstvami. Lisi se tedy prace s vyfiznutou sekvenci.
Ta nejprve prochazi stale stejné embeddingem a LSTM vrstvou, poté je na fadé
max-pooling, ktery tentokrat neni globalni, ale castecny pres tii okna. Vyjmuta cast
je tak reprezentovana tfemi hodnotami oproti jedné, ¢imz se fragmentu a celkové siti
pritazuje vyssi vyjadiovaci schopnost. Prenasobeni obou vétvi pak probéhne stejnym
zpusobem, kdy je Dot-produktem stale matice se sitkou t¥i. Poté néasleduje globdlni
max-pooling, kterym uz je ziskan vektor hodnot s délkou pozadovaného vystupu. Na
konci mé kazdy neuron sigmoidalni aktivacni funkci pouzitou pro ztratovou funkei
binary-crossentropy.

Tietim vytvorenym typem Place-back-rewrite je metoda vyuzivajici skip-con-
nections. Schéma modelu je stejné jako v predchozim pripadé (obr. s vyjimkou
dvou LSTM vrstev pro praci se sekvencemi promotoru. Obé bidirectional LSTM
vrstvy jsou nahrazeny rovnéz bidirectional LSTM vrstvami, ovSem s rozdilem pouzi-
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————— =x- ¢ Bidirectional Bidirectional

Input 1 o 'mt’uedagg? s LSTM [ LSTM
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Obrazek 3.13: Schéma modelu Place-back-rewrite s reprezentaci vyfiznutého fragmentu
pomoci t¥i hodnot. V zavorkach je uvedena dimenzionalita v jednotlivych vrstvach.

tych preskoceni (rezidudlni blok) (viz obr. [3.14)). Skip-connection se lisi tim, ze se
sit neucf tradiéné vystup H(x), ale misto toho reziduum R(x):

R(z) = Output — Input — H(x) — x. (3.1)

Diky metodé skip-connections je mozné za sebe skladat vétsi mnozstvi vrstev bez
toho, aby se dostavil nechtény jev degenerace, kdy sit jiz neni schopna zlepsit své
predikce s pribyvajicimi vrstvami [74] [75].

[ S —— ===- @ | Empedding Bidirectional Bidirectional
|?Dm‘1 —= (150, 300) LSTM —={ %J‘ LSTM

(150, 300) (150, 300)

Embecting |_[Férectona| | parta /

\nou 2 —> i Max-pool
[24) (24, 300) (24, 300) (3, 300)

Global Time
¥ Max-pool —#Distributed—» [0,0,0...0,0,0,0,1,71,1,0,0,0]
(150) (150)

Dot
(150, 3)

Obrazek 3.14: Schéma modelu Place-back-rewrite s reprezentaci vyiiznutého fragmentu
pomoci ti{ hodnot a s vyuzitim skip-connections. V zivorkach je uvedena dimenzionalita
v jednotlivych vrstvach.

Vsechny tfi modely dosahly pouzitelnych vystupu. Blizsi popis pouzitych da-
tasetu a ziskanych vysledku je v sekei [4.1]

3.3.3 Insert-fragment

Poslednim navrzenym pokusem pro vkladani regula¢nich mist do promotoru je me-
toda nazvand Insert-fragment. Formulace tlohy je vyobrazena na schématu [3.4 V
tomto pifstupu ma neuronova sit za tikol detekovat cizi sekvence v promotoru. Vede
to tak ke genetickym zménam, kdy se sekvence neprepisuje jako v Place-back-rewrite,
ale naopak se pozadovany fragment do promotoru vklada.

Pro vytvoteni vstupnich dat byl opét vyuzit generator. Vizualizace ptipravy
vstupnich dat je na obrazku |3.15] Z pfirodniho promotoru se ponecha poslednich
600-650 bazi, které se zakdéduji pomoci SentencePiece a ziskany vektor se zastfihne
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na délku 150 piecu. Zde se nahodné vybere misto, kam se vlozi zakdédovana sek-
vence z ciztho promotoru. Timto krokem se promotor prodlouzi. Nasledné dojde

k dalsimu zkrdceni na 150 piecti. Na vystupu se pak sit trénuje na nulovém vektoru
s jednickami v oblasti vlozeni cizi sekvence.

Matural 1000 base-pair promoter

'

" Last 600-650 baze-pairs - -~ Another natural 1000 base-pair promoter -~
SentencePiece coded sequence SentencePiece coded sequence
= - - - - - Q:’-'._--------------‘-

\

e

-t Randomly
Last 150 pieces S:gﬂzﬁge
- % Randomly to be
LA chosen place inserted
) s to insert into input
.1 10.1 g[) pleces o ’_ﬁ new sequence promoter
| fragment -random length
: : =20-30=
Cutbackto | |
150 pieces
------ ==-¢

Obrazek 3.15: Vizualizace pripravy trénovacich dat pro metodu Insert-fragment.

Byla vytvorena rada modelu ruzné vyuzivajicich bidirectional LSTM vrstvy
i se skip-connections, za kterymi néasledovaly Dense vrstvy. V zadném z piipadu se
vsak nepodafilo priblizit ocekavanym hodnotam. Ve velké vétsiné pokusu se nasta-
vily vahy po pruchodu ptes prvnich nékolik batchu tak, ze na vystupu byl vektor se
samymi nulami a sit uz se z tohoto stavu nesnazila dostat. Z tohoto duvodu nejsou
dané modely déle rozebirany a jejich vysledky se nebudou v sekci nachézet.
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Kapitola 4
Vysledky

Pomoci natrénovanych modelu neuronovych siti byly ziskany odhady pro vlozeni
regulacnich mist do promotort, které byly integrovany do genomu organismu Sac-
charomyes c. Nasledné byly provedeny experimenty porovnavajici uspésnost pro-
vedenych uprav. Prvni ¢ast této kapitoly je zamérena na seznameni s vysledky z
neuronovych siti a popis promotoru a regulacnich prvku, které byly vybrany na
zakladé vystupu modelu. Druhou ¢asti pak je popis postupu pii vypracovani ex-
perimentu spoleéné s analyzou ziskanych vysledku. Nakonec je provedena diskuze
shrnujici spojitosti kolem vypracovani experimentu s obdrzenymi vysledky.

4.1 Vysledky in silico

Natrénované modely neuronovych siti byly podrobeny testu, ktery ohodnocoval
vystupy pro testovaci dataset (popsdno na konci . Na zékladé téchto vysledku
bylo pro laboratorni experimenty vybrano pét promotort a dva represibilni operatory,
které se do nich vkladaly. Pro experimenty byly zvoleny Lac operator (nadéle Olac)
a Tet operator (nadale tet0). Jejich blizsi popis se nachéazi v podsekci . Z vy-
branych promotoru jsou ¢tyfi konstitutivni (z ¢lanku (Lee et al. [14]) - pHHF?2,
pPABI1, pPOPG6, pREV1), posledni zbyvajici je promotor pX. Regulaéni proteiny
vazajici se na vybrané operatory pochézeji z bakterii. Pro spravnou funkcénost re-
gula¢nich mechanismu je béznou praxi, ze uméle vlozené proteiny a regulacni mista
jsou k cilovému organismu ortogonalni. To znamen4, Ze cokoliv nové vlozeného do or-
ganismu by se v ném nemélo prirozené vyskytovat, aby tim nebyly naruseny ziskané
vysledky. Vsechny zde zobrazené grafy se pohybuji na ose y v intervalu (0, 1), kdy
hodnota 1 vzdy odpovida maximalnimu ohodnoceni, ¢i vérohodnosti.

4.1.1 Analyza vysledkii modelil neuronovych siti

Na zékladé vysledku trénovani neuronovych siti byli pro testovani vybrani nejlépe
se jevici zastupci jednotlivych typtu modeli. Jedna se o jeden model typu Classifier

48



se SentencePiece a z Place-back-rewrite po jednom modelu z kazdého podtypu: re-
prezentace vytiznutého fragmentu jednou hodnotou, reprezentace vyiiznutého frag-
mentu tfemi hodnotami a metoda se skip-connections.

Classifier se SentencePiece

Pouzity model pro testovani byl natrénovan rovnou na datasetu obsahujicim pouze
promotory ze Saccharomyces c. Pro predikci byl vyuzit dataset s konstitutivnimi
promotory a pX a pouzité sekvence operatoru pro vkladani byly:
Olac-TGGAATTGTGAGCGGATAACAATT, tet()-TCCCTATCAGTGATAGAGA.

Priprava dat pro test probihala dle schématu 4.1} Do promotoru se od urcitého
indexu vlozil prepsanim operator a takto upraveny promotor byl vstupem natrénova-
ného modelu Classifier, na jehoz vystupu bylo ohodnoceni upravené sekvence. Tento
proces byl proveden pro kazdy index v promotoru s desetindsobnym opakovanim.
Duvodem opakovani je nedetermini¢nost SentencePiece, kdy stejné sekvence mo-
hou byt zakdédovany odlisné a opakovanim se pak zpruméruje odhadovana hod-
nota. Vkladanim operatoru do promotoru index po indexu je pak mozné sesta-
vit graf znazornujici vyvoj vérohodnosti dle mista vlozeni. Pro tyto grafy je na
ose y vérohodnost promotoru a na ose x je pozice vlozeni operatoru. Ta odpovida
pocatecnimu indexu v promotoru, kde zapocal prepis vkladanym operatorem. Osa
x se pohybuje v zédpornych é&islech, nebot pozice je vztazena ke konci promotoru,
tedy ke start kodonu.

Operator

10x 10x

Natural promoter

Coded to SentencePiece

‘ Classifier |

—

Credibility
#
g
1

[=]

250 B I
Position of operator placement 0

Obrazek 4.1: Schéma testovani metody Classifier.

Stejny postup byl proveden na vsech testovacich promotorech. Nasledné ukazky
grafu tedy na ose y ukazuji vérohodnost promotoru, kdy danym indexem zacal
prepis promotoru operdtorem. Stejné jako pii trénovani, i tady musel mit vstup
sité délku 100. Z toho divodu se na testovani vyuzilo z promotoru jen poslednich
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100 zakdédovanych piecu, které po dekédovani davaly délku ptiblizné 250 bazi. Nyni
budou ukazany vybrané grafy ziskané pii testovani. Nadpisy jednotlivych grafu se
skladaji z nazvu promotoru a operatoru, ktery se do néj vkladal.

Prvni ukédzkou je bodovy graf pro vkladani tet0 do promotoru pPABI (obr.
. Jedna se o graf zobrazujici zaroven i varianci hodnot pres desetindsobné opa-
kovani pro vlozeni operatoru do stejného mista promotoru..

pPAB1-tetD
107, Codmpmpanatn iy . .=‘ P T Ve
i gl o g e .
. f-.n-' . s we_ oot d . l\;‘ ..'-":
08 ot £ . ’ S
AN
"
]
206 .
B
= b
g 04
]
0z
b Promoter credibility
0.0 T T T T T T
—250 —200 —150 —100 =50 o

start index in promoter

Obrazek 4.2: Bodovy graf ziskanych vystupnich hodnot pro postupné vkladani operatoru
tet0 do promotoru pPABI.

Z grafu je patrné, ze variance hodnot zpusobend rozdilnym zakédovanim do
SentencePiece je zanedbatelna a dale tak budou grafy pro lepsi orientaci vykres-
leny spojité (obr. . Zobrazené vysledky jsou pro nahodné vybrané konstrukty,
jejich vybér tak nema spojitost s vybérem promotorii pro redlné experimenty. Grafy
pro zbylé konstrukty vypadaji obdobné a lze tak zhodnotit, Ze takto sestavena
a natrénovana sit neziskala pozadovanou schopnost uréeni mista pro vlozeni operatoru.
Posouvani vlozeného operatoru nemivéa na ohodnoceni velky vliv a charakteristikou
je to vice podobné sumu. Dalsim problémem je, Ze sit predikuje ve viech promotorech
mozné zmeény i v oblasti TSS. Pfepsanim nebo nadmérnym zasahem do oblasti TSS
se pak s vysokou pravdépodobnosti promotor znic¢i. Vyse zminéné faktory rozhodly
o tom, Ze metoda Classifier se SentencePiece nebyla vyuzita pro experimentdlni
testy v laboratori.

