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1. lvadas

Kokybiniai ir kiekybiniai pokyCiai gyw organizny genomuosealygojo labai dided
gyvosios gamtosvairove: nuo maziausi ir paprasiausy virusy, iki didZiuliy ir itin
sudstingy, kaipHomo sapiensZinodami veikiagius procesus besil@#nt genetinei in-
formacijai, gabtume prognozuoti kiekvieno i$ iSoriniar vidiniy veiksni itaka Siems
procesams.

IS ankstesnj tyrimy Zinoma, kad mikroorganizangenomuose vienos i$ intensyviau-
siai besiketiarcios — palindromies sekos. ISrenkant per retai ir per daZnai pasitaikian”
nukleotid) derinius, Siame darbe bandoma atsekti galimus palindrareely iSnykimo
ir atsiradimo kelius bakteriniuose genomuose.

Naturalu tokiy seky ieSkoti intensyviai besikeianciuose organizmuoskvertinant ga-
lima mutacij) skatiu ir standartinnuokrypg, konkreciam oligonukleotidui, galima ,ap-
Ciuopti“ biologiSkai svarbias vietas genomecital toks matas neleidZia palyginti bakte-
rijy tarpusavyje. Siame darbe pagtas naujas metodas mutagiptensyvumui bakterij
genomuosévertinti, kuris nepriklauso nuo konkeaj oligonukleotidi ar genomo ilgio ir
todél leidZia palyginti mikroorganizmus tarpusavyije.

Pazynetina, kad procesai nulemiantys genesirihformacijos raid sudtingi, o ju
eksperimentinis tyrimas sunkus ir brangus. Tiriant Siuos prociesesico labai efek-
tyviai panaudojami statistenhukleotidiniy deriny genomuose anabzbei matematinis
vykstarciy proceg modeliavimas. Rezultatai gauti visiems 3—7 nuklagfidio deri-
niams. Pamiasime, kad vig galimy trinukleotidy skatius yra 64(43), o heptanukleo-
tidu net 16384(47). Vieno genomo anali’ priklausomai nuo jo ilgio ir kompiuterio
procesoriaus tipo, gali uZtrukti nuo keliki keliolikos valand.

Siame darbe istirti 50 bakteripiorganizny genomai. Duomenys analizei paimti i3
GenBankduomemn bazij.

2. Tyrimo objektas
Genomas- genetims informacijos visuma, lemianti kiekvieno organizmaigies, kuriai

jis priklauso, individualura. Jo pagrindias charakteristikos yra dydis ir geskacius.
Sucttinggjant organizmui, genomas @id. Bakterijy genomai yra palyginti mazi, iki
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keliy milijony nukleotid) powy, todeél yra labai patrauklus objektas tiriant gyvogstetje
vykstarcius procesus bei modeliuojant aukStegmorganizny lasteliy veikla.

DNR molekuk sudaro dvi viena kitai komplementarios polinukleotedirgjrandies
(1 pav.). Jos monomerai yra keturi skirtingi nukleotidai: adeninas (Zymhjastozinas
(C), guaninas @) ir timinas (T). DNR molekuks grandiese nukleotidai iSseke tam
tikra tvarka. Pvz., jei vienoje grandije yra adeninas, tai kitoje granéje atitinkamoje
vietoje bus timinas, citozinas vienoje graneii@ stoes pries guanikitoje.

Duomeny bazse paprastai pateikiama tik vieaNR molekuks grandie. Pvz.,
bakterijosBacillus haloduranggenomo fragmentas atrodo taipGAGGACTTTGAG-
GATTTT..

Mutacijos — nafiralusivykis bet kuriame genome. Tai vienas iS daugelio mechamjzm
sukeliantis natralius genomo polgits. Mutacijl intensyvumas gali parodyti kad, mik-
roorganizmas gyvena agresyvioj ar besikaicioj aplinkoj ir yra priverstas keisti savo

genetire informacip.

TaSkires mutacijos atsiranda kai vienoje grargjenukleotidas pasikegi toki, ku-
ris néra komplementarus. Gaunama dvigiiéR grandire su neatiktimis. hste€s dali-
jimosi metu tokia neatitiktis gali diti uzfiksuota. @1 tasSkiniy mutaciy baltyrma koduo-
jancioje sekoje gana daznai pakinta &ialtymy amino ug&iy seka.

AiSkiausi iki Siol pastebti kitimo taikiniai — palindromies sekos. Tai tokio tipo se-
kos, kurios abiejose komplementariose grard:is 5'i 3' gala skaitomos vienodai
(1 pav.).

