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Abstrakt

Pomoćı neuronových śıt́ı s nově navrženou strukturou jsou v diplomové práci na-
hrazeny nespolehlivé expertńı metody pro vkládáńı regulačńıch mı́st do promotor̊u.
Jedná se o prvńı využit́ı umělé inteligence k takové úpravě promotor̊u. Došlo k
vytvořeńı nově strukturovaných model̊u neuronových śıt́ı. Pro vybraný model byl
poté na základě výstup̊u pro testovaćı data vypracován experiment v laboratoři.
Dle návrhu neuronové śıtě vzniklo vkládáńım regulačńıch mı́st do promotor̊u deset
konstrukt̊u. Téměř ve třetině př́ıpad̊u bylo dosaženo znatelné regulace. S drobnou
úpravou experimentu by však mohlo doj́ıt k validaci daľśı sady konstrukt̊u. Odha-
dovaný výsledek by pak znamenal úspěšnost regulace u šedesáti procent návrh̊u.

Kĺıčová slova: biokybernetika, neuronové śıtě, umělá inteligence, LSTM, syntetická
biologie, genetické inženýrstv́ı, DNA, promotor, genetická regulace, Kvasinka pivńı,
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



Obsah
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4 Výsledky 48
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Kapitola 1

Úvod

Diplomová práce se věnuje propojeńı umělé inteligence s návrhem genetických úprav,
kdy změnami v genomu má být dosaženo regulace proces̊u v organismech. Téma
genetické regulace je zde spojeno s úpravami promotor̊u, které ř́ıd́ı tvorbu pro-
tein̊u. V promotorech se mohou přirozeně vyskytovat vazebná mı́sta interaguj́ıćı
s regulačńımi proteiny. Při navázáńı regulačńıho proteinu na promotor docháźı
k ovlivněńı exprese ćılového proteinu. Dı́ky znalosti tohoto mechanismu je možné
navrhovat úpravy v promotoru tak, aby v něm vznikaly logické brány a v celém or-
ganismu pak složitěǰśı regulačńı obvody. Úpravy promotor̊u byly dosud expertńı
záležitost́ı, přičemž spolehlivost takovýchto zásah̊u neńı zpravidla stabilńı. Tato
práce formuluje problém vkládáńı regulačńıch mı́st do promotor̊u pro oblast stro-
jového učeńı, k čemuž byly navrhnuty nové struktury neuronových śıt́ı. Téma ome-
zeńı šumu signálu v genetických přeṕınač́ıch je zde zúženo na snahu o umı́stěńı
represibilńıho mı́sta do promotoru s vytvořeńım co největš́ıho rozd́ılu ve stavech
’zapnuto’/’vypnuto’. Práce je rozdělena do tř́ı hlavńıch blok̊u.

Prvńı část se věnuje teoretickým informaćım potřebným pro vypracováńı a po-
rozuměńı tématu diplomové práce. Jsou zde postupně vysvětleny a popsány potřebné
termı́ny a mechanismy, které se v práci využ́ıvaj́ı. Následuje sekce zabývaj́ıćı se ge-
netickou regulaćı se zaměřeńım na známé logické brány a motivy, které se vysky-
tuj́ı př́ırodně v organismech. Dále je pozornost věnována expertně navrženým re-
gulačńım obvod̊um popsaných v literatuře. Poté je v pořad́ı oblast soustřed́ıćı se na
expertńı návrhy změn v DNA pro dosažeńı požadované regulačńı schopnosti v pro-
motorech a náhled do problémů, které tyto metody přinášej́ı. Dále jsou představeny
základńı moduly, které byly využity pro trénováńı model̊u neuronových śıt́ı. Posledńı
část kapitoly je věnována metodám použitým pro experimentálńı ověřeńı źıskaných
výsledk̊u z neuronových śıt́ı.

V druhé kapitole jsou uvedeny inovace, které tato diplomová práce přináš́ı.
Zprvu jsou vypsány myšlenkové cesty vedoućı k možnému řešeńı vkládáńı regulačńıch
sekvenćı do promotor̊u. Následuje sekce s popisem dat, kde jsou charakterizovány vy-
tvořené datasety využité pro trénováńı neuronových śıt́ı a vzniklá databáze. Ta kom-
binuje několik veřejně dostupných databáźı se zaměřeńım na organismus druhu Sac-
charomyces cerevisiae, který byl využit pro laboratorńı experimenty. Poté přicháźı
sekce věnovaná neuronovým śıt́ım a strukturám model̊u využitých pro řešeńı úlohy.

1



Posledńı kapitolou diplomové práce je analýza źıskaných výsledk̊u. Nejprve
se zde nacháźı seznámeńı s výstupy natrénovaných neuronových śıt́ı pro popsané
struktury a datasety z předchoźı části práce. Spolu s t́ım je v sekci analýza promo-
tor̊u a regulačńıch prvk̊u, na kterých byly experimenty prováděny. Následuje popis
použitých materiál̊u a metod, na základě kterých byl celý experiment vypracován.
Dále jsou uvedeny źıskané experimentálńı výsledky z laboratoře. Nakonec docháźı
k diskuzi nad źıskanými daty ve spojeńı s využitými postupy.
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Kapitola 2

Background

Tato kapitola má za ćıl seznámit čtenáře s teoretickým pozad́ım pro praktickou část.
V prvńı sekci jsou nadefinovány biologické pojmy, které jsou následně použ́ıvány
v celém rozsahu práce. Spadá sem funkčńı popis mechanismů kolem DNA (tran-
skripce na mRNA, translace na proteiny, apod.) a jednotlivé části DNA, které tyto
mechanismy ovlivňuj́ı. Daľśı v pořad́ı je sekce zabývaj́ıćı se genetickou regulaćı se
zaměřeńım na motivy v regulačńıch śıt́ıch a jejich využit́ı v praktických př́ıkladech.
Poté jsou popsány metody vkládáńı regulačńıch mı́st do promotor̊u a d̊uvody, proč
je zde snaha tyto dosud použ́ıvané metody nahradit. Následuje sekce věnuj́ıćı se
seznámeńı s moduly pro strojové učeńı, které byly v práci využity a nakonec jsou
zde zmı́něny metody použité pro sestaveńı experiment̊u a ověřeńı výsledk̊u.

2.1 Biologické pojmy

Sekce obsahuje vysvětleńı biologických pojmů, které jsou v práci použity. Aby se
termı́ny daly zpětně jednodušeji dohledat, jsou zvýrazněné tučně. Ve zbytku textu
už poté nebudou nijak označeny.

Prvńı skupina termı́n̊u se týká fyzické skladby deoxyribonukleové kyseliny
(dále jako DNA), která ve většině př́ıpad̊u nese celou genetickou informaci or-
ganismů a je umı́stěna v jádru buňky. Jedná se o dvoǰsroubovici1 složenou ze čtyř
typ̊u nukleových báźı - adenin (A), guanin (G), cytosin (C) a thymin (T) [1]. Každá
nukleová báze obsahuje fosfátovou skupinu, přes kterou jsou báze spojeny v rámci
jedné šroubovice (cukr-fosfátová kostra). Kostra vzniká propojeńım 5‘ uhĺıku na jed-
nom cukerném zbytku s 3‘ uhĺıkem následuj́ıćıho cukerného zbytku fosfodiesterovou
vazbou. Dle tohoto řetězeńı se poté určuj́ı dva směry šroubovic (3‘→ 5‘, 5‘→ 3‘),
přičemž ve dvoǰsroubovici má vždy protěǰśı šroubovice opačný směr (obr. 2.1) [2].

1Dvoǰsroubovice je složena ze dvou navzájem spletených jednovláknových šroubovic.
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Obrázek 2.1: Vyobrazeńı 3‘→ 5‘ a 5‘→ 3‘ řetězc̊u (z [3]).

Spoje vzniklé mezi šroubovicemi jsou vazby vod́ıkové. Tyto spoje jsou ome-
zeny na dvě možné pevně dané dvojice, jedná se o takzvanou komplementaritu:
A = T, C ≡ G (obr. 2.2) [4]. Jak napov́ıdá použité značeńı, vazby mezi dvojicemi jsou
rozd́ılné. Adenin (A) se s thyminem (T) páruje přes dvě vod́ıkové vazby (=), zat́ımco
guanin (G) s cytosinem (C) přes tři vod́ıkové vazby (≡). Spojeńı přes tři vod́ıkové
vazby je silněǰśı. V souvislosti pro danou úlohu se tak v promotorech vyhledávaj́ı
potenciálńı změny sṕı̌se v oblastech, kde je nižš́ı zastoupeńı dvojic C ≡ G. Obecně
jsou promotory převážně složeny z nukleových báźı A, T a oblastem s vyšš́ı koncent-
raćı CG je jako v článku (Hengge-Aronis 5) přǐrazována funkčńı vlastnost, kterou je
dobré v promotoru zachovat.

Obrázek 2.2: Zobrazeńı podoby dvoǰsroubovice DNA (vlevo), naznačeńı vazeb v DNA
(vpravo) (z [6]).

Daľśı popsané termı́ny jsou také z oblasti fyzické skladby, jdou ale ruku v ruce s
funkčńımi vlastnostmi DNA. Dojde zde tedy k jejich provázáńı. V DNA se nacházej́ı
oblasti nazývané otevřené čtećı vzorce (v originálu open reading frames, dále bude
použ́ıvána zkratka ORF nebo termı́n kóduj́ıćı sekvence). ORF je úsek DNA, který
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je transkribován na messenger RNA (dále mRNA). Při transkripci na DNA na-
sedlý enzym RNA polymeráza rozděluje DNA na dva oddělené řetězce a po směru
cesty skládá volné nukleové báze na řetězec ve směru 3‘→ 5‘ s t́ım rozd́ılem, že
thymin (T) je nahrazen uracilem (U). Řetězec mRNA je t́ım pádem jednovláknovou
kopíı šroubovice 5‘→ 3‘ v oblasti ORFu se zaměněným thyminem (T) za uracil (U)
(obr. 2.3) [2].

Obrázek 2.3: Ukázka transkripce DNA na mRNA s vyobrazeným rozsahem ORF a ilu-
straćı, co je kodon a jak se skládaj́ı jednotlivé aminokyseliny do protein̊u (z [7]).

Hranicemi ORFu jsou start a stop kodon. Kodon neboli nukleotidový tri-
plet, je trojice nukleových báźı určuj́ıćı aminokyselinu, do které se následně ko-
don překládá (translace) (obr. 2.5). Prvńım kodonem ORFu je start kodon AUG od-
pov́ıdaj́ıćı aminokyselině methionine. ORF konč́ı před stop kodonem, který může mı́t
podobu UAA, UAG nebo UGA. Ze sekvence báźı odpov́ıdaj́ıćıch ORFu se vytvář́ı pomoćı
RNA polymerázy již zmı́něná mRNA. Ta se následně dostává z jádra buňky do cyto-
plazmy a na základě posloupnosti kodon̊u se pomoćı ribozomu překládá (translace)
na řetězec z dvaceti typ̊u aminokyselin, který se poté slož́ı v ćılový protein (obr. 2.4)
[8].

Obrázek 2.4: Ilustrace procesu translace mRNA na protein (z [9]).
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Obrázek 2.5: Zobrazeńı genetické informace pro translaci každého kodonu v mRNA na
aminokyselinu nebo terminačńı signál ve vznikaj́ıćım se proteinu (z [10]).

Výše jsou stručně shrnuty mechanismy vzniku proteinu. Tato práce je zaměřena
předevš́ım na fázi transkripce a na to, co j́ı předcháźı. ORF je obklopen promotorem
a terminátorem a celý komplex promotor-ORF-terminátor se nazývá gen. Ve směru
5‘→ 3‘ se před ORFem nacháźı oblast zvaná promotor. Jedná se o sto až tiśıc báźı
dlouhou sekvenci, kam nasedá RNA polymeráza a kde zač́ıná transkripce. V eu-
karyotách RNA polymeráza nasedá na promotor v oblasti zvané core promotor,
která v sobě kromě vazebné sekvence obsahuje počátečńı mı́sto transkripce (v ori-
ginálu transcription start site, dále jako TSS) a může obsahovat TATA box. TATA
box je sekvence báźı pojmenovaná na základě opakuj́ıćıch se báźı T a A [11]. Na
TATA box se váže TATA-vazebný protein, který pomáhá umı́stit RNA polymerázu
nad TSS [12]. Z hlediska funkčnosti existuj́ı r̊uzné typy promotor̊u: konstitutivńı
a regulované. Konstitutivńı promotory jsou permanentně zapnuty a neustále
tak docháźı k transkripci kóduj́ıćı sekvence. Regulované promotory již maj́ı dané
závislosti, při kterých k transkripci docháźı a při nesplněńı požadavk̊u je exprese
genu vypnutá. Tyto regulačńı prvky se nazývaj́ı transkripčńı faktory a jedná se
o aktivátory, nebo represory. U aktivátor̊u je pro expresi zapotřeb́ı, aby byl re-
gulačńı protein přichycen na odpov́ıdaj́ıćı vazebné mı́sto (neboli operátor) na
promotoru. Naopak u represor̊u je pro transkripci třeba, aby regulačńı protein na
promotoru přichycen nebyl, nebot’ transkripci přerušuje (obr. 2.6). Terminátor se
poté ve směru 5‘→ 3‘ nacháźı za ORFem a slouž́ı k ukončeńı transkripce.

Posledńı skupinou pro definováńı jsou pojmy týkaj́ıćı se pr̊uběhu návrhu
a reálného vytvořeńı genetických změn. Jedná se o primery, plazmidy, restrikčńı
enzymy, overhangy, cutting-sites, DNA ligázu a part-plazmid. Primer je oligonuk-
leotid (krátká syntetická jednovláknová sekvence DNA nebo RNA), který slouž́ı
k amplifikaci určité oblasti DNA (obr. 2.8) a zároveň může vytvářet genetické
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Obrázek 2.6: Znázorněńı kdy prob́ıhá transkripce vzhledem k př́ıtomnosti aktivátoru
nebo represoru pro daný konstrukt (z [13]).

změny. Plazmid je menš́ı DNA kruhovitého tvaru (obr. 2.7), jež se hojně využ́ıvá
v syntetické biologii. Plazmid lze snadno dostat do bakteríı, ve kterých se rychle
namnož́ı tak, jak je a neńı třeba ho nijak integrovat do hlavńı DNA dvoǰsroubovice.
Restrikčńı enzymy jsou enzymy štěṕıćı DNA na specifických mı́stech (cutting-
sites) svým specifickým zp̊usobem, při kterém vznikaj́ı overhangy, které se vy-
značuj́ı převisem jednoho z vláken dvoǰsroubovice (obr. 2.30). Spojeńı dvou over-
hang̊u poté obstarává DNA ligáza, která se snaž́ı napravovat poškozeńı DNA.
Part-plazmid je plazmid obsahuj́ıćı informace potřebné pro namnožeńı v bakteríıch
a v ohraničeném úseku restrikčńımi mı́sty nese část DNA, která má být dále použita
např́ıklad pro složeńı genu [14].

Obrázek 2.7: Ilustrativńı podoba plazmidu v nástroji Benchling.
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Obrázek 2.8: A) Ukázka vazby primeru na rozdělená vlákna DNA. B) Znázorněńı do-
plněńı vlákna při procesu PCR (z [15]).

2.2 Genetická regulace

Lidské tělo se skládá z padesáti šesti typ̊u buněk [16]. Genom jednotlivých buněk nese
informaci o v́ıce než čtyřiceti šesti tiśıci genech [17]. Buňky dle typu potřebuj́ı pro
svoji funkčnost určité geny, které jiné typy buněk nepotřebuj́ı. Např́ıklad mozkové
buňky nemuśı vytvářet hemoglobin a červené krvinky nepotřebuj́ı receptory ace-
tylcholinu. Výroba gen̊u stoj́ı buňky energii. Některé geny jsou pro buňky dokonce
toxické, je tedy třeba, aby byl gen exprimován pouze pokud je opravdu žádoućı.
Regulace transkripce je tak nezbytná i pro jednobuněčné organismy [18].

Genetická regulace je soubor mechanismů, které ř́ıd́ı expresi gen̊u na základě
př́ıtomnosti transkripčńıch faktor̊u. Gen, jehož promotor je regulován transkripčńım
faktorem, může sám být regulačńım činitelem pro jiný gen. V buňkách tak vznikaj́ı
složité śıtě a kaskády navzájem se ovlivňuj́ıćıch faktor̊u [19]. Z časového hlediska je
navázáńı transkripčńıho faktoru k nálež́ıćımu regionu DNA otázkou sekund, tran-
skripce a následná translace zabere minuty a hromaděńı proteinového produktu
v prostřed́ı minuty až hodiny. Dı́ky znalosti těchto mechanismů a parametr̊u jednot-
livých prvk̊u, které se na nich pod́ılej́ı, je možné navrhovat obvody plńıćı stanovenou
funkci. Přestože požadovaný obvod může být fyzikálně realizovatelný a jednoduše
sestavitelný, v biologickém světe, kde se projevuje silná mı́ra stochastiky, to může
být aktuálně neřešitelná záležitost [20]. Daľśım zásadńım problémem je také limito-
vaný počet možných interakćı s buňkou, kdy pro návrh složitěǰśıch obvod̊u nemuśı
být dostatek vyhovuj́ıćıch prvk̊u. Použit́ı podobného automatického nástroje jako
je vyv́ıjený zde, by tak mohlo zmı́něnou bariéru odstranit.

V nadcházej́ıćıch podsekćıch jsou rozebrány genetické transkripčńı śıtě, které
si z evolučńıho hlediska našly v genomu svoji funkci a také experimentálně vytvořené
obvody plńıćı r̊uzné úlohy.
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2.2.1 Motivy a logické brány v transkripčńıch śıt́ıch

Interakce mezi transkripčńımi faktory a geny vytvářej́ı dohromady transkripčńı śıt’,
která sleduje prostřed́ı v buňce a okoĺı a produkuje potřebné proteiny s vysokou
přesnost́ı. Na základě rozeznáváńı tepla, tlaku, signál̊u z okolńıch buněk, vnitřńıho
poškozeńı nebo př́ıtomnosti prospěšných či toxických látek v okoĺı buňka vytvář́ı
transkripčńı faktory, které tak odpov́ıdaj́ı stavové reprezentaci prostřed́ı [19].

Transkripčńı śıt’ popisuje všechny regulačńı transkripčńı interakce v buňce.
Jej́ımi prvky jsou uzly (geny), hrany a signály. Hrany představuj́ı regulaci genu
regulačńım proteinem a jejich typ odpov́ıdá bud’ aktivaci nebo represi. Śıtě obvykle
obsahuj́ı větš́ı množstv́ı aktivačńıch hran (60-80 %). Většina aktivátor̊u za určitých
podmı́nek funguje také jako represor, což plat́ı i naopak. Transkripčńı faktory maj́ı
tendenci použ́ıvat stejný mód regulace pro všechny ćılové geny, přičemž hrany vstu-
puj́ıćı do uzlu nebývaj́ı takto korelované. Signály jsou poté vstupy do śıtě, molekuly
přicházej́ıćı z vně buňky, které modifikuj́ı protein a ovlivńı tak jeho transkripčńı ak-
tivitu. Např́ıklad represor TetR po navázáńı tetracyklinu ztráćı schopnost represe
ćılového genu [21].

Mı́ra regulace
Śıla transkripčńıho faktoru ovlivňuj́ıćı mı́ru transkripce ćılového genu je popsána
vstupńı funkćı, která odpov́ıdá Hillově funkci (vizualizace na obr. 2.9). Mı́ra pro-
dukce ćılového proteinu Y za jednotku času je funkćı transkripčńıho faktoru X:

Y = f(X∗), (2.1)

kdy X∗ je aktivńı forma koncentrace X.

Vztah pro aktivátor je dán jako:

f(X∗) =
βX∗n

Kn +X∗n , (2.2)

kde K je aktivačńı koeficient, který se udává v koncentraci X nutné pro aktivaci
exprese. Hodnota souviśı s afinitou transkripčńıho faktoru k vazebnému mı́stu na
DNA. β je maximálńı hodnota exprese (X∗ >> K), kdy při vysoké koncentraci X∗

se váže promotor s vysokou pravděpodobnost́ı a stimuluje RNA polymerázu k pro-
dukci velkého množstv́ı mRNA za jednotku času. Hill̊uv koeficient n poté odpov́ıdá
potřebnému počtu transkripčńıch faktor̊u k navázáńı na ćılový promotor a ř́ıd́ıćı
tak šikmost vstupńı funkce (obvykle hodnoty v intervalu mezi jednou a čtyřmi), viz
obrázek 2.9.

Vztah pro represor je dán jako:

f(X∗) =
β

1 + (X
∗

K
)n
. (2.3)

Zde maj́ı parametry stejný význam jako pro aktivačńı funkci. V obou rovnićıch se vy-
skytuj́ı tři proměnné, které jsou v organismech upravovány mutacemi transkripčńıho
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faktoru a ćılového promotoru.
Hillova funkce je vhodná pro detailńı modely, pro zjednodušeńı je možné využ́ıt

aproximace na skokovou funkci, kdy je gen bud’ zapnutý (ON: f(X∗) = β) nebo vy-
pnutý (OFF: f(X∗) = 0) [22, 23]. Aktivačńı práh K poté určuje stav regulace.

Vztah pro aktivaci je tak dán jako:

f(X∗) = β · θ(X∗ > K), (2.4)

kde θ je funkce nabývaj́ıćı hodnoty 1 při splněńı vnitřńı podmı́nky a hodnoty 0 při
nesplněńı.

Vztah pro represi je po aproximaci dán jako:

f(X∗) = β · θ(X∗ < K), (2.5)

kdy θ má stejný význam jako v rovnici 2.4.

Obrázek 2.9: Hillova funkce pro aktivátor s vyobrazeným vlivem hodnoty Hillova koefi-
cientu (z [19]).

Logické brány
Mnoho uzl̊u má v́ıce než jednu vstupńı hranu. Aktivita promotoru má poté v́ıceroz-
měrnou vstupńı funkci r̊uzných transkripčńıch faktor̊u [24, 25, 26]. Zde docháźı k
možnosti aproximace logickými funkcemi, např́ıklad AND branou, OR branou nebo
SUM.

Při funkci odpov́ıdaj́ıćı AND bráně je třeba, aby všechny transkripčńı fak-
tory regulovaly pozitivně (aktivátory na promotor navázané, represory nenavázané),
výsledný vztah pro regulaci dvěma transkripčńımi faktory je ve tvaru:

f(X∗, Z∗) = β · θ(X∗ > Kx) · θ(Z∗ > Kz) ∼ X∗ AND Z∗, (2.6)

pro OR bránu pak stač́ı pozitivńı regulace pouze jednoho z transkripčńıch faktor̊u:

f(X∗, Z∗) = β · θ(X∗ > Kx OR Z∗ > Kz) ∼ X∗ OR Z∗ (2.7)

10



a při verzi SUM je funkce daná jako suma vstup̊u:

f(X∗, Z∗) = βxX
∗ + βzZ

∗, (2.8)

kde X a Z jsou vstupńı regulačńı proteiny.
Chováńı vstupńı logiky je poměrně citlivé a např́ıklad několika mutacemi v Lac

promotoru je možné ze základńı vstupńı funkce vytvořit AND nebo OR bránu [27].
Celkově jsou hrany a vstupńı funkce pod neustálým tlakem přirozeného výběru.
Nevyuž́ıvané hrany zanikaj́ı mutacemi, kdy pro zrušeńı hrany X → Y stač́ı změna
jedné nebo několika báźı v oblasti vazby na DNA [19].

Dynamika a časová odezva jednoduché regulace genu
V tomto př́ıpadě se uvažuje regulace uzlu jednou hranou (X → Y ). Bez vstupu
je X neaktivńı a Y neńı produkováno. Při objeveńı signálu Sx docháźı k okamžité
přeměně X na transkripčně aktivńı formu X∗, která se naváže na promotor genu
Y a docháźı k produkci ćılového proteinu v konstantńı mı́̌re β. K vyvážeńı pro-
dukce proteinu přisṕıvaj́ı nové dva faktory a to degradace a ředěńı. Degradace je
specifická destrukce proteinu a jej́ı mı́ra je označována αdeg. Ředěńı je redukce kon-
centrace proteinu zp̊usobená r̊ustem buňky (označeńı αdil). Výsledná mı́ra degradace
a ředěńı je v následuj́ıćım tvaru:

α = αdeg + αdil. (2.9)

Změna koncentrace Y v čase je tedy:

dY

dt
= β − αY, (2.10)

kdy v ustáleném stavu (Yst), tedy při splněńı dY/dt = 0, Yst odpov́ıdá hodnotě:

Yst = β/α. (2.11)

Při následném odstraněńı aktivačńıho signálu Sx docháźı ke konci produkce proteinu
(β = 0), jehož molekuly v prostřed́ı postupně degraduj́ı:

Y (t) = Yste
−αt. (2.12)

Časová odezva se měř́ı pomoćı času dosažeńı poloviny počátečńı a koncové úrovně
v dynamickém procesu (Y (t) = Yst/2):

T1/2 = log(2)/α. (2.13)

Stabilńı proteiny nejsou aktivně degradovány v rostoućıch buňkách a produkce je
vyvažována ředěńım zp̊usobeným zvětšováńım objemu rostoućı buňky. Pro tyto
proteiny je tak T1/2 rovno jedné generaci buněk. Před rozděleńım doroste buňka
dvojnásobného objemu a t́ım se koncentrace sńıž́ı na 50%:

T1/2 = log(2)/αdil = τ, (2.14)

kde τ je doba odpov́ıdaj́ıćı jedné generaci buněk. Vzhledem k tomu, že bakterie maj́ı
generačńı čas třicet minut až několik hodin a eukaryoty ještě v́ıce, doba odezvy tak
může být limituj́ıćım prvkem tvorby efektivńıch regulačńıch obvod̊u [19].
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Śıt’ové motivy
Při navrhováńı genetických obvod̊u může být v buňce požadovaný typ funkce již
př́ıtomný a je možné se j́ım tedy inspirovat. V transkripčńı śıti se nacháźı nepřeberné
množstv́ı vzor̊u, které jsou tvořeny propojenými uzly pomoćı hran (viz obr. 2.10).
Mezi vzory se poté hledaj́ı ty d̊uležité, které se nazývaj́ı śıt’ové motivy. Jako śıt’ové
motivy jsou označeny vzory vyskytuj́ıćı se výrazně častěji v reálných transkripčńıch
śıt́ıch, než v náhodně vygenerovaných2 [28, 29]. V následuj́ıćıch odstavćıch budou
popsány vybrané základńı motivy smyslových śıt́ı.