Place-back-rewrite - fragment reprezentovany jednou hodnotou

Vybrany typ je jednim ze ti{ vytvorenych Place-back-rewrite modelu. V tomto
pripadé se jedna o moznost, kdy fragment vkladany zpét do promotoru je repre-
zentovan pouze jednou hodnotou (schéma modelu na obr. .

Neuronové sit byla predtrénovana na datasetu z Funghi promotorii a dotréno-
vana na trénovacim datasestu z promotoru Saccharomyces c. Pro predikci byl jako ve
viech piipadech pouzit testovaci dataset s konstitutivnimi promotory z ¢lanku (Lee
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(c) Graf vystupnich hodnot pro vklddani (d) Graf vystupnich hodnot pro vkladdni
operatoru tet0 do pX. operatoru tet0 do pALDG.

Obréazek 4.3: Odhady neuronové sité Classifier pro vkladani operatoru do vybranych
promotoru.

et al. [I4]) a indukovanym promotorem pX. Piiprava dat probihala dle schématu
[4.4] Tato architektura md dva vstupy, jednim z nich je promotor a druhym je sek-
vence operatoru. Pred vlozenim na vstup sité je promotor zkracen na 600-650 bazi,
poté je zakédovan pomoci modulu SentecePiece a nasledné ofiznut na poslednich 150
piecu. Sekvence operatoru je rovnéz nejprve zakédovana do piecu, které musi mit ma-
ximalni délku 24. V piipadé zakodovaného vektoru s mensi velikosti je sekvence piecti
ze stran doplnéna nulami na délku 24. Takto pripravené vektory jsou vstupem sité,
ktera predikuje vektor délky 150 s ohodnocenim jednotlivych piect promotoru, jak
na dané misto sedi vkladana zakédovand sekvence operatoru. Po zjisténi délky jed-
notlivych zakédovanych piecu v promotoru na vstupu je vystup zpétné namapovan
na prirozenou nezakdédovanou sekvenci. Zakddovanad sekvence na vstupu s délkou
150 piecu reprezentuje ptiblizné 450 nezakdédovanych nukleovych bazi. Kvuli difve
zminénému nedeterministickému kédovani pomoci SentencePiece bylo stejné jako
v piipadé metody Classifier pro testovani jednoho konstruktu vyuzito replikéatu.
Promotor byl zakdédovan 40krat a operator Hkrat. Pro kazdy konstrukt tak bylo
ziskano 200 predikei, které se nakonec zprumérovaly. Popsany postup byl takto pro-
veden vzajemné pro vSechny testovaci promotory a oba vybrané operatory. Ve vy-
tvorenych grafech jsou poté na ose y hodnoty odpovidajici prirozenosti vkladaného
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operatoru na jednotlivé indexy promotoru, které jsou vyneseny na ose x. Indexovani
promotoru je opét v zadpornych hodnotéch, nebot je vztazeno ke konci promotoru,
tedy start kodonu. Pouzité sekvence pro operatory jsou v tomto piipadé:
Olac-TGTTGTGTGGAATTGTGAGCGGATAACAATTTCACACA,
tet()-TCCCTATCAGTGATAGAGATCTCCCTATCAGTGATAGAGA.
Popsany postup testovani v piredchozim odstavci je shodny pro vSechny typy
Place-back-rewrite. 'V dalsich pripadech tak bude na tento odstavec pouze odka-
ZOVANO.

Operator - Matural promoter sequence - 100 baze-pairs _
sequence ’

: Last 600-650 baze-pairs .
. : . as ase-pairs 5
. Codedto " g - C0ded o SentenceFiece | -
S_entenceFHet_:e *

*----2 Coded operator -"lLast 150 pieces
: /_\ filled in with o - L1 pieces
. . zeros to the

®-—-8————@-—--8 length of 24
0,0, pl,p2,p3._.00

\

Place-back - rewrite

Evaluation

-450 - '
Pogition in promoter 0

Obrazek 4.4: Schéma testovani metody Place-back-rewrite.

Nésledujici ukazka grafu obsahuje neupraveny vystup sité pro vkladani opera-
toru Olac do promotoru pRNR2 (obr. . Vystup modelu ma ¢ervenou barvu. Vy-
tvorené peaky uddvaji kandidatni mista, kam by sit operdtor umistila. Zelend kiivka
ukazuje procentudlni zastoupeni bézi G a C v okné velikosti 20 (GC-ratio). Kiivka
byla vytvofena jako kontrola, zda sit nevyuziva pro svoje rozhodovani jen né&jakou
jednodussi informaci. Navic, jak bylo zminéno v sekei 2.1], nejsou pro prepisovan{
vhodné oblasti s vyssi koncentraci bazi GC. Z grafu je patrné, ze k podobnému jevu
nedochézi.

Vynesena informace do dalsich grafu je pozménéna. GC-ratio je vynechano
a kfivka vystupu z neuronové sité prochazi konvoluci s jednotkovym oknem ve-
likosti vkladaného operatoru. Vyslednd podoba tak ukazuje mista, kde by mélo
zacit vkladani operatoru do promotoru, na rozdil od predchoziho zobrazeni, které
jen ohodnocuje jednotlivé indexy. Nejprve se zde nachazi ukazka konstruktu, ktery
z duvodu nepiilis vypovidajiciho vysledku pres vSechny modely nebyl vybran pro
pozdéjsi experimenty (obr. . Nasledujici sada grafu zobrazuje promotory, které
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promoter RNR2 || operator Olac
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Obrazek 4.5: Graf obsahujici vystup neuronové sité typu Place-back-rewrite s reprezen-
taci zpétné vkladaného fragmentu pomoci jedné hodnoty. V grafu je vynesen samotny
vystup sité (¢ervend), GC-ratio (zelend) a TSS (svisld modra linka).

jiz. pro laboratorni experimenty byly vybrany (obr. . Vybér vsak neprobihal na
zakladé tohoto daného modelu, ale az toho nasledujiciho. Tento model byl natrénovan
s vyslednymi metrikami: P = 0.7231, R = 0.2475, F'1 = 0.3646, P,,; = 0.6331, R, =
0.2416, F'1,, = 0.3461[1]

promoter HTB2 || operator Olac
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Obréazek 4.6: Ohodnoceni mist v promotoru pHTB2 pro pocatek prepisu vkladanym
operatorem Olac.

'Metriky X,q oznaéuji hodnoty pro validaéni data
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(c) Ohodnoceni mist v pro- (d) Ohodnoceni mist v pro- (e) Ohodnoceni mist v promo-
motoru pPOP6 pro pocatek motoru pREVI pro pocatek toru pX pro pocatek pfepisu
prepisu vybranymi operatory. prepisu vybranymi operatory. vybranymi operatory.

Obrazek 4.7: Sada vybranych promotort pro laboratorni experimenty s predikovanymi
pocatecnimi misty vlozeni operatoru Olac a tet0. Typ Place-back-rewrite s reprezentaci
vkladaného fragmentu jednou hodnotou.

Place-back-rewrite - fragment reprezentovany tifemi hodnotami

Hlavnim rozdilem oproti predchozimu typu je reprezentace vkladaného fragmentu
pomoci ti hodnot. Danou tpravou doslo i ke zméné struktury sité (viz obr. .
Trénovani modelu uz vsak probihalo shodné pomoci predtrénovani na Fung: pro-
motorech a dotrénovani na promotorech Saccharomyces c., kdy sledované metriky
dosahovaly hodnot:

P =0.7281, R = 0.2723, F'1 = 0.3925, P,y = 0.6085, R,y = 0.2675, F'1,, = 0.3689.
Priprava dat pro testovani a uprava vystupu ze sité probihala totozné s predchozim
typem (obr. . Rovnou se tedy prejde k vysledkum pro vybrané promotory (obr.
13).

Pii pohledu na grafy se potvrdil predpoklad ze sekce [3.3, kde bylo zminéno,
ze reprezentaci fragmentu pomoci ti1 hodnot se zvysuje vyjadiovaci schopnost sité.
Ziskané peaky maji jasnéjsi charakter a vysledky tohoto pristupu byly dale vyuzity
pro laboratorni experimenty. Vzhledem k faktu, ze jsou vzdy odhady vlozeni obou
operatoru do promotoru dost podobné, pro sestaveni v laboratofi bylo vybrano
v kazdém promotoru pouze jedno misto pro vlozeni obou operatoru. Na zakladé
vysledku zacal prepis promotoru operdatorem pro pHHF2 v bazi —177E|, pPABI1 v béazi

2Promotory se prepisovaly ve sméru k jeho konci, v grafech tedy k nule
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(c) Ohodnoceni mist v pro- (d) Ohodnoceni mist v pro- (e) Ohodnoceni mist v promo-
motoru pPOP6 pro pocatek motoru pREVI pro pocatek toru pX pro pocatek pfepisu
prepisu vybranymi operatory. prepisu vybranymi operatory. vybranymi operatory.

Obrazek 4.8: Sada vybranych promotort pro laboratorni experimenty s predikovanymi
pocatecnimi misty vlozeni operatoru Olac a tet0. Typ Place-back-rewrite s reprezentaci
vkladaného fragmentu tfemi hodnotami.

-195, pPOP6 v bazi -161 a pREV1 v béazi -116. Jedinou vyjimkou byl promotor pX,
kdy se operatory vkladaly na ruzna mista. Operator Olac se zacal prepisovat na bazi
-90 a tet0 na -83. Prubéh piipravy experimentu je popsan v sekei [4.2.1]

Place-back-rewrite - skip-connections

Posledni in silico testovanou metodou byl typ Place-back-rewrite s vyuzitim skip-
connections pro LSTM vrstvy. Vyuziti této metody je jedinym rozdilem oproti
predchozimu typu. Model sité je strukturovany stejné, véetné reprezentace vkladané-
ho fragmentu pomoci tif hodnot (viz obr. . Struktrura skip-connections umoznu-
je lepsi vrstveni sité a tim dosahuje lepsi funkcionality. V dobé tvorby tohoto modelu
jiz bylo jisté, ze nebude mozné ziskané vysledky otestovat v laboratori. Nebylo tedy
vyuzito potencialu skip-connections s mnohoc¢etnym vrstvenim LSTM vrstev a pro
praci s promotory byly ponechany pouze dvé LSTM vrstvy jako v predchozich ty-
pech. Duvodem byla snaha ziskat vystupy, které by se daly porovnat s jiz ziskanymi
vysledky. Trénovani modelu véetné nasledné ptipravy vstupnich dat probihalo opét
totozné jako u typu Place-back-rewrite s reprezentaci vkladaného fragmentu jednou
hodnotou. Hodnoty pro mérené metriky zde byly:

P =0.7477, R = 0.3781, F'1 = 0.4991, P,,; = 0.5252, R, = 0.3126, F'1,, = 0.3903.
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Zpracované vystupy modelu se nachdzeji v setu obréazku [£.9)
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(c) Ohodnoceni mist v pro- (d) Ohodnoceni mist v pro- (e) Ohodnoceni mist v promo-
motoru pPOP6 pro pocatek motoru pREVI pro pocatek toru pX pro pocitek pfepisu
prepisu vybranymi operatory. prepisu vybranymi operatory. vybranymi operatory.

Obrazek 4.9: Sada vybranych promotort pro laboratorni experimenty s predikovanymi
pocatecnimi misty vlozeni operatori Olac a tet0. Typ Place-back-rewrite s reprezentaci
vklddaného fragmentu tfemi hodnotami. Typ se skip-connections.