Nustatyta, kad palindromuose paksti’ vyksta intensyviausiai, bent jau prokarioti-
niuose organizmuose. Daugelis per retai bakteriniuose genomuosauetadZiy yra
trumpi palindromai (,ZodZiu“ vadiname nukleotidleriri — oligome). Manoma, kad
palindromini seky iSnykimas genomuose suesjsu restrikcijos-modifikacijoR¢M) fer-
mentais. Pagal tgknodel, patekusii, organizma R-M sistema iSSaukia reakaipaikinti
tos sistemos taikinius — palindromines sekagsdpa tarp palindromnaikinimo ir genus
koduojartiy R-M sistemy buvimo bakteriniame genome buvo detalizuota aptikus, kad
modifikuotas citozinas gali virstitimina. ISkelta hipotez, kad toku restrikcijos taikini)
(palindromy) iSnykimas gali biti paaiSkinamas atsitiktemis ir veliau uzfiksuotomis mo-
difikavimo klaidomis. Suprantama, kad uZtenka vienos tokios klaidos, kad palindromas
virsty i, nepalindromi sela. Tokiu hudu genome sumaja palindromini ir padicEja
kitokiu seky skatius.

5 -A-C-A(T-C-G-A{C-A-A- =
y -T-G-T{A-G-C-T{G-T-T- =~

1 pav. Palindromia‘seka.
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3. Matematinis modelis

Tegul sekaS Zymi genomo grandim Tadan nukleotidy ilgio sekaS apraSoma taips =
S5182...5,:8;, € {A,C,G, T}, i=1...n. Trumpese sekas yra L ilgio oligomeras ir
apraSo genomo grandiaS fragmen&: s = s182...55:8;, € {4,C,G, T}, i=1...L.
Laikoma, kad nukleougXiy sekos tenkina apibendramMarkovo grandias modej o
tai reiSkia, kad jos turi baigtim,atmini’. Stacionariaik eiles Markovo grandinei teisinga
lygybé: p(Sn|Sn-1,...,51) = p(SNn|SN-1,...,SN—k). Tinkamos eisk parinkimas
yra atskiras ir gana svarbus uzdavinys [2]. Nuo to priklauso modelio jautrumas ir kaip
tiksliai aptinkamos biologiSkaiigomios* vietos genome.

Teorinis sekos = (s1s2...sy) daznisk = L — 2 eiles Markovo grandinei skeaitio-
jamas taip:

F(s182...50-1)F(s283...51)
F = . 1
(s152...51) F(s283...51-1) (1)

Tarkim, kad genomo sek&yrak = L — 2 eiles Markovo grandi@. Tada iS duomen
suskagiavus L. — 1 ir L — 2 ilgio seku s, = (s182...81-1), 84 = (8283...8) ir
Sy = (8283 ...s5,—1) daznius, sekos daznioivertis yra:

f(3132 .. .SL_l)f(8283 .. .SL)
f(SQSg .. -SL—l) ' (2)

E(s182...81) =

Dydis d(s) vadinamas normalizuotu nuokrypiu:

f(3132 .. .SL) — E(Slsg .. .SL)
E(s182...81) '

3)

d(3132 .. .SL) =

d(s) skaciavimas remiasi puasonine aproksimacija ir parodo kiek daug selka
atitinka Markovo modelio. Laikoma, kad oligomergi kuriems|d(s)| < a, mikroor-
ganizmo genome yra neinformatys. Oligomerai, kuriemgli(s)| > a, yra potencialiai
biologiskai aktyvios vietos genome.dial tinkamos: reikSnes parinkimas priklauso ir
nuo sekos ilgio, ir nuo viso genomo ilgio. Toel lyginti organizmus pagal(s) reiksne
tam pa&iam oligomerui era korektiska. ISkyla poreikisivesti universal mag mutaciy
intensyvumui genomuogeertinti, toki, kuris leisy palyginti skirtingus organizmus.

4. Mutacijy intensyvumas

Zinant mutacij) intensyvuna galimaivertinti informacijos keitimo procesus organizme,
kelti klausima apie minimal informacijos kitimo lyg, kuris batinas isgyventi. Siuo at-
veju mutaciy intensyvumas yra kriterijus atrinkti bakterijas palindrorgisgky analizei.
Siame darbe mutagijintensyvura genome silome skadiuoti taip:

Lmax
1

= 1Lmin +1 Z Ij’ Ij = jn Z(E(S) - fs)-i-' (4)

Lmax - .
J=Lmin s
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2 pav. Bakteriju genommutacijj intensyvumo grafikas.

Lin (Limax) Yra minimalus (maksimalus) oligomeiilgis, » yra analizuojamo ge-
nomo ilgis, oligomeros daZnisf, randamas i duomen Siame darbd i, = 3 ir
Liyax = 7. llgesrems nei 7 nukleotidai sekoms dainfi; ir E(s) skaCiavimai reika-
lauja daug kompiuterio resursr laiko. Pvz., kail. = 8, tokiu seki yra net 655364°%).

Kiekvienam organizmui paskaiave mutacijy intensyvuna I, galime juos palyginti
tarpusavyje (2 pav.), grupuoti organizriuddases pagal tai, kaip intensyviai vyksta mu-
tacijos y genomuose.