Obrázek 2.10: Ukázka propojeńı uzl̊u v transkripčńı śıti (z [19]).

Pro náhodnou transkripčńı śıt’ je využ́ıván model Erdos & Renyi, kde je gene-
rován stejný počet hran a uzl̊u [30]. Počet možných hran je tak:

N(N − 1) +N = N2 (2.15)

a pravděpodobnost hrany je:
p = E/N2. (2.16)

Motivy smyslových śıt́ı
Motivy nacházej́ıćı se ve smyslových śıt́ıch maj́ı obecně vlastnost rychlé reakce.
Jedńım z těchto motiv̊u vypozorovaných v transkripčńı śıti bakterie Escherichia coli
(dále zkráceně E.coli) je autoregulačńı smyčka, kdy produkce genu ovlivňuje expresi
sama sebe. Z hlediska pravděpodobnosti by v náhodné śıti měl být daný motiv
jednou až dvakrát, přičemž v transkripčńı śıti E.coli se vykytuje 40krát. Ze čtyřiceti
výskyt̊u je poté třicet dva př́ıpad̊u regulace negativńı, která má schopnost urychlovat

2Náhodné transkripčńı śıtě se generuj́ı se stejným počtem uzl̊u a hran.
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odezvu systému. Ve chv́ıli, kdy se začne gen exprimovat, koncentrace kódovaného
proteinu se zvyšuje a t́ım represuje vlastńı exprimaci vazbou na promotor. Dynamika
produkce proteinu je popsána rovnićı:

T1/2 =
K

2β
, (2.17)

kde β je nerepresovaná aktivita a K je koeficient represe. Při negativńı autoregulaci
pomoćı silného promotoru se může rychle nabýt vysoká produkce, která se vzápět́ı
sama zastav́ı. Samotné parametry jsou pak evolućı jednoduše nastavitelné, kdy K je
možno upravit např́ıklad mutaćı v mı́stě vázáńı transkripčńıho faktoru na promotor
a parametr β mutacemi v mı́stě vázáńı RNA polymerázy na promotor. Negativńı
autoregulace je tedy vhodná v př́ıpadech, kdy je třeba rychlá produkce proteinu po
omezený čas.

Opačným př́ıpadem je pozitivńı autoregulace, kdy translatovaný protein akti-
vuje a zesiluje vlastńı produkci. Toto nastaveńı má pomalou dynamiku a je vhodné
pro procesy trvaj́ıćı dlouhou dobu, např́ıklad procesy vývojové. Při aktivaci gen
z̊ustává aktivńı i po zmizeńı p̊uvodńıho spouštěćıho signálu [31, 32]. Jedná se tak
o jednoduchou pamět’, která má využit́ı ve vývojových transkripčńıch śıt́ıch, kde
se stanovuje osud buňky (např́ıklad rozhodnut́ı o typu tkáně, které bude buňka
součást́ı).

Posledńı zaměřeńı je na vzory se třemi uzly. Ze všech třinácti možných kom-
binaćı (viz obr. 2.11) je motivem pouze jeden. Jedná se o dopřednou smyčku (v ori-
ginálu feed-forward loop, dále zkráceně jako FFL), kdy se hrana nevraćı do počáteč-
ńıho uzlu. Výskyt trojúhelńıkových vzor̊u je v náhodných śıt́ıch velmi vzácný, přičemž
v E.coli se dopředná smyčka nacháźı 42krát. Při kombinaci všech hran s možnostmi,
že každá může být aktivačńı, nebo represibilńı, existuje celkem osm možnost́ı, jak se
kombinace hran v motivu poskládaj́ı. Z toho se v buňce vyskytuj́ı pouze dva typy
častěji: verze se všemi aktivačńımi hranami a verze s represibilńı hranou odpov́ıdaj́ıćı
spojeńı gen̊u Y a Z (viz obr. 2.12-A,B).

Obrázek 2.11: Možné kombinace propojeńı tř́ı uzl̊u. Pouze pátý vzor je motivem v E.coli.

Prvńı zmı́něný typ FFL (obr. 2.12-A) je koherentńı, nebot’ nepř́ımá cesta
má stejné znaménko jako př́ımá (dále motiv označován jako C1-FFL). Motiv C1-
FFL s AND branou na vstupu do genu Z vytvář́ı sṕınaćı zpožd’ovaćı mechanismus
(obrázek 2.12-C). Vstupńı signál Sx aktivuje X → X∗ a t́ım se aktivuje produkce
Y . K aktivaci exprese proteinu Z je pak zároveň zapotřeb́ı překročeńı aktivačńıho
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prahu Kyz, kdy se čeká na nahromaděńı aktivńı formy genu Y (Y ∗). Po přerušeńı
vstupńıho signálu Sx se zastav́ı produkce X a celý proces tedy konč́ı. Zpožděńı tak
v C1-FFL vzniká pouze při zaṕınáńı Z, nikoliv při vyṕınáńı, které je bez odezvy.
Tento mechanismus zastává v buňce sṕı̌se ochranné funkce a zabraňuje zbytečnému
koĺısáńı filtrováńım krátkých vstupńıch fluktuaćı.

Druhým motivem FFL je nekoherentńı smyčka (dále I1-FFL) s opačným
znaménkem nepř́ımé cesty oproti př́ımé (obr. 2.12-B). S OR logickou bránou na
vstupu do uzlu Z vzniká mechanismus pulsńıho generátoru (obr. 2.12-D). Při vstup-
ńım signálu Sx se produkujeX∗, které aktivuje Y a Z. Zde stač́ı jeden pozitivńı vstup
do Z a docháźı tak k jeho aktivaci. Zastaveńı exprese nastává bez odezvy při zmi-
zeńı vstupńıho signálu Sx nebo po nahromaděńı Y ∗, které represuje Z. Tato sestava
tak s př́ıtomným Sx exprimuje Z jen po určitou dobu a vytvář́ı tak pulsńı systém
generováńı ćılového proteinu.

Obrázek 2.12: Dva typy dopředných smyček jako motivy v E.coli. A) Smyčka obsahuj́ıćı
pouze pozitivńı regulaci (C1-FFL). B) Smyčka obsahuj́ıćı represi mezi geny Y a Z (I1-
FFL). C) C1-FFL smyčka s AND branou na vstupu do Z. D) I1-FFL smyčka s OR branou
na vstupu do Z.

2.2.2 Expertně navržené regulačńı obvody

Předchoźı podsekce 2.2.1 se zabývala regulačńımi obvody, které se přirozeně nacházej́ı
v živých organismech a které naznačuj́ı možnosti regulačńıch obvod̊u pro umělé
vkládańı do genetického kódu. V následuj́ıćıch odstavćıch budou popsány reálné
publikované aplikace uměle vytvořených genetických obvod̊u v jednobuněčných or-
ganismech.

Prvńım obvodem pro seznámeńı je syntetický genetický přeṕınač konstruovaný
v organismu E.coli (schéma zapojeńı viz obr. 2.13) [33]. Práce vycházela z tvrzeńı,
že regulačńı obvody s prakticky jakoukoliv požadovanou vlastnost́ı mohou být kon-
struovány spojeńım jednoduchých regulačńıch prvk̊u [34]. Podkladem pro vypra-
cováńı bylo nalezeńı multi-stability a oscilaćı v genetických obvodech bakteriofágu λ
a v sinićıch [35, 36]. Vytvořený obvod (viz obr. 2.13) obsahuje dva vzájemně se repre-
suj́ıćı geny. Transkribované proteiny jsou v použitém konstruktu LacI a TetR. Jedná
se o dobře prostudované transkripčńı faktory, pro které jsou známé i jejich induk-
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tory. Induktor je látka vázaj́ıćı se na ćılový protein a zabraňuj́ıćı danému proteinu
v nasednut́ı na vazebné mı́sto v promotoru. Induktory se mohou př́ırodně vyskyto-
vat v buňce nebo, pro dobře prozkoumané př́ıpady jako LacI a TetR, existuj́ı známé
analogy napodobuj́ıćı funkci přirozených induktor̊u, které nav́ıc nejsou buňkou sa-
motnou nijak metabolizovány. V př́ıpadě LacI je odpov́ıdaj́ıćı induktor Isopropyl
β-D-1-thiogalactopyranoside (zkráceně IPTG) a pro TetR se jedná o anhydrotetra-
cycline (zkráceně aTc). Bez př́ıtomnosti induktor̊u má daný obvod dva stabilńı
ustálené stavy, kdy je aktivńı bud’ jeden, nebo druhý gen. V př́ıpadě přidáváńı in-
duktor̊u pak může doj́ıt k narušeńı této stability a vytvořeńı pokročileǰśıch funkćı
obvodu [20]. Bi-stabilita byla v minulosti celkově studována s velkým zájmem, kdy
se ve zkoumaných organismech nalezlo mnoho odpov́ıdaj́ıćıch genetických obvod̊u
s d̊uležitými funkcemi [37].

Obrázek 2.13: Genetický přeṕınač vytvořený v článku (Gardner et al. [33]).

Na popsaný přeṕınač z (Gardner et al. [33]) navázala studie zabývaj́ıćı se
složitěǰśım ř́ızeńım biologického systému [20]. Do té doby sloužila regulace pouze
k udržováńı exprese na konstantńı úrovni [38]. Použité ř́ızeńı udržuj́ıćı bistabilńı
genetický obvod v nestabilńım rovnovážném stavu (obr. 2.14-A) je ekvivalentńı
s ř́ızeńım inverzńıho kyvadla. Bistabilńı obvody vykazuj́ıćı hysterezi se vyznačuj́ı
specifickými problémy ř́ızeńı, jedná se tak o ideálńı demonstraci pro použit́ı kyber-
netiky [39]. Genetický obvod byl využit v podobné sestavě jako v (Gardner et al.
[33]) s t́ım rozd́ılem, že zde se produkuj́ı dva signalizačńı proteiny mı́sto jednoho
(viz obr. 2.14-B). Za běžných okolnost́ı se obvod dostane do jednoho ze dvou rov-
novážných stav̊u, ve kterém pak i přes perturbace z̊ustane. Laděńım koncentraćı
propustných molekul IPTG a aTc se s touto základńı funkčnost́ı dá pracovat na
pokročileǰśı úrovni. K udržeńı obvodu mezi atraktory (dva stabilńı stavy) je však
třeba dynamické ř́ızeńı, které je v biologii v real-time aplikaćıch velice náročné.
Pro udržeńı jedné buňky v nestabilńım stavu byl nejdř́ıve použit PI regulátor, což
pro reálnou aplikaci bylo zbytečně komplikované. Přešlo se tedy na takzvaný bang-
bang regulátor, kdy se regulátorem aplikuje vždy maximálńı nebo minimálńı kon-
centrace induktoru na základě rozd́ılu ćılové od pozorované fluorescence3. T́ımto
př́ıstupem bylo stabilně dosaženo výborných výsledk̊u (obr. 2.14-C) a potvrdila se
tak možnost ř́ıdit buňku mimo stabilńı stavy. Problémem však bylo omezeńı pouze

3Fluorescence je typ zářeńı, které je vyvoláno účinkem dopadaj́ıćıho zářeńı nebo částic
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na jednu buňku. Pro regulaci v́ıce buněk byl aplikován analogický princip s v́ıce ky-
vadly s rozd́ılnou vahou, který byl uř́ızen jednou mechanickou silou [40]. Při nalezeńı
správné periody změn koncentrace IPTG a aTc poté došlo k udržeńı větš́ıho počtu
buněk v nestabilńım stavu najednou (obr. 2.14-D).

Obrázek 2.14: A) Ustálené stavy bistabilńıho obvodu, dva stabilńı (červený, modrý),
jeden nestabilńı (žlutý). B) Schéma genetického obvodu použitého pro vytvořeńı oscilátoru.
C) Výsledek ř́ızeńı jedné buňky. D) Výsledek ř́ızeńı větš́ıho počtu buněk periodickým
buzeńım. (všechny obrázky z [20]).

Daľśı popisovanou expertńı úpravou je vytvořeńı logické brány IMPLIES po-
moćı T7 promotoru a operátor̊u pro LacI a TetR [41]. T7 promotor je sekvence
osmnácti báźı (5’ – TAATACGACTCACTATAG – 3’), kterou rozpoznává T7 RNA poly-
meráza a která nab́ıźı jednoduchý ortogonálńı systém exprese pro použit́ı v r̊uzných
buněčných a i bezbuněčných systémech [42]. Transkripce navazuj́ıćı kóduj́ıćı sek-
vence může být potlačována transkripčńımi faktory LacI a TetR, což umožňuje
tvorbu logických bran [43]. Podoba sestaveného promotoru se nacháźı na obrázku
2.15. Protein LacI se vyskytuje v buňce jako dimer dimer̊u (tetramer), kdy každý
dimer se může navázat na jeden Lac operátor. Při ńızké koncentraci LacI je tedy
velká možnost, že se jeden tetramer naváže na oba vložené operátory LacI a vytvoř́ı
tak na DNA smyčku represuj́ıćı transkripci (obr. 2.15-A) [44]. Při správném vložeńı
Tet operátoru poté docháźı k potlačeńı smyčky, kdy př́ıtomný aktivńı TetR narušuje
represi zp̊usobenou aktivńım transkripčńım faktorem LacI a vytvář́ı tak IMPLIES
bránu: IPTG OR (NOT aTc). Výsledky pro danou logickou bránu jsou znázorněny
na obrázku 2.16-B v pravé části.
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Obrázek 2.15: A) Vizualizace vytvořeńı smyčky na DNA pomoćı tetrameru LacI. B)
Názorná ukázka umı́stěńı Tet operátoru mezi Lac operátory (z [41]).

Obrázek 2.16: A) Experimentálńı umı́stěńı operátor̊u pro LacI a TetR. B) Výsledky
měřeńı daných sestav s přidáváńım induktor̊u IPTG a aTc. C) Logická brána IMPLIES
vytvořená v sestavě s LacI a TetR (z [41]).

Posledńı expertńı př́ıstup tvorby genetických obvod̊u, který bude zmı́něn, je
iniciativa snaž́ıćı se o automatickou tvorbu regulačńıch śıt́ı [45]. Byly vytvořeny
brány pro druh Saccharomyces c. založené na minimálńıch (core) konstitutivńıch
promotorech (cca sto dvacet pár̊u báźı), pro které byla vytvořena pravidla pro
vkládáńı operátor̊u. Takto bylo vytvořeno devět NOT/NOR bran, na základě kterých
byly pomoćı programu Cello 2.0 vytvořeny obvody s až jedenácti regulačńımi pro-
teiny. Jedná se o nástroj zjednodušuj́ıćı konstrukce regulačńıch śıt́ı v eukaryotách.
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Nevýhodou však je, že pro použit́ı je třeba využ́ıvat pevně danou knihovnu jed-
notlivých prvk̊u. I tak se ale jedná o velice pokročilý a revolučńı nástroj, který lze
snadno využ́ıt pro návrh genetického obvodu s vlastńı specifikovanou funkćı.

2.3 Expertńı metody pro genetickou regulaci

Tématem vkládáńı regulačńıch mı́st do promotor̊u se zabývá celá řada publikaćı.
Od prvńıch studíı se však stále dodržuj́ı stejné postupy. Mezi prvńımi studiemi byl
výzkum, který do promotor̊u vkládá Lac operátor [46]. Transkripčńı faktor LacI se
ve studíıch objevuje již od roku 1942 a je tedy do hloubky prozkoumán [47]. Daľśım
hojně použ́ıvaným a také dobře prostudovaným transkripčńım faktorem je TetR.
Bližš́ı seznámeńı s oběma proteiny je v sekci 4.1.3, nebot’ byly využity pro experi-
menty i v této diplomové práci. V následuj́ıćıch odstavćıch bude pozornost věnována
expertńım př́ıstup̊um pro vkládáńı operátor̊u do promotor̊u, jejich mutaćım a mu-
taćım v transkripčńıch faktorech s ćılem dosažeńı co nejlepš́ı genetické regulace.

Prvńımi pokusy o genetickou kontrolu byla snaha regulovat indukovatelné
eukaryotické promotory. Jednalo se o reakce na ionty těžkých kov̊u (Mayo et al.
[48]), tepelný šok (Nover [49]) a regulaci pomoćı hormon̊u (Hynes et al. [50]).
V následuj́ıćıch letech pak byla pozornost upřena na integraci Lac operátoru do
promotor̊u.

Prvńı vybraný článek je z roku 1987 (Hu [51]). Umist’ováńı Lac operátoru zde
prob́ıhalo vkládáńım operátoru mezi d̊uležité oblasti v promotoru (oblasti zobra-
zeny na obr. 2.17). Úpravy promotor̊u prob́ıhaly do dvou mateřských plazmid̊u, do
kterých byly vždy vkládány jeden až tři operátory za sebou. Vkládáńı prob́ıhalo do
oblasti mezi SV40 early-promotor4 a TATA-box, mezi TATA-box a TSS a mezi TSS a
start kodon. Ze źıskaných výsledk̊u dané studie vyplývá, že umı́stěńı jednoho až dvou
operátor̊u před TATA-box vytvář́ı silnou represi (80-90 %). Při umist’ováńı operátor̊u
mezi TATA-box a TSS je pro silnou represi potřeba dvou až tř́ı operátor̊u (represe
70-89 %), kdy samostatný operátor v této oblasti represuje aktivitu v pr̊uměru jen
o 25 %. Posledńı možnost, tedy vložeńı operátor̊u mezi TSS a start kodon, je také
silně závislá na insertovaném počtu operátor̊u. Při integraci jednoho má represe
účinnost necelých 50 %, s počtem tř́ı operátor̊u je však represe až 98 %, přičemž
s vložeńım čtyř operátor̊u za sebou již mı́ra represe opět klesá a to na necelých 70 %.

Obrázek 2.17: Posloupnost d̊uležitých oblast́ı v promotoru vytvářej́ıćı mezi sebou mı́sta,
která byla v (Hu [51]) využita pro vkládáńı regulačńıch mı́st.

4V př́ıpadě, že gen má v́ıce promotor̊u a kóduj́ıćıch sekvenćı, early-promotor je prvńım promo-
torem genu, který nálež́ı prvńı kóduj́ıćı sekvenci [52].
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Podobný př́ıstup byl zvolen i v sekci 2.2 prob́ıraném článku (Chen et al. [45]),
kde knihovna jednotlivých část́ı pro skládáńı regulačńıch obvod̊u byla vytvářena
r̊uznorodým vkládáńım operátor̊u do promotor̊u (viz obr.2.18).

Obrázek 2.18: Porovnáńı umı́stěńı operátor̊u a př́ıpadně jejich rozestup̊u s mı́rou represe,
kterou jednotlivé konstrukty produkuj́ı (z [45]).

V daľśım vybraném článku byl zkoumán vliv umı́stěńı Lac operátoru v těsné
bĺızkosti kolem TATA-boxu v promotoru viru Vaccinia [53]. Výsledky jsou zde
vztaženy k sestavě, kdy promotor konč́ı TATA-boxem částečně obsahuj́ıćım již start
kodon (obr. 2.19-prvńı řádek tabulky). Vložeńı Lac operátoru pak bylo provedeno
za TATA-box, za TATA-box s částečným přepsáńım TATA-boxu a před TATA-box
(obr. 2.19). Źıskané výsledky ukazuj́ı, že vložeńım operátoru do vybraných pozic je
zp̊usobena znatelná změna ve fungováńı promotoru. Umı́stěńım operátoru za TATA-
box byla sńıžena přirozená śıla promotoru o 34 %. S př́ıtomnost́ı represoru LacI pak
došlo v podstatě k úplnému vypnut́ı a s přidáńım induktoru IPTG opět k produkci
ćılového proteinu. Při částečném přepsáńı TATA-boxu operátorem došlo k citelnému
narušeńı promotoru, kdy přirozená exprese dosahovala śıly pouze jedné pětiny oproti
nezměněnému promotoru. Systém s př́ıtomným represorem a induktorem fungoval
stejným zp̊usobem jako u předchoźı verze umı́stěńı, pouze s nižš́ı produkćı ćılového
proteinu po přidáńı induktoru. Posledńı verźı bylo umı́stěńı operátoru před TATA-
box. Tento př́ıstup však úplně rozbil promotor, který zp̊usobenou změnou přestal
fungovat.

Předchoźı dva zmı́něné články se zaměřovaly na zabráněńı transkripce před
jej́ım započet́ım [50, 53]. Daľśı vybraná studie se však zabývala blokaćı již tran-
skribuj́ıćı RNA polymerázy (Deuschle et al. [54]). Na obrázku 2.20 je naznačené
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vložeńı Lac operátoru do kóduj́ıćı sekvence v konstruktech C2 a C3. Na základě
př́ıtomnosti induktoru IPTG pak byly pozorovány změny spojené s repreśı v oblasti
operátoru. V př́ıtomnosti induktoru docházelo k transkripci celého ORFu, zat́ımco
v nepř́ıtomnosti IPTG byla transkripce v mı́stě operátoru zastavována.

Obrázek 2.19: Tabulka s výsledky umist’ováńı Lac operátoru do promotoru viru Vaccinia.
WT: wild-type virus, bez př́ıtomnosti represoru. vlacI: měřeńı s př́ıtomnost́ı represoru LacI

Obrázek 2.20: Konstrukty C2 a C3 obsahuj́ıćı Lac operátor uvnitř kóduj́ıćı sekvence (z
[54]).

V již prob́ıraném článku (Iyer et al. [41]) v sekci 2.2 využili pro vytvořeńı
logické brány IMPLIES řadu otestovaných sestav z jiných publikaćı. Z článku (Du-
bendorf and Studier [43]) byla použita vzdálenost 238 báźı Lac operátoru od po-
mocného Lac operátoru k vytvořeńı co nejsilněǰśı represibilńı smyčky po navázáńı
jednoho tetrameru LacI. Vzdálenost 238 báźı se nakonec projevila jako př́ılǐs velká,
nebot’ se ukázalo, že pro vytvořeńı silné smyčky je vhodná kratš́ı vzdálenost [55].
V (Müller et al. [56]) hledali optimálńı vzdálenost Lac operátoru s pomocným Lac
operátorem vzdálených od sebe v intervalu od 57 do 1493 báźı. Vyšla z toho lokálńı
maxima pro vzdálenost operátor̊u 70, 92 a 115 báźı. V dané studii (Iyer et al. [41])
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byla nakonec na základě test̊u zvolena vzdálenost 92 báźı. Pro následné vložeńı Tet
operátoru bylo zvoleno mı́sto mezi oběma operátory pro LacI. Nejprve byly tes-
továny kratš́ı vzdálenosti od hlavńıho Lac operátoru, a to 21, 23, 25 a 27 báźı, což
nedostatečně ovlivňovalo represi p̊usobenou Lac operátory. Ćılené chováńı brány
IMPLIES bylo následně dosaženo umı́stěńım Tet operátoru 59 báźı od hlavńıho Lac
operátoru.

2.3.1 Nespolehlivost

Allosterická5 regulace se vyskytuje ve všech oblastech života, stále však chyb́ı jed-
noduché prediktivńı teorie, které př́ımo spojuj́ı experimentálně laditelné parametry
systému s jeho odezvou výstupu na vstup [57]. To vyvolává obavu, že každá re-
gulačńı architektura může vyžadovat jedinečnou analýzu, kterou nelze přenést na
jiné systémy.

Všechny expertńı metody a aplikace zmiňované v sekci 2.3 dosahovaly nakonec
žádaných výsledk̊u. Problémem však z̊ustává zmı́něná nepřenositelnost źıskaných
závěr̊u na jiné typy konstrukt̊u. Výsledky jsou často vztažené k určitému promotoru
(jako např́ıklad v (Iyer et al. [41])). Zjǐstěné optimum může alespoň posloužit jako
počátečńı odhad při jeho záměně. Stejný problém se týká operátor̊u. Pokud ve vy-
laděném konstruktu funguje regulátor dle představ, záměnou operátoru za jiný typ
(např́ıklad Tet za Lac) může být źıskaná vysoká kvalita regulace ztracena.

Promotory jsou obecně velice citlivé na jakékoliv změny, v př́ıpadě přemist’ováńı
operátor̊u stač́ı posun o několik báźı a regulace může být násobně horš́ı. Bodové mu-
tace v operátorech nebo v d̊uležitých oblastech transkripčńıch faktor̊u mohou také
vést k výrazným změnám [58]. Dosud použ́ıvané metody pro hledáńı ideálńıho na-
staveńı operátor̊u v̊uči zbytku promotoru jsou často pouze lokálńım optimem, kdy
globálńı optimum může být lidskému vńımáńı skryto a náhodnými pokusy nenale-
zeno.

Takovéto prohledáváńı celého stavového prostoru je náročné jak finančně, tak
časově. Vytvářeńı nástroj̊u pomoćı strojového učeńı, jako v této diplomové práci, by
tak mohlo být cestou k nahrazeńı zdlouhavých procedur rychle źıskaným návrhem
pro umı́stěńı regulačńıch mı́st do libovolných promotor̊u.