Place-back-rewrite - srovnani

Findln{ srovnan{ vSech tif pifstupu se nachdzi na saddch obrdzku a[d.1]]

Ze ziskanych grafu je patrné, ze se v predikcich jednotlivych typu vyskytuji
urcité rozdily. Vétsinou je tendence grafii velmi podobna, jen jsou odlisné hodnoty,
kterych peaky dosahuji. Pfechod na reprezentaci vkladanych fragmentu tfemi hod-
notami posilil vyjadfovaci schopnost sité. V mistech, kde predchudce nevytvarel jed-
noznacna rozhodnuti, bylo dosazeno posileného vrcholu. V ptipadé metody se skip-
connections dochazelo k nejvétsim rozdilum ve srovnani se zbylymi dvéma typy. Pii
zpétném pohledu na sadu obrazku |4.9|je vsak vidét, ze byla ziskana i nejveétsi vnitini
variance mezi hodnotami pro vkladani dvou operatoru v ramci jednoho typu. Po-
moci skip-connections bylo také dosazeno nejvyssi hodnoty metriky R. Zda se tedy,
ze nasledné pokracovani s typem skip-connections by mohlo vést k vylepseni dané
metody pro vkladani regulacnich mist do promotoru.
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Obréazek 4.10: Porovnéani pristupt Place-back-rewrite pro vybranou sadu promotoru s

vkladanim operatoru Olac.
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(¢) Srovnani piistupt - pPOP6. (d) Srovnéni pifstupu - pREVI. (e) Srovnani pifstupu - pX.

Obréazek 4.11: Porovnéni pristupt Place-back-rewrite pro vybranou sadu promotoriu s
vkladanim operatoru tet0.
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Pouzité skripty a datasety

Vsechny pouzité datasety a skripty pro trénovani neuronovych siti, zpracovani a zob-
razeni vysledki jsou k dispozici na sdileném tlozisti Google Disk. Je zde moznost
si prohlédnout i ostatni predikce pro konstrukty, které kvuli mistu nebyly zobrazeny.

4.1.2 Analyza vybranych promotoriu

Pro laboratorni experimenty byly na zdkladé vysledku z neuronovych siti vybrany
promotory pHHF2, pPAB1, pPOPG6, pREV1 a pX, pricemz prvni ¢tyfi promotory
jsou konstitutivni a jsou popsany v élanku (Lee et al. [14]) a posledni, pX, je ptirozené
indukovany. Nejprve budou popsany konstitutivni promotory.

Na obrazku [4.13| se nachézi znazornéni méreni relativni sily vybranych pro-
motoru. Z pohledu na graf je patrné, ze pies oba signalizaéni proteiny (mRuby2 a
Venus) mély viechny promotory konzistentni relativni silu. Promotory lze na zékladé
experimentu (Lee et al. [14]) rozdélit z hlediska relativni sily na tii skupiny - silné
(pTDHS3, pCCW12, pPGK1, pHHF?2, pTEF1, pTEF2), sttedni (pHHF1, pHTB2,
pRLP18B, pALDG6, pPAB1) a slabé (pRET2, pRNR1, pSAC6, pRNR2, pPOPG,
pRAD27, pPSP2, pREV1). Zde testované promotory jsou:

pHHF?2 - silny, pPAB1 - sttedni, pPOPG6 - slaby, pREV1 - slaby.

Vybrané promotory tedy pokryvaji vSechny tii skupiny. Pfi vlozeni represibilniho
operatoru do konstitutivniho promotoru by v pritomnosti odpovidajicitho proteinu
meélo dojit k ”vypnuti” promotoru a neméla by tak probihat exprese genu. Blizsi po-
pis regula¢niho procesu pro vybrané operdtory se nachézi v sekci [4.1.3

Paty pouzity promotor spada do dusevniho vlastnictvi spoleénosti XENO Cell
Innovations s.r.o. a neni tak mozna blizsi specifikace, nez ktera zde bude uvedena.
Promotor pX je relativni silou zafazen mezi silné a je ptrirodné indukovany. Ma v
sobé tedy aktivacni vazebné misto. Pridanim represibilniho operatoru je tak mozné
dosahovat komplexnéjsiho tizeni (viz obr. |4.12), nez jak je tomu u konstitutivnich
promotortu, kde je pfi negativni regulaci moznost pouze represovan/nerepresovan.
Jak je na konci podsekce uvedeno, jednd se o promotor, ke kterému jiz existo-
valy vysledky na zédkladé expertniho ndvrhu regulace, kdy experimenty byly prove-
deny pro vkladani obou zde pouzitych operatoru.

Z hlediska regulace, v biologii neexistuje uplné ”zapnuto’nebo ”vypnuto”,
vzdy bude dochazet k néjaké transkripci kodujici sekvence, i kdyz je promotor ”vy-
pnuty”. V ptipadé silnéjsich promotoru by tak mél byt rozdil pii spravné regulaci
vyraznéjsi nez u promotoru slabsich. Dalsim parametrem je sila exprese kodujici sek-
vence regula¢niho proteinu (transkripéniho faktoru), ktery se stard o represi upra-
veného promotoru. Pro tyto tcely byl pro oba transkripéni faktory (Lacl, TetR)
vytvoren konstrukt s dvéma typy promotoru. Prvnim je pPOP6 (slaby) a druhym
vybranym potom pCCW12 (silny). V piipadé silného promotoru nachazejictho se
pred kédujici sekvenci pro transkripéni faktor by méla byt mira represe cilového
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Obréazek 4.12: Schéma aktivace a represe promotoru. Céarkovand ¢ara oznacuje piftomny
transkripéni faktor. A) Pfitomny pouze induktor — promotor je aktivni a dochazi k tran-
skripci. B) Piftomny pouze represor — promotor je vypnuty a nedochédzi k transkripci. C)
Z4dny transkripéni faktor neni piitomny — promotor je vypnuty a nedochézi k transkripei.
D) Piitomny oba transkripéni faktory — promotor je vypnuty a nedochdzi k transkripci.
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Obrazek 4.13: Relativni sila promotoru vyzkouSena pres dvé kodujici sekvence sig-
nalizacnich proteinu (z [I4]). Vybrané promotory pro laboratorni experimenty jsou
zvyraznény v cervenych obdélnicich.

promotoru uc¢innéjsi. Pro sestaveni experimentu je tieba do vybraného kmenu kva-
sinek vlozit dva geny. Prvni se stara o expresi transkripéniho faktoru, ve druhém
se nachazi promotor s odpovidajicim operatorem, za kterym je kdédujici sekvence
pro signalizacni protein. V této praci byl pouzit protein beta-laktamdza (v origindlu
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beta-lactamase, dédle zkracené BLA). BLA se v reakci s nitrocefinem (chromogenni
cefalosporinovy substrat) zbarvuje docervena, coz lze pomoci specidlniho ¢teciho
zafizeni méfit [76]. Pro meéfeni BLA s nitrocefinem se vyuziva vlnova délka 486nm
(viz (Chow et al. [77])). Nameéfend hodnota poté slouzi k identifikaci vlastnosti pro-
motoru pomoci miry exprese BLA. Ilustraéni schéma potrebného poskladani genu
je vyobrazeno na schématu

| 1 |

[ I T T TR I I_:_::>

pPOPS Lacl tENO1 pREV1 - Clac BLA tENO2

Obrazek 4.14: Schéma pouzité genetické regulace. Prvni gen se skldda z promotoru
pPOP6, ORFu pro Lacl a termindtoru tEFNO1. Druhy gen se skldadd z promotoru pREV1
s vlozenym represibilnim operdtorem pro Lacl, z ORFu BLA a terminatoru tENO2.

4.1.3 Analyza vybranych regula¢nich prvku

Pro experimentalni otestovani natrénovanych modelu bylo vyuzito dvou regulacnich
prvku - do vybranych promotoru vklddanych operdtoru pro protein TetR (tet0) a pro
protein Lacl (Olac). Duvod této volby spocival v dobré znalosti obou transkripénich
faktoru a v laboratori spolecnosti XENO Cell Inovations s.r.o. byla moznost pripravené
koédujici sekvence jiz vyuzit.

Protein Lacl, operator Olac

Protein Lacl je bakteridlni protein izolovany roku 1966 [78]. Diky rozsahlé kvantita-
tivni charakterizaci regulace [79) [80] a charakterizaci vazby mezi zdatnosti a expresi
operonuﬂ [82], 83] slouzi Lac operon jako paradigma pro genetické regulaéni systémy
[84, R5]. Bakterie prednostné jako zdroj energie uptednostiuji glukézu, pi vycerpani
zasob se bakterie prepinaji na alternativni zdroje uhliku jako je naptiklad laktoza
[47]. Kdyz se v rustovém médiu stane laktéza primarnim zdrojem uhliku, dojde
k indukci represoru Lacl, coz umoznuje transkripci tif genu koordinujicich vyuziti
laktézy (LacZ, LacY, LacA) [86].

Lacl je represujici protein o délce 360 aminokyselin, ktery asociuje do homo-
tetramer ktery je slozen z dimeru dimert (obr. [87]. Kazda jednotka tetra-
meru se skladd ze tif funkénich oblasti. Prvni oblast je tetramerizaéni doména, ktera
spojuje vSechny podjednotky do funkéniho komplexu, druhd je zakladni doména,

30peron je fada po sobé jdoucich genti v prokaryotich, které maji spole¢ny promotor a jsou
regulovény spoletnym operdtorem. Jsou také exprimovéany najednou [8I]. Transkripéni faktor Lacl
reguluje promotor piredchazejici kédujicim sekvencim pro proteiny LacZ, LacY a LacA.

4Homotetramer je celek slozeny ze étyt identickych podjednotek.

5Doména je funkéni oblast proteinu
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ktera se vaze na laktézu a dalsi podobné molekuly a treti podjednotka je head-
piece, coz je doména vazajici se na DNA (obr. [4.16) [88].

Obréazek 4.15: Vizualizace podoby homotetrameru proteinu Lacl.

Sekvence operatoru byla puvodné povazovana za 24 bazi dlouhou
(5’-TGGAATTGTGAGCGGATAACAATT 3’) [89]. Nasledné ukdzalo, ze minimalni operator
pro navazani je dlouhy 17 bézi uprostied puvodni sekvence [90]. Operator je piirodné
pseudosymetricky. S vytvorenim zcela symetrického fragmentu se afinita transkripcni-
ho faktoru Lacl k operatoru zvysi desetkrét (5’ ~TGTGGAATTGTGAGCGCTCACAATTCCACA

3’) [91].

Obrézek 4.16: Slozeni jedné podjednotky tetrameru Lacl. Cervens ¢ast je head-piece
interagujici s operdtorem, zluty je hinge (linker spojujici head-piece s jddrem proteinu),
u kterého se predpoklada specifickd interakce s Olac pomoci natdc¢eni head-piece. Dvé
modré domény vazou cukr a fialové je termindlni sroubovice (z [58]).

Lacl klouze po DNA do nalezeni svého vazebného mista, kam se navaze a
ohnutim promotoru pferusuje transkripci. Krystalova struktura Lacl ukazuje, ze
v8echna Ctyfi vazebnd mista tetrameru sméfuji jednim smérem (obr. , pokud
jsou tedy oba dimery navdzany na operatory, vytvéareji tak na DNA smycku [85].
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Ptirozenym induktorem molekuly Lacl je alolaktéza, ktera je vytvorena ve-
dlejsi reakei laktézy s [-galaktosiddzou [92]. Analogem alolaktézy je IPTG (1-
isopropyl-B-d-thiogalaktosid) fungujici stejnym zpusobem [86]. Po navazani induk-
toru na protein Lacl dochazi ke zméné struktury, kterd mé za ndsledek snizeni
afinity transkripéniho faktoru s cilovou DNA. Dochézi tak k vypnuti represe. Kdyz
je tedy laktéza v bunce vzacna, Lacl represuje geny za promotorem s Olac, protoze
nejsou potieba. Kdyz poté bakterie narazi na velky zdroj laktézy, Lacl po navazani
alolaktézy pozmeéni strukturu, coz umozni produkeci enzymu LacZ, LacY a LacA,
které zacnou vyuzivat laktézu jako zdroj energie. Po vycerpani zasob Lacl ztraci
navazané cukry a zacind opét represovat expresi genu Lac operonu.