Tos paios bakterijos genome skirtinguose nukleqtitériniuose mutacijos vyksta ne-
vienodai aktyviai. Nors daugumoje oligomenutacijy daZnis era didelis, teiau galima
pasteleti, kad kai kurie nukleotid deriniai ke€iasi intensyviai ir kryptingai.

5. Palindrominiu seky analizé

Palindrominu sely analizei paimta viena i$ intensyviausiai mutugjarbakterijaHeli-
cobacter pylori Jos genomo ilgis apig, 6 x 10° nukleotidy, nukleotidaiC ir G sudaro
apie 39,2% genomo.

Visuy bakterijy genomams sudaromos tri-, tetra-, penta- ir t.t. ilgio nukleokigimbi-
naciju daznuy lenteks (1 lentes).

1 lenteE. Nukleotidiny kombinaciy dazny lenteg

Nr. Oligomeras  fs E(s)  fs/E(s) d(s)

1 AAAA 79658 83252 0,96 12,46

2 AAAC 28568 24716 1,16 24,50
255 TTTG 33769 34518 0,98 4,03
256 TTTT 79658 83252 0,96 12,46
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2 lenteE. Palindromo iSnykimas

Oligomeras fs/E(s) d(s)

TCGA 0,13 62,07

Galima mutacijos kryptis

GCGA/TCQ& 1,34 34,28
ACGA/TCE 1,31 23,71

3 lenteE. Palindromo atsiradimas

fs/E(s)
min max

CTA/TAG 0,58 0,78

Oligomeras

Galima mutacijos kryptis

CTG/CAG 1,26 1,55

Jei santykisfs/ E(s) didesnis uZ vienet sakoma, kad tokia nukleotikombinacija
mikroorganizmo genome yra daznesrei atsitiktire. Daznai palindrominei sekai Sis san-
tykis yra mazesnis uZ viereetTai reiSkia, kad Sita nukleotickombinacija genome yra
Lhaikinama“.

Remiantis tuo, kad dvigj mutaciy tikimybé trumpoje sekoje labai maZa, galimos
mutaciy kryptys nustatomos i$ daznienteEs iSrenkant tokias nukleotidkkombinacijas,
kurios nuo nagrigjamo palindromo skiriasi tik vienu nukleotidu. Pvz., bakterijesico-
bacter pylorigenome refausias tetranukleotidas yra palindrorf@&GA Vienu nukleo-
tidu nuo Sito palindromo skiriasi ir yra daznos keturios kitos nukleoéiskombinacijos,
po dvi kiekvienojeDNRgrandireje (2 lentet).

Nors daugumoje mikroorganizipalindromires sekos gana intensyviai mutuoja ir
virstai kitas sekas, t@iau vyksta ir atvirkstinis procesas — palindngatsiradimas. Pvz.,
trinukleotidasCTA (TAG komplementarioj grandagj) tarp tirty organizny yra vienas i$
reCiausi oligonukleotidi nepalindrom (3 lenteg). Jis yra genomo sekos, koduajanrs’
baltyma, stopkodonas. Suprantama, kad tokios nukleotasikombinacijos skeils ge-
nome yra ribotas. T@auidomu, kad vienu nukleotidu besiskiriantys trinukleoti@aiG
ir CAG (komplementarioj grandaj) yra gana daZznai pasitaikantys palindromai.

IS lenteBse pateiki rezultat) galima atsekti palindromigiseky iSnykimo ir atsira-
dimo kelius. Tokia informacija gali pasitarnauti biologams tiriantiems informacijos ki-
timo procesus mikroorganiamgenomuose.

6. ISvados

e Pasulytas matas mutacijintensyvumui baktenj genomuosévertinti, kuris lei-
dZia pagal Bkriteriju palyginti skirtingus organizmus, juos klasifikuoti. Parametr
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parinkimo klausimas nenaggtas.

e Mutacijos organizmuose vyksta nevienodai intensyviaiaia tyskios priklauso-
mybés nuo agresyvios ir didgitaka genomui darasids aplinkos nepastela.

e Rezultatai rodo, kad palindrormes’ sekos atsiranda ar iSnaikinamos specifiniu
budu, taiau skirtinguose organizmuose tie procesai vyksta nevienodai intensyviai

e Analizuotuose genomuose dauguma aptiRtM sistemy dar rera identifikuotos,
nenustatytosj DNRtaikinio sekos ir specifiSkumas, teldiustaius udingiausius
virsmus sudaromos prielaidos fermgndalyvaujaeiy genetires informacijos kai-
toje paieSkai ir eksperimentiniams tyrimams.
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Statistical analysis on avoidance of palindromic sequences in genomes
of microorganisms

T. Rekasius, A. Timinskas

The statistical analysis of oligonucleotide combinations and mathematicalllingds out-
going processes is very successfully used in the research. It present research we applied Markov
chain model. Using the model few new methodologies for research of oligonucleotidic dtionpos
within DNA sequences we created.