2.4 Strojové učeńı

Strojové učeńı by mohlo výrazně zrychlit a celkově zefektivnit umist’ováńı regulačńıch
mı́st do promotor̊u a t́ım tak otevř́ıt možnosti pro nár̊ust složitosti uměle vy-
tvořených genetických obvod̊u. V této práci byly pro dané účely využity neuro-
nové śıtě. V následuj́ıćıch podsekćıch je popis základńıch informaćı o fungováńı
neuronových śıt́ı se zaměřeńım na moduly, které byly použity při vytvářeńı mo-
del̊u. Sekce je rozdělena na dvě podsekce. Prvńı se zabývá př́ımo moduly pro se-

5Alosterické enzymy reguluj́ı rychlost metabolických drah.
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staveńı modelu śıtě. Druhá je věnována systému SentencePiece, který je použit na
předzpracováńı dat. Bližš́ı seznámeńı s vytvořenou strukturou a funkčnost́ı je pak
následně až v sekćıch 3.1 a 3.3.

2.4.1 Neuronové śıtě

Umělé neuronové śıtě (dále jen neuronové śıtě nebo NN) jsou vysoce nelineárńı
modely inspirované biologickými neuronovými śıtěmi v mozku [59]. Aproximaćı bi-
ologických neuron̊u tak vznikly umělé (formálńı) neurony, jejichž zapojeńı do umělé
neuronové śıtě vytvář́ı takzvané fully-connected vrstvy (znázorněńı na obrázku 2.21).
Postupem času začaly vznikat rozd́ılné śıtě, které se odklonily od p̊uvodńı architek-
tury a maj́ı větš́ı specializaci a schopnosti pro určité typy úloh. Řeč je např́ıklad
o konvolučńıch neuronových śıt́ıch (pokročilé zpracováńı obrazu) nebo o śıt́ıch s dlou-
hou krátkodobou pamět́ı (v originálu Long short-term memory, dále LSTM), které
jsou určené primárně pro práci s textem [60, 61]. V této podsekci budou postupně
popsány vybrané moduly, ze kterých byly sestaveny modely vytvořené pro diplomo-
vou práci.

Obrázek 2.21: Schéma hluboké neuronové śıtě se vstupńı vrstvou, dvěma skrytými fully-
connected vrstvami a jednou výstupńı vrstvou.

Biologický vs. formálńı neuron

Neurony jsou základńı stavebńı funkčńı prvky nervové soustavy. Jedná se o buňky
specializované na přenos, zpracováńı a uchováńı informaćı. Přenos informaćı je
zprostředkováván vstupńımi (dendrit) a výstupńımi (axon) kanálky vystupuj́ıćımi z
těla neuronu (soma). Informace se poté přenáš́ı pomoćı synapśı, což je mezineuronové
rozhrańı. Synapse jsou z funkčńıho hlediska bud’ excitačńı, jež umožňuj́ı rozšǐrováńı
vzruchu, a nebo inhibičńı, které naopak vzruch utlumuj́ı. Soma i axon jsou po-
kryty membránou, která je schopna generovat elektrické impulsy, jenž mohou být
pomoćı dendrit̊u synaptickými branami přenášeny i na sousedńı neurony. V př́ıpadě
překročeńı aktivačńı hranice (prahu) neuron samotný generuje daľśı impuls. Po
pr̊uchodu signálu se měńı synaptická propustnost, čemuž se přisuzuje pamět’ová
schopnost neuron̊u [59].
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Formálńı neuron (dále jen neuron) je základem matematického modelu neuro-
nové śıtě (viz obr. 2.22). Neuron Y má n reálných vstup̊u tvoř́ıćıch vstupńı vektor
x = (x1, ...xn), který je ohodnocen váhovým vektorem w = (w1, ...wn). Stejně jako
u synapśı v biologickém neuronu, i zde mohou být váhy záporné. Vstupńı potenciál
neuronu je pak suma převážených vstupńıch signál̊u s prahem (b), který může být
braný jako váha w0 = b pro vstup x0 = 1:

yin = Σn
i=0wixi = Σn

i=iwixi + b, (2.18)

kdy vnitřńı potenciál po dosažeńı hodnoty b indukuje výstup y. Nelinearita výstupu
je dána aktivačńı (přenosovou) funkćı. Běžně použ́ıvanými funkcemi jsou např́ıklad
skokové přenosové funkce, sigmoidy nebo hyperbolické tangenty.

Obrázek 2.22: Vizualizace formálńıho neuronu s prahem.

Backpropagation

Backpropagation je nejrozš́ı̌reněǰśı adaptačńı algoritmus zpětného š́ı̌reńı chyby ve
v́ıcevrstvých neuronových śıt́ıch, kdy je použ́ıván přibližně v osmdesáti procentech
všech aplikaćı [59]. Algoritmus je založený na gradientńı metodě, kdy změna gra-
dientu udává rozd́ıl chybovosti neuronové śıtě se změnou vah synaptických spoj̊u.
Ćılem učeńı je úprava vah spoj̊u mezi neurony tak, aby klesal gradient a t́ım byly
minimalizovány chyby śıtě. Algoritmus je rozdělený na tři fáze: dopředné š́ı̌reńı,
zpětné š́ı̌reńı chyby a aktualizace vah.

Při dopředném š́ı̌reńı docháźı pomoćı excitace neuron̊u k postupnému pr̊uchodu
dat śıt́ı. Výstupem neuronové śıtě je poté odezva na daný vstupńı podnět, který je
srovnán se vstupńı informaćı od učitele. V biologii se analogicky prováděj́ı stejné
procesy, kdy vstupńı vrstvu mohou tvořit např́ıklad zrakové buňky.

Při zpětném š́ı̌reńı (takzvaná adaptace) docháźı k postupu informace směrem
od vrstev vyšš́ıch k nižš́ım. Vypoč́ıtané aktivace yk jsou srovnávány se stanovenými
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trénovaćımi výstupńımi hodnotami tk pro každý neuron ve výstupńı vrstvě a pro
každý trénovaćı vzor. Srovnáńım je źıskána chyba neuronové śıtě:

E(w) = Σq
l=1El(w), (2.19)

jež je daná součtem parciálńıch chyb El(w) pro jednotlivé trénovaćı vzory:

El(w) =
1

2
ΣkεY (yk − tk)2. (2.20)

Poté se chyba částečně š́ı̌ŕı do vrstvy předcházej́ıćı (δk pro k = 1, ...m - pro výstupńı
neuron Yk). Úprava vah wjk pak záviśı na faktoru δk a aktivačńıch funkćıch neu-
ron̊u, do kterých se chyba zpětně š́ı̌ŕı. Takto prováděná optimalizace chyby neńı
na nelineárńım systému triviálńı úkol. Pro aplikaci je však třeba diferencovatelnost
chybové funkce. Se zvolenou konfiguraćı w(0) se v tomto bodě chybové funkce se-
stroj́ı tečný vektor (gradient) δE

δw
(w(0)) a dojde k posunu o δ ve směru gradientu (viz

obr. 2.23). T́ım je źıskána nová konfigurace, která se stejným zp̊usobem měńı až do
nalezeńı lokálńıho minima chybové funkce.

Obrázek 2.23: Ukázka vývoje chyby na základě zvolené konfigurace v gradientńı metodě
(z [59]).

Dense vrstvy

Dense vrstvy jsou pojmenováńım pro fully-connected vrstvy ve frameworku Tensor-
flow-keras, který zde byl využit pro trénováńı neuronových śıt́ı. Dense vrstvy jsou
hojně využ́ıvaným modulem pro neuronové śıtě, kdy jsou všechny neurony vrstvy
propojeny s neurony vrstvy předcházej́ıćı. Jednotlivé neurony tak maj́ı tolik vstup̊u,
kolik je v předchoźı vrstvě neuron̊u a jeden výstup, který je dále vstupem pro neu-
rony v následuj́ıćı vrstvě. Např́ıklad v obrázku 2.21 označený neuron má dvě hodnoty
na vstupu a jeho výstupńı funkce je vstupem pro dva neurony v nadcházej́ıćı vrstvě.
Dense vrstvy jsou obecně nelineárńı6, přičemž v základu maj́ı lineárńı předpis wx+b,

6Aktivačńı funkce může být lineárńı, v tu chv́ıli však nemá smysl takto skládat za sebe v́ıce
vrstev, nebot’ složeńım lineárńıch funkćı vzniká opět funkce lineárńı. Jednalo by se tak o zbytečné
plýtváńı výpočetńımi zdroji.
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který poté procháźı nelineárńı funkćı (aktivačńı funkce):

y = f(wx+ b). (2.21)

Při vytvořeńı v́ıce vrstev (viz obr. 2.21) je tak možné tyto nelineárńı funkce za sebou
kumulovat a modelovat komplexněǰśı matematické funkce. Dense vrstvy však maj́ı
omezeńı z hlediska možnosti zachyceńı opakováńı v čase nebo źıskáváńı r̊uzného
výstupu na stejný vstup. Pro tyto účely vznikly śıtě s rekurentńı strukturou.

LSTM

Velice d̊uležitým prvkem pro trénováńı neuronových śıt́ı v této práci byla architek-
tura LSTM, v originálu Long short-term memory. LSTM má rekurentńı strukturu.
Na rozd́ıl od klasických rekurentńıch śıt́ı, je schopna určit dlouhodobé závislosti.
Architektura je tak vhodná např́ıklad na rozpoznáváńı řeči, ručně psaných text̊u a
klasifikaci text̊u [62].

Strukturou LSTM jsou zřetězené opakuj́ıćı se moduly s třemi typy bran (vstupńı,
výstupńı, zapomı́naj́ıćı), které reguluj́ı tok informaćı skrz daný modul (obr. 2.25).
Vnitřńı stav modulu pak procháźı celým řetězcem a je ovlivňován lineárńımi inter-
akcemi, procházej́ıćı informace tak mohou být beze změn.

Obrázek 2.24: Zřetězeńı modul̊u v architektuře LSTM (z [62]).

Postupným pr̊uchodem skrz strukturu modulu (obr. 2.25) zapomı́naj́ıćı brána
rozhoduje o uchováváńı vnitřńıho stavu buňky Ct−1. Srovnáńım současného vstupu
xt a předchoźıho výstupu ht−1 je vytvořen vektor ft, který dosahuje hodnot od nuly
do jedné, jež odpov́ıdaj́ı mı́̌re zachováńı předchoźıho stavu:

ft = σ(Wf · [ht−1, xt] + bf ), (2.22)

kdy hodnota jdoućı k nule je pro zahozeńı, hodnota jdoućı k jedné pro plné za-
chováńı.
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Vstupńı brána se stará o ukládáńı nových informaćı do vnitřńıho stavu mo-
dulu Ct. V této fázi nejprve docháźı k rozhodnut́ı pomoćı sigmoidálńı funkce it, jaké
hodnoty budou aktualizovány:

it = σ(Wi · [ht−1, xt] + bi). (2.23)

Tangent funkćı vytvořený list kandidát̊u C̃t pak udává možné kandidáty na přidáńı
do vnitřńıho stavu Ct:

C̃t = tanh(Wc · [ht−1, xt] + bc). (2.24)

Aktualizace stávaj́ıćıho stavu Ct−1 na Ct vypadá následovně:

Ct = ft ∗ Ct−1 + it ∗ C̃t. (2.25)

Posledńı brána v pořad́ı je výstupńı. Zodpov́ıdá za tvorbu výstupńı hodnoty,
která je závislá na aktuálńım upraveném stavu Ct pomoćı funkce hyperbolického tan-
gentu. Na základě vstupu a předchoźıho výstupu je rozhodnuto funkćı ot o složkách
vnitřńıho stavu, které budou přivedeny na výstup modulu:

ot = σ(Wo · [ht−1, xt] + bo). (2.26)

Výstupńı funkce je poté ve tvaru:

ht = ot · tanh(Ct). (2.27)

Obrázek 2.25: Modul LSTM śıtě (z [62]).

Dropout vrstvy

Metoda Dropout se snaž́ı bojovat s fenoménem zvaným overfitting neboli přetrénováńı
(viz obr. 2.26). V tomto př́ıpadě docháźı k události, kdy se śıt’ přizp̊usobuje na
speciálńı trénovaćı data a ztráćı svoji kvalitu na obecných validačńıch datech. Většinou
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se Dropout vrstvy aplikuj́ı na Dense vrstvy, kdy se na základě pravděpodobnosti dro-
poutu pd v aktuálńım pr̊uchodu dat při trénováńı neuvažuj́ı určité neurony. Př́ıstup
by při správném návrhu měl dělat neurony na sobě nezávislými.

Obrázek 2.26: Nast́ıněńı overfittingu. Od určité fáze se chyba na trénovaćıch datech stále
zmenšuje, avšak na testovaćıch datech již roste.

Max-pooling

Pooling vrstvy obecně maj́ı za úkol slučovat několik hodnot do jedné, přičemž
docháźı k redukci počtu vnitřńıch stav̊u. V práci byl využit typ max-pooling, který
v okně vybrané velikosti zachovává pouze nejvyšš́ı hodnotu (obr. 2.27).

Obrázek 2.27: Názorná ukázka fungováńı max-poolingu (z [62]).

2.4.2 SentencePiece

SentencePiece je tokenizér a detokenizér založený na učeńı bez učitele [63]. Hlavńım
využit́ım daného algoritmu je vytvářeńı reprezentace textu pro vstup do neuro-
nových śıt́ı. Modul se snaž́ı efektivńım zp̊usobem zmı́rnit problémy s otevřenou slovńı
zásobou, kdy se na vstupu vkládaj́ı věty a algoritmus je rozděluje na vlastńı slova,
jejichž počet je předem určen při spuštěńı. Věty neńı třeba nijak předzpracovávat,
implementace SentencePiece je dostatečně rychlá i pro natrénováńı modelu ze su-
rových vět. Naučený model vstupńı větu nejprve rozděĺı do naučených část́ı, které
jsou poté na základě ID zakódovány. Věta je poté složena z č́ısel reprezentuj́ıćıch
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jednotlivá slova, které lze dále využ́ıt např́ıklad jako vstup pro LSTM neurono-
vou śıt’ (viz obr. 2.28). Při předložeńı DNA algoritmus rozděĺı sekvenci na ’slova’ s
pr̊uměrnou délkou přibližně čtyř báźı, č́ımž zmenšuje vstupńı sekvenci na čtvrtinu.

Obrázek 2.28: Nast́ıněńı funkčnosti a možného využit́ı algoritmu SentencePiece (z [64]).

2.5 Experimentálńı metody pro ověřeńı výsledk̊u

Před aplikaćı genetických úprav je třeba vše předem řádně vyzkoušet a ověřit, zda
samotný návrh neobsahuje žádné chyby a před objednáváńım potřebných věćı vše
vypadá dle představ. Jedná se o prvńı předpoklad pro úspěšné provedeńı zásahu do
genetického kódu organismu. I tak ale plat́ı, že v biologii nic neńı jisté a i návrh,
který na prvńı pohled vypadá dobře, nemuśı nakonec v̊ubec fungovat.

Existuje celá řada možnost́ı, jak tento proces realizovat. Zde jsou popsány dva
nástroje použité pro návrh a vytvořeńı experiment̊u: Benchling [65] a Modular Clo-
ning.

2.5.1 Modular Cloning

V této podsekci bude uveden popis skládáńı gen̊u na základě metody Modular Clo-
ning (zkráceně MoClo). Popsán bude převážně postup uvedený v článku (Lee et al.
[14]), který je zaměřen na genetické úpravy v kvasince druhu Saccharomyces ce-
revisiae, jež byla ćılem pro modifikaci i v této práci. Kvasinka Saccharomyces c.
je populárńım organismem v syntetické biologii, je dobře prozkoumaná a i hojně
využ́ıvaná v pr̊umyslových aplikaćıch. Základńı myšlenkou rozebraného článku je
vytvořit modulárńı standardizovaný systém sestavováńı gen̊u a multigen̊u, které se
následně maj́ı vkládat do ćılového organismu. Zprvu články tohoto typu ćılily sṕı̌se
na bakterii Escherichia coli, zde tedy docháźı ke konvertováńı metody na použit́ı
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v organismu Saccharomyces c.
Pro možnost sestavovat geny v relativně krátké době a nemuset vždy vytvářet

vše od začátku vznikly metody, při kterých je gen sestavován po částech s využit́ım
restrikčńıch enzymů. Velice známou a pr̊ukopnickou metodou v této oblasti, je tak-
zvaný BioBrick (2003) [66]. Pomoćı restrikčńıch enzymů se vytvoř́ı z každé potřebné
části lineárńı DNA vektory, které se poté spoj́ı (viz obr. 2.29). Touto metodou však
v mı́stech spoj̊u vznikaj́ı ”jizvy” a výsledný plazmid rekonstituuje tato mı́sta. Neńı
tedy možné je znovu při restrikci využ́ıt. Tato metoda má i daľśı omezeńı. Najednou
lze v jedné reakci udělat pomoćı jednoho restrikčńıho enzymu pouze jedno spojeńı.

V roce 2008 bylo představeno vylepšeńı této metody využ́ıvaj́ıćı Modular Clo-
ning, které se nazývá Golden Gate [67]. Ke zlepšeńı docháźı v oblasti funkčnosti
restrikčńıch enzymů. S t́ım je spojená i konkatenace v́ıce část́ı najednou pomoćı
jednoho restrikčńıho enzymu. Použ́ıvané restrikčńı enzymy kráj́ı DNA mimo jejich
rozpoznávaćı sekvenci, je tedy možné navrhnout potřebné části tak, aby při spojeńı
nevznikaly žádné jizvy. Mı́sto, kde se DNA rozsekne, neńı nav́ıc z hlediska složeńı
na ničem závislé. Pro jeden restrikčńı enzym vytvářej́ıćı overhang o délce čtyři (obr.
2.30) je tak možné mı́t při všech kombinaćıch nukleových báźı teoreticky až 256
možných část́ı, které by šlo najednou následně spojit dohromady ve one-pot reakci.

Obrázek 2.29: Ukázka DNA assembly pomoćı metody BioBrick s popisy použitých re-
strikčńıch enzymů pro jednotlivé části: (A) EcoRI, SpeI. (B) XbaI, PstI. (C) EcoRI, PstI.
(z [68])

Obrázek 2.30: Př́ıklad rozkrojeńı DNA pomoćı restrikčńıho enzymu BsaI.
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Jsou zde však jistá omezeńı. Např́ıklad při BsaI restrikci (vznik overhang̊u
o délce čtyři) by v jedné reakci neměly být dva overhangy se shodnými bázemi
na třech indexech. Dané omezeńı lze však jednoduše dodržet se zachováńım do-
statečného počtu část́ı pro následnou DNA assembly. Na tomto principu autoři
článku (Lee et al. [14]) vytvořili knihovnu cutting-sites vyobrazenou na obrázku 2.31.
Každá zde vykreslená oblast (v obrázku Type) má přǐrazenou vlastńı funkcionalitu
(obr. 2.32). To zajǐst’uje potřebnou modularitu pro následné jednodušš́ı kombinováńı
jednotlivých část́ı a výrazně tak zkracuje dobu, kterou by návrhu jinak člověk musel
věnovat.

Obrázek 2.31: Grafické znázorněńı knihovny cutting-sites spolu s částmi, které by měly
na základě prob́ıraného článku ohraničovat (z [14]).

Navrženým rozložeńım část́ı je určitě dobré se ř́ıdit. Např́ıklad Type 2 (z obr.
2.31), tedy promotor (z obr. 2.32) konč́ı ve vláknu 5‘→ 3‘ restrikčńım mı́stem se
sekvenćı báźı TATG. Při návratu do sekce 2.1, po rozděleńı vláken a započet́ı tran-
skripce ke konci promotoru, posledńı tři báze sekvence tohoto overhangu jsou v ja-
zyce mRNA: AUG, což odpov́ıdá start kodonu a zač́ıná t́ım tedy ORF. Jistě by si
šlo přidat start kodon na začátek části za jiný overhang, v tu chv́ıli by se však na
konec promotoru přidala minimálně čtyř-bázová jizva, která na konci promotoru
neńı žádoućı. V tomto př́ıpadě tam je přidána nav́ıc pouze jedna báze T, která se
statisticky ve směru 5‘→ 3‘ vyskytuje v promotorech nejčastěji. Tato statistika byla
provedena na datasetu obsahuj́ıćım všechny promotory ze Saccharomyces c.

Nacháźı se zde i popis jak správně využ́ıt na prvńı pohled periferńı oblasti as-
sembly tak, aby rovnou vznikala kontrola do jakých buněk se podařilo požadovanou
genetickou informaci vložit. Na to je třeba mı́t připravené kmeny buněk, které
maj́ı vyřazen některý z gen̊u pod́ılej́ıćıch se na tvorbě př́ıslušné aminokyseliny [14].
Vyřazený gen se společně s novou genetickou informaćı vkládá do buňky. T́ım buňka,
do které se navržená informace vložila, źıskává zpět schopnost danou aminokyselinu
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Obrázek 2.32: Popis, co by jednotlivé části z obr. 2.31 měly mı́t za funkčńı vlastnost (z
[14]).

vytvářet. Po provedeńı integrace nového kusu DNA do kvasinek se výsledný pro-
dukt dává na Petriho misky se živným médiem, které neobsahuje danou aminoky-
selinu. V př́ıpadě, že se do genomu požadovaná informace nedostala, buňka si ami-
nokyselinu nedokáže sama vytvořit, z média ji také neźıská a umı́rá. Pouze buňky,
kterým se vkládaná genetická informace správně zaintegrovala, by měly mı́t možnost
potřebnou aminokyselinu vytvářet a t́ım jako jediné přež́ıt a vytvořit na misce ko-
lonii (obr. 2.33). V př́ıpadě volby špatné misky by na základě daľśıch vyřazených
gen̊u v kmenu a obsahu živného média byla pokryta bud’ celá miska, nebo by tam
naopak nevyrostlo v̊ubec nic.

Obrázek 2.33: Růst kvasinek se zpětně integrovaným genem pro tvorbu potřebné ami-
nokyseliny k přežit́ı na odpov́ıdaj́ıćı misce (z [14]).

2.5.2 Benchling

Benchling je webová aplikace slouž́ıćı k návrhu a testováńı proces̊u, které maj́ı
následně proběhnout v laboratoři. Přestože může existovat znalost chováńı jed-
notlivých část́ı, ze kterých se skládá požadovaný výsledný produkt, jeho chováńı
může být naprosto neočekávané. Jak je napsáno na začátku této kapitoly, je dobré
mı́t všechny kroky nejprve ověřené v nějakém nástroji tohoto typu, aby se poté do
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experiment̊u nezanášely ještě problémy zp̊usobené chybou v návrhu. Celý proces
integrace genetické informace do kvasinky je dlouhý a chyby tak nestoj́ı jen peńıze
za spotřebované vybaveńı, chemické látky a DNA, ale i za mnoho času.

V Benchlingu je možné si proj́ıt postupně všechny potřebné operace pro koṕıro-
váńı postup̊u v laboratoři. Lze zde s omezeńım nasimulovat úvodńı amplifikaci nějaké
oblasti DNA z vybraného organismu pomoćı navržených primer̊u. Přes virtuálńı
PCR reakci se vybraná část vyamplifikuje a při správném navržeńı primer̊u se na
okraj́ıch vytvoř́ı potřebná restrikčńı mı́sta pro následnou domestikaci (vložeńı) vy-
amplifikovaného fragmentu do part-plazmidu. Z vybraných part-plazmid̊u se následně
pomoćı Golden Gate assembly vytvoř́ı navržený produkt. Výsledné geny je dále
možno spojovat do multigen̊u. Celý proces je d̊ukladně popsán s r̊uznými typovými
př́ıklady jak reprezentovat jednotlivé části assembly (viz obr. 2.31) ve výše ro-
zeb́ıraném článku (Lee et al. [14]).
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Kapitola 3

Inovace

Při vypracováńı diplomové práce byly využity r̊uzné př́ıstupy k řešeńı úlohy vkládáńı
regulačńıch mı́st do promotor̊u. Struktura této kapitoly je rozdělena do tř́ı část́ı.
V prvńı se nacháźı popis všech zformulovaných př́ıstup̊u řešeńı, spolu se schématy
naznačuj́ıćımi tok informaćı skrz modely neuronových śıt́ı. Daľśı sekce je zaměřena
na použitá data. Jsou zde popsány datasety pro trénováńı śıt́ı a databáze obsa-
huj́ıćı užitečné informace o organismu Saccharomyces c., která sjednocuje v́ıce da-
tabázových zdroj̊u a přidává vlastńı analytické informace. Posledńı část́ı je podrobný
popis sestavovaných model̊u neuronových śıt́ı spolu s př́ıpravou dat.

3.1 Formulace úlohy pro machine learning

Pro úlohu vkládáńı regulačńıch mı́st do promotor̊u byly v diplomové práci vypra-
covány postupně tři hlavńı př́ıstupy. Jednotlivé typy jsou pojmenovány jako Clas-
sifier, Place-back a Insert-fragment.

3.1.1 Classifier

Prvńım vytvořeným návrhem byl př́ıstup s názvem Classifier. Snahou bylo naučit
tento systém rozpoznávat reálné promotory od upravených. K tomu byl využit
jednoduchý klasifikátor, který přes binary cross-entropy1 rozhoduje o reálné, či
umělé podobě promotoru na vstupu. Umělé promotory byly vytvořeny pomoćı ge-
nerátoru s předem definovanou funkčnost́ı. Z reálného promotoru se vyř́ızne sek-
vence báźı, která se zahod́ı a následně nahrad́ı náhodně vygenerovanou posloupnost́ı
báźı A,C,T,G. Schéma sestaveńı modelu je na obrázku 3.1. Po natrénováńı se na-
konec śıti předkládaj́ı upravené promotory, které na výstupu dostanou ohodnoceńı
jejich věrohodnosti. Neuronová śıt’ tak hodnot́ı, jestli promotor vypadá realisticky
a funkčně.

1Binary cross-entropy je ztrátová funkce použ́ıvaná pro binárńı klasifikaci.
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Obrázek 3.1: Schéma př́ıstupu nazývaného Classifier. Reálné a vygenerované promotory
vstupuj́ı do klasifikátoru s odpov́ıdaj́ıćım labelem real/fake a klasifikátor hodnot́ı, jestli
vypadaj́ı reálně (True) nebo uměle (False).