Opakem induktoru jsou anti-induktory, které zvysuji afinitu proteinu k va-
zebnému mistu. Nejic¢innéjsim anti-induktorem je ONPF (ortonitrofenyl-3-d-fuko-
sidem), anti-induktory vSak nemaji zatim zadnou znamou regulacni funkci v E.coli

Protein TetR, operator tet0

Stejné jako Lacl, TetR je bakteridlni protein, ktery ma dobfe zmapovanou svoji
funkci. Nélezi do TetR rodiny proteinu ¢itajici 2353 neredundantnich zastupcu,
kterd je po ném diky nejpodrobnéjsimu popisu pojmenovana [2I]. Tyto proteiny
jsou souéasti mechanismii efluxnich pumpf] reakci na osmoticky stres, kontroly ka-
tabolickych cest, diferenciace a dalsich procest.

TetR je protein tvotici homodimer (viz obr. a f{dic{ rezistenci viiéi siroko-
spektrym antibiotikim. P¥i navazan{ tetracykling'| (dale Tc) dochézi k deaktivaci
ribozomu s naslednou smrti bunky [94]. Bakterie si vué¢i tomuto mechanismu vy-
tvorily rezistenci, kterd funguje jako efluxni pumpa. Po vniknuti Tc do bakterie
dochézi k jeho chelataci s M g? a vznikd [M gTc]* komplex, ktery se navaze na TetR,
zméni jeho strukturu a zabrani mu se jednodus$e navézat na odpovidajici operator
(viz obr[4.18)) [94) 95]. Princip spocivd v tom, Ze na regulacni doménu navézany
induktor nastavuje pohyb rozpoznéavacich sroubovic vic od sebe a tim narusuje kon-
takty s DNA [96]. TetR se jinak védze na palindromicky operdtor (obr. [£.19)), kde pfi
navazani dochazi k zalomeni DNA [97].

Struktura proteinu TetR muze byt rozdélena do dvou vazebnych ¢éasti. Prvni
oblasti je N-termindlni konec vézajici se na operatory (z obr. sroubovice alﬂ
as a ag) a core-doména, ktera se podili na dimerizaci a obsahuje kapsu pro navézani
Tc [95].

V pripadé, ze je represor takto vypnuty, dochazi k expresi proteinu TetA, ktery
umi navazat Tc a odpravit ho ven z buiiky [94]. Vzhledem k tomu, ze i nizkd droven
exprese membranového proteinu TetA je pro bakteridlni bunky nevyhodnd, jak bylo
prokazano u E.coli, je represe tohoto genu velmi ¢inna, zatimco indukce dosti citliva
[18]. Experimenty na tomto operatoru ukazaly, ze nejlepsi vysledky maji prirodni

SEfluxni pumpa je substratové specificky transportni mechanismus

"Tetracyklin je sirokospektré antibiotikum.

8Existuji dva typy &roubovic lisici se ve sméru zatodeni. a-§roubovice mé pravotodivy tvar,
zatimco [-Sroubovice mé tvar levotocivy.
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Obrazek 4.17: Podoba TetR homodimeru, kdy obé jednotky se skladaji z deseti a-
sroubovic (z [21]).

verze, kdy kazdd mutace zpusobovala pokles uspésnosti represe.

Zajimavé na tomto transkripénim faktoru je, ze ma i analogicky protéjsek [98].
Jednd se o reverzni TetR (rTetR), ktery je naopak aktivovan za piitomnosti Tec.
Vysledek byl ziskan ndhodnymi mutacemi v proteinu. Aminokyselina 71 je povr-
chovym zbytkem a byla vytvorena zaména: (Glu — Lys), Asp 95 spojuje ¢teci hlavu
DNA s jadrem proteinu (Asp — Asn), Leu 101 se podili na dimerizaci podjednotky
(Leu — Ser) a Gly 102 (Gly — Asp) sousedi s aminokyselinou, kterd kontaktuje Tc.
Pritomnost transkripcnich faktora TetR a rTetR (reverse TetR) tak ddva moznost
regulovat dvé sady genu pomoci jednoho induktoru.

[MgTc]* [MgTc]*

Tetracycline Repressor

Binding of the chelate [MgTc]*
induces conformational changes
in TetR (thick arrows) so that
operator DNA is released and the
resistance protein TetA can be

expressed

W
= :
g 2 1 FT\ Binding of (TetR), to specific

z \ i )
< \ T | ‘#\ f | 9 /; operator DNA inhibits the biosynthesis
E% { S SR ,\i- § of the resistance protein TetA. This is
gﬁ } ; \ ) A L | 'q 1, the state of the resistant bacterial
<@ H o = cell in the absence of [MgTc]*

Obrazek 4.18: Ilustrace pusobeni komplexu [M¢Tc|™ na dimer TetR (z [94]).
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*12345606789 *1234586789 tet A
11777671aAGACTCTATCATTAATAGAQGT 1a7777a0cAc TCCCTATCAGTAATAGAGA 112GTGAAATG

ARAAACAACTG TGAGATAGTAACTATCTCAATAMATCATGAGGBATAGTCACTATCTCT TTTCACTTTAC
9870864321 987664321
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Obrazek 4.19: Sekvence wild-type TetR operatoru s dvéma typy operatorovych sekvenci

(z [99)).

4.2 Vysledky in vivo

Na zakladé vystupu vybraného modelu neuronové sité bylo vybrano pét promotoru
a dva represibilni operatory pro sestaveni experimentu. V nasledujicich sekcich se
bude postupné nachézet sezndmeni s piipravou experimentu, s jeho vysledky a na
konec probéhne o ziskanych vysledcich diskuze shrnujici vyvozené zavery.

4.2.1 DMaterialy a metody

Struktura experimentu byla vyhotovena na zékladé ¢lanku (Lee et al. [I4]) probira-
ného v podsekci o Molecular Cloning Zde se bude nachézet zkrdcené popsany
prubéh pripravy experimentu a méreni. Podrobny popis se nachazi v ptiloze Ma-
teridly a metody [5

Zdroji pro vyhotoveni experimentu byly kvasinkovy kmen SO (genotyp v ta-
bulce , bakterialni vektor pro sestaveni part-plazmidu, samotné part-plazmidy
obsahujici potiebné prirodni promotory, kodujici sekvence pro proteiny a terminatory.
Poslednim potiebnym zdrojem byly pro amplifikaci a ipravu DNA primery. Kromé
primerti byly vSechny pouzité materidly pro experimenty poskytnuty spolec¢nosti
XENOQO Cell Inovations s.r.o.

Ze zdrojovych part-plazmidu se sekvencemi promotoru byl vyamplifikovan me-
todou PCR pottebny fragment DNA, ktery se domestikoval do bakterialniho vek-
toru, ¢imz vznikl novy part-plazmid. Metodou PCR byly ze dvou primeru vytvoreny
sekvence operatort, které byly také domestikovany. Potiebné part-plazmidy byly
nasledné pomoci Golden Gate assembly sestaveny do genu, vlozeného do klonovaci
kazety. Pouzité kazety obsahovaly informace pro namnozeni plazmidu v bakteriich,
coz bylo po assembly vyuzito. Po namnozeni se vycisténé plazmidy transformovaly
do genomu kvasinkového kmenu SO0.

Meéiici protokol je také podrobné popsan v priloze Materidaly a metody
V prubéhu méticich experimentu bylo vyuzito vice nastaveni parametri. Hlavnim
rozdilem v métfeni byla hodnota OD600, na kterou se tedil vzorek pred inkubaci
predchézejici méreni. Dalsi ipravou pro finalni nastaveni bylo prodlouzeni inkubaéni
doby pred méfenim ze 2 hodiny na 4 hodiny pro vzorky s variacemi promotoru
pPOP6 a pREVI.
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4.2.2 Vysledky experimentu

V prubéhu méreni experimentalnich vysledku bylo vyuzito fady nastaveni méticiho
protokolu, které vedly k ziskdni mezivysledku uvedenych v piiloze Mérend 5 Zde
budou pro prehlednost uvedeny pouze zajimavé vysledky prace s findlnim nasta-
venim meériciho protokolu.

Meéfeni nejprve probihalo pro vsechny vzorky s totoznym nastavenim c¢asu
afedéni. To se ukazalo jako nevyhovujici, nebot pro slabé promotory pPOP6 a pREV1
takto nebyl ziskan zadny signél. Po prenastaveni hodnot fedéni jednotlivych vzorku
jiz byly ziskany reprezentativni hodnoty pro vSechny mérené kmeny. Findlni nasta-
veni méfeniciho protokolu bylo nésledujici: vzorky s promotory pX a pHHF2 byly
nafedény na OD600 = 0.02, pro pPAB1 na OD600 = 0.1 a pro slabé promotory
pPOPG6 a pREV1 na OD600 = 0.2. V priipadé slabych promotoru byla zaroven
zvysena inkubaé¢ni doba ze 2 hodin na 4 hodiny.

Pro meéteni kment obsahujicich regulaci Lacl nastaly pii tvorbé experimentu
problémy, které zpusobily znehodnoceni vysledku. Tyto vzorky se tak zde nenachazeji
a jsou uvedeny pouze v piiloze Méreni o Vysledky zde uvedené se tykaji pouze
kmenu s TetR regulaci, ze kterych jsou vyfiltrovany méreni pro promotory pHHF2
a pREVI1. U pHHF?2 byla duvodem nenaméiend represe a u pREV1 doslo celkove
k problémum se zaznamenanim méritelného signalu. Vysledky pro pHHF2 a pREV1
jsou rovnéz pouze v pifloze Méreni [}

Vysledky experimentu jsou tak zaméreny na promotory pX, pPABI1 a pPOP6,
do kterych se vkladal operator tet0. Pro kazdou sadu reprezentovanou jednim typem
upraveného promotoru probihalo méfeni se Sesti vzorky. Prvnim byl pfirodni pro-
motor s BLA sekvenci, druhym pak upraveny promotor s vlozenym operatorem
tet0 nasledovany BLA sekvenci. Zbylé vzorky jiz obsahovaly jak upraveny pro-
motor s BLA, tak gen obsahujici regula¢ni protein TetR exprimovany promoto-
rem pCCW12 nebo pPOP6. Pro kmeny obsahujici oba geny (pCCW12/pPOP6-
TetR+pYYYr) pak byly v métreni vyhrazeny dva vzorky. Jeden s pridanym induk-
torem doxycyklin a druhy bez. V grafech je ptitomnost induktoru ve vzorku oznacena
pridanim do nézvu '+’, zatimco s nepfitomnosti induktoru byl do nazvu pridan znak
’-7. Kde nebylo pridavani induktoru relevantni se zadny z téchto znaku v néazvu ne-
vyskytuje. Oc¢ekdvané poradi namérené hodnoty BLA [U] se shoduje s poradim, jak
jsou zde vzorky popsany (nativni promotor—upraveny promotor—upraveny promo-
tor s regula¢nim genem a induktorem—upraveny promotor s regulacnim genem bez
induktoru).

Meéfteni sad promotoru probihalo oddélené. Vystup experimentu je tak rozdélen
do ti{ grafu, kde v kazdém grafu je méreni pro jednu sadu promotoru (graf .
Pro promotor pX se zde nachézi i kontrola, kdy do vzorku nebyl pfiddn induktor
potfebny pro zapnuti pX.
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A) BLA measurement - pX variances with tet0 B) BLA measurement - pPAB1 variances with tet0

0.018 T T T T T T

Obrazek 4.20: Graf findlniho méfeni produkce BLA pro kmeny regulované proteinem
TetR. A) Variance promotoru pX. B) Variance promotoru pPAB1. C) Variance promotoru
pPOP6. Vzorky inkubované s induktorem maji v ndzvu '+’, vzorky bez induktoru -’ a kde
nebylo pridani induktoru relevantni neni v legendé navic nic.

4.2.3 Diskuze

Znatelnda represe byla experimentalné dosazena ve tfech ptipadech upravy promo-
toru, zatimco ve zbylych sedmi ne. Nyni dojde k popisu vysledku s rozborem okol-
nosti, které ovlivnily ziskané vystupy.

Rozbor experimentalnich vysledki

Zajimavé upravy promotoru byly provedeny vkladanim tet0 do pX, pPAB1 a pPOP6.
Ve vsech ptipadech se naplnil predpoklad z podsekce Kmeny se silnym promo-
torem pCCW12 pted kdédujici sekvenci pro regulacni protein dosahuji stejné nebo
lepsi represe nez kmeny se slabym promotorem pPOPE6.

Nejvice byl tento efekt znatelny pii represi silného promotoru pX. Mira re-
prese nameétrena pro sestavu s promotorem pCCW12 ptredchézejicim regulacnimu
proteinu TetR byla 66.6 %, zatimco pro pPOP6-TetR to bylo v porovnéni jen 22.9
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%. Vsechny zaznamenané miry represe pro upravené promotory jsou sdruzeny v ta-
bulce 4.1} Zajimavé je zde i srovnani s kmenem S603. Jedn4 se o totozny kmen jako
pPOP6-TetR-pX7 s rozdilem, ze operator tet0) byl do promotoru vlozen expertné
(graf [5.10). S expertnim vlozenim bylo dosazeno 27.5% miry represe, pficemz po-
moci odhadu neuronové sité to bylo zminénych 22.9 %.

Nejlepsich vysledku bylo dosazeno pro kmeny obsahujici tet0 vlozeny do pro-
motoru pPABI. Hodnoty pro represovany promotor jsou v tomto piipadé srov-
natelné. Rozdilem vsSak je vyvoj pii pfidani induktoru doxycyklin. V pfitomnosti
induktoru by mélo zpétné dojit ke skoro plné expresi BLA, coz se stalo pouze
u kmenu pCCWI12-TetR-pPABIr a u pPOPG6-TetR-pPAB1y nikoliv. Toto snizeni
exprese v pritomnosti induktoru bylo pro stejny kmen pozorovano i v predchozich
métenich. Vysvétlenim chovani muze byt bodovda mutace v kmenu pPOP6-TetR-
pPABI1r. Mutace mohla nastat bud v upraveném promotoru pPABI-tet0, kde by
doslo k jeho naruseni a celkové k horsi funkcionalité, nebo v kodujici sekvenci pro
TetR v oblasti, kam se vaze induktor. Mutaci v tomto misté by pak mohlo dojit
horsimu vazani induktoru, ¢imz by se zvysila Sance, ze regulacni protein nasedne na
vazebné misto v cilovém promotoru a bude ho represovat. I tak vsak byla mira re-
prese v kmenu pPOPG-TetR-pPAB1r 76.0 %, zatimco pro pCCW12-TetR-pPABI1r
to bylo 88.3 %.

Poslednim promotorem se znatelnou represi byla verze pPOP6 s vlozenym
operatorem tet(. Mira represe zde byla témétf shodnd pro oba kmeny. Pro kmen
pCCW12-TetR-pPOP617 dosahovala 53.8 % a pro pPOPG-TetR-pPOPG1r 47.8 %.
Promotor pPOP6 je velice slaby, neni tedy prekvapenim, ze k jeho represi nebylo
tfeba mit silnéjsi promotor pred kodujici sekvenci pro TetR. Zvlastni chovani vsak
bylo pozorovano pro kontrolni vzorek s upravenym promotorem a BLA, kde neni
pritomen regulac¢ni protein a hodnoty by se tak mély pohybovat naptiklad kolem
hodnoty pro + pPOPG6-TetR-pPOP6r. Kmen byl vsak sestavovan zvlast a mohlo
zde dojit k néjakému problému, ktery neodhalil test genomickou extrakei.

Kmen BLA [U] + BLA [U] - mira represe [%] nasobnve' HHZSL CXPrese
pii represi
pCCW12-TetR-pXy 0.9267 0.3086 66.6 % 3.003x
pPOP6-TetR-pXy 0.8256 0.6371 229 % 1.296x
pCCW12-TetR-pPAB1y 0.0971 0.0114 88.3 % 8.518x
pPOP6-TetR-pPAB1y 0.0695 0.0167 76.0 % 4.162x
pCCW12-TetR-pPOP6 0.0145 0.0067 53.8 % 2.164x
pPOP6-TetR-pPOP6, 0.0136 0.0071 47.8 % 1.915x

Tabulka 4.1: Tabulka vyslednych represi pro upravené promotory s uspésSnou regu-
laci.

Provedenymi experimenty bylo dulezité otestovat také standardni funkénost
modifikovanych promotoru, zda-li ipravami nedoslo k jejich prilisSnému poskozeni.
Ve vétsiné pripadu nedoslo k velkému naruseni promotoru. V nékterych piipadech
byly paradoxné naméieny i vyssi hodnoty exprese pro upraveny promotor, nez pro
piirodni. V prvni fazi experimentu bylo provadéno méreni velkého mnozstvi vzorku
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najednou, coz mohlo danou chybu do méfeni zanést. Druhé mozné vysvétleni se
nachézi nize u popisu potencidlnich vylepseni modelu a technik trénovani neuro-
novych siti. V jednom piipadé je vSak otazka funkcnosti upraveného promotoru ne-
jista. Pro kmeny s promotorem pREV1 nebyly v puvodnich méfenich zaznamenany
zadné hodnoty. PTi méreni s findlnim nastaveni protokolu byl ziskan uréity narust
mérené hodnoty pro nativni promotor s BLA, ale pro ostatni vzorky uz v podstaté
nic. Promotor pREV1 je vsak tak slaby, ze i drobné naruseni mohlo zpusobit v pod-
staté neméfitelné hodnoty BLA. Pro otestovani variace pREV1 promotoru by bylo
scen¢ni enzym luciferdzu, kterd umoznuje produkovat svétlo svétluskam. Z ¢asového
hlediska vsak nebylo mozné tento konstrukt v laboratori otestovat.

Pro analyzu problematickych promotoru je dobré se zpétné podivat na vyuzité
odhady neuronové sité, ze kterych se experimenty sestavovaly (obr. . Je patrné,
ze umisténi operatoru do pHHF2 probihalo v nejvétsi vzdalenosti od TSS. Tento
fakt mohl zpusobit, ze operator nemél vliv na miru transkripce a nijak tedy nere-
presoval promotor. Pro promotory pX, pPABI1, pPOP6 byly operatory umistény v
mensi blizkosti nad TSS a mohly tak lépe blokovat navazani RNA polymerazy na
promotor. V piipadé pREV1 probéhlo umisténi operdtoru do oblasti za TSS, pro
dané konstrukty vsak nebyla ziskdna iplné prukazna data o jejich vlastnostech.

Experimentédlné ziskané laboratorni vysledky ukézaly, Ze pouzitda metoda ma
jisté potencial pro tspésné navrhovani genetickych tprav. V této praci byla prove-
dena prvni iterace experimentu tohoto druhu, ktera muze ukézat smér pro pripadné
dalsf pokusy. Kvalita regulace zde nedosahovala trovné expertniho ngvrhu. Slo vsak
vylozené o jeden pokus vlozeni operatoru do promotoru, pfi¢emz pri expertnim
navrhu se vétsinou provede nékolik ruznych umisténi, ze kterych se poté vybira ten
nejlépe fungujici konstrukt.

Mozna vylepSeni experimentu

V prubéhu experimentu se ukazala dvé mozna vylepseni, kterd by méla vést v pripadé
opakovani k ziskani lepsich vysledku.

Prvni nedostatek byl vytvoren pti ndvrhu sestaveni promotort z ¢asti 2a, 2b, 2¢
(viz obr. . Pro sestaveni promotoru byly pro umisténi operatoru vyuzity over-
hangy, které se v puvodni sekvenci nevyskytovaly. Duvodem tohoto navrhu byla
modularita vkladani pro oba typy operatoru bez zasahu do jedné z jejich sekvenci.
Zaroven byly pro tento ucel pouzity vyzkousené overhangy z ¢lanku (Lee et al. [14]).
Jednalo se tak zaroven i o bezpecnéjsi feSeni nez pii pouziti uplné novych over-
hangu. Presto by vsak pravdépodobné bylo lepsi mit overhangy rovnou jako soucast
sekvence operdtoru. Ctyfi piidané baze z kazdé strany operdtoru mohly zpusobit
neprirozené zkrouceni DNA a branit tak spravnému prichyceni regula¢niho proteinu
na vazebné misto.

Druhym a pravdépodobné zdsadnim problémem pro vétsinu kmenu s vlozenym
operatorem Olac byla bodovd mutace vznikld v misté operdtoru (viz obr. .
Bohuzel se tato mutace vyskytla v konstruktech se vSemi promotory, které pti vlozeni
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Overhang COverhang

Promoter - 2a Operator sequence - Olac - 2b i Promoter - 2c
MOO0O00000 cggTGTTGTGTGGMTTGTGAGCGGATAACAA‘I‘I’TCACAC CCCt 3000000000000
| |

B) Owverhang O\rerhang
Promoter - 2a l Operator sequence - Olac - 2b Promuoter - 2c
TGT'ICGTGTGG,-'-\ATTGTGAGCGGATMCM‘I‘I’TCA ACA

Obréazek 4.21: A) Schéma pouzitého spojeni ¢asti 2a, 2b, 2¢. B) Schéma mozného spojeni
¢asti 2a, 2b, 2¢ bez rozsifeni sekvence o baze v podobé overhangu.

operétoru tet0 dosahovaly znatelnych hodnot represe (pX, pPAB1, pPOPG). Para-
doxné v promotorech pHHF2 a pREV1 k dané chybé nedoslo. Piiprava vSech upra-
venych promotoru probihala z jedné zkumavky s vyextrahovanym part-plazmidem
z bakterii. K odhaleni mutace pomoci sekvenace vsak doslo v dobé, kdy nebylo
mozné jiz zpusobenou chybu v potfebném ¢ase napravit.

. Template
pPOP&-Olac-BLA

tttttgttggcagTCGGTGTTGTGTGGAATTGTGAGCGGATAACAATTTCACACACCCTacgetettgga

Olac

TTTTTGTTGGCAGTCGGTGTTGTGTGGAATTATGAGCGGATAACAATTTCACACACCCTACGCTCTTGGA

1,002 2,000 2,000 4,000 5,000 6,000 7,000

Obrazek 4.22: Ukdazka vysledku sekvenace promotoru pPAB1-Olac.

Kombinace obou problému pravdépodobné vedla k tomu, ze pro kmeny s re-
gulaci pomoci Lacl nebyly ziskany zadné pouzitelné vysledky. Ukazkou potencidlu
pouzité metody pro vkladani regulacnich mist do promotoru vsak muze byt nasledu-
jici informace. Expertné navrzeny konstrukt pXj-BLA;., ktery byl zde soucasti
kmenu S601, S602 (zméfené hodnoty v grafeu ma vlozeny operator Olac posu-
nuty pouze o 12 bazi ve sméru od konce promotoru. Vysledky jakych dosahly kmeny
S601, S602 ptitom byly cilem této prace.
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Vyhodnoceni trénovani modeli neuronovych siti

Posledni zastavkou je ohlédnuti za trénovanim modelu neuronovych siti. Metodika
uceni vybraného modelu pro experimenty (Place-back-rewrite) je snaha pochopit ja-
zyk promotoru. Z vysledku experimentu se jevi, ze zpusobené zasahy nijak vyznamné
nenarusily funkénost promotoru. Vysledek by tak odpovidal stylu uceni, kdy se mo-
del neuronové sité snazi umistit predlozenou sekvenci na misto, kde mu to prijde na
zakladé okoli prirozené. Teoreticky by ji tak mohl i vylepsit.

V podsekci byly ukdzdny i vysledky pro modely, které pro experimenty
vyuzity nebyly. Jedna se napiiklad o Place-back-rewrite se skip-connections, ktery
vracel po jednom pokusu natrénovani zajimavé vystupy. S rozsitenim modelu by tak
mohlo dojit k odlisnym navrhum pro umisténi regula¢nich sekvenci do promotoru.