3.1.2 Place-back

Daľśım př́ıstupem pro řešeńı úlohy je metoda nazvaná Place-back. Jedná se o nově
navržený typ śıtě, při kterém se z promotoru nejprve odebere část sekvence, která
má být do promotoru śıt́ı vrácena. Pro daný př́ıstup vznikly dvě r̊uzné realizace.

Prvńı realizace Place-back (s přidruženým názvem one-spot) vyřezává z pro-
motoru sekvenci báźı, které se poté snaž́ı vrátit na p̊uvodńı mı́sto. Na vstupu śıtě je
promotor s vyř́ıznutou sekvenćı, která se sama stává druhým vstupem. Na výstupu
by pak měla být hodnota v rozsahu velikosti vstupńıho vektoru odpov́ıdaj́ıćı in-
dexu, odkud byla část sekvence vyř́ıznuta. Pro testováńı se pak śıti předlož́ı promo-
tor a sekvence báźı (operátor). Na výstupu při testováńı je pak odhad, kam daný
operátor do promotoru umı́stit. Schéma př́ıstupu se nacháźı na obrázku 3.2.

Obrázek 3.2: Schéma př́ıstupu nazývaného Place-back-one-spot. Pro vyř́ıznutou sekvenci
neuronová śıt’ zpětně hledá jej́ı p̊uvodńı umı́stěńı.
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Druhou verźı je následně metoda Place-back-rewrite, která vyř́ıznutý kus pro-
motoru nahrad́ı sekvenćı stejné délky z jiného náhodně vybraného promotoru. Neu-
ronová śıt’ má v tomto př́ıpadě za úkol odhadnout mı́sto, kam se má vyř́ıznutý frag-
ment zpátky přepsat. Na vstupu śıtě je pozměněná sekvence promotoru a vyř́ıznutý
fragment z p̊uvodńıho promotoru. Na výstupu je poté dle délky vstupńı sekvence
dlouhý vektor nul s jedničkami v mı́stě úvodńıho nahrazeńı fragmentu. Testováńı
natrénované śıtě pak prob́ıhá (jako v Place-back-one-spot) vložeńım promotoru a sek-
vence na vstup, kdy na výstupu je vektor s jedničkami v mı́stě, kde by se měla daná
sekvence přepsat. Schéma daného př́ıstupu se nacháźı na obrázku 3.3.

Obrázek 3.3: Schéma př́ıstupu nazývaného Place-back-rewrite. Vyř́ıznutá sekvence je na-
hrazena sekvenćı z jiného operátoru, kdy neuronová śıt’ poté vyř́ıznutou sekvenci umist’uje
zpátky do promotoru na jej́ı p̊uvodńı mı́sto.

3.1.3 Insert-fragment

Posledńım modelem je architektura nazvaná Insert-fragment. Metoda je svou myšlenkou
podobná př́ıstupu Place-back-one-spot. Do př́ırodńıho promotoru je do vybraného
mı́sta vložena ciźı sekvence báźı, kterou má neuronová śıt’ odhalit. Vstupem této śıtě
je promotor, který má v sobě umı́stěný ciźı fragment. Oproti tomu na výstupu má
být nulový vektor délky vstupu s jedničkami v oblasti uměle vložené sekvence. Po
natrénováńı se śıti předkládaj́ı promotory s uměle vloženými regulačńımi oblastmi.
V př́ıpadě, že by śıt’ takto vložené regulačńı oblasti odhalila, znamenalo by to, že je
pro śıt’ vkládaná sekvence nápadná a mohla by narušovat funkci promotoru. Schéma
př́ıstupu se nacháźı na obrázku 3.4.
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Obrázek 3.4: Schéma př́ıstupu nazývaného Insert-fragment. Do př́ırodńıho promotoru je
vložena na náhodné mı́sto vybraná ciźı sekvence, kterou se neuronová śıt’ snaž́ı odhalit.

3.2 Data

K natrénováńı model̊u neuronových śıt́ı byla postupně využita celá řada dataset̊u, ve
výsledku však byly pro trénováńı a validaci využity pouze tři z nich. V následuj́ıćıch
podsekćıch budou probrány vytvořené trénovaćı a validačńı datasety společně s po-
pisem databáze, která vznikla kombinaćı několika zdroj̊u a která sloužila k źıskáńı
některých specifických informaćı.

3.2.1 Databáze Saccharomyces cerevisiae

V pr̊uběhu vypracováńı diplomové práce byl založen databázový systém shrnuj́ıćı
potřebné informace o organismu Saccharomyces c. Jako zdroje posloužily databáze:
Saccharomyces Genome Database[69], Yeastract [70] a YeasTSS [71]. Propojeńım
d́ılč́ıch informaćı, které jednotlivé databáze poskytuj́ı, byl vytvořen celek zaměřený
na práci s promotory. Schéma databáze se nacháźı na obrázku 3.5.

Ze schématu na obrázku 3.5 vyplývá, že prvńı tabulkou celého stromu je ta-
bulka chromosomes, která obsahuje jméno (chromosome name) a celou sekvenci
(chromosome sequence) pro všechny chromozomy organismu Saccharomyces c.

Daľśı tabulkou v hierarchii je ctss źıskaná z YeasTSS. Ta udává hodnoty od-
pov́ıdaj́ıćı odhadovanému počátku transkripce v promotoru, tedy TSS (v tabulce
ctss sloupec value). Pro danou value jsou přidruženy informace jako jej́ı souřadnice.
Postupně udávaj́ı, v jakém chromozomu se hodnota nacháźı (chromosome id), in-
dex báze v chromozomu (base index ) a směr, ze kterého byla hodnota naměřena
(direction plus).

Daľśı v pořad́ı je tabulka s pojmenováńım proteins, která obsahuje vyjmeno-
vané informace: systematické jméno proteinu (systematic name), standardńı jméno
proteinu (standard name), sekvenci promotoru (promoter sequence), aminokyseli-
novou sekvenci proteinu (protein sequence), chromozom do kterého protein patř́ı
(chromosome id), start a konec kóduj́ıćı sekvence v promotoru
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Obrázek 3.5: Schéma pěti-tabulkové databáze obsahuj́ıćı informace pro práci s promotory
organismu Saccharomyces cerevisiae.

(orf start index in chromosome, orf stop index in chromosome) a směr kóduj́ıćı sek-
vence v DNA (orf direction in in chromosome plus). Dále byly pomoćı vytvořeného
algoritmu nalezeny TATA-boxy, jejichž pozice od začátku promotoru je zanesena ve
sloupci tatabox position. Posledńım sloupcem je tss index udávaj́ıćı TSS źıskanou
pr̊uchodem dat z ctss.

Předposledńı tabulkou je transcription binding sites, která obsahuje zpraco-
vané informace z Yeastract. V tabulce jsou vazebné sekvence v promotoru (bin-
ding site sequence) a odkaz na protein, který se na danou vazebnou pozici váže
(protein id).

Posledńı v pořad́ı je tabulka transcription regulators, pro kterou byla źıskána
data z Yeastract. Tabulka obsahuje nativně informace o transkripčńım faktoru, což je
zde ID regulačńıho proteinu (transcription factor id). Dále zde najdeme ID proteinu,
který je transkripčńım faktorem regulován (regulated gene id) a nakonec informaci
o typu regulace, zda-li indukuje, nebo represuje expresi (is activator). Pro dvo-
jice transkripčńı faktor-regulovaný protein s nalezeným odpov́ıdaj́ıćım regulačńım
mı́stem v sekvenci ćılového promotoru má tabulka vyplněny daľśı dva sloupce. Slou-
pec binding site index in target promoter odpov́ıdá indexu, kde bylo v promotoru
nalezeno regulačńı mı́sto. Posledńı sloupec (binding site site) poté obsahuje sek-
venci regulačńıho mı́sta, které odpov́ıdá páru transkripčńı faktor-regulovaný protein,
a které bylo nalezeno v ćılovém promotoru.
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3.2.2 Vytvořené datasety

Vytvořené datasety pro práci s neuronovými śıtěmi se daj́ı rozdělit do tř́ı skupin.
Prvńı sadu tvoř́ı datasety určené pro předtrénováńı, daľśı skupinou jsou datasety
na dotrénováńı a posledńı jsou datasety pro validaci a testováńı. Od začátku zpra-
cováńı této práce bylo ćıleno na modifikace v organismu Saccharomyces c. Použitá
data jsou silně ovlivněna t́ımto ćılem.

Pro předtrénováńı vznikaly datasety obsahuj́ıćı obecněǰśı sekvence pro naučeńı
śıt́ı širš́ıho kontextu. Prvńım pokusem byla data s celými sekvencemi chromozomů
Saccharomyces c. Sekvence promotor̊u jsou však velice specifické a informace o zbytku
genomu tak nebyly pro trénováńı relevantńı. Daľśı datasety se tak zaměřovaly vylo-
ženě na oblasti promotor̊u. Prvńı takto vytvořený dataset obsahoval promotory
z čtrnácti r̊uzných eukaryot źıskaných z Eucaryotic Promoter Database [72]. Data-
set obsahuje promotory savč́ı, ptač́ı, rostlinné, promotory kvasinek a řas. Promotory
nemaj́ı jenom specifickou charakteristiku oproti zbytku genomu, maj́ı také specific-
kou strukturu i např́ıč r̊uznými organismy. Tento dataset byl po několika pokusech
trénováńı také zavrhnut. Daľśı dataset byl vytvořen ze zpracovaných informaćı ve
výše popsané databázi (podsekce 3.2.1). S t́ımto datasetem byl pozměněn styl učeńı
neuronové śıtě v metodě Place-back-rewrite (na jiné metody se dataset nezkoušel).
Standardně se śıt’ učila obecnou strukturu promotor̊u t́ım, že se vyřezávala náhodně
vybraná mı́sta, která se zaplnila ciźı sekvenćı a vyř́ıznutá sekvence se zpětně ma-
povala pomoćı modelu śıtě do promotor̊u. V tomto př́ıpadě byla trénovaćı množina
promotor̊u omezena na ty, ve kterých byly nalezeny nějaké regulačńı oblasti. Při
př́ıpravě dat pak nedocházelo k náhodnému vyřezáváńı sekvence báźı, ale byla vy-
jmuta vždy nalezená regulačńı oblast. Śıt’ se tak měla naučit pracovat př́ımo s re-
gulačńımi mı́sty v promotorech. Problémem tohoto př́ıstupu byl nedostatek dat pro
natrénováńı a také malá rozmanitost známých regulačńıch oblast́ı, která by následně
omezovala možnosti libovolné volby regulačńıho mı́sta pro vložeńı do promotoru.
Posledńım a nakonec použitým datasetem pro předtrénováńı, byla sada promotor̊u
z ř́ı̌se Funghi źıskaná zpracováńım dat z NCBI [73]. Celkový počet organismů, ze
kterého se složil dataset na předtrénováńı, obsahoval nakonec promotory z 32 orga-
nismů.

Samotná data na dotrénováńı byla již jen jednoho typu. Jednalo se o devět
desetin promotor̊u ze Saccharomyces c. V předtrénovaćım datasetu se promotory
Saccharomyces c. v̊ubec nevyskytuj́ı.

Ve validačńım datasetu se nacházela zbylá desetina promotor̊u ze Saccharo-
myces c. obsahuj́ıćı všechny promotory, které byly následně využity pro testováńı
natrénovaných model̊u.

Posledńım datasetem je sada promotor̊u určených pro testováńı. Jedná se o
devatenáct konstitutivńıch promotor̊u popsaných v článku (Lee et al. [14]) a jeden
promotor, který byl vybrán na základě znalosti jeho expertńı regulace v laboratoři
společnosti Xeno Cells Inovations s.r.o., j́ıž je duševńım vlastnictv́ım. Promotor tedy
nebude v práci bĺıže specifikován a bude dále nazýván jako pX.
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3.3 Neuronové śıtě

Pro každou metodu popsanou v sekci 3.1 byla vyzkoušena řada model̊u neuro-
nových śıt́ı s r̊uzně pozměněnými strukturami, parametry a vstupńımi datasety.
V následuj́ıćıch podsekćıch bude pro každý př́ıstup shrnuto, jak prob́ıhala př́ıprava
dat, modelu a jakým zp̊usobem se dokonvergovalo k finálńımu nastaveńı.

3.3.1 Classifier

Classifier byl celkově prvńım vyzkoušeným př́ıstupem pro řešeńı problému regulace
genetické exprese pomoćı neuronových śıt́ı. Vytvořené modely lze rozdělit do dvou
hlavńıch blok̊u: využ́ıvaj́ıćı vs. nevyuž́ıvaj́ıćı modul SentencePiece. Pro obě možnosti
byly vyzkoušeny tři shodné typy generováńı umělých promotor̊u, které ted’ budou
popsány.

Prvńı typ generováńı využ́ıval čistě náhodných sekvenćı, které se umı́stily do
promotoru (obr. 3.6-A). V druhém př́ıpadě se vyp̊ujčila sekvence z ciźıho promotoru,
která nahradila stejně velkou oblast v promotoru p̊uvodńım (obr. 3.6-B). Posledńım
typem byla fúze dvou promotor̊u. K p̊uvodńımu reálnému promotoru se náhodně
vybral druhý reálný promotor a s nastavenou pravděpodobnost́ı se mezi oběma pro-
motory přeṕınalo, až se vygeneroval celý kombinovaný promotor (obr. 3.6-C).

Obrázek 3.6: Schéma generováńı umělých promotor̊u. A) Přepsáńı části sekvence
náhodnou sekvenćı. B) Přepsáńı části sekvence sekvenćı z jiného promotoru. C) Fúze
dvou reálných promotor̊u do jednoho umělého.

Classifier bez SentencePiece

Prvńı pokusy o trénováńı byly prováděny bez modulu SentencePiece, který kóduje
vstupńı sekvence pro neuronové śıtě. V této fázi byla práce z větš́ı části experi-
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mentálńı a zkoušely se všechny r̊uzné př́ıstupy pro opatřeńı úvodńıho směrodatného
výsledku. Trénováńı zde prob́ıhalo pouze na promotorech ze Saccharomyces c. Nyńı
budou popsány aplikované metody trénováńı s analýzou źıskaných výstup̊u.

Př́ıprava dat prob́ıhala dle vyobrazeńı na schématu 3.6, následná forma modelu
se však v jednotlivých př́ıpadech značně lǐsila. Prvńı pokusy o natrénováńı śıtě byly
prováděny pomoćı konvolučńıch neuronových śıt́ı2. Na vstupu byla matice složená
z one-hot3 vektor̊u délky čtyři s jedničkou na indexu odpov́ıdaj́ıćımu aktuálńı bázi
(A/T/C/G). Matice tak měla čtyři řádky a počet sloupc̊u odpov́ıdal délce promotoru
(1000 báźı). Přes takto reprezentovaný promotor poté přej́ıždela konvolučńı jádra
s výškou čtyři řádky a délkou od 32 do 128 sloupc̊u. Mezi vrstvy byl zařazen Max-
pooling pro zmenšeńı pr̊uběžných matic v śıti a na konec byla umı́stěna Dense vrstva.
Vzhledem ke klasifikaci mezi True a False byla jako ztrátová funkce použita binary
crossentropy a jako kontrolńı metrika accuracy. Dı́ky architektuře, kdy docháźı ke
konvoluci jádra se vzorem, umı́ tyto neuronové śıtě zachytit kontext v obrázku i přes
r̊uzná otočeńı a jiné úpravy. Předpokladem tak bylo, že se śıt’ nauč́ı poznat př́ırodńı
bloky báźı. V př́ıpadě narušeńı přirozené sekvence by to śıt’ rozpoznala a klasifi-
kovala promotor jako umělý. Přes všechny vyjmenované typy generováńı umělých
promotor̊u a r̊uzné počty konvolučńıch vrstev a jejich nastaveńı se nepodařilo źıskat
pro daný model žádné výsledky, protože neuronová śıt’ predikovala na výstupu vždy
jen True. Validačńı accuracy tak byla 50 %, což při pravděpodobnosti 1:1 neř́ıká
v̊ubec nic.

Stejným neúspěchem skončil i pokus, kdy byl celý model sestaven pouze z Dense
vrstev. Dense vrstvy obecně nemaj́ı vlastnost zachycovat vzdálený kontext. Ne-
funkčnost této architektury se t́ım pádem dala předpokládat.

Posledńı př́ıstup řešeńı byly LSTM śıtě, jež jsou určeny pro práci s textem,
kdy je možno d́ıky vlastńımu vnitřńımu stavu a rekurenci zachytit vzdálený kon-
text. LSTM vrstvy byly využity oboustranné (Bidirectional). V tomto př́ıpadě śıt’

zachycuje kontext jak před tak i po oblasti, ve které se zrovna nacháźı. Za LSTM
vrstvu pak byly umist’ovány Dense vrstvy. Na vstupu śıtě tentokrát nebyla matice
představuj́ıćı posloupnost báźı, ale byla zde posloupnost báźı samotných, kterou
si embedding vrstva4 na startu śıtě sama zakódovala. Takto postavená śıt’ se již
dokázala něco naučit a vytvořila slabý klasifikátor s úspěšnost́ı odhadu nad 52 %.
Bylo to stále nesmı́rně ńızké č́ıslo, ukázalo to však, že pro danou úlohu je śıt’ schopná
alespoň omezeného učeńı.

Popsané modely se svými výstupy ani nepřibližovaly požadovanému výsledku.
Důvodem nezdaru mohla být př́ılǐsná komplexita a délka promotor̊u (1000 báźı),
kterou neuronová śıt’ nebyla schopna na předkládaném vzorku promotor̊u pochopit.
Z d̊uvodu redukce velikosti promotoru se poté přešlo na práci s enkodérem Senten-
cePiece.

2Konvolučńı neuronové śıtě jsou specializovány na obraz. V této práci byly využity jen zde a
bez hodnotných výsledk̊u. Do sekce 2.4 tedy nebyl jejich popis zařazen

3Nulový vektor obsahuj́ıćı jednu hodnotu rovnou jedné.
4Embedding v neuronových śıt́ıch převád́ı diskrétńı hodnotu do vektoru se spojitými hodnotami.
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Classifier se SentencePiece

S aplikaćı modulu SentencePiece se už architektura zaměřila pouze na př́ıstup využ́ı-
vaj́ıćı śıtě LSTM, které se z předcházej́ıćı úlohy jevily jako nejlepš́ı. Pro zakódováńı
sekvenćı bylo nejprve třeba natrénovat model SentencePiece. Bylo tak provedeno
na promotorech z Funghi datasetu obsahuj́ıćıho data z 32 organismů s velikost́ı
slovńıku na 100 slov5 (vzhledem k tomu, že v této aplikaci se nejedná o rozděleńı na
slova, ale na kousky sekvenćı DNA, bude ’slovo’ nahrazeno pojmenováńım piece).
Takto předtrénovaný model byl dále využ́ıván i ve všech následuj́ıćıch typech śıt́ı.
V předchoźım př́ıpadě byla na začátku vygenerována pevná sada falešných promo-
tor̊u, avšak se SentencePiece do kódu přibyla i funkce generátoru pro vytvářeńı
umělých promotor̊u. S využit́ım generátoru tak bylo možné při trénováńı předložit
śıti větš́ı varianci umělých promotor̊u, nebot’ se při trénováńı pro každý batch6

vytvář́ı nová sada vstupńıch dat.
Kódováńı do SentencePiece neńı deterministické, pro dvě shodné vstupńı sek-

vence se zakódováńım vygeneruj́ı dva r̊uzné vektory, které po dekódováńı nesou opět
stejnou informaci (viz obr. 3.7). Dle pr̊uběžných výsledk̊u bylo patrné, že je třeba
zmenšit velikost promotoru z p̊uvodńıch tiśıce báźı, přičemž d̊uležité oblasti pro-
motoru se nacházej́ı až k jeho konci. Ořezáváńı promotoru tak prob́ıhalo směrem
od konce. Pro źıskáńı větš́ı variance sekvenćı jednotlivých piec̊u byly tiśıci-bázové
promotory (reálné i umělé) nejdř́ıve náhodně oseknuty na posledńıch 450-500 báźı,
poté došlo k jejich zakódováńı do SentencePiece a následně k finálńımu oř́ıznut́ı na
posledńıch 100 piec̊u. Jeden piece obvykle zakóduje přibližně tři báze, oseknutý pro-
motor tak reálně obsahuje odhadem 300 posledńıch báźı.

Obrázek 3.7: Schéma dvou zakódováńı stejné sekvence promotoru pomoćı SentencePiece.
Přestože jsou většinou IDs jednotlivých piec̊u v obou źıskaných vektorech rozd́ılná, při
dekódováńı skládaj́ı oba vektory opět stejnou sekvenci.

Po r̊uzných pokusech generováńı umělých promotor̊u (viz obr. 3.6) byl nako-
nec vybrán př́ıstup s nahrazováńım části promotoru vygenerovanou sekvenćı (obr.
3.6-A)). Výběr byl proveden na základě experiment̊u, kdy ani pro jeden ze zbylých
př́ıstup̊u (obr. 3.6-B,C)) nebyla vytvořená neuronová śıt’ schopna detekovat narušeńı

5Od velikosti slovńıku se odv́ıjela i velikost vstupńı dimenze embeddingu v jednotlivých mode-
lech. Vstupńı dimenze embeddingu by měla být vyšš́ı než velikost slovńıku a byla nastavena na
102 nebo 105.

6Tento hyperparametr určuje pro kolik dat najednou se poč́ıtá gradient, podle něhož docháźı k
úpravě vah v metodě back-propagation.

41



promotoru a správně tak rozhodovat mezi promotory reálnými a umělými.
Podoba śıtě nakonec dokonvergovala k poměrně jednoduchému modelu. Po

vstupńım embeddingu následovala bidirectional LSTM vrstva, za kterou už byl
pouze jeden Dense neuron se sigmoidálńı aktivačńı funkćı (obr. 3.8). Ztrátová funkce
byla opět zvolena binary-crossentropy se sledovanou metrikou accuracy. Výsledky
takto sestaveného modelu byly srovnatelné se složitěǰśımi architekturami s v́ıce
LSTM vrstvami a nav́ıc přidanými Dense vrstvami.

Pro reálné použit́ı bylo třeba dosáhnout citlivosti na nepř́ılǐs veliké zásahy do
promotoru. Na základě toho byly testovány r̊uzné délky vkládaných sekvenćı. Po-
kud se vkládala do promotoru náhodná sekvence o délce 20-30 báźı, byla přesnost
klasifikátoru těsně nad 55 %. V př́ıpadě záměny 30-40 báźı docházelo ke klasifikaci
s úspěšnost́ı kolem 68 % a pro záměnu 80-100 báźı se dostala správnost klasifikace
nad 85 %.

Pro potřeby diplomové práce nebylo třeba źıskat klasifikátor rozděluj́ıćı vstupńı
sekvence přesně podle jejich labelu na reálné a umělé. Důležitěǰśı bylo naučit śıt’ po-
znat strukturu promotoru a dokázat v ńı vyhledat určité zásahy. Výsledky tohoto
př́ıstupu se spolu s jejich analýzou nacházej́ı v sekci 4.1.

Obrázek 3.8: Finálńı schéma modelu typu Classifier. V závorkách je uvedena dimenzio-
nalita v jednotlivých vrstvách.

3.3.2 Place-back

Zat́ımco u typu Classifier se pomoćı śıtě źıskávalo ohodnoceńı věrohodnosti celého
promotoru, u metod Place-back bylo úkolem predikovat správné umı́stěńı operátor̊u
do přirozené sekvence promotoru. Jedná se o dvou-vstupovou neuronovou śıt’, kdy se
dle funkčnosti daj́ı modely rozdělit na dvě větve vycházej́ıćı z dvou hlavńıch př́ıstup̊u
pro vkládáńı regulačńıch oblast́ı do promotor̊u: Place-back-one-spot (vložeńı operá-
toru) a rewrite (přepsáńı sekvence v promotoru). Dı́ky větš́ım rozd́ıl̊um v implemen-
taci je následně celý proces trénováńı, včetně př́ıpravy dat popsán v jednotlivých
podsekćıch. Pro obě možnosti byla stejně jako u typu Classifier vyzkoušena práce
s přirozenými sekvencemi promotor̊u a se zakódovanými promotory pomoćı Senten-
cePiece. Vzhledem ke kvalitě trénováńı se brzy přestalo úplně pracovat s modely
s nezakódovanými sekvencemi do SentencePiece a dále už tak nebudou zmiňovány.
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Place-back-one-spot

Prvńım uvedeným modelem Place-back bude typ one-spot. Pojmenováńı vycháźı
z funkce śıtě, kdy se z promotoru vyjme sekvence, pro kterou se hledá index od-
pov́ıdaj́ıćı mı́stu vyř́ıznut́ı (obr. 3.2). Śıt’ se trénovala na trénovaćım datasetu pro-
motor̊u ze Saccharomyces c.

Vstupńı data byla připravována pomoćı generátoru, v pr̊uběhu trénováńı tak
byla proměnná. Přirozená sekvence promotoru se nejprve oř́ızla na posledńıch 512
báźı, následně se sekvence zakódovala pomoćı SentencePiece a oř́ızla na 138 po-
sledńıch piec̊u. Z tohoto vektoru pak bylo vyjmuto deset za sebou jdoućıch piec̊u.
Zbytek vektoru (128 piec̊u) sloužil jako jeden vstup śıtě, vyjmutých deset piec̊u pak
jako druhý vstup, který měl být namapován zpět do p̊uvodńıho vektoru. Referenčńı
informaćı byla na výstupu modelu hodnota odpov́ıdaj́ıćı indexu v mı́stě vyř́ıznut́ı
(obr. 3.9).

Obrázek 3.9: Vizualizace př́ıpravy trénovaćıch dat pro metodu Place-back-one-spot.