Dale byl v praci zminén pristup nazvany jako Insert-fragment (podsekce .
Zde se nedostalo ani teoreticky k zadnym vysledkum. Metoda se vsak snazi o rozdilny
pristup vkladani operatoru do promotoru. Misto pfepisu ¢asti promotoru by mélo
dojit pouze k jeho vlozeni. Bylo by poté zajimavé srovnani, jak se vysledky této
metody 1isi od metody Place-back-rewrite.
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Kapitola 5
Zaveér

Diplomova prace méla za cil pomoci strojového uceni vytvorit metodu vkladani
regula¢nich mist do promotoru. Pro tyto ucely byly navrzeny tii rozdilné metody
(Classifier, Place-back, Insert-piece), které se déle vétvily na dalsi pristupy. Z me-
tody Place-back byl na zakladé testovacich vystupt vybran pristup rewrite, pro néjz
byl sestaven redlny experiment s dosazenou mirou represe az 88.3 %.

Prvni cast prace seznamila ¢tenare s informacemi potfebnymi pro pochopeni
reSeného problému. Nachézi se zde shrnuti biologickych pojmu, které se v praci
vyuzivaji. Dale je zde sekce seznamujici s genetickou regulaci. Popsané jsou motivy
a logické brany nachazejici se pfirodné v genomu organismu a expertné vytvorené
regulacni obvody. Nésledné se prechazi k expertnimu navrhu zmén v promotorech
spolu s nastinénim, pro¢ by bylo vhodné vytvorit nastroj navrhujici zmény auto-
maticky. V poradi je pak sekce s popisem potfebnych moduli k natrénovani zde
probiranych neuronovych siti.

V nasledujici kapitole byly uvedeny vsechny zde vytvorené metody a datasety.
Nejprve jsou zde zformulovany ruzné piistupy pro feseni tilohy pomoci neuronovych
siti. Dale je seznameni s pouzitymi datasety pro trénovani neuronovych siti a nako-
nec detailni popis struktury jednotlivych natrénovanych modelt.

V posledni kapitole byly uvedeny ziskané vysledky. Nejprve pro modely neu-
ronovych siti, na zédkladé kterych byl sestaven experiment provedeny v laboratofi.
Nasledné jsou uvedeny postupy a metody pro vykonani experimentu, na které nava-
zuji ziskané vysledky. Z téch vyplyva, ze navrzené tupravy byly v daném provedeni
experimentu uspésné skoro v jedné tretiné pripadu. Kapitola je zakoncena diskuzi
nad namérenymi vysledky. Analyzuji se zde postupy v souvislosti se ziskanymi daty.

Tato diplomovéa prace byla mezioborova. Zahrnovala jak oblast umélé inte-
ligence, tak oblast biokybernetiky a biochemie. Pravé spojeni zminénych obort
zacind byt zajimavym tématem. Dostavame se do doby, kdy bude jednodussi ziskat
mnozstvi velmi specifickych dat, které do ted nebyly dostupné. Expertni znalosti
v oblasti biologie a biochemie jsou rozvijeny jiz velice dlouho, maji vSak jista omezeni
pres ktera se clovék sam nedostane. Bylo by tak opravdu zajimavé se této moznosti
chytit a byt u zrodu novych poznatkt prospésnych pro celé lidstvo.
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Priloha: Materialy a metody

Kvasinkovy kmen

Pouzity kvasinkovy kmen (S(ﬂ) pochézi z rodicovského kmenu BY4741, ktery je
MATa a ma odstranéné selekéni markerové geny his3, leu2, met15 a ura3. SO ma
dale knockoutované jesté dalsi geny: barl, mfa, mfr a aga2. Genotypovy zapis se

nachézi v tabulce B.11

Bakterialni vektor

Pro domestikaciﬂ a namnozeni vytvorenych fragmentu byl vyuzit bakteridlni vek-
tor zalozeny na bakteridlnim plazmidu ColE1, ktery obsahuje F.coli marker CamR
a BsmBI restrikénimi misty ohrani¢eny gen pro zeleny fluorescenéni protein (v ori-
gindlu green fluorescent protein, ddle GFP). Bakteridlni vektor byl soucasti toolkitu
z ¢lanku (Lee et al. [14]) zakoupeného na adrese www.addgene.org.

Klonovaci kazety

Klonovaci kazety vyuzité v této praci byly vytvoreny spoleénosti XENO Cell Ino-
vations s.r.o. Byly pouzity tii typy kazet: C001, C002, C003.

Kazeta C001 byla sestavena pro vyuziti assembly metody MoClo a jejim ob-
sahem je leu2 marker, leu2 3° homologie, Notl restrikénimi misty ohraniceny gen
pro rezistenci na ampicilin a ColF1, leu2 5 homologie a Bsal restrikénimi misty
ohraniceny gen pro GFP.

C002 je kazeta vytvorend pro vlastni metodu assembly spoleénosti XENO
Cell Inovations s.r.o. Obsahem kazety je leu2 marker, leu2 3° homologie, Notl re-
strikénimi misty ohrani¢eny gen pro rezistenci na ampicilin a ColF1, leu2 5° ho-
mologie, Bsal restrikénimi misty ohrani¢eny gen pro zeleny fluorescenéni protein,
terminator tSSA1 a gen pro signalizacni protein Venus.

Kazeta C003 je rovnéz vytvorena pro vlastni metodu assembly spolecnosti
XENO Cell Inovations s.r.o. a obsahuje his3 marker, HO 3‘ homologii, Notl re-
strikénimi misty ohrani¢eny gen pro rezistenci na ampicilin a ColE1, HO 5° homolo-
gii, Bsal restrikénimi misty ohrani¢eny gen pro GFP, tENO2 terminator a gen pro
signalizacni protein Tuquoise.

Wytvofené kmeny budou zaéinat pismenem ’S’. Vychézi to z anglického piekladu slova kmen’
— ’strain’
2Domestikace je vlozeni fragmentu DNA do part-plazmidu.
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Part-plazmidy

Part-plazmid se obecné sklada z fragmentu DNA vlozeného do vyse popsaného bak-
teridlniho vektoru misto genu pro GFP a je néasledné vyuzivan pro Bsal assem-
bly k vytvoreni genu. Part-plazmidy vznikly pomoci BsmBI Golden Gate assembly
dle popsaného protokolu [67]. 10ul reakce obsahuje 6.5ul Nuclease-free HoO, 0.5ul
BsmBI-v2 restrikéni enzym s koncentraci 10000 units/ml, 1ul T4 buffer 10x, 0.5ul
T7 ligazy s koncentraci 3000000 units/ml (vse zakoupeno u New England BioLabs
Inc.), 1ul vektoru s hmotnostni koncentraci 100ng/ul a 0.5ul vkladaného fragmentu
z PCR reakce. Teplotni program je poté nastaven na 30 cyklu se stfidanim 8 minut:
50°C, 8 minut: 16°C, s naslednymi 20-ti minutami na 50°C a 20-ti minutami na
80°C.

V préaci byla vyuzita fada jiz pripravenych part-plazmidu. Prvni skupinou jsou
plazmidy ziskané v ramci MoClo toolkitu a jedna se o promotory pHHF?2, pPABI,
pPOPG6 a pREV1. Druhou skupinou jsou part-plazmidy, kde vlozeny fragment byl
syntetizovan spolecnosti [Twist Bioscience. Takto sestavené part-plazmidy byly pro
proteiny BLA, Lacl a TetR. Poslednimi jsou part-plazmidy, kde byl fragment ampi-
fikovan z genomu Saccharomyces c. a takto ziskan byl promotor pX a FLO11-PRE
sekvence, coz je signdlni peptid, diky kterému se proteinu dostane ven z bunky.

Primery

Primery pouzité v diplomové praci byly objednany od Integrated DNA Technologies.
Primery byly navrzeny na amplifikaci ¢asti jiz domestikovanych promotoru a pro
vytvoreni operatorti. Oba procesy se provadély pomoci metody PCR. Pro navazani
primeru na RNA je potfeba, aby meély spoleénych alespon 15 bazi, které se pii
spravném navrhu a v odpovidajicim stavu prostiedi na RNA nalepi. Ve volnych
koncich primeru pak mohou byt sekvence obsahujici informace pro restrikéni enzymy
nebo se jimi muzou vytvaret genetické modifikace.

Pro amplifikaci byly primery navrzeny tak, aby z jedné strany nasedaly na
Part-plazmid (ktery je spoleény pro vSechny domestikované fragmenty) a vytvarely
v dané oblasti BsmBI restrikéni misto. Protichudny primer se prichytaval na oblast
v promotoru a na svém konci vytvérel Bsal a BsmBI restrikéni misto (viz obr. [5.2).

Druhym typem byly primery, které svym spojenim vytvareli operatory. Pii
dostatecném piekryti primeru (pres 15 bazi) se behem PCR doplni zbytek primeru
a vzniknou fragmenty DNA (viz obr. .

BsmBI Bsal Bsal BsmBI

t2catCGTCTCATCGRTCTCATCGETGTTGTGTGRAATTGTGAGCGGATAACAATTTCAG
t2eatCGTCTCATCOETCTCAcea TRTTRTGTGRAATTGTGAGCGE
acgtaGLAGAGTAGCOAGAGTagedACAACACACCTTAACACTCGLCTATTGTTAAAGTGTGRTGRGARCTCTGG et CTCCcg taaa

CCTTAACACTCGECTATTGTTAAAGTGTGTGEEAACTCTGETCTCTGCegtaas

ATAACAATTTCACACHCCCTTCAGACCagatACGgeattt

) 48 L1:] &g

Obrazek 5.1: Vznik fragmentu odpovidajici pouzitym operatortm.
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ETCTeatctggttatttttgedtTastetCTElegtass

TGCegtass

Obrazek 5.2: Schéma piipravy fragmentu pro nédsledné sestaveni part-plazmidi. Shodné
oblasti primeru s DNA jsou barevné zvyraznény, volné konce jsou bezbarvé.

Priprava part-plazmida

Pred sestavovanim genu do kazet si bylo tfeba pripravit zbylé casti, které nebyly
predem dostupné. V této fazi si bylo zapotiebi vytvorit dva fragmenty z kazdého
promotoru a fragmenty odpovidajici vkladanym operatorum (obr., a nasledné
je vlozit do bakteridlniho vektoru (viz obr. [5.3).

Pro ziskani ¢asti promotoru bylo vyuzito standardntho PCR. 25ul reakce se
skladala z 15.7ul Nuclease-free HyO, 5ul Q5 buffer 5x, 0.5ul ANTPs 10mM, 0.3ul Q5
polymeréza s koncentraci 200units/ul (vse zakoupeno u New England BioLabs Inc.),
1.25ul od obou primeru s koncentraci 5ng/ul a 1ul vzorového DNA s koncentraci
100ng/pul.

Pri piipravé operatoru byl pomér materiali pozménén. Reakce byla na 40ul s
obsahem 26.5ul Nuclease-free HyO, 8ul Q5 buffer 5x, 1ul ANTPs 10mM, 0.5ul Q5
polymeraza s koncentraci 200units/ul a 2ul od obou primeru s tentokrat neziedénou
koncentraci 100ng/pl.

Teplotni program byl poté pro oba typy stejny: 2 minuty 98°C, poté nasledoval
tricetkrat cyklus 30 sekund na 98°C, 30 sekund 56°C a 1 minuta 72°C, po dobéhnuti
cyklu néasledovaly posledni 2 minuty na 72°C.

Procesem PCR byly tedy ziskany fragmenty, které se vkladaly do bakteridlniho
vektoru pomoci jiz popsané BsmBI assembly a tim byly ziskany nové part-plazmidy.
Fragmenty a nasledné z nich vzniklé part-plazmidy jsou oznacené jako y - 2x, kdy y
je nahrazeno nazvem operatoru nebo promotoru, ze kterého byl fragment ziskan a 2x
oznacuje pozici v assembly. Cést MoClo assembly s oznacenim 2 odpovidd promo-
toru. 2a je tak prvni ¢ast promotoru, 2b je operator a 2c¢ je konec promotoru. Vycet
nové vytvorenych part-plazmidu je nasledujici: pX-2a, pX-2¢, pHHF2-2a, pHHF2-
2¢, pPAB1-2a, pPAB1-2¢c, pPOP6-2a, pPOPG6-2¢, pREV1-2a, pREV1-2¢, Olac-2b a
tet0-2b.