Podoba modelu śıtě je znázorněna na obrázku 3.10. Oba vstupy prošly nej-
prve embeddingem, sekvence promotoru poté přes dvě bidirectional LSTM vrstvy
a vyř́ıznutý fragment jednou bidirectional vrstvou, za kterou byl proveden globálńı
max-pooling. T́ım bylo doćıleno, že vyř́ıznuté piecy byly reprezentovány v každé
dimenzi pouze jednou hodnotou. Reprezentace promotoru se následně přenásobuje s
reprezentaćı vyř́ıznutého fragmentu pomoćı vrstvy poč́ıtaj́ıćı skalárńı součin (vrstva
Dot). Výstupem vrstvy je tak 128 hodnot, které se pośılaj́ı do Dense vrstvy se 128
neurony. Neurony jsou poté svedeny do jednoho výstupńıho neuronu, z nějž by měla
vzej́ıt hodnota ukazuj́ıćı na mı́sto vyř́ıznut́ı fragmentu. Ćılem učeńı tak bylo mini-
malizovat vzdálenost hodnoty odhadu od reality. Jako ztrátová funkce byla využita
středńı kvadratická chyba a jako sledovaćı metrika středńı pr̊uměrná chyba.

Výsledky pro tento typ modelu nebudou dále v sekci 4.1 prezentovány. Takto
sestavená śıt’ se nebyla schopna naučit vkládat vyř́ıznuté mı́sto zpátky do mı́sta
určeńı. Při daném zp̊usobu učeńı se śıt’ vždy dostala do lokálńıho optima, ze kterého
se už nedokázala dostat. Optimum nalezené śıt́ı byl střed promotoru, což ze sta-
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tistického hlediska neńı překvapeńım. Výpovědńı hodnotu pro danou úlohu to však
nemá žádnou.

Obrázek 3.10: Schéma modelu Place-back - one-spot. V závorkách je uvedena dimenzi-
onalita v jednotlivých vrstvách.

Place-back-rewrite

Druhým typ metody Place-back je nazvaný rewrite. Typy se vzájemně lǐśı ve stylu
úpravy promotoru. Metoda one-spot vyřezává kus sekvence, zat́ımco rewrite ji přepi-
suje (viz obr. 3.3). Trénováńı, potažmo zde použité předtrénováńı, prob́ıhalo již na
větš́ım počtu dataset̊u. Kromě základńıho trénovaćıho datasetu z promotor̊u Sac-
charomyces c. byl dále využit dataset s promotory z 32 zástupc̊u Funghi, dataset
obsahuj́ıćı známé regulace z vytvořené databáze (podsekce 3.2.1) a EPD dataset.

Př́ıprava vstup̊u byla podobná jako u typu one-spot. Data byla postupně
vytvářena pomoćı generátoru dle schématu 3.11. Přirozený promotor se nejprve
oř́ızl na posledńıch 600-650 báźı, které byly následně zakódovány pomoćı Senten-
cePiece a zkráceny na posledńıch 150 piec̊u. Z tohoto vektoru se vybrala sekvence
8-24 piec̊u7, která se uložila stranou. Z ciźıho promotoru se náhodně vybrala stejně
dlouhá sekvence, kterou se přepsalo vybrané mı́sto v p̊uvodńım promotoru. Promo-
tor s přepsaným mı́stem se stal prvńım vstupem śıtě. Druhým vstupem byla poté
vyjmutá sekvence, která se pomoćı śıtě mapovala zpátky na patřičné mı́sto. Metodě
Place-back-rewrite byla věnována při trénováńı největš́ı pozornost a vznikly z ńı tři
typy částečně odlǐsných model̊u. Ve všech př́ıpadech byla použita ztrátová funkce
binary-crossentropy a metriky precision (P), recall (R) a F18. Sledovala se předevš́ım
metrika R, která byla využita během trénováńı pro ukládáńı nejlepš́ıho dosaženého
skóre ve validačńıch datech.

U prvńıho typu modelu je vše v podstatě stejné jako u Place-back-one-spot.
Rozd́ıl je však v použit́ı v́ıce dimenźı a jiné výstupńı vrstvy. Architektura modelu
se nacháźı na obrázku 3.12. Oba vstupy nejprve prošly embeddingem, poté sek-
vence promotoru prošla skrz dvě LSTM vrstvy a vyř́ıznutý fragment přes jednu
LSTM vrstvu a globálńı max-pooling. Dále došlo ke skalárńımu součinu obou větv́ı.
Výstupy se nakonec přefiltrovaly přes konvolučńı vrstvu s velikost́ı okna 5 a sig-

7Tato vybraná sekvence je druhým vstupem śıtě. Aby byly všechny vektory vždy stejně dlouhé,
vybraná sekvence se doplňuje 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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Obrázek 3.11: Vizualizace př́ıpravy trénovaćıch dat pro metodu Place-back-rewrite.

moidálńı aktivačńı funkćı. Na výstupu je tak vektor o 150 hodnotách v intervalu
od nuly do jedné. Velikost výstupńı hodnoty v každém indexu pak znamená, jak
moc model věř́ı, že vkládaný fragment patř́ı na dané mı́sto. Reprezentace zpětně
vkládaného fragmentu je zde nastavena na jednu hodnotu, tato informace později
slouž́ı jako rozcestńık pro rozlǐsováńı zbylých typ̊u Place-back-rewrite.

Obrázek 3.12: Schéma modelu Place-back-rewrite s reprezentaćı vyř́ıznutého fragmentu
pomoćı jedné hodnoty. V závorkách je uvedena dimenzionalita v jednotlivých vrstvách.

Druhý typ Place-back-rewrite se lǐśı reprezentaćı vyjmuté sekvence (obr. 3.13).
Větev śıtě pro reprezentaci sekvence promotoru je stále stejná, kdy dojde k embed-
dingu a dvěma pr̊uchody LSTM vrstvami. Lǐśı se tedy práce s vyř́ıznutou sekvenćı.
Ta nejprve procháźı stále stejně embeddingem a LSTM vrstvou, poté je na řadě
max-pooling, který tentokrát neńı globálńı, ale částečný přes tři okna. Vyjmutá část
je tak reprezentována třemi hodnotami oproti jedné, č́ımž se fragmentu a celkově śıti
přǐrazuje vyšš́ı vyjadřovaćı schopnost. Přenásobeńı obou větv́ı pak proběhne stejným
zp̊usobem, kdy je Dot-produktem stále matice se š́ı̌rkou tři. Poté následuje globálńı
max-pooling, kterým už je źıskán vektor hodnot s délkou požadovaného výstupu. Na
konci má každý neuron sigmoidálńı aktivačńı funkci použitou pro ztrátovou funkci
binary-crossentropy.

Třet́ım vytvořeným typem Place-back-rewrite je metoda využ́ıvaj́ıćı skip-con-
nections. Schéma modelu je stejné jako v předchoźım př́ıpadě (obr. 3.13) s výjimkou
dvou LSTM vrstev pro práci se sekvencemi promotor̊u. Obě bidirectional LSTM
vrstvy jsou nahrazeny rovněž bidirectional LSTM vrstvami, ovšem s rozd́ılem použi-
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Obrázek 3.13: Schéma modelu Place-back-rewrite s reprezentaćı vyř́ıznutého fragmentu
pomoćı tř́ı hodnot. V závorkách je uvedena dimenzionalita v jednotlivých vrstvách.

tých přeskočeńı (reziduálńı blok) (viz obr. 3.14). Skip-connection se lǐśı t́ım, že se
śıt’ neuč́ı tradičně výstup H(x), ale mı́sto toho reziduum R(x):

R(x) = Output− Input→ H(x)− x. (3.1)

Dı́ky metodě skip-connections je možné za sebe skládat větš́ı množstv́ı vrstev bez
toho, aby se dostavil nechtěný jev degenerace, kdy śıt’ již neńı schopna zlepšit své
predikce s přibývaj́ıćımi vrstvami [74, 75].

Obrázek 3.14: Schéma modelu Place-back-rewrite s reprezentaćı vyř́ıznutého fragmentu
pomoćı tř́ı hodnot a s využit́ım skip-connections. V závorkách je uvedena dimenzionalita
v jednotlivých vrstvách.

Všechny tři modely dosáhly použitelných výstup̊u. Bližš́ı popis použitých da-
taset̊u a źıskaných výsledk̊u je v sekci 4.1.

3.3.3 Insert-fragment

Posledńım navrženým pokusem pro vkládáńı regulačńıch mı́st do promotor̊u je me-
toda nazvaná Insert-fragment. Formulace úlohy je vyobrazena na schématu 3.4. V
tomto př́ıstupu má neuronová śıt’ za úkol detekovat ciźı sekvence v promotoru. Vede
to tak ke genetickým změnám, kdy se sekvence nepřepisuje jako v Place-back-rewrite,
ale naopak se požadovaný fragment do promotoru vkládá.

Pro vytvořeńı vstupńıch dat byl opět využit generátor. Vizualizace př́ıpravy
vstupńıch dat je na obrázku 3.15. Z př́ırodńıho promotoru se ponechá posledńıch
600-650 báźı, které se zakóduj́ı pomoćı SentencePiece a źıskaný vektor se zastřihne
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na délku 150 piec̊u. Zde se náhodně vybere mı́sto, kam se vlož́ı zakódovaná sek-
vence z ciźıho promotoru. T́ımto krokem se promotor prodlouž́ı. Následně dojde
k daľśımu zkráceńı na 150 piec̊u. Na výstupu se pak śıt’ trénuje na nulovém vektoru
s jedničkami v oblasti vložeńı ciźı sekvence.

Obrázek 3.15: Vizualizace př́ıpravy trénovaćıch dat pro metodu Insert-fragment.

Byla vytvořena řada model̊u r̊uzně využ́ıvaj́ıćıch bidirectional LSTM vrstvy
i se skip-connections, za kterými následovaly Dense vrstvy. V žádném z př́ıpad̊u se
však nepodařilo přibĺıžit očekávaným hodnotám. Ve velké většině pokus̊u se nasta-
vily váhy po pr̊uchodu přes prvńıch několik batch̊u tak, že na výstupu byl vektor se
samými nulami a śıt’ už se z tohoto stavu nesnažila dostat. Z tohoto d̊uvodu nejsou
dané modely dále rozeb́ırány a jejich výsledky se nebudou v sekci 4.1 nacházet.
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Kapitola 4

Výsledky

Pomoćı natrénovaných model̊u neuronových śıt́ı byly źıskány odhady pro vložeńı
regulačńıch mı́st do promotor̊u, které byly integrovány do genomu organismu Sac-
charomyes c. Následně byly provedeny experimenty porovnávaj́ıćı úspěšnost pro-
vedených úprav. Prvńı část této kapitoly je zaměřena na seznámeńı s výsledky z
neuronových śıt́ı a popis promotor̊u a regulačńıch prvk̊u, které byly vybrány na
základě výstup̊u model̊u. Druhou část́ı pak je popis postupu při vypracováńı ex-
periment̊u společně s analýzou źıskaných výsledk̊u. Nakonec je provedena diskuze
shrnuj́ıćı spojitosti kolem vypracováńı experiment̊u s obdrženými výsledky.

4.1 Výsledky in silico

Natrénované modely neuronových śıt́ı byly podrobeny testu, který ohodnocoval
výstupy pro testovaćı dataset (popsáno na konci 3.2.2). Na základě těchto výsledk̊u
bylo pro laboratorńı experimenty vybráno pět promotor̊u a dva represibilńı operátory,
které se do nich vkládaly. Pro experimenty byly zvoleny Lac operátor (nadále Olac)
a Tet operátor (nadále tet0 ). Jejich bližš́ı popis se nacháźı v podsekci 4.1.3. Z vy-
braných promotor̊u jsou čtyři konstitutivńı (z článku (Lee et al. [14]) - pHHF2,
pPAB1, pPOP6, pREV1 ), posledńı zbývaj́ıćı je promotor pX. Regulačńı proteiny
vázaj́ıćı se na vybrané operátory pocházej́ı z bakteríı. Pro správnou funkčnost re-
gulačńıch mechanismů je běžnou prax́ı, že uměle vložené proteiny a regulačńı mı́sta
jsou k ćılovému organismu ortogonálńı. To znamená, že cokoliv nově vloženého do or-
ganismu by se v něm nemělo přirozeně vyskytovat, aby t́ım nebyly narušeny źıskané
výsledky. Všechny zde zobrazené grafy se pohybuj́ı na ose y v intervalu 〈0, 1〉, kdy
hodnota 1 vždy odpov́ıdá maximálńımu ohodnoceńı, či věrohodnosti.

4.1.1 Analýza výsledk̊u model̊u neuronových śıt́ı

Na základě výsledk̊u trénováńı neuronových śıt́ı byli pro testováńı vybráni nejlépe
se jev́ıćı zástupci jednotlivých typ̊u model̊u. Jedná se o jeden model typu Classifier
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se SentencePiece a z Place-back-rewrite po jednom modelu z každého podtypu: re-
prezentace vyř́ıznutého fragmentu jednou hodnotou, reprezentace vyř́ıznutého frag-
mentu třemi hodnotami a metoda se skip-connections.

Classifier se SentencePiece

Použitý model pro testováńı byl natrénován rovnou na datasetu obsahuj́ıćım pouze
promotory ze Saccharomyces c. Pro predikci byl využit dataset s konstitutivńımi
promotory a pX a použité sekvence operátor̊u pro vkládáńı byly:

Olac-TGGAATTGTGAGCGGATAACAATT, tet0 -TCCCTATCAGTGATAGAGA.
Př́ıprava dat pro test prob́ıhala dle schématu 4.1. Do promotoru se od určitého

indexu vložil přepsáńım operátor a takto upravený promotor byl vstupem natrénova-
ného modelu Classifier, na jehož výstupu bylo ohodnoceńı upravené sekvence. Tento
proces byl proveden pro každý index v promotoru s desetinásobným opakováńım.
Důvodem opakováńı je nedeterminičnost SentencePiece, kdy stejné sekvence mo-
hou být zakódovány odlǐsně a opakováńım se pak zpr̊uměruje odhadovaná hod-
nota. Vkládáńım operátoru do promotoru index po indexu je pak možné sesta-
vit graf znázorňuj́ıćı vývoj věrohodnosti dle mı́sta vložeńı. Pro tyto grafy je na
ose y věrohodnost promotoru a na ose x je pozice vložeńı operátoru. Ta odpov́ıdá
počátečńımu indexu v promotoru, kde započal přepis vkládaným operátorem. Osa
x se pohybuje v záporných č́ıslech, nebot’ pozice je vztažena ke konci promotoru,
tedy ke start kodonu.

Obrázek 4.1: Schéma testováńı metody Classifier.

Stejný postup byl proveden na všech testovaćıch promotorech. Následné ukázky
graf̊u tedy na ose y ukazuj́ı věrohodnost promotoru, kdy daným indexem začal
přepis promotoru operátorem. Stejně jako při trénováńı, i tady musel mı́t vstup
śıtě délku 100. Z toho d̊uvodu se na testováńı využilo z promotoru jen posledńıch
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100 zakódovaných piec̊u, které po dekódováńı dávaly délku přibližně 250 báźı. Nyńı
budou ukázány vybrané grafy źıskané při testováńı. Nadpisy jednotlivých graf̊u se
skládaj́ı z názvu promotoru a operátoru, který se do něj vkládal.

Prvńı ukázkou je bodový graf pro vkládáńı tet0 do promotoru pPAB1 (obr.
4.2). Jedná se o graf zobrazuj́ıćı zároveň i varianci hodnot přes desetinásobné opa-
kováńı pro vložeńı operátoru do stejného mı́sta promotoru..

Obrázek 4.2: Bodový graf źıskaných výstupńıch hodnot pro postupné vkládáńı operátoru
tet0 do promotoru pPAB1.

Z grafu je patrné, že variance hodnot zp̊usobená rozd́ılným zakódováńım do
SentencePiece je zanedbatelná a dále tak budou grafy pro lepš́ı orientaci vykres-
leny spojitě (obr. 4.3). Zobrazené výsledky jsou pro náhodně vybrané konstrukty,
jejich výběr tak nemá spojitost s výběrem promotor̊u pro reálné experimenty. Grafy
pro zbylé konstrukty vypadaj́ı obdobně a lze tak zhodnotit, že takto sestavená
a natrénovaná śıt’ neźıskala požadovanou schopnost určeńı mı́sta pro vložeńı operátoru.
Posouváńı vloženého operátoru nemı́vá na ohodnoceńı velký vliv a charakteristikou
je to v́ıce podobné šumu. Daľśım problémem je, že śıt’ predikuje ve všech promotorech
možné změny i v oblasti TSS. Přepsáńım nebo nadměrným zásahem do oblasti TSS
se pak s vysokou pravděpodobnost́ı promotor znič́ı. Výše zmı́něné faktory rozhodly
o tom, že metoda Classifier se SentencePiece nebyla využita pro experimentálńı
testy v laboratoři.

Place-back-rewrite - fragment reprezentovaný jednou hodnotou

Vybraný typ je jedńım ze tř́ı vytvořených Place-back-rewrite model̊u. V tomto
př́ıpadě se jedná o možnost, kdy fragment vkládaný zpět do promotoru je repre-
zentován pouze jednou hodnotou (schéma modelu na obr. 3.12).

Neuronová śıt’ byla předtrénována na datasetu z Funghi promotor̊u a dotréno-
vána na trénovaćım datasestu z promotor̊u Saccharomyces c. Pro predikci byl jako ve
všech př́ıpadech použit testovaćı dataset s konstitutivńımi promotory z článku (Lee
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(a) Graf výstupńıch hodnot pro vkládáńı
operátoru tet0 do pPAB1.

(b) Graf výstupńıch hodnot pro vkládáńı
operátoru Olac do pREV1.

(c) Graf výstupńıch hodnot pro vkládáńı
operátoru tet0 do pX.

(d) Graf výstupńıch hodnot pro vkládáńı
operátoru tet0 do pALD6.

Obrázek 4.3: Odhady neuronové śıtě Classifier pro vkládáńı operátor̊u do vybraných
promotor̊u.

et al. [14]) a indukovaným promotorem pX. Př́ıprava dat prob́ıhala dle schématu
4.4. Tato architektura má dva vstupy, jedńım z nich je promotor a druhým je sek-
vence operátoru. Před vložeńım na vstup śıtě je promotor zkrácen na 600-650 báźı,
poté je zakódován pomoćı modulu SentecePiece a následně oř́ıznut na posledńıch 150
piec̊u. Sekvence operátoru je rovněž nejprve zakódována do piec̊u, které muśı mı́t ma-
ximálńı délku 24. V př́ıpadě zakódovaného vektoru s menš́ı velikost́ı je sekvence piec̊u
ze stran doplněna nulami na délku 24. Takto připravené vektory jsou vstupem śıtě,
která predikuje vektor délky 150 s ohodnoceńım jednotlivých piec̊u promotoru, jak
na dané mı́sto sed́ı vkládaná zakódovaná sekvence operátoru. Po zjǐstěńı délky jed-
notlivých zakódovaných piec̊u v promotoru na vstupu je výstup zpětně namapován
na přirozenou nezakódovanou sekvenci. Zakódovaná sekvence na vstupu s délkou
150 piec̊u reprezentuje přibližně 450 nezakódovaných nukleových báźı. Kv̊uli dř́ıve
zmı́něnému nedeterministickému kódováńı pomoćı SentencePiece bylo stejně jako
v př́ıpadě metody Classifier pro testováńı jednoho konstruktu využito replikát̊u.
Promotor byl zakódován 40krát a operátor 5krát. Pro každý konstrukt tak bylo
źıskáno 200 predikćı, které se nakonec zpr̊uměrovaly. Popsaný postup byl takto pro-
veden vzájemně pro všechny testovaćı promotory a oba vybrané operátory. Ve vy-
tvořených grafech jsou poté na ose y hodnoty odpov́ıdaj́ıćı přirozenosti vkládaného
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operátoru na jednotlivé indexy promotoru, které jsou vyneseny na ose x. Indexováńı
promotoru je opět v záporných hodnotách, nebot’ je vztaženo ke konci promotoru,
tedy start kodonu. Použité sekvence pro operátory jsou v tomto př́ıpadě:

Olac-TGTTGTGTGGAATTGTGAGCGGATAACAATTTCACACA,
tet0 -TCCCTATCAGTGATAGAGATCTCCCTATCAGTGATAGAGA.

Popsaný postup testováńı v předchoźım odstavci je shodný pro všechny typy
Place-back-rewrite. V daľśıch př́ıpadech tak bude na tento odstavec pouze odka-
zováno.

Obrázek 4.4: Schéma testováńı metody Place-back-rewrite.

Následuj́ıćı ukázka grafu obsahuje neupravený výstup śıtě pro vkládáńı operá-
toru Olac do promotoru pRNR2 (obr. 4.5). Výstup modelu má červenou barvu. Vy-
tvořené peaky udávaj́ı kandidátńı mı́sta, kam by śıt’ operátor umı́stila. Zelená křivka
ukazuje procentuálńı zastoupeńı báźı G a C v okně velikosti 20 (GC-ratio). Křivka
byla vytvořena jako kontrola, zda śıt’ nevyuž́ıvá pro svoje rozhodováńı jen nějakou
jednodušš́ı informaci. Nav́ıc, jak bylo zmı́něno v sekci 2.1, nejsou pro přepisováńı
vhodné oblasti s vyšš́ı koncentraćı báźı GC. Z grafu je patrné, že k podobnému jevu
nedocháźı.

Vynesená informace do daľśıch graf̊u je pozměněna. GC-ratio je vynecháno
a křivka výstupu z neuronové śıtě procháźı konvolućı s jednotkovým oknem ve-
likosti vkládaného operátoru. Výsledná podoba tak ukazuje mı́sta, kde by mělo
zač́ıt vkládáńı operátoru do promotoru, na rozd́ıl od předchoźıho zobrazeńı, které
jen ohodnocuje jednotlivé indexy. Nejprve se zde nacháźı ukázka konstruktu, který
z d̊uvodu nepř́ılǐs vypov́ıdaj́ıćıho výsledku přes všechny modely nebyl vybrán pro
pozděǰśı experimenty (obr. 4.6). Následuj́ıćı sada graf̊u zobrazuje promotory, které
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Obrázek 4.5: Graf obsahuj́ıćı výstup neuronové śıtě typu Place-back-rewrite s reprezen-
taćı zpětně vkládaného fragmentu pomoćı jedné hodnoty. V grafu je vynesen samotný
výstup śıtě (červená), GC-ratio (zelená) a TSS (svislá modrá linka).

již pro laboratorńı experimenty byly vybrány (obr. 4.7). Výběr však neprob́ıhal na
základě tohoto daného modelu, ale až toho následuj́ıćıho. Tento model byl natrénován
s výslednými metrikami: P = 0.7231, R = 0.2475, F1 = 0.3646, Pval = 0.6331, Rval =
0.2416, F1val = 0.34611.

Obrázek 4.6: Ohodnoceńı mı́st v promotoru pHTB2 pro počátek přepisu vkládaným
operátorem Olac.

1Metriky Xval označuj́ı hodnoty pro validačńı data
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(a) Ohodnoceńı mı́st v promotoru
pHHF2 pro počátek přepisu vy-
branými operátory.

(b) Ohodnoceńı mı́st v promotoru
pPAB1 pro počátek přepisu vy-
branými operátory.

(c) Ohodnoceńı mı́st v pro-
motoru pPOP6 pro počátek
přepisu vybranými operátory.

(d) Ohodnoceńı mı́st v pro-
motoru pREV1 pro počátek
přepisu vybranými operátory.

(e) Ohodnoceńı mı́st v promo-
toru pX pro počátek přepisu
vybranými operátory.

Obrázek 4.7: Sada vybraných promotor̊u pro laboratorńı experimenty s predikovanými
počátečńımi mı́sty vložeńı operátor̊u Olac a tet0. Typ Place-back-rewrite s reprezentaćı
vkládaného fragmentu jednou hodnotou.

Place-back-rewrite - fragment reprezentovaný třemi hodnotami

Hlavńım rozd́ılem oproti předchoźımu typu je reprezentace vkládaného fragmentu
pomoćı tř́ı hodnot. Danou úpravou došlo i ke změně struktury śıtě (viz obr. 3.13).
Trénováńı modelu už však prob́ıhalo shodně pomoćı předtrénováńı na Fungi pro-
motorech a dotrénováńı na promotorech Saccharomyces c., kdy sledované metriky
dosahovaly hodnot:
P = 0.7281, R = 0.2723, F1 = 0.3925, Pval = 0.6085, Rval = 0.2675, F1val = 0.3689.
Př́ıprava dat pro testováńı a úprava výstup̊u ze śıtě prob́ıhala totožně s předchoźım
typem (obr. 4.4). Rovnou se tedy přejde k výsledk̊um pro vybrané promotory (obr.
4.8).

Při pohledu na grafy se potvrdil předpoklad ze sekce 3.3, kde bylo zmı́něno,
že reprezentaćı fragmentu pomoćı tř́ı hodnot se zvyšuje vyjadřovaćı schopnost śıtě.
Źıskané peaky maj́ı jasněǰśı charakter a výsledky tohoto př́ıstupu byly dále využity
pro laboratorńı experimenty. Vzhledem k faktu, že jsou vždy odhady vložeńı obou
operátor̊u do promotoru dost podobné, pro sestaveńı v laboratoři bylo vybráno
v každém promotoru pouze jedno mı́sto pro vložeńı obou operátor̊u. Na základě
výsledk̊u začal přepis promotoru operátorem pro pHHF2 v bázi -1772, pPAB1 v bázi

2Promotory se přepisovaly ve směru k jeho konci, v grafech tedy k nule
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(a) Ohodnoceńı mı́st v promotoru
pHHF2 pro počátek přepisu vy-
branými operátory.

(b) Ohodnoceńı mı́st v promotoru
pPAB1 pro počátek přepisu vy-
branými operátory.

(c) Ohodnoceńı mı́st v pro-
motoru pPOP6 pro počátek
přepisu vybranými operátory.

(d) Ohodnoceńı mı́st v pro-
motoru pREV1 pro počátek
přepisu vybranými operátory.

(e) Ohodnoceńı mı́st v promo-
toru pX pro počátek přepisu
vybranými operátory.

Obrázek 4.8: Sada vybraných promotor̊u pro laboratorńı experimenty s predikovanými
počátečńımi mı́sty vložeńı operátor̊u Olac a tet0. Typ Place-back-rewrite s reprezentaćı
vkládaného fragmentu třemi hodnotami.

-195, pPOP6 v bázi -161 a pREV1 v bázi -116. Jedinou výjimkou byl promotor pX,
kdy se operátory vkládaly na r̊uzná mı́sta. Operátor Olac se začal přepisovat na bázi
-90 a tet0 na -83. Pr̊uběh př́ıpravy experimentu je popsán v sekci 4.2.1.

Place-back-rewrite - skip-connections

Posledńı in silico testovanou metodou byl typ Place-back-rewrite s využit́ım skip-
connections pro LSTM vrstvy. Využit́ı této metody je jediným rozd́ılem oproti
předchoźımu typu. Model śıtě je strukturovaný stejně, včetně reprezentace vkládané-
ho fragmentu pomoćı tř́ı hodnot (viz obr. 3.14). Struktrura skip-connections umožňu-
je lepš́ı vrstveńı śıtě a t́ım dosahuje lepš́ı funkcionality. V době tvorby tohoto modelu
již bylo jisté, že nebude možné źıskané výsledky otestovat v laboratoři. Nebylo tedy
využito potenciálu skip-connections s mnohočetným vrstveńım LSTM vrstev a pro
práci s promotory byly ponechány pouze dvě LSTM vrstvy jako v předchoźıch ty-
pech. Důvodem byla snaha źıskat výstupy, které by se daly porovnat s již źıskanými
výsledky. Trénováńı modelu včetně následné př́ıpravy vstupńıch dat prob́ıhalo opět
totožně jako u typu Place-back-rewrite s reprezentaćı vkládaného fragmentu jednou
hodnotou. Hodnoty pro měřené metriky zde byly:
P = 0.7477, R = 0.3781, F1 = 0.4991, Pval = 0.5252, Rval = 0.3126, F1val = 0.3903.
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Zpracované výstupy modelu se nacházej́ı v setu obrázk̊u 4.9.

(a) Ohodnoceńı mı́st v promotoru
pHHF2 pro počátek přepisu vy-
branými operátory.

(b) Ohodnoceńı mı́st v promotoru
pPAB1 pro počátek přepisu vy-
branými operátory.

(c) Ohodnoceńı mı́st v pro-
motoru pPOP6 pro počátek
přepisu vybranými operátory.

(d) Ohodnoceńı mı́st v pro-
motoru pREV1 pro počátek
přepisu vybranými operátory.

(e) Ohodnoceńı mı́st v promo-
toru pX pro počátek přepisu
vybranými operátory.

Obrázek 4.9: Sada vybraných promotor̊u pro laboratorńı experimenty s predikovanými
počátečńımi mı́sty vložeńı operátor̊u Olac a tet0. Typ Place-back-rewrite s reprezentaćı
vkládaného fragmentu třemi hodnotami. Typ se skip-connections.

Place-back-rewrite - srovnáńı

Finálńı srovnáńı všech tř́ı př́ıstup̊u se nacháźı na sadách obrázk̊u 4.10 a 4.11.
Ze źıskaných graf̊u je patrné, že se v predikćıch jednotlivých typ̊u vyskytuj́ı

určité rozd́ıly. Většinou je tendence graf̊u velmi podobná, jen jsou odlǐsné hodnoty,
kterých peaky dosahuj́ı. Přechod na reprezentaci vkládaných fragment̊u třemi hod-
notami pośılil vyjadřovaćı schopnost śıtě. V mı́stech, kde předch̊udce nevytvářel jed-
noznačná rozhodnut́ı, bylo dosaženo pośıleného vrcholu. V př́ıpadě metody se skip-
connections docházelo k největš́ım rozd́ıl̊um ve srovnáńı se zbylými dvěma typy. Při
zpětném pohledu na sadu obrázk̊u 4.9 je však vidět, že byla źıskána i největš́ı vnitřńı
variance mezi hodnotami pro vkládáńı dvou operátor̊u v rámci jednoho typu. Po-
moćı skip-connections bylo také dosaženo nejvyšš́ı hodnoty metriky R. Zdá se tedy,
že následné pokračováńı s typem skip-connections by mohlo vést k vylepšeńı dané
metody pro vkládáńı regulačńıch mı́st do promotor̊u.
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(a) Srovnáńı př́ıstup̊u - pHHF2. (b) Srovnáńı př́ıstup̊u - pPAB1.

(c) Srovnáńı př́ıstup̊u - pPOP6. (d) Srovnáńı př́ıstup̊u - pREV1. (e) Srovnáńı př́ıstup̊u - pX.

Obrázek 4.10: Porovnáńı př́ıstup̊u Place-back-rewrite pro vybranou sadu promotor̊u s
vkládáńım operátoru Olac.

(a) Srovnáńı př́ıstup̊u - pHHF2. (b) Srovnáńı př́ıstup̊u - pPAB1.

(c) Srovnáńı př́ıstup̊u - pPOP6. (d) Srovnáńı př́ıstup̊u - pREV1. (e) Srovnáńı př́ıstup̊u - pX.

Obrázek 4.11: Porovnáńı př́ıstup̊u Place-back-rewrite pro vybranou sadu promotor̊u s
vkládáńım operátoru tet0.
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Použité skripty a datasety

Všechny použité datasety a skripty pro trénováńı neuronových śıt́ı, zpracováńı a zob-
razeńı výsledk̊u jsou k dispozici na sd́ıleném úložǐsti Google Disk. Je zde možnost
si prohlédnout i ostatńı predikce pro konstrukty, které kv̊uli mı́stu nebyly zobrazeny.

4.1.2 Analýza vybraných promotor̊u

Pro laboratorńı experimenty byly na základě výsledk̊u z neuronových śıt́ı vybrány
promotory pHHF2, pPAB1, pPOP6, pREV1 a pX, přičemž prvńı čtyři promotory
jsou konstitutivńı a jsou popsány v článku (Lee et al. [14]) a posledńı, pX, je přirozeně
indukovaný. Nejprve budou popsány konstitutivńı promotory.

Na obrázku 4.13 se nacháźı znázorněńı měřeńı relativńı śıly vybraných pro-
motor̊u. Z pohledu na graf je patrné, že přes oba signalizačńı proteiny (mRuby2 a
Venus) měly všechny promotory konzistentńı relativńı śılu. Promotory lze na základě
experimentu (Lee et al. [14]) rozdělit z hlediska relativńı śıly na tři skupiny - silné
(pTDH3, pCCW12, pPGK1, pHHF2, pTEF1, pTEF2 ), středńı (pHHF1, pHTB2,
pRLP18B, pALD6, pPAB1 ) a slabé (pRET2, pRNR1, pSAC6, pRNR2, pPOP6,
pRAD27, pPSP2, pREV1 ). Zde testované promotory jsou:

pHHF2 - silný, pPAB1 - středńı, pPOP6 - slabý, pREV1 - slabý.

Vybrané promotory tedy pokrývaj́ı všechny tři skupiny. Při vložeńı represibilńıho
operátoru do konstitutivńıho promotoru by v př́ıtomnosti odpov́ıdaj́ıćıho proteinu
mělo doj́ıt k ”vypnut́ı”promotoru a neměla by tak prob́ıhat exprese genu. Bližš́ı po-
pis regulačńıho procesu pro vybrané operátory se nacháźı v sekci 4.1.3.

Pátý použitý promotor spadá do duševńıho vlastnictv́ı společnosti XENO Cell
Innovations s.r.o. a neńı tak možná bližš́ı specifikace, než která zde bude uvedena.
Promotor pX je relativńı silou zařazen mezi silné a je př́ırodně indukovaný. Má v
sobě tedy aktivačńı vazebné mı́sto. Přidáńım represibilńıho operátoru je tak možné
dosahovat komplexněǰśıho ř́ızeńı (viz obr. 4.12), než jak je tomu u konstitutivńıch
promotor̊u, kde je při negativńı regulaci možnost pouze represován/nerepresován.
Jak je na konci podsekce 3.2.2 uvedeno, jedná se o promotor, ke kterému již existo-
valy výsledky na základě expertńıho návrhu regulace, kdy experimenty byly prove-
deny pro vkládáńı obou zde použitých operátor̊u.

Z hlediska regulace, v biologii neexistuje úplné ”zapnuto”nebo ”vypnuto”,
vždy bude docházet k nějaké transkripci kóduj́ıćı sekvence, i když je promotor ”vy-
pnutý”. V př́ıpadě silněǰśıch promotor̊u by tak měl být rozd́ıl při správné regulaci
výrazněǰśı než u promotor̊u slabš́ıch. Daľśım parametrem je śıla exprese kóduj́ıćı sek-
vence regulačńıho proteinu (transkripčńıho faktoru), který se stará o represi upra-
veného promotoru. Pro tyto účely byl pro oba transkripčńı faktory (LacI, TetR)
vytvořen konstrukt s dvěma typy promotor̊u. Prvńım je pPOP6 (slabý) a druhým
vybraným potom pCCW12 (silný). V př́ıpadě silného promotoru nacházej́ıćıho se
před kóduj́ıćı sekvenćı pro transkripčńı faktor by měla být mı́ra represe ćılového
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Obrázek 4.12: Schéma aktivace a represe promotoru. Čárkovaná čára označuje př́ıtomný
transkripčńı faktor. A) Př́ıtomný pouze induktor → promotor je aktivńı a docháźı k tran-
skripci. B) Př́ıtomný pouze represor→ promotor je vypnutý a nedocháźı k transkripci. C)
Žádný transkripčńı faktor neńı př́ıtomný→ promotor je vypnutý a nedocháźı k transkripci.
D) Př́ıtomny oba transkripčńı faktory → promotor je vypnutý a nedocháźı k transkripci.

Obrázek 4.13: Relativńı śıla promotor̊u vyzkoušená přes dvě kóduj́ıćı sekvence sig-
nalizačńıch protein̊u (z [14]). Vybrané promotory pro laboratorńı experimenty jsou
zvýrazněny v červených obdélńıćıch.

promotoru účinněǰśı. Pro sestaveńı experimentu je třeba do vybraného kmenu kva-
sinek vložit dva geny. Prvńı se stará o expresi transkripčńıho faktoru, ve druhém
se nacháźı promotor s odpov́ıdaj́ıćım operátorem, za kterým je kóduj́ıćı sekvence
pro signalizačńı protein. V této práci byl použit protein beta-laktamáza (v originálu

59



beta-lactamase, dále zkráceně BLA). BLA se v reakci s nitrocefinem (chromogenńı
cefalosporinový substrát) zbarvuje dočervena, což lze pomoćı speciálńıho čtećıho
zař́ızeńı měřit [76]. Pro měřeńı BLA s nitrocefinem se využ́ıvá vlnová délka 486nm
(viz (Chow et al. [77])). Naměřená hodnota poté slouž́ı k identifikaci vlastnost́ı pro-
motoru pomoćı mı́ry exprese BLA. Ilustračńı schéma potřebného poskládáńı gen̊u
je vyobrazeno na schématu 4.14.

Obrázek 4.14: Schéma použité genetické regulace. Prvńı gen se skládá z promotoru
pPOP6, ORFu pro LacI a terminátoru tENO1. Druhý gen se skládá z promotoru pREV1
s vloženým represibilńım operátorem pro LacI, z ORFu BLA a terminátoru tENO2.

4.1.3 Analýza vybraných regulačńıch prvk̊u

Pro experimentálńı otestováńı natrénovaných model̊u bylo využito dvou regulačńıch
prvk̊u - do vybraných promotor̊u vkládaných operátor̊u pro protein TetR (tet0 ) a pro
protein LacI (Olac). Důvod této volby spoč́ıval v dobré znalosti obou transkripčńıch
faktor̊u a v laboratoři společnosti XENO Cell Inovations s.r.o. byla možnost připravené
kóduj́ıćı sekvence již využ́ıt.

Protein LacI, operátor Olac

Protein LacI je bakteriálńı protein izolovaný roku 1966 [78]. Dı́ky rozsáhlé kvantita-
tivńı charakterizaci regulace [79, 80] a charakterizaci vazby mezi zdatnost́ı a expreśı
operonu3 [82, 83] slouž́ı Lac operon jako paradigma pro genetické regulačńı systémy
[84, 85]. Bakterie přednostně jako zdroj energie upřednostňuj́ı glukózu, při vyčerpáńı
zásob se bakterie přeṕınaj́ı na alternativńı zdroje uhĺıku jako je např́ıklad laktóza
[47]. Když se v r̊ustovém médiu stane laktóza primárńım zdrojem uhĺıku, dojde
k indukci represoru LacI, což umožňuje transkripci tř́ı gen̊u koordinuj́ıćıch využit́ı
laktózy (LacZ, LacY, LacA) [86].

LacI je represuj́ıćı protein o délce 360 aminokyselin, který asociuje do homo-
tetrameru4, který je složen z dimeru dimer̊u (obr. 4.15) [87]. Každá jednotka tetra-
meru se skládá ze tř́ı funkčńıch oblast́ı. Prvńı oblast je tetramerizačńı doména5, která
spojuje všechny podjednotky do funkčńıho komplexu, druhá je základńı doména,

3Operon je řada po sobě jdoućıch gen̊u v prokaryotách, které maj́ı společný promotor a jsou
regulovány společným operátorem. Jsou také exprimovány najednou [81]. Transkripčńı faktor LacI
reguluje promotor předcházej́ıćı kóduj́ıćım sekvenćım pro proteiny LacZ, LacY a LacA.

4Homotetramer je celek složený ze čtyř identických podjednotek.
5Doména je funkčńı oblast proteinu
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která se váže na laktózu a daľśı podobné molekuly a třet́ı podjednotka je head-
piece, což je doména vázaj́ıćı se na DNA (obr. 4.16) [88].

Obrázek 4.15: Vizualizace podoby homotetrameru proteinu LacI.

Sekvence operátoru byla p̊uvodně považována za 24 báźı dlouhou
(5’-TGGAATTGTGAGCGGATAACAATT 3’) [89]. Následně ukázalo, že minimálńı operátor
pro navázáńı je dlouhý 17 báźı uprostřed p̊uvodńı sekvence [90]. Operátor je př́ırodně
pseudosymetrický. S vytvořeńım zcela symetrického fragmentu se afinita transkripčńı-
ho faktoru LacI k operátoru zvýš́ı desetkrát (5’–TGTGGAATTGTGAGCGCTCACAATTCCACA
3’) [91].

Obrázek 4.16: Složeńı jedné podjednotky tetrameru LacI. Červená část je head-piece
interaguj́ıćı s operátorem, žlutý je hinge (linker spojuj́ıćı head-piece s jádrem proteinu),
u kterého se předpokládá specifická interakce s Olac pomoćı natáčeńı head-piece. Dvě
modré domény vážou cukr a fialová je terminálńı šroubovice (z [58]).

LacI klouže po DNA do nalezeńı svého vazebného mı́sta, kam se naváže a
ohnut́ım promotoru přerušuje transkripci. Krystalová struktura LacI ukazuje, že
všechna čtyři vazebná mı́sta tetrameru směřuj́ı jedńım směrem (obr. 4.15), pokud
jsou tedy oba dimery navázány na operátory, vytvářej́ı tak na DNA smyčku [85].
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Přirozeným induktorem molekuly LacI je alolaktóza, která je vytvořena ve-
dleǰśı reakćı laktózy s β-galaktosidázou [92]. Analogem alolaktózy je IPTG (1-
isopropyl-β-d-thiogalaktosid) funguj́ıćı stejným zp̊usobem [86]. Po navázáńı induk-
toru na protein LacI docháźı ke změně struktury, která má za následek sńıžeńı
afinity transkripčńıho faktoru s ćılovou DNA. Docháźı tak k vypnut́ı represe. Když
je tedy laktóza v buňce vzácná, LacI represuje geny za promotorem s Olac, protože
nejsou potřeba. Když poté bakterie naraźı na velký zdroj laktózy, LacI po navázáńı
alolaktózy pozměńı strukturu, což umožńı produkci enzymů LacZ, LacY a LacA,
které začnou využ́ıvat laktózu jako zdroj energie. Po vyčerpáńı zásob LacI ztráćı
navázané cukry a zač́ıná opět represovat expresi gen̊u Lac operonu.

Opakem induktor̊u jsou anti-induktory, které zvyšuj́ı afinitu proteinu k va-
zebnému mı́stu. Nejúčinněǰśım anti-induktorem je ONPF (ortonitrofenyl-β-d-fuko-
sidem), anti-induktory však nemaj́ı zat́ım žádnou známou regulačńı funkci v E.coli
[93].

Protein TetR, operátor tet0

Stejně jako LacI, TetR je bakteriálńı protein, který má dobře zmapovanou svoji
funkci. Nálež́ı do TetR rodiny protein̊u č́ıtaj́ıćı 2353 neredundantńıch zástupc̊u,
která je po něm d́ıky nejpodrobněǰśımu popisu pojmenována [21]. Tyto proteiny
jsou součást́ı mechanismů efluxńıch pump6, reakćı na osmotický stres, kontroly ka-
tabolických cest, diferenciace a daľśıch proces̊u.

TetR je protein tvoř́ıćı homodimer (viz obr. 4.17) a ř́ıd́ıćı rezistenci v̊uči široko-
spektrým antibiotik̊um. Při navázáńı tetracyklinu7 (dále Tc) docháźı k deaktivaci
ribozomu s následnou smrt́ı buňky [94]. Bakterie si v̊uči tomuto mechanismu vy-
tvořily rezistenci, která funguje jako efluxńı pumpa. Po vniknut́ı Tc do bakterie
docháźı k jeho chelataci s Mg2 a vzniká [MgTc]+ komplex, který se naváže na TetR,
změńı jeho strukturu a zabráńı mu se jednoduše navázat na odpov́ıdaj́ıćı operátor
(viz obr.4.18) [94, 95]. Princip spoč́ıvá v tom, že na regulačńı doménu navázaný
induktor nastavuje pohyb rozpoznávaćıch šroubovic v́ıc od sebe a t́ım narušuje kon-
takty s DNA [96]. TetR se jinak váže na palindromický operátor (obr. 4.19), kde při
navázáńı docháźı k zalomeńı DNA [97].

Struktura proteinu TetR může být rozdělena do dvou vazebných část́ı. Prvńı
oblast́ı je N-terminálńı konec vázaj́ıćı se na operátory (z obr. 4.17 šroubovice α1

8,
α2 a α3) a core-doména, která se pod́ıĺı na dimerizaci a obsahuje kapsu pro navázáńı
Tc [95].

V př́ıpadě, že je represor takto vypnutý, docháźı k expresi proteinu TetA, který
umı́ navázat Tc a odpravit ho ven z buňky [94]. Vzhledem k tomu, že i ńızká úroveň
exprese membránového proteinu TetA je pro bakteriálńı buňky nevýhodná, jak bylo
prokázáno u E.coli, je represe tohoto genu velmi účinná, zat́ımco indukce dosti citlivá
[18]. Experimenty na tomto operátoru ukázaly, že nejlepš́ı výsledky maj́ı př́ırodńı

6Efluxńı pumpa je substrátově specifický transportńı mechanismus
7Tetracyklin je širokospektré antibiotikum.
8Existuj́ı dva typy šroubovic lǐśıćı se ve směru zatočeńı. α-̌sroubovice má pravotočivý tvar,

zat́ımco β -̌sroubovice má tvar levotočivý.
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Obrázek 4.17: Podoba TetR homodimeru, kdy obě jednotky se skládaj́ı z deseti α-
šroubovic (z [21]).

verze, kdy každá mutace zp̊usobovala pokles úspěšnosti represe.
Zaj́ımavé na tomto transkripčńım faktoru je, že má i analogický protěǰsek [98].

Jedná se o reverzńı TetR (rTetR), který je naopak aktivován za př́ıtomnosti Tc.
Výsledek byl źıskán náhodnými mutacemi v proteinu. Aminokyselina 71 je povr-
chovým zbytkem a byla vytvořena záměna: (Glu→ Lys), Asp 95 spojuje čtećı hlavu
DNA s jádrem proteinu (Asp → Asn), Leu 101 se pod́ıĺı na dimerizaci podjednotky
(Leu→ Ser) a Gly 102 (Gly→ Asp) soused́ı s aminokyselinou, která kontaktuje Tc.
Př́ıtomnost transkripčńıch faktor̊u TetR a rTetR (reverse TetR) tak dává možnost
regulovat dvě sady gen̊u pomoćı jednoho induktoru.

Obrázek 4.18: Ilustrace p̊usobeńı komplexu [MgTc]+ na dimer TetR (z [94]).
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Obrázek 4.19: Sekvence wild-type TetR operátoru s dvěma typy operátorových sekvenćı
(z [99]).

4.2 Výsledky in vivo

Na základě výstup̊u vybraného modelu neuronové śıtě bylo vybráno pět promotor̊u
a dva represibilńı operátory pro sestaveńı experimentu. V následuj́ıćıch sekćıch se
bude postupně nacházet seznámeńı s př́ıpravou experimentu, s jeho výsledky a na
konec proběhne o źıskaných výsledćıch diskuze shrnuj́ıćı vyvozené závěry.

4.2.1 Materiály a metody

Struktura experimentu byla vyhotovena na základě článku (Lee et al. [14]) prob́ıra-
ného v podsekci o Molecular Cloning 2.5.1. Zde se bude nacházet zkráceně popsaný
pr̊uběh př́ıpravy experiment̊u a měřeńı. Podrobný popis se nacháźı v př́ıloze Ma-
teriály a metody 5.

Zdroji pro vyhotoveńı experimentu byly kvasinkový kmen S0 (genotyp v ta-
bulce 5.1), bakteriálńı vektor pro sestaveńı part-plazmid̊u, samotné part-plazmidy
obsahuj́ıćı potřebné př́ırodńı promotory, kóduj́ıćı sekvence pro proteiny a terminátory.
Posledńım potřebným zdrojem byly pro amplifikaci a úpravu DNA primery. Kromě
primer̊u byly všechny použité materiály pro experimenty poskytnuty společnost́ı
XENO Cell Inovations s.r.o.

Ze zdrojových part-plazmid̊u se sekvencemi promotor̊u byl vyamplifikován me-
todou PCR potřebný fragment DNA, který se domestikoval do bakteriálńıho vek-
toru, č́ımž vznikl nový part-plazmid. Metodou PCR byly ze dvou primer̊u vytvořeny
sekvence operátor̊u, které byly také domestikovány. Potřebné part-plazmidy byly
následně pomoćı Golden Gate assembly sestaveny do genu, vloženého do klonovaćı
kazety. Použité kazety obsahovaly informace pro namnožeńı plazmidu v bakteríıch,
což bylo po assembly využito. Po namnožeńı se vyčǐstěné plazmidy transformovaly
do genomu kvasinkového kmenu S0.

Měř́ıćı protokol je také podrobně popsán v př́ıloze Materiály a metody 5.
V pr̊uběhu měř́ıćıch experiment̊u bylo využito v́ıce nastaveńı parametr̊u. Hlavńım
rozd́ılem v měřeńı byla hodnota OD600, na kterou se ředil vzorek před inkubaćı
předcházej́ıćı měřeńı. Daľśı úpravou pro finálńı nastaveńı bylo prodloužeńı inkubačńı
doby před měřeńım ze 2 hodiny na 4 hodiny pro vzorky s variacemi promotor̊u
pPOP6 a pREV1.
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4.2.2 Výsledky experimentu

V pr̊uběhu měřeńı experimentálńıch výsledk̊u bylo využito řady nastaveńı měř́ıćıho
protokolu, které vedly k źıskáńı mezivýsledk̊u uvedených v př́ıloze Měřeńı 5. Zde
budou pro přehlednost uvedeny pouze zaj́ımavé výsledky práce s finálńım nasta-
veńım měř́ıćıho protokolu.

Měřeńı nejprve prob́ıhalo pro všechny vzorky s totožným nastaveńım čas̊u
a ředěńı. To se ukázalo jako nevyhovuj́ıćı, nebot’ pro slabé promotory pPOP6 a pREV1
takto nebyl źıskán žádný signál. Po přenastaveńı hodnot ředěńı jednotlivých vzork̊u
již byly źıskány reprezentativńı hodnoty pro všechny měřené kmeny. Finálńı nasta-
veńı měřeńıćıho protokolu bylo následuj́ıćı: vzorky s promotory pX a pHHF2 byly
naředěny na OD600 = 0.02, pro pPAB1 na OD600 = 0.1 a pro slabé promotory
pPOP6 a pREV1 na OD600 = 0.2. V př́ıpadě slabých promotor̊u byla zároveň
zvýšena inkubačńı doba ze 2 hodin na 4 hodiny.

Pro měřeńı kmen̊u obsahuj́ıćıch regulaci LacI nastaly při tvorbě experimentu
problémy, které zp̊usobily znehodnoceńı výsledk̊u. Tyto vzorky se tak zde nenacházej́ı
a jsou uvedeny pouze v př́ıloze Měřeńı 5. Výsledky zde uvedené se týkaj́ı pouze
kmen̊u s TetR regulaćı, ze kterých jsou vyfiltrovány měřeńı pro promotory pHHF2
a pREV1. U pHHF2 byla d̊uvodem nenaměřená represe a u pREV1 došlo celkově
k problémům se zaznamenáńım měřitelného signálu. Výsledky pro pHHF2 a pREV1
jsou rovněž pouze v př́ıloze Měřeńı 5.