Part-plazmidy byly po assembly vlozeny pomoci chemické transformace do
bakterii. S 10ul bakterii CC Turbo (z New England BioLabs Inc.) byly smichany
4ul assembly part-plazmidu a nastavil se teplotni program: 30 minut 4°C, 15 sekund
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Obrazek 5.3: Schéma vytvotfeni potfebnych part-plazmidu. Pfidruzené oznaceni 2x od-
povida umisténi v MoClo assembly, kde je promotor ¢asti ¢islo 2.

50°C, 2 minuty 4°C. Poté bylo ptfidano 100ul média SOC nésledované hodinovou
inkubaci v 37°C na otacky 1200rpm. Vysledny produkt se nanesl na chloramphe-
nicolové misky, vuci kterym maji rezistenci pouze bakterie, které v sobé maji za-
integrovany vkladany part-plazmid. Po jednom dni v teploté 37°C ma mit miska
podobu jako na obrazku [2.33] Z vybrané kolonie se potfela pulka nové misky, ze
které se poté pomoci Miniprepu (toolkit a protokol od Fisher Scientific UK) vypre-
parovaly namnozené part-plazmidy, jez se nakonec natedily na 100ng/ul. Vytvorené
part-plazmidy byly nasledné poslany na ovéfeni sekvenaci| do Eurofins Genomics!

Assembly genu

Celkem bylo pro diplomovou praci slozeno 22 gent. Dva geny se vkladaly do C001,
dva do C002 a osmnéct do C003. Do kazety C001 bylo treba vlozit promotor, kédujici
sekvenci a termindator, zatimco do kazet C002 a C003 pouze promotor a kdédujici
sekvenci. Assembly genu probihala pomoci Bsal restrikcei a v téchto kazetach se za
restrikénim mistem nachazi jiz pripraveny terminator, ktery tak neni tfeba pridavat.
Ukézka procesu sestaven{ genu je na obrdzku [5.4]

C001 kazeta slouzila pro vlozeni genu produkujicitho regulacni protein Lacl.
Césti assembly byly kromé C001 promotor pPOP6/pCCW12; kédujici sekvence
Lacl-nls a terminator tENO1/tENO2. Vzniklé geny byly pPOP6-Lacl-tENO1
a pCCW12-Lacl-tENO2.

Do kazety C002 jiz nebylo tieba vkladat terminator (jiz pritomen tSSA1) a
vzniklé geny opét produkovaly regulacni protein, tentokrat TetR. Do kazety se tak
vkladaly pouze promotor a kédujici sekvence. Vyslednymi geny v této kazeté byly
pPOP6-TetR-tSSA1 a pCCW12-TetR-tSSAL.

Posledni kazeta C003 byla vyuzita na sestaveni vSech genu se signalizacnim
proteinem BLA. Tato kazeta mé také jiz integrovany terminator (tENO2). Schéma

3Sekvenace je metoda zjistujici sekvenci nukleovych bézi.
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této assembly se nachdzi na obrazku [5.4. Promotory byly pouZity bud pifrodni nebo
jiz. diive upravené (ucelend sekvence) nebo nové upravené (prvni ¢ast-2a, operator-
2b, koncova ¢ést-2c). Za promotorem se nachdzi FLO11-PRE peptid rozsifujici
nasledujici kodujici sekvenci pro protein BLA, ktery umozni proteinu BLA opus-
tit bunku. Diky tomu je poté mozné jednoduse mérit mnozstvi BLA produkované
bunkami. Takto vzniklé geny s puvodnimi promotory jsou pX-BLA-tENO2, pHHF2-
BLA-tENO2, pPAB1-BLA-tENO2, pPOP6-BLA-tENO2, pREV1-BLA-tENO2, pX| -
BLA-tENOQlabEL pXr-BLA-tENO2,,, pZr-BLA-tENO2,,, a pro upravené promo-
tory pXp,-BLA-tENO2, pXp-BLA-tENOZ2, pHHF2;,-BLA-tENO2, pHHF27-BLA-tE-
NO2, pPAB1,-BLA-tENO2, pPAB17p-BLA-tENO2, pPOP6,-BLA-tENO2, pPOP67-
BLA-tENO2, pREV1,-BLA-tENO2 a pREVI1p-BLA-tENOZ2. Déle budou sestavené
geny uvadény bez nazvu terminatoru a BLA (napiiklad pZp-BLA-tENO2,,, —pZr,
pHHF2,-BLA-tENO2—pHHF2,).

Obsah 10ul reakce Bsal Golden Gate assembly je nasledujici: 1ul T4 buf-
fer 10x, 0.5ul restrikéni enzym Bsal-HF-v2 s koncentraci 20000units/ml, 0.5ul T4
ligdzy 400000units/ml (z New England BioLabs Inc.), 0.5ul kazdé ¢dsti assembly
s koncentraci 100ng/ul a zbytek do 10ul se doplni Nuclease-free HO.

Teplotni program zacinal 30-ti nasobnym cyklem 8 minut na 37°C a 8 minut
na 16°C, nasleduje 20 minut na 37°C a 15 minut na 80°C.

Vzniklé plazmidy se stejné jako v pripadé part-plazmidu transformovali do
bakterii CC Turbo. Bakterie se poté nedavaly na chloramphenicolovou misku, ale
na ampicilinovou, nebot soucast{ kazet je gen vracejici bakterii rezistenci pravé proti
ampicilinu. Po vybéru kolonie se opét potie pul misky a poté co bakterie narostou
se udéla Miniprep a vyextrahované plazmidy se nafedi na 100ng/ul. Sestavené geny
byly nasledné poslany na ovéreni sekvenaci do Eurofins Genomics.

Pari-plasmids

W
W

Esal restriction &

Ligation @

(Final Gene )

N——

Obrazek 5.4: Schéma procesu Golden Gate assembly.

4pXy je zkrdceny zapis pro pX-Olac, analogicky pro promotor pX-tet0 bude zkraceny zépis pXr.
Xiqb Znamend, ze pouzity promotor neni ptirodni, ale uz byl sestaven v laboratoii diive nékym
jinym. Promotor pZ je jako v piipadé pX dusevnim vlastnictvim XENO Cell Inovations s.r.o.
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Transformace genti do kvasinek

Dle popsané stavby kazet, mezi restrikénimi misty Notl je AmpR gen a ColE1. Jedna
se tak o oblasti dulezité pro namnozeni v bakteriich, které dédle nejsou tfeba. Zvenku
Notl mist jsou pak konce homologii, diky kterym se pfi spravném nastaveni muze
potfebna cast zaintegrovat do genomu kvasinky:.

Prvnim krokem pted transformaci je Notl restrikce. 10ul reakce obsahuje
3ul nuclease-free HyO, 1ul Notl-HF (z New England BioLabs Inc.) s koncentraci
lunit/ul, 1ul CutSmart buffer 10x (z New England BioLabs Inc.) a 5ul plazmidu
s koncentraci 100ng/ul. Teplotni program byl nastaveny na dvé hodiny v 37°C
a nasledné 20 minut v 65°C.

Nésledny program pro kvasinkovou transformaci byl prevzat z (Roguev et al.
[100]). Po transformaci se kvasinky daji na Petriho misku s médiem bez odpovidajici
aminokyseliny pro vkladany konstrukt. Pro konstrukty s kazetou C001 a C002 byla
pouzita miska bez Leu2 a pro C003 bez His3. Po dvou dnech inkubace ve 30°C
miska poroste koloniemi (viz obr. [2.33)), ze kterych se jedna vybere a rozetfe se na
novou misku se shodnym médiem. Z vybraného vzniklého singletu na nové misce se
poté udéla overnight. Do tekutého zivného média se ptida nabrany singlet z misky
a kultura se pres noc nechd rust. Dalsi den je mozné pro kontrolu provést genetickou
extrakci a pomoci PCR ovéfit, zda-li se pozadovana geneticka informace dostala do
kvasinky. V ptipadé pozitivnich testu je mozné kulturu pro pozdéjsi vyuziti zamra-
zit v -80°C. Kvasinkovou transformaci byly vytvoreny kmeny kvasinek uvedené v
tabulce (kromé rodicovskych kmenu BY4741 a S0). Jako test ispésného vlozeni
genu do kvasinky byla v tomto pripadé extrakce genomu s naslednym PCR.

Pro lepsi orientaci v oznacenich kment je zde popsano pouzité rozdéleni co skupiny
kmenu obsahuji za geny:

e S001-S005 - Upraveny promotor s operatorem Olac pied kédujici sekvenci pro BLA.

e S006-S010 - Upraveny promotor s operatorem tet0 pied kédujici sekvenci pro BLA.

e S100/S200 - Promotor pCCW12/pPOP6 s kédujici sekvenci pro regulacni protein Lacl.
e S5300/5400 - Promotor pCCW12/pPOP6 s kédujici sekvenci pro regulaéni protein TetR.
e S501-S505 - Nativni promotor pied kédujici sekvenci pro BLA.

e Slxx/S2xx/S3xx/S4xx - Kmeny s dvéma vlozenymi geny. Jednim je gen z S100/5200/S300/
S400, druhym je gen z S001-S010.

e S601-S605 - Referen¢ni kmeny s expertné navrzenymi tpravami promotori.

V praci vsak jsou kmeny uvadény pro lepsi orientaci misto jejich nazvu prevazné po-
moci zkracené zapsaného vlozeného obsahu. Z nazvu slozenych genu jsou vynechany
terminatory a BLA. Naptiklad kmen S309, ktery obsahuje geny pCCW12-TetR-
tSSA1 a pPOP67-BLA-tENO2 bude pojmenovan jako pCCW12-TetR-pPOP6p.
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Kmen Genotyp Reference
BY4741 MATa hisSA1 leu2A0 met15A0 ura3A0 [101]
S0 BY4741 bariA mfaA mfrA aga2A XENO Cell Inovations s.r.o.
S001 SO his3::pX-BLA

S002 SO his3::pHHF2;-BLA

S003 SO his3::pPAB1;-BLA

S004 SO his3::pPOPG6-BLA

S005 SO his3::pREV1;-BLA

S006 SO his3::pXp-BLA

S007 SO his3::pHHF2p-BLA

5008 SO his3::pPABly-BLA

S009 SO his3::pPOPG6r-BLA

S010 SO his3::pREV1p-BLA

S100 SO leu2::pCCW12-Lacl

5200 SO leu2::pPOP6-Lacl

S300 SO leu2::pCCW12-TetR

5400 S0 leu2::pPOPG6-TetR

S501 SO his3::pX-BLA

S502 SO his3::pHHF2-BLA

S503 SO his3::pPAB1-BLA

S504 SO his3::pPOPG-BLA

S505 SO his3::pREV1-BLA

S101 SO leu2::pCCW12-Lacl  his3::pXy-BLA
5102 SO leu2::pCCW12-Lacl  his3::pHHF2;,-BLA
S103 SO leu2::pCCW12-Lacl  his3::pPAB1;-BLA
5104 SO leu2:: pCCW12-Lacl  his3::pPOP6-BLA
S105 SO leu2::pCCW12-Lacl  his3::pREV1p-BLA
5201 SO leu2::pPOPG6-Lacl  his83::pXy-BLA

S202 SO leu2::pPOP6-Lacl  his3::pHHF2;-BLA
5203 S0 leu2::pPOP6-Lacl  his3::pPAB1,-BLA
5204 SO leu2::pPOP6-Lacl  his3::pPOP6r,-BLA
5205 SO leu2::pPOP6-Lacl  his3::pREV1;-BLA
S306 SO leu2::pCCW12-TetR  his3::pXp-BLA
S307 SO leu2::pCCW12-TetR  his3::pHHF2r-BLA
S308 SO leu2::pCCW12-TetR  his3::pPAB1p-BLA
S309 S0 leu2::pCCW12-TetR  his3::pPOPG6r-BLA
S310 SO leu2::pCCW12-TetR  his3::pREVI1p-BLA
5406 SO leu2::pPOP6-TetR  his3::pXp-BLA