Výsledky experiment̊u jsou tak zaměřeny na promotory pX, pPAB1 a pPOP6,
do kterých se vkládal operátor tet0. Pro každou sadu reprezentovanou jedńım typem
upraveného promotoru prob́ıhalo měřeńı se šesti vzorky. Prvńım byl př́ırodńı pro-
motor s BLA sekvenćı, druhým pak upravený promotor s vloženým operátorem
tet0 následovaný BLA sekvenćı. Zbylé vzorky již obsahovaly jak upravený pro-
motor s BLA, tak gen obsahuj́ıćı regulačńı protein TetR exprimovaný promoto-
rem pCCW12 nebo pPOP6. Pro kmeny obsahuj́ıćı oba geny (pCCW12/pPOP6-
TetR+pYYYT ) pak byly v měřeńı vyhrazeny dva vzorky. Jeden s přidaným induk-
torem doxycyklin a druhý bez. V grafech je př́ıtomnost induktoru ve vzorku označena
přidáńım do názvu ’+’, zat́ımco s nepř́ıtomnost́ı induktoru byl do názvu přidán znak
’-’. Kde nebylo přidáváńı induktoru relevantńı se žádný z těchto znak̊u v názvu ne-
vyskytuje. Očekávané pořad́ı naměřené hodnoty BLA [U] se shoduje s pořad́ım, jak
jsou zde vzorky popsány (nativńı promotor→upravený promotor→upravený promo-
tor s regulačńım genem a induktorem→upravený promotor s regulačńım genem bez
induktoru).

Měřeńı sad promotor̊u prob́ıhalo odděleně. Výstup experiment̊u je tak rozdělen
do tř́ı graf̊u, kde v každém grafu je měřeńı pro jednu sadu promotor̊u (graf 4.20).
Pro promotor pX se zde nacháźı i kontrola, kdy do vzorku nebyl přidán induktor
potřebný pro zapnut́ı pX.
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Obrázek 4.20: Graf finálńıho měřeńı produkce BLA pro kmeny regulované proteinem
TetR. A) Variance promotoru pX. B) Variance promotoru pPAB1. C) Variance promotoru
pPOP6. Vzorky inkubované s induktorem maj́ı v názvu ’+’, vzorky bez induktoru ’-’ a kde
nebylo přidáńı induktoru relevantńı neńı v legendě nav́ıc nic.

4.2.3 Diskuze

Znatelná represe byla experimentálně dosažena ve třech př́ıpadech úpravy promo-
toru, zat́ımco ve zbylých sedmi ne. Nyńı dojde k popisu výsledk̊u s rozborem okol-
nost́ı, které ovlivnily źıskané výstupy.

Rozbor experimentálńıch výsledk̊u

Zaj́ımavé úpravy promotoru byly provedeny vkládáńım tet0 do pX, pPAB1 a pPOP6.
Ve všech př́ıpadech se naplnil předpoklad z podsekce 4.1.2. Kmeny se silným promo-
torem pCCW12 před kóduj́ıćı sekvenćı pro regulačńı protein dosahuj́ı stejné nebo
lepš́ı represe než kmeny se slabým promotorem pPOP6.

Nejv́ıce byl tento efekt znatelný při represi silného promotoru pX. Mı́ra re-
prese naměřená pro sestavu s promotorem pCCW12 předcházej́ıćım regulačńımu
proteinu TetR byla 66.6 %, zat́ımco pro pPOP6-TetR to bylo v porovnáńı jen 22.9
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%. Všechny zaznamenané mı́ry represe pro upravené promotory jsou sdruženy v ta-
bulce 4.1. Zaj́ımavé je zde i srovnáńı s kmenem S603. Jedná se o totožný kmen jako
pPOP6-TetR-pXT s rozd́ılem, že operátor tet0 byl do promotoru vložen expertně
(graf 5.10). S expertńım vložeńım bylo dosaženo 27.5% mı́ry represe, přičemž po-
moćı odhadu neuronové śıtě to bylo zmı́něných 22.9 %.

Nejlepš́ıch výsledk̊u bylo dosaženo pro kmeny obsahuj́ıćı tet0 vložený do pro-
motoru pPAB1. Hodnoty pro represovaný promotor jsou v tomto př́ıpadě srov-
natelné. Rozd́ılem však je vývoj při přidáńı induktoru doxycyklin. V př́ıtomnosti
induktoru by mělo zpětně doj́ıt ke skoro plné expresi BLA, což se stalo pouze
u kmenu pCCW12-TetR-pPAB1T a u pPOP6-TetR-pPAB1T nikoliv. Toto sńıžeńı
exprese v př́ıtomnosti induktoru bylo pro stejný kmen pozorováno i v předchoźıch
měřeńıch. Vysvětleńım chováńı může být bodová mutace v kmenu pPOP6-TetR-
pPAB1T . Mutace mohla nastat bud’ v upraveném promotoru pPAB1-tet0, kde by
došlo k jeho narušeńı a celkově k horš́ı funkcionalitě, nebo v kóduj́ıćı sekvenci pro
TetR v oblasti, kam se váže induktor. Mutaćı v tomto mı́stě by pak mohlo doj́ıt
horš́ımu vázáńı induktoru, č́ımž by se zvýšila šance, že regulačńı protein nasedne na
vazebné mı́sto v ćılovém promotoru a bude ho represovat. I tak však byla mı́ra re-
prese v kmenu pPOP6-TetR-pPAB1T 76.0 %, zat́ımco pro pCCW12-TetR-pPAB1T
to bylo 88.3 %.

Posledńım promotorem se znatelnou repreśı byla verze pPOP6 s vloženým
operátorem tet0. Mı́ra represe zde byla téměř shodná pro oba kmeny. Pro kmen
pCCW12-TetR-pPOP61T dosahovala 53.8 % a pro pPOP6-TetR-pPOP61T 47.8 %.
Promotor pPOP6 je velice slabý, neńı tedy překvapeńım, že k jeho represi nebylo
třeba mı́t silněǰśı promotor před kóduj́ıćı sekvenćı pro TetR. Zvláštńı chováńı však
bylo pozorováno pro kontrolńı vzorek s upraveným promotorem a BLA, kde neńı
př́ıtomen regulačńı protein a hodnoty by se tak měly pohybovat např́ıklad kolem
hodnoty pro + pPOP6-TetR-pPOP6T . Kmen byl však sestavován zvlášt’ a mohlo
zde doj́ıt k nějakému problému, který neodhalil test genomickou extrakćı.

Kmen BLA [U] + BLA [U] - mı́ra represe [%]
násobně nižš́ı exprese

při represi

pCCW12-TetR-pXT 0.9267 0.3086 66.6 % 3.003x
pPOP6-TetR-pXT 0.8256 0.6371 22.9 % 1.296x
pCCW12-TetR-pPAB1T 0.0971 0.0114 88.3 % 8.518x
pPOP6-TetR-pPAB1T 0.0695 0.0167 76.0 % 4.162x
pCCW12-TetR-pPOP6T 0.0145 0.0067 53.8 % 2.164x
pPOP6-TetR-pPOP6T 0.0136 0.0071 47.8 % 1.915x

Tabulka 4.1: Tabulka výsledných repreśı pro upravené promotory s úspěšnou regu-
laćı.

Provedenými experimenty bylo d̊uležité otestovat také standardńı funkčnost
modifikovaných promotor̊u, zda-li úpravami nedošlo k jejich př́ılǐsnému poškozeńı.
Ve většině př́ıpad̊u nedošlo k velkému narušeńı promotoru. V některých př́ıpadech
byly paradoxně naměřeny i vyšš́ı hodnoty exprese pro upravený promotor, než pro
př́ırodńı. V prvńı fázi experiment̊u bylo prováděno měřeńı velkého množstv́ı vzork̊u
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najednou, což mohlo danou chybu do měřeńı zanést. Druhé možné vysvětleńı se
nacháźı ńıže u popisu potenciálńıch vylepšeńı model̊u a technik trénováńı neuro-
nových śıt́ı. V jednom př́ıpadě je však otázka funkčnosti upraveného promotoru ne-
jistá. Pro kmeny s promotorem pREV1 nebyly v p̊uvodńıch měřeńıch zaznamenány
žádné hodnoty. Při měřeńı s finálńım nastaveńı protokolu byl źıskán určitý nár̊ust
měřené hodnoty pro nativńı promotor s BLA, ale pro ostatńı vzorky už v podstatě
nic. Promotor pREV1 je však tak slabý, že i drobné narušeńı mohlo zp̊usobit v pod-
statě neměřitelné hodnoty BLA. Pro otestováńı variace pREV1 promotor̊u by bylo
lepš́ı mı́sto BLA použ́ıt citlivěǰśı signalizačńı protein. Jedná se např́ıklad o lumine-
scenčńı enzym luciferázu, která umožňuje produkovat světlo světluškám. Z časového
hlediska však nebylo možné tento konstrukt v laboratoři otestovat.

Pro analýzu problematických promotor̊u je dobré se zpětně pod́ıvat na využité
odhady neuronové śıtě, ze kterých se experimenty sestavovaly (obr. 4.8). Je patrné,
že umı́stěńı operátor̊u do pHHF2 prob́ıhalo v největš́ı vzdálenosti od TSS. Tento
fakt mohl zp̊usobit, že operátor neměl vliv na mı́ru transkripce a nijak tedy nere-
presoval promotor. Pro promotory pX, pPAB1, pPOP6 byly operátory umı́stěny v
menš́ı bĺızkosti nad TSS a mohly tak lépe blokovat navázáńı RNA polymerázy na
promotor. V př́ıpadě pREV1 proběhlo umı́stěńı operátor̊u do oblasti za TSS, pro
dané konstrukty však nebyla źıskána úplně pr̊ukazná data o jejich vlastnostech.

Experimentálně źıskané laboratorńı výsledky ukázaly, že použitá metoda má
jistě potenciál pro úspěšné navrhováńı genetických úprav. V této práci byla prove-
dena prvńı iterace experiment̊u tohoto druhu, která může ukázat směr pro př́ıpadné
daľśı pokusy. Kvalita regulace zde nedosahovala úrovně expertńıho návrhu. Šlo však
vyloženě o jeden pokus vložeńı operátoru do promotoru, přičemž při expertńım
návrhu se většinou provede několik r̊uzných umı́stěńı, ze kterých se poté vyb́ırá ten
nejlépe funguj́ıćı konstrukt.

Možná vylepšeńı experiment̊u

V pr̊uběhu experimentu se ukázala dvě možná vylepšeńı, která by měla vést v př́ıpadě
opakováńı k źıskáńı lepš́ıch výsledk̊u.

Prvńı nedostatek byl vytvořen při návrhu sestaveńı promotor̊u z část́ı 2a, 2b, 2c
(viz obr. 4.21). Pro sestaveńı promotoru byly pro umı́stěńı operátor̊u využity over-
hangy, které se v p̊uvodńı sekvenci nevyskytovaly. Důvodem tohoto návrhu byla
modularita vkládáńı pro oba typy operátor̊u bez zásahu do jedné z jejich sekvenćı.
Zároveň byly pro tento účel použity vyzkoušené overhangy z článku (Lee et al. [14]).
Jednalo se tak zároveň i o bezpečněǰśı řešeńı než při použit́ı úplně nových over-
hang̊u. Přesto by však pravděpodobně bylo lepš́ı mı́t overhangy rovnou jako součást
sekvence operátoru. Čtyři přidané báze z každé strany operátoru mohly zp̊usobit
nepřirozené zkrouceńı DNA a bránit tak správnému přichyceńı regulačńıho proteinu
na vazebné mı́sto.

Druhým a pravděpodobně zásadńım problémem pro většinu kmen̊u s vloženým
operátorem Olac byla bodová mutace vzniklá v mı́stě operátoru (viz obr. 4.22).
Bohužel se tato mutace vyskytla v konstruktech se všemi promotory, které při vložeńı
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Obrázek 4.21: A) Schéma použitého spojeńı část́ı 2a, 2b, 2c. B) Schéma možného spojeńı
část́ı 2a, 2b, 2c bez rozš́ı̌reńı sekvence o báze v podobě overhang̊u.

operátoru tet0 dosahovaly znatelných hodnot represe (pX, pPAB1, pPOP6 ). Para-
doxně v promotorech pHHF2 a pREV1 k dané chybě nedošlo. Př́ıprava všech upra-
vených promotor̊u prob́ıhala z jedné zkumavky s vyextrahovaným part-plazmidem
z bakteríı. K odhaleńı mutace pomoćı sekvenace však došlo v době, kdy nebylo
možné již zp̊usobenou chybu v potřebném čase napravit.

Obrázek 4.22: Ukázka výsledku sekvenace promotoru pPAB1-Olac.

Kombinace obou problémů pravděpodobně vedla k tomu, že pro kmeny s re-
gulaćı pomoćı LacI nebyly źıskány žádné použitelné výsledky. Ukázkou potenciálu
použité metody pro vkládáńı regulačńıch mı́st do promotor̊u však může být následu-
j́ıćı informace. Expertně navržený konstrukt pXL-BLAlab, který byl zde součást́ı
kmenu S601, S602 (změřené hodnoty v grafeu 5.10) má vložený operátor Olac posu-
nutý pouze o 12 báźı ve směru od konce promotoru. Výsledky jakých dosáhly kmeny
S601, S602 přitom byly ćılem této práce.
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Vyhodnoceńı trénováńı model̊u neuronových śıt́ı

Posledńı zastávkou je ohlédnut́ı za trénováńım model̊u neuronových śıt́ı. Metodika
učeńı vybraného modelu pro experimenty (Place-back-rewrite) je snaha pochopit ja-
zyk promotor̊u. Z výsledk̊u experiment̊u se jev́ı, že zp̊usobené zásahy nijak významně
nenarušily funkčnost promotoru. Výsledek by tak odpov́ıdal stylu učeńı, kdy se mo-
del neuronové śıtě snaž́ı umı́stit předloženou sekvenci na mı́sto, kde mu to přijde na
základě okoĺı přirozené. Teoreticky by ji tak mohl i vylepšit.

V podsekci 4.1.1 byly ukázány i výsledky pro modely, které pro experimenty
využity nebyly. Jedná se např́ıklad o Place-back-rewrite se skip-connections, který
vracel po jednom pokusu natrénováńı zaj́ımavé výstupy. S rozš́ı̌reńım modelu by tak
mohlo doj́ıt k odlǐsným návrh̊um pro umı́stěńı regulačńıch sekvenćı do promotor̊u.

Dále byl v práci zmı́něn př́ıstup nazvaný jako Insert-fragment (podsekce 3.1.3).
Zde se nedostalo ani teoreticky k žádným výsledk̊um. Metoda se však snaž́ı o rozd́ılný
př́ıstup vkládáńı operátoru do promotoru. Mı́sto přepisu části promotoru by mělo
doj́ıt pouze k jeho vložeńı. Bylo by poté zaj́ımavé srovnáńı, jak se výsledky této
metody lǐśı od metody Place-back-rewrite.
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Kapitola 5

Závěr

Diplomová práce měla za ćıl pomoćı strojového učeńı vytvořit metodu vkládáńı
regulačńıch mı́st do promotor̊u. Pro tyto účely byly navrženy tři rozd́ılné metody
(Classifier, Place-back, Insert-piece), které se dále větvily na daľśı př́ıstupy. Z me-
tody Place-back byl na základě testovaćıch výstup̊u vybrán př́ıstup rewrite, pro nějž
byl sestaven reálný experiment s dosaženou mı́rou represe až 88.3 %.

Prvńı část práce seznámila čtenáře s informacemi potřebnými pro pochopeńı
řešeného problému. Nacháźı se zde shrnut́ı biologických pojmů, které se v práci
využ́ıvaj́ı. Dále je zde sekce seznamuj́ıćı s genetickou regulaćı. Popsané jsou motivy
a logické brány nacházej́ıćı se př́ırodně v genomu organismů a expertně vytvořené
regulačńı obvody. Následně se přecháźı k expertńımu návrhu změn v promotorech
spolu s nast́ıněńım, proč by bylo vhodné vytvořit nástroj navrhuj́ıćı změny auto-
maticky. V pořad́ı je pak sekce s popisem potřebných modul̊u k natrénováńı zde
prob́ıraných neuronových śıt́ı.

V následuj́ıćı kapitole byly uvedeny všechny zde vytvořené metody a datasety.
Nejprve jsou zde zformulovány r̊uzné př́ıstupy pro řešeńı úlohy pomoćı neuronových
śıt́ı. Dále je seznámeńı s použitými datasety pro trénováńı neuronových śıt́ı a nako-
nec detailńı popis struktury jednotlivých natrénovaných model̊u.

V posledńı kapitole byly uvedeny źıskané výsledky. Nejprve pro modely neu-
ronových śıt́ı, na základě kterých byl sestaven experiment provedený v laboratoři.
Následně jsou uvedeny postupy a metody pro vykonáńı experimentu, na které nava-
zuj́ı źıskané výsledky. Z těch vyplývá, že navržené úpravy byly v daném provedeńı
experiment̊u úspěšné skoro v jedné třetině př́ıpad̊u. Kapitola je zakončena diskuźı
nad naměřenými výsledky. Analyzuj́ı se zde postupy v souvislosti se źıskanými daty.

Tato diplomová práce byla mezioborová. Zahrnovala jak oblast umělé inte-
ligence, tak oblast biokybernetiky a biochemie. Právě spojeńı zmı́něných obor̊u
zač́ıná být zaj́ımavým tématem. Dostáváme se do doby, kdy bude jednodušš́ı źıskat
množstv́ı velmi specifických dat, které do ted’ nebyly dostupné. Expertńı znalosti
v oblasti biologie a biochemie jsou rozv́ıjeny již velice dlouho, maj́ı však jistá omezeńı
přes která se člověk sám nedostane. Bylo by tak opravdu zaj́ımavé se této možnosti
chytit a být u zrodu nových poznatk̊u prospěšných pro celé lidstvo.
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Př́ıloha: Materiály a metody

Kvasinkový kmen

Použitý kvasinkový kmen (S01) pocháźı z rodičovského kmenu BY4741, který je
MATa a má odstraněné selekčńı markerové geny his3, leu2, met15 a ura3. S0 má
dále knockoutované ještě daľśı geny: bar1, mfa, mfx a aga2. Genotypový zápis se
nacháźı v tabulce 5.1.

Bakteriálńı vektor

Pro domestikaci2 a namnožeńı vytvořených fragment̊u byl využit bakteriálńı vek-
tor založený na bakteriálńım plazmidu ColE1, který obsahuje E.coli marker CamR
a BsmBI restrikčńımi mı́sty ohraničený gen pro zelený fluorescenčńı protein (v ori-
ginálu green fluorescent protein, dále GFP). Bakteriálńı vektor byl součást́ı toolkitu
z článku (Lee et al. [14]) zakoupeného na adrese www.addgene.org.

Klonovaćı kazety

Klonovaćı kazety využité v této práci byly vytvořeny společnost́ı XENO Cell Ino-
vations s.r.o. Byly použity tři typy kazet: C001, C002, C003.

Kazeta C001 byla sestavena pro využit́ı assembly metody MoClo a jej́ım ob-
sahem je leu2 marker, leu2 3‘ homologie, NotI restrikčńımi mı́sty ohraničený gen
pro rezistenci na ampicilin a ColE1, leu2 5‘ homologie a BsaI restrikčńımi mı́sty
ohraničený gen pro GFP.

C002 je kazeta vytvořená pro vlastńı metodu assembly společnosti XENO
Cell Inovations s.r.o. Obsahem kazety je leu2 marker, leu2 3‘ homologie, NotI re-
strikčńımi mı́sty ohraničený gen pro rezistenci na ampicilin a ColE1, leu2 5‘ ho-
mologie, BsaI restrikčńımi mı́sty ohraničený gen pro zelený fluorescenčńı protein,
terminátor tSSA1 a gen pro signalizačńı protein Venus.

Kazeta C003 je rovněž vytvořena pro vlastńı metodu assembly společnosti
XENO Cell Inovations s.r.o. a obsahuje his3 marker, HO 3‘ homologii, NotI re-
strikčńımi mı́sty ohraničený gen pro rezistenci na ampicilin a ColE1, HO 5‘ homolo-
gii, BsaI restrikčńımi mı́sty ohraničený gen pro GFP, tENO2 terminátor a gen pro
signalizačńı protein Tuquoise.

1Vytvořené kmeny budou zač́ınat ṕısmenem ’S’. Vycháźı to z anglického překladu slova ’kmen’
→ ’strain’

2Domestikace je vložeńı fragmentu DNA do part-plazmidu.
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Part-plazmidy

Part-plazmid se obecně skládá z fragmentu DNA vloženého do výše popsaného bak-
teriálńıho vektoru mı́sto genu pro GFP a je následně využ́ıván pro BsaI assem-
bly k vytvořeńı genu. Part-plazmidy vznikly pomoćı BsmBI Golden Gate assembly
dle popsaného protokolu [67]. 10µl reakce obsahuje 6.5µl Nuclease-free H2O, 0.5µl
BsmBI-v2 restrikčńı enzym s koncentraćı 10000 units/ml, 1µl T4 buffer 10x, 0.5µl
T7 ligázy s koncentraćı 3000000 units/ml (vše zakoupeno u New England BioLabs
Inc.), 1µl vektoru s hmotnostńı koncentraćı 100ng/µl a 0.5µl vkládaného fragmentu
z PCR reakce. Teplotńı program je poté nastaven na 30 cykl̊u se stř́ıdáńım 8 minut:
50◦C, 8 minut: 16◦C, s následnými 20-ti minutami na 50◦C a 20-ti minutami na
80◦C.

V práci byla využita řada již připravených part-plazmid̊u. Prvńı skupinou jsou
plazmidy źıskané v rámci MoClo toolkitu a jedná se o promotory pHHF2, pPAB1,
pPOP6 a pREV1. Druhou skupinou jsou part-plazmidy, kde vložený fragment byl
syntetizován společnost́ı Twist Bioscience. Takto sestavené part-plazmidy byly pro
proteiny BLA, LacI a TetR. Posledńımi jsou part-plazmidy, kde byl fragment ampi-
fikován z genomu Saccharomyces c. a takto źıskán byl promotor pX a FLO11-PRE
sekvence, což je signálńı peptid, d́ıky kterému se proteinu dostane ven z buňky.

Primery

Primery použité v diplomové práci byly objednány od Integrated DNA Technologies.
Primery byly navrženy na amplifikaci část́ı již domestikovaných promotor̊u a pro
vytvořeńı operátor̊u. Oba procesy se prováděly pomoćı metody PCR. Pro navázáńı
primeru na RNA je potřeba, aby měly společných alespoň 15 báźı, které se při
správném návrhu a v odpov́ıdaj́ıćım stavu prostřed́ı na RNA naleṕı. Ve volných
konćıch primer̊u pak mohou být sekvence obsahuj́ıćı informace pro restrikčńı enzymy
nebo se jimi můžou vytvářet genetické modifikace.

Pro amplifikaci byly primery navrženy tak, aby z jedné strany nasedaly na
Part-plazmid (který je společný pro všechny domestikované fragmenty) a vytvářely
v dané oblasti BsmBI restrikčńı mı́sto. Protich̊udný primer se přichytával na oblast
v promotoru a na svém konci vytvářel BsaI a BsmBI restrikčńı mı́sto (viz obr. 5.2).

Druhým typem byly primery, které svým spojeńım vytvářeli operátory. Při
dostatečném překryt́ı primer̊u (přes 15 báźı) se během PCR doplńı zbytek primer̊u
a vzniknou fragmenty DNA (viz obr. 5.1).

Obrázek 5.1: Vznik fragment̊u odpov́ıdaj́ıćı použitým operátor̊um.

81

https://international.neb.com/
https://international.neb.com/
https://www.twistbioscience.com/
https://eu.idtdna.com/pages


Obrázek 5.2: Schéma př́ıpravy fragment̊u pro následné sestaveńı part-plazmid̊u. Shodné
oblasti primeru s DNA jsou barevně zvýrazněny, volné konce jsou bezbarvé.

Př́ıprava part-plazmid̊u

Před sestavováńım gen̊u do kazet si bylo třeba připravit zbylé části, které nebyly
předem dostupné. V této fázi si bylo zapotřeb́ı vytvořit dva fragmenty z každého
promotoru a fragmenty odpov́ıdaj́ıćı vkládaným operátor̊um (obr.5.2, 5.1) a následně
je vložit do bakteriálńıho vektoru (viz obr. 5.3).

Pro źıskáńı část́ı promotor̊u bylo využito standardńıho PCR. 25µl reakce se
skládala z 15.7µl Nuclease-free H2O, 5µl Q5 buffer 5x, 0.5µl dNTPs 10mM , 0.3µl Q5
polymeráza s koncentraćı 200units/µl (vše zakoupeno u New England BioLabs Inc.),
1.25µl od obou primer̊u s koncentraćı 5ng/µl a 1µl vzorového DNA s koncentraćı
100ng/µl.

Při př́ıpravě operátor̊u byl poměr materiál̊u pozměněn. Reakce byla na 40µl s
obsahem 26.5µl Nuclease-free H2O, 8µl Q5 buffer 5x, 1µl dNTPs 10mM , 0.5µl Q5
polymeráza s koncentraćı 200units/µl a 2µl od obou primer̊u s tentokrát nezředěnou
koncentraćı 100ng/µl.

Teplotńı program byl poté pro oba typy stejný: 2 minuty 98◦C, poté následoval
třicetkrát cyklus 30 sekund na 98◦C, 30 sekund 56◦C a 1 minuta 72◦C, po doběhnut́ı
cyklu následovaly posledńı 2 minuty na 72◦C.

Procesem PCR byly tedy źıskány fragmenty, které se vkládaly do bakteriálńıho
vektoru pomoćı již popsané BsmBI assembly a t́ım byly źıskány nové part-plazmidy.
Fragmenty a následně z nich vzniklé part-plazmidy jsou označené jako y - 2x, kdy y
je nahrazeno názvem operátoru nebo promotoru, ze kterého byl fragment źıskán a 2x
označuje pozici v assembly. Část MoClo assembly s označeńım 2 odpov́ıdá promo-
toru. 2a je tak prvńı část promotoru, 2b je operátor a 2c je konec promotoru. Výčet
nově vytvořených part-plazmid̊u je následuj́ıćı: pX-2a, pX-2c, pHHF2-2a, pHHF2-
2c, pPAB1-2a, pPAB1-2c, pPOP6-2a, pPOP6-2c, pREV1-2a, pREV1-2c, Olac-2b a
tet0-2b.

Part-plazmidy byly po assembly vloženy pomoćı chemické transformace do
bakteríı. S 10µl bakteríı CC Turbo (z New England BioLabs Inc.) byly smı́chány
4µl assembly part-plazmid̊u a nastavil se teplotńı program: 30 minut 4◦C, 15 sekund
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Obrázek 5.3: Schéma vytvořeńı potřebných part-plazmid̊u. Přidružené označeńı 2x od-
pov́ıdá umı́stěńı v MoClo assembly, kde je promotor část́ı č́ıslo 2.

50◦C, 2 minuty 4◦C. Poté bylo přidáno 100µl média SOC následované hodinovou
inkubaćı v 37◦C na otáčky 1200rpm. Výsledný produkt se nanesl na chloramphe-
nicolové misky, v̊uči kterým maj́ı rezistenci pouze bakterie, které v sobě maj́ı za-
integrovaný vkládaný part-plazmid. Po jednom dni v teplotě 37◦C má mı́t miska
podobu jako na obrázku 2.33. Z vybrané kolonie se potřela p̊ulka nové misky, ze
které se poté pomoćı Miniprepu (toolkit a protokol od Fisher Scientific UK) vypre-
parovaly namnožené part-plazmidy, jež se nakonec naředily na 100ng/µl. Vytvořené
part-plazmidy byly následně poslány na ověřeńı sekvenaćı3 do Eurofins Genomics.

Assembly gen̊u

Celkem bylo pro diplomovou práci složeno 22 gen̊u. Dva geny se vkládaly do C001,
dva do C002 a osmnáct do C003. Do kazety C001 bylo třeba vložit promotor, kóduj́ıćı
sekvenci a terminátor, zat́ımco do kazet C002 a C003 pouze promotor a kóduj́ıćı
sekvenci. Assembly gen̊u prob́ıhala pomoćı BsaI restrikćı a v těchto kazetách se za
restrikčńım mı́stem nacháźı již připravený terminátor, který tak neńı třeba přidávat.
Ukázka procesu sestaveńı genu je na obrázku 5.4.

C001 kazeta sloužila pro vložeńı genu produkuj́ıćıho regulačńı protein LacI.
Části assembly byly kromě C001 promotor pPOP6/pCCW12, kóduj́ıćı sekvence
LacI-nls a terminátor tENO1/tENO2. Vzniklé geny byly pPOP6-LacI-tENO1
a pCCW12-LacI-tENO2.

Do kazety C002 již nebylo třeba vkládat terminátor (již př́ıtomen tSSA1 ) a
vzniklé geny opět produkovaly regulačńı protein, tentokrát TetR. Do kazety se tak
vkládaly pouze promotor a kóduj́ıćı sekvence. Výslednými geny v této kazetě byly
pPOP6-TetR-tSSA1 a pCCW12-TetR-tSSA1.

Posledńı kazeta C003 byla využita na sestaveńı všech gen̊u se signalizačńım
proteinem BLA. Tato kazeta má také již integrovaný terminátor (tENO2). Schéma

3Sekvenace je metoda zjǐst’uj́ıćı sekvenci nukleových báźı.
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této assembly se nacháźı na obrázku 5.4. Promotory byly použity bud’ př́ırodńı nebo
již dř́ıve upravené (ucelená sekvence) nebo nově upravené (prvńı část-2a, operátor-
2b, koncová část-2c). Za promotorem se nacháźı FLO11-PRE peptid rozšǐruj́ıćı
následuj́ıćı kóduj́ıćı sekvenci pro protein BLA, který umožńı proteinu BLA opus-
tit buňku. Dı́ky tomu je poté možné jednoduše měřit množstv́ı BLA produkované
buňkami. Takto vzniklé geny s p̊uvodńımi promotory jsou pX-BLA-tENO2, pHHF2-
BLA-tENO2, pPAB1-BLA-tENO2, pPOP6-BLA-tENO2, pREV1-BLA-tENO2, pXL-
BLA-tENO2lab

4, pXT -BLA-tENO2lab, pZT -BLA-tENO2lab a pro upravené promo-
tory pXL-BLA-tENO2, pXT -BLA-tENO2, pHHF2L-BLA-tENO2, pHHF2T -BLA-tE-
NO2, pPAB1L-BLA-tENO2, pPAB1T -BLA-tENO2, pPOP6L-BLA-tENO2, pPOP6T -
BLA-tENO2, pREV1L-BLA-tENO2 a pREV1T -BLA-tENO2. Dále budou sestavené
geny uváděny bez názv̊u terminátor̊u a BLA (např́ıklad pZT -BLA-tENO2lab →pZT ,
pHHF2L-BLA-tENO2→pHHF2L).

Obsah 10µl reakce BsaI Golden Gate assembly je následuj́ıćı: 1µl T4 buf-
fer 10x, 0.5µl restrikčńı enzym BsaI-HF-v2 s koncentraćı 20000units/ml, 0.5µl T4
ligázy 400000units/ml (z New England BioLabs Inc.), 0.5µl každé části assembly
s koncentraćı 100ng/µl a zbytek do 10µl se doplńı Nuclease-free H2O.

Teplotńı program zač́ınal 30-ti násobným cyklem 8 minut na 37◦C a 8 minut
na 16◦C, následuje 20 minut na 37◦C a 15 minut na 80◦C.

Vzniklé plazmidy se stejně jako v př́ıpadě part-plazmid̊u transformovali do
bakteríı CC Turbo. Bakterie se poté nedávaly na chloramphenicolovou misku, ale
na ampicilinovou, nebot’ součást́ı kazet je gen vracej́ıćı bakterii rezistenci právě proti
ampicilinu. Po výběru kolonie se opět potře p̊ul misky a poté co bakterie narostou
se udělá Miniprep a vyextrahované plazmidy se nařed́ı na 100ng/µl. Sestavené geny
byly následně poslány na ověřeńı sekvenaćı do Eurofins Genomics.

Obrázek 5.4: Schéma procesu Golden Gate assembly.

4pXL je zkrácený zápis pro pX-Olac, analogicky pro promotor pX-tet0 bude zkrácený zápis pXT .
Xlab znamená, že použitý promotor neńı př́ırodńı, ale už byl sestaven v laboratoři dř́ıve někým
jiným. Promotor pZ je jako v př́ıpadě pX duševńım vlastnictv́ım XENO Cell Inovations s.r.o.
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Transformace gen̊u do kvasinek

Dle popsané stavby kazet, mezi restrikčńımi mı́sty NotI je AmpR gen a ColE1. Jedná
se tak o oblasti d̊uležité pro namnožeńı v bakteríıch, které dále nejsou třeba. Zvenku
NotI mı́st jsou pak konce homologíı, d́ıky kterým se při správném nastaveńı může
potřebná část zaintegrovat do genomu kvasinky.

Prvńım krokem před transformaćı je NotI restrikce. 10µl reakce obsahuje
3µl nuclease-free H2O, 1µl NotI-HF (z New England BioLabs Inc.) s koncentraćı
1unit/µl, 1µl CutSmart buffer 10x (z New England BioLabs Inc.) a 5µl plazmidu
s koncentraćı 100ng/µl. Teplotńı program byl nastavený na dvě hodiny v 37◦C
a následně 20 minut v 65◦C.

Následný program pro kvasinkovou transformaci byl převzat z (Roguev et al.
[100]). Po transformaci se kvasinky daj́ı na Petriho misku s médiem bez odpov́ıdaj́ıćı
aminokyseliny pro vkládaný konstrukt. Pro konstrukty s kazetou C001 a C002 byla
použita miska bez Leu2 a pro C003 bez His3. Po dvou dnech inkubace ve 30◦C
miska poroste koloniemi (viz obr. 2.33), ze kterých se jedna vybere a rozetře se na
novou misku se shodným médiem. Z vybraného vzniklého singletu na nové misce se
poté udělá overnight. Do tekutého živného média se přidá nabraný singlet z misky
a kultura se přes noc nechá r̊ust. Daľśı den je možné pro kontrolu provést genetickou
extrakci a pomoćı PCR ověřit, zda-li se požadovaná genetická informace dostala do
kvasinky. V př́ıpadě pozitivńıch test̊u je možné kulturu pro pozděǰśı využit́ı zamra-
zit v -80◦C. Kvasinkovou transformaćı byly vytvořeny kmeny kvasinek uvedené v
tabulce 5.1 (kromě rodičovských kmen̊u BY4741 a S0). Jako test úspěšného vložeńı
genu do kvasinky byla v tomto př́ıpadě extrakce genomu s následným PCR.
Pro lepš́ı orientaci v označeńıch kmen̊u je zde popsáno použité rozděleńı co skupiny
kmen̊u obsahuj́ı za geny:

• S001-S005 - Upravený promotor s operátorem Olac před kóduj́ıćı sekvenćı pro BLA.

• S006-S010 - Upravený promotor s operátorem tet0 před kóduj́ıćı sekvenćı pro BLA.

• S100/S200 - Promotor pCCW12/pPOP6 s kóduj́ıćı sekvenćı pro regulačńı protein LacI.

• S300/S400 - Promotor pCCW12/pPOP6 s kóduj́ıćı sekvenćı pro regulačńı protein TetR.

• S501-S505 - Nativńı promotor před kóduj́ıćı sekvenćı pro BLA.

• S1xx/S2xx/S3xx/S4xx - Kmeny s dvěma vloženými geny. Jedńım je gen z S100/S200/S300/
S400, druhým je gen z S001-S010.

• S601-S605 - Referenčńı kmeny s expertně navrženými úpravami promotor̊u.

V práci však jsou kmeny uváděny pro lepš́ı orientaci mı́sto jejich názv̊u převážně po-
moćı zkráceně zapsaného vloženého obsahu. Z názv̊u složených gen̊u jsou vynechány
terminátory a BLA. Např́ıklad kmen S309, který obsahuje geny pCCW12-TetR-
tSSA1 a pPOP6T -BLA-tENO2 bude pojmenován jako pCCW12-TetR-pPOP6T .
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Kmen Genotyp Reference
BY4741 MATa his3∆1 leu2∆0 met15∆0 ura3∆0 [101]
S0 BY4741 bar1∆ mfa∆ mfx∆ aga2∆ XENO Cell Inovations s.r.o.
S001 S0 his3::pXL-BLA
S002 S0 his3::pHHF2L-BLA
S003 S0 his3::pPAB1L-BLA
S004 S0 his3::pPOP6L-BLA
S005 S0 his3::pREV1L-BLA
S006 S0 his3::pXT -BLA
S007 S0 his3::pHHF2T -BLA
S008 S0 his3::pPAB1T -BLA
S009 S0 his3::pPOP6T -BLA
S010 S0 his3::pREV1T -BLA
S100 S0 leu2::pCCW12-LacI
S200 S0 leu2::pPOP6-LacI
S300 S0 leu2::pCCW12-TetR
S400 S0 leu2::pPOP6-TetR
S501 S0 his3::pX-BLA
S502 S0 his3::pHHF2-BLA
S503 S0 his3::pPAB1-BLA
S504 S0 his3::pPOP6-BLA
S505 S0 his3::pREV1-BLA
S101 S0 leu2::pCCW12-LacI his3::pXL-BLA
S102 S0 leu2::pCCW12-LacI his3::pHHF2L-BLA
S103 S0 leu2::pCCW12-LacI his3::pPAB1L-BLA
S104 S0 leu2::pCCW12-LacI his3::pPOP6L-BLA
S105 S0 leu2::pCCW12-LacI his3::pREV1L-BLA
S201 S0 leu2::pPOP6-LacI his3::pXL-BLA
S202 S0 leu2::pPOP6-LacI his3::pHHF2L-BLA
S203 S0 leu2::pPOP6-LacI his3::pPAB1L-BLA
S204 S0 leu2::pPOP6-LacI his3::pPOP6L-BLA
S205 S0 leu2::pPOP6-LacI his3::pREV1L-BLA
S306 S0 leu2::pCCW12-TetR his3::pXT -BLA
S307 S0 leu2::pCCW12-TetR his3::pHHF2T -BLA
S308 S0 leu2::pCCW12-TetR his3::pPAB1T -BLA
S309 S0 leu2::pCCW12-TetR his3::pPOP6T -BLA
S310 S0 leu2::pCCW12-TetR his3::pREV1T -BLA
S406 S0 leu2::pPOP6-TetR his3::pXT -BLA
S407 S0 leu2::pPOP6-TetR his3::pHHF2T -BLA
S408 S0 leu2::pPOP6-TetR his3::pPAB1T -BLA
S409 S0 leu2::pPOP6-TetR his3::pPOP6T -BLA
S410 S0 leu2::pPOP6-TetR his3::pREV1T -BLA
S601 S0 leu2::pCCW12-LacI his3::pXL-BLAlab

S602 S0 leu2::pPOP6-LacI his3::pXL-BLAlab

S603 S0 leu2::pPOP6-TetR his3::pXT -BLAlab

S604 S0 leu2::pCCW12-TetR his3::pZT -BLAlab

S605 S0 leu2::pPOP6-TetR his3::pZT -BLAlab

Tabulka 5.1: Tabulka genotyp̊u Saccharomyces c.
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Protokol měřeńı

Měř́ıćı protokol byl až na drobné výjimky stejný pro měřeńı všech vytvořených
kmen̊u. Ze zmražených buněk se dal na noc do 1ml živného média YPD overnight,
který se inkuboval v teplotě 30◦C v otočném zař́ızeńı. Dopoledne se buňky naředily
dle absorbance na OD600 = 0.1 opět do 1ml. Buňky se takto nechaly dál inkubovat
ve 30-ti◦C po dobu čtyř hodin. Po uplynut́ı stanovené doby se odebralo 500µl vzorku
do uzav́ıratelné 1.7ml plastové zkumavky a v centrifuze se stočilo na 3000rcf po
dobu jedné minuty. Následně se odebral supernatant a zkumavka se novým médiem
doplnila zpět na 500µl. Poté se měřila optická hustota a došlo k naředěńı vzorku do
nové zkumavky na OD600 = 0.05. Objem naředěného vzorku byl tentokrát 100µl.
Pro měřeńı kmen̊u, kde byl upravený promotor, byly vytvořeny dva vzorky, kdy do
jednoho byl přidán odpov́ıdaj́ıćı induktor. Takto připravené zkumavky se daly na dvě
hodiny inkubovat a poté se stočily po dobu jedné minuty na 3000rcf . Do měř́ıćıho
platu se přendalo 85µl supernatantu, do kterého se zamı́chalo 10µl nitrocefinu 1mM
s 5µl destilované H2O. Po přidáńı nitrocefinu začne docházet k reakci s BLA a měř́ıćı
plate se tak dává hned do čtećıho zař́ızeńı. Po dobu dvaceti minut se v minutových
intervalech měřila fluorescence na vlnových délkách 486nm a 700nm5. Výsledné grafy
zobrazené v podsekci 4.2.2, jsou źıskány z vypočtených hodnot D4860 pro jamku X
v čase tn na základě přepočtu:

XD486(tn) = X486(tn)−X700(tn), (5.1)

XD4860(tn) = XD486(tn)−XD486(t0), (5.2)

kdy hodnoty t odpov́ıdaj́ı časovému pořad́ı měřeńı. Hodnota XD4860 v čase tn je tedy
rozd́ılem prvńı vypočtené hodnotyXD486 odXD486 v čase tn, č́ımž graf zač́ıná na hod-
notě XD4860(t0) = 0. XD486(tn) je rozd́ılem měřeńı hodnot na vlnových délkách 486 a
700nm. HodnotaX486 je hlavńı měřená hodnota odpov́ıdaj́ıćı vlnové délce pro měřeńı
fluorescence červené barvy a odečteńım X700 docháźı ke korekci emiśı při reakci BLA
s nitrocefinem. Podoba vývoje jednotlivých metrik v čase je vyobrazena v grafu
5.5-A. Vývoj D4860 je do určité fáze lineárně rostoućı. Tato oblast je proložena
lineárńı funkćı. Sklon lineárńı funkce je poté vydělen koeficientem ∆1U = 0.03, který
odpov́ıdá kompletńı degradaci 1nmol nitrocefinu pomoćı substrátu jednotek BLA
[102]. Jedna jednotka BLA (1U) je definována jako množstv́ı enzymu potřebného
pro degradaci 1nmol nitrocefinu za jednu hodinu. Sloupcové grafy produkce BLA
(viz obr. 5.5-B) budou v jednotkách BLA obsažených v použitém substrátu:

amount of BLA =
a

∆1U

[U ], (5.3)

kde a je sklon lineárńı funkce prokládaj́ıćı lineárně rostoućı hodnoty D4860.
Základńı nastaveńı měřeńı se však ukázalo po prvńıch pokusech jako nevyho-

vuj́ıćı. Zat́ımco kmeny s integrovanými verzemi promotor̊u pX/pHHF2 před BLA
měly vysoký signál, pro pPAB1 už bylo nastaveńı pro źıskáńı výsledk̊u hraničńı

5Jednotky měřeńı fluorescence jsou takzvané relativńı fluorescenčńı jednotky.
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a pro pPOP6/pREV1 nebylo naměřeno nic.
Protokol se tak upravoval na mı́ru jednotlivým promotor̊um. Pro silné promo-

tory pX/pHHF2 byla pouze sńıžena ćılová optická hustota při posledńım ředěńı na
OD600 = 0.02. Pro pPAB1 naopak došlo ke zvýšeńı hustoty pro posledńı ředěńı
na OD600 = 0.1. Pro zbylé dva promotory pPOP6/pREV1 nejprve došlo při po-
sledńım ředěńı ke zvýšeńı ćılové optické hustoty na OD600 = 0.15. Později s daľśım
zvýšeńım ćılové hustoty na OD600 = 0.2 došlo i ke zvýšeńı doby inkubace před
měřeńım na čtyři hodiny. Měřeńı samotné se v tomto př́ıpadě protáhlo na 30 minut
po minutových intervalech měřeńı.

Kmeny obsahuj́ıćı BLA gen i gen s transkripčńım faktorem byly měřeny vždy
ve dvou jamkách. V jedné byl přidaný induktor6 (v grafech vzorky se znaménkem
’+’ v názvu) a v druhé nebyl (vzorky se znaménkem ’-’ v názvu). T́ım byly źıskány
rozd́ıly zp̊usobené repreśı promotoru předcházej́ıćıho sekvenci pro BLA. Finálńı
měřeńı s posledně popsaným nastaveńım protokolu byly následně prováděny si-
multánně ve dvou replikátech, které se do graf̊u pr̊uměrovaly. Při odlǐsném finálńım
naředěńı vzork̊u odOD600 = 0.05 budou źıskané hodnoty přenásobeny odpov́ıdaj́ıćım
koeficientem tak, aby byly v grafech zobrazené hodnoty vztažené k OD600 = 0.05.
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Obrázek 5.5: A) Ukázka vývoje popsaných metrik v čase včetně proložeńı lineárńı oblasti
D4860 lineárńı funkćı. B) Sloupcový graf pro měřeńı BLA.

6Ve zkumavce 0.1mM IPTG pro kmeny s LacI, 2µl doxycyklinu s koncentraćı 20µg/ml pro
kmeny s TetR.
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Př́ıloha: Měřeńı

Úvodńı měřeńı byly prováděny se shodným nastaveńım pro všechny vzorky. Kmeny
obsahuj́ıćı před BLA variance promotoru pX a pHHF2 byly naměřeny bez problémů.
Pro pPAB1 již došlo k očekávanému znatelnému poklesu signálu. Pro promotory
pPOP6 a pREV1 však byl signál úplně neměřitelný. Na úvod měřený experiment
je zobrazený v grafu 5.6, kde osa y je pro viditelnost malých signál̊u logaritmická.
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Obrázek 5.6: Graf pro úvodńı měřeńı produkce BLA. Graf obsahuje př́ırodńı promotory
s BLA, upravené promotory s BLA a upravené promotory s BLA, kde byl v kmenu i gen
s regulačńım proteinem. Vzorky inkubované s induktorem maj́ı v názvu ’+’, vzorky bez
induktoru ’-’ a kde nebylo přidáńı induktoru relevantńı neńı v legendě nav́ıc nic.

Pro srovnáńı jsou v grafu 5.7 zobrazeny shodné kmeny, které byly měřeny
již pomoćı finálńıho nastaveńı měř́ıćıho protokolu. Kmeny s promotory pPOP6 a
pREV1 byly inkubovány před měřeńım po dobu 4 hodin. V grafu jsou zvýrazněny
červenou barvou, aby bylo odlǐseno, že zde byl proveden pouze přepočet kompen-
zuj́ıćı rozd́ıl v naředěńı. Kompenzace doby inkubace nebyla prováděna. Kmeny s pro-
motorem pREV1 a s regulaćı LacI nebyly upraveným měř́ıćım protokolem měřeny.
V grafu je v této oblasti prázdné mı́sto aby bylo zanecháno rozložeńı vzork̊u z
předchoźıho grafu 5.6. Výsledky ukazuj́ı, že úprava měř́ıćıho protokolu napomohla
k měřitelnosti i slabých promotor̊u pPOP6 a pREV1.
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BLA measurement - WT-promoter-BLA, edited-promoter-BLA, edited-promoter-BLA+pPOP6-TF

Obrázek 5.7: Graf měřeńı produkce BLA s finálńım nastaveńım měř́ıćıho protokolu. Graf
obsahuje př́ırodńı promotory s BLA, upravené promotory s BLA a upravené promotory
s BLA, kde byl v kmenu i gen s regulačńım proteinem. Červeně jsou označeny vzorky
inkubované před měřeńım po dobu 4 hodin. Zbytek byl inkubován standardně nastavené
2 hodiny. Vzorky inkubované s induktorem maj́ı v názvu ’+’, vzorky bez induktoru ’-’ a
kde nebylo přidáńı induktoru relevantńı neńı v legendě nav́ıc nic.

Z grafu 5.7 je vidět, že represe je pro kmeny s regulačńım genem pPOP6-
LacI/TetR patrná pouze u dvou konstrukt̊u s TetR. Pro doplněńı měřeńı je dále uve-
den graf s promotorem pXT 5.8,který z technických d̊uvod̊u nebyl součást́ı předchoźıho
měřeńı. Prvńı vybraná bakteriálńı kolonie obsahovala chybnou assembly a kmeny
s pXT tak byly vytvořeny se zpožděńım. Promotor pXT je třet́ım z promotor̊u s
patrnou repreśı.
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BLA measurement - pX variances with tet0

Obrázek 5.8: Graf měřeńı produkce BLA pro kmeny s integrovanými verzemi promotoru
pX před BLA a TetR regulaćı. Vzorky inkubované s induktorem maj́ı v názvu ’+’, vzorky
bez induktoru ’-’ a kde nebylo přidáńı induktoru relevantńı neńı v legendě nav́ıc nic.
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Následuj́ıćı graf obsahuje doplněńı výsledk̊u o kmeny, které obsahovaly kon-
strukt pCCW12-LacI/TetR (graf 5.9). Měř́ıćı protokol v této fázi ještě neobsahoval
prodlouženou inkubaci slabých promotor̊u a ředěńı těchto vzork̊u bylo nastaveno na
OD600 = 0.15. Pro promotor pREV1 v tomto př́ıpadě nebylo stále nic naměřeno.
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BLA measurement - strains with pCCW12-LacI/TetR gene

Obrázek 5.9: Graf obsahuj́ıćı měřeńı produkce BLA pro kmeny s integrovanými geny
pCCW12-LacI/TetR. Vzorky inkubované s induktorem maj́ı v názvu ’+’, vzorky bez in-
duktoru ’-’.

Na základě výše uvedených graf̊u došlo k redukci kmen̊u pro závěrečný ex-
periment, kde byly použity kmeny obsahuj́ıćı promotory pXT , pPAB1T a pPOP6T .
Ostatńı kmeny nejevily známky požadovaného represibilńıho chováńı a byly tak pro
závěrečné měřeńı popsané v podsekci 4.2.2 vynechány.

Posledńım zde uvedeným měřeńım je experiment obsahuj́ıćı expertně upra-
vené promotory pX a pZ (graf 5.10). Měřeńı sloužilo jako kontrola, jestli sestavené
geny pCCW12/pPOP6-LacI/TetR správně produkuj́ı regulačńı protein. Toto měřeńı
zároveň slouž́ı jako srovnáńı s kvalitou expertně navržené represe oproti návrhu neu-
ronovou śıt́ı.
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BLA measurement - expert promoter modification

Obrázek 5.10: Graf obsahuj́ıćı měřeńı produkce BLA pro expertně pX a pZ. Vzorky
inkubované s induktorem maj́ı v názvu ’+’, vzorky bez induktoru ’-’.

91


	Úvod
	Background
	Biologické pojmy
	Genetická regulace
	Motivy a logické brány v transkripcních sítích
	Expertne navržené regulacní obvody

	Expertní metody pro genetickou regulaci
	Nespolehlivost

	Strojové ucení
	Neuronové síte
	SentencePiece

	Experimentální metody pro overení výsledku
	Modular Cloning
	Benchling


	Inovace
	Formulace úlohy pro machine learning
	Classifier
	Place-back
	Insert-fragment

	Data
	Databáze Saccharomyces cerevisiae
	Vytvorené datasety

	Neuronové síte
	Classifier
	Place-back
	Insert-fragment


	Výsledky
	Výsledky in silico
	Analýza výsledku modelu neuronových sítí
	Analýza vybraných promotoru
	Analýza vybraných regulacních prvku

	Výsledky in vivo
	Materiály a metody
	Výsledky experimentu
	Diskuze


	Záver