5407 SO leu2::pPOP6-TetR  his3::pHHF2r-BLA
5408 SO leu2::pPOPG6-TetR  his3::pPABlp-BLA
5409 SO leu2::pPOPG-TetR  his3::pPOP6p-BLA
S410 SO leu2::pPOP6-TetR  his3::pREVI1p-BLA
5601 SO leu2::pCCW12-Lacl  his3::pX-BLAg
S602 SO leu2::pPOPG-Lacl — his8::pXy-BLA4
S603 SO leu2::pPOP6-TetR  his3::pXp-BLAju
S604 SO leu2::pCCW12-TetR  his3::pZp-BLA
S605 SO leu2::pPOP6-TetR  his3::pZp-BLAq,

Tabulka 5.1: Tabulka genotypu Saccharomyces c.
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Protokol méreni

Meérici protokol byl az na drobné vyjimky stejny pro méreni vSech vytvorenych
kment. Ze zmrazenych bunék se dal na noc do 1ml zivného média YPD overnight,
ktery se inkuboval v teploté 30°C v otocném zafizeni. Dopoledne se buniky natedily
dle absorbance na O D600 = 0.1 opét do 1ml. Bunky se takto nechaly dal inkubovat
ve 30-ti°C po dobu ¢tyt hodin. Po uplynuti stanovené doby se odebralo 500ul vzorku
do uzaviratelné 1.7ml plastové zkumavky a v centrifuze se stocilo na 3000rcf po
dobu jedné minuty. Nasledné se odebral supernatant a zkumavka se novym médiem
doplnila zpét na 500ul. Poté se mértila opticka hustota a doslo k natedéni vzorku do
nové zkumavky na OD600 = 0.05. Objem nafedéného vzorku byl tentokrat 100zl.
Pro méreni kment, kde byl upraveny promotor, byly vytvoreny dva vzorky, kdy do
jednoho byl ptidan odpovidajici induktor. Takto pripravené zkumavky se daly na dvé
hodiny inkubovat a poté se stocily po dobu jedné minuty na 30007rcf. Do mériciho
platu se prendalo 85ul supernatantu, do kterého se zamichalo 10ul nitrocefinu 1mM
s 5ul destilované HyO. Po ptridani nitrocefinu zacne dochéazet k reakci s BLA a métici
plate se tak dava hned do ¢tectho zafizeni. Po dobu dvaceti minut se v minutovych
intervalech méftila fluorescence na vlnovych délkach 486nm a 700nmﬂ Vysledné grafy
zobrazené v podsekei [£.2.2] jsou ziskény z vypoctenych hodnot D4860 pro jamku X
v Case tn na zakladé prepoctu:

XD486(tn) = X486(tn) — X700(tn), (51)

Xpaseo(tn) = Xpase(tn) — Xpase(t0), (5.2)

kdy hodnoty t odpovidaji casovému poradi méreni. Hodnota X psggp v Case tn je tedy
rozdilem prvni vypoctené hodnoty X psgg od X pagg v Case t,,, ¢imz graf za¢ina na hod-
noté X pysgeo(t0) = 0. Xpygs(tn) je rozdilem métreni hodnot na vinovych délkéch 486 a
700nm. Hodnota X g6 je hlavni métena hodnota odpovidajici vinové délce pro méreni
fluorescence ¢ervené barvy a odec¢tenim Xr,qq dochdazi ke korekei emisi pii reakci BLA
s nitrocefinem. Podoba vyvoje jednotlivych metrik v case je vyobrazena v grafu
b.5FA. Vyvoj D4860 je do urcité faze linedrné rostouci. Tato oblast je prolozena
linearni funkei. Sklon linearni funkce je poté vydélen koeficientem Ay = 0.03, ktery
odpovida kompletni degradaci 1nmol nitrocefinu pomoci substratu jednotek BLA
[102]. Jedna jednotka BLA (1U) je definovana jako mnozstvi enzymu potiebného
pro degradaci 1nmol nitrocefinu za jednu hodinu. Sloupcové grafy produkce BLA
(viz obr. [5.5}B) budou v jednotkéch BLA obsazenych v pouzitém substrétu:

amount_of BLA = AL[U], (5.3)

U
kde a je sklon linedrni funkce prokladajici linearné rostouci hodnoty D4860.
Zakladni nastaveni méteni se vSak ukazalo po prvnich pokusech jako nevyho-
vujici. Zatimco kmeny s integrovanymi verzemi promotoru pX/pHHF2 pred BLA
meély vysoky signal, pro pPABI uz bylo nastaveni pro ziskani vysledku hrani¢ni

5Jednotky méieni fluorescence jsou takzvané relativni fluorescenéni jednotky.
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a pro pPOPG6/pREV1 nebylo naméfeno nic.

Protokol se tak upravoval na miru jednotlivym promotorum. Pro silné promo-
tory pX/pHHF2 byla pouze sniZena cilové optickd hustota pii poslednim redéni na
OD600 = 0.02. Pro pPABI naopak doslo ke zvyseni hustoty pro posledni fedéni
na OD600 = 0.1. Pro zbylé dva promotory pPOP6/pREV1 nejprve doslo pii po-
slednim Tedéni ke zvyseni cilové optické hustoty na O D600 = 0.15. Pozdéji s dalsim
zvysenim cilové hustoty na OD600 = 0.2 doslo i ke zvySeni doby inkubace pred
méfenim na ¢tyfi hodiny. Méfeni samotné se v tomto pripadé protahlo na 30 minut
po minutovych intervalech méreni.

Kmeny obsahujici BLA gen i gen s transkripénim faktorem byly méreny vzdy
ve dvou jamkéch. V jedné byl pridany induktmﬁ (v grafech vzorky se znaménkem
'+’ v ndzvu) a v druhé nebyl (vzorky se znaménkem ’-’ v ndzvu). Tim byly ziskdny
rozdily zpusobené represi promotoru predchazejiciho sekvenci pro BLA. Findlni
méfeni s posledné popsanym nastavenim protokolu byly nésledné provadény si-
multanné ve dvou replikatech, které se do grafi prumeérovaly. Pti odlisném findlnim
natredéni vzorkt od O D600 = 0.05 budou ziskané hodnoty prenasobeny odpovidajicim
koeficientem tak, aby byly v grafech zobrazené hodnoty vztazené k O D600 = 0.05.

A) Comparison of fluorescence on 486nm, 700nm and D486, D4860 B) BLA measurement
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Obrazek 5.5: A) Ukazka vyvoje popsanych metrik v ¢ase véetné prolozeni linedrn{ oblasti
D4860 linearni funkei. B) Sloupcovy graf pro méfeni BLA.

6Ve zkumavce 0.1mM IPTG pro kmeny s Lacl, 2ul doxycyklinu s koncentraci 20ug/ml pro
kmeny s TetR.
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Priloha: Meéreni

Uvodn{ méfent byly provadény se shodnym nastavenim pro vSechny vzorky. Kmeny
obsahujici pred BLA variance promotoru pX a pHHF2 byly naméteny bez problém1.
Pro pPAB1 jiz doslo k otekdvanému znatelnému poklesu signdlu. Pro promotory
pPOP6 a pREV1 vsak byl signal uplné neméritelny. Na ivod méfeny experiment
je zobrazeny v grafu kde osa y je pro viditelnost malych signalu logaritmicka.

BLA measurement - WT-promoter-BLA, edited-promoter-BLA, edited-promoter-BLA+pPOP6-TF
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Obrazek 5.6: Graf pro uvodni méfeni produkce BLA. Graf obsahuje pfirodni promotory
s BLA, upravené promotory s BLA a upravené promotory s BLA, kde byl v kmenu i gen
s regula¢nim proteinem. Vzorky inkubované s induktorem maji v nédzvu '+’, vzorky bez
induktoru ’-” a kde nebylo pridani induktoru relevantni neni v legendé navic nic.

Pro srovnani jsou v grafu 5.7 zobrazeny shodné kmeny, které byly meéreny
jiz pomoci findlniho nastaveni méticiho protokolu. Kmeny s promotory pPOP6 a
pREV1 byly inkubovany pfed méfenim po dobu 4 hodin. V grafu jsou zvyraznény
¢ervenou barvou, aby bylo odliseno, ze zde byl proveden pouze piepocet kompen-
zujici rozdil v nafedéni. Kompenzace doby inkubace nebyla provadéna. Kmeny s pro-
motorem pREVI a s regulaci Lacl nebyly upravenym méficim protokolem méteny.
V grafu je v této oblasti prazdné misto aby bylo zanechano rozlozeni vzorku z
predchoziho grafu [5.6] Vysledky ukazuji, ze uprava mériciho protokolu napomohla
k meéritelnosti i slabych promotoru pPOP6 a pREV1.
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BLA measurement - WT-promoter-BLA, edited-promoter-BLA, edited-promoter-BLA+pPOP6-TF
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Obrazek 5.7: Graf méfeni produkce BLA s findlnim nastavenim méficiho protokolu. Graf
obsahuje pfirodni promotory s BLA, upravené promotory s BLA a upravené promotory
s BLA, kde byl v kmenu i gen s regulaénim proteinem. Cervené jsou oznaceny vzorky
inkubované pred méirenim po dobu 4 hodin. Zbytek byl inkubovan standardné nastavené
2 hodiny. Vzorky inkubované s induktorem maji v ndzvu ’4’, vzorky bez induktoru - a
kde nebylo pridani induktoru relevantni neni v legendé navic nic.

Z grafu je vidét, ze represe je pro kmeny s regulacnim genem pPOP6-
Lacl/TetR patrné pouze u dvou konstrukti s TetR. Pro doplnéni méfeni je ddle uve-
den graf s promotorem pXr 5.8 ktery z technickych duvodu nebyl soucést{ predchoziho
meéreni. Prvni vybrana bakterialni kolonie obsahovala chybnou assembly a kmeny
s pXr tak byly vytvofeny se zpozdénim. Promotor pXr je tfetim z promotoru s
patrnou represi.

BLA measurement - pX variances with tet0

35

Obrazek 5.8: Graf méfeni produkce BLA pro kmeny s integrovanymi verzemi promotoru
pX pred BLA a TetR regulaci. Vzorky inkubované s induktorem maji v ndzvu '+’, vzorky
bez induktoru -’ a kde nebylo pfidani induktoru relevantni nenf v legendé navic nic.

90



Nasledujici graf obsahuje doplnéni vysledku o kmeny, které obsahovaly kon-
strukt pCCW12-Lacl/TetR (graf . Meétici protokol v této fazi jesté neobsahoval
prodlouzenou inkubaci slabych promotoru a fedéni téchto vzorku bylo nastaveno na
OD600 = 0.15. Pro promotor pREV1 v tomto piipadé nebylo stale nic naméteno.

BLA measurement - strains with pCCW12-Lacl/TetR gene
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Obrazek 5.9: Graf obsahujici méfeni produkce BLA pro kmeny s integrovanymi geny
pCCW12-Lacl/TetR. Vzorky inkubované s induktorem maji v ndzvu '+’, vzorky bez in-
duktoru .

Na zakladé vyse uvedenych grafu doslo k redukci kmenu pro zavérecény ex-
periment, kde byly pouzity kmeny obsahujici promotory pXr, pPAB17 a pPOP67.
Ostatni kmeny nejevily znamky pozadovaného represibilniho chovani a byly tak pro
zavérecné meéreni popsané v podsekci vynechany.

Poslednim zde uvedenym méfenim je experiment obsahujici expertné upra-
vené promotory pX a pZ (graf . Meéteni slouzilo jako kontrola, jestli sestavené
geny pCCW12/pPOP6-Lacl/TetR spravné produkuji regulacni protein. Toto méreni
zaroven slouzi jako srovnani s kvalitou expertné navrzené represe oproti navrhu neu-
ronovou siti.

BLA measurement - expert promoter modification
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Obrazek 5.10: Graf obsahujici méfeni produkce BLA pro expertné pX a pZ. Vzorky
inkubované s induktorem maji v ndzvu '+’, vzorky bez induktoru ’-’.
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