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Teoreticko-prakticka cast

Prakticka uloha €. 1 (90 minut, 45 bodov)
Téma: Rastlinna vypoctova biologia - Analyza odpovede rastlin na stres

Podstatna cast vyskumu v rastlinnej bioldgii sa v si¢asnosti zameriava na schopnost rastlin
vysporiadat sa s meniacimi sa klimatickymi podmienkami a moznostami, ako zvysit ich
odolnost voci stresu. Jednym z pristupov v tejto vyskumnej oblasti je analyza génove;j
expresie rastlin v réznych podmienkach. Na zéklade tejto analyzy mozno identifikovat gény,
ktorych aktivita sa pri strese meni a pripadne aj upravit ich aktivitu tak, aby rastlina na stres
dokazala lepsie reagovat. Nenechajte sa odradit tym, Ze bude v ulohe pre vdas mnoho veci
novych. Na jej rieSenie nebudete potrebovat predoslu znalost prezentovanych konceptov, len
pozorné Citanie a logické uvazovanie.

Pomocky: Pocitac s prieCinkom s cislom sutaziaceho na ploche (obsahuje subory
normalization_data.xslx, expression_data.xslx a subor excel_ndvod.pdf), kalkulacka

Uvod do analyzy génovej expresie rastlin

Rastliny, tak ako ostatné zname organizmy, vo svojom gendme prostrednictvom DNA kéduju
informaciu pre produkciu proteinov (bielkovin), ktoré v ich organizme vykonavaju rozlicné
funkcie. Napriklad gén rbcL kéduje informaciu pre vyrobu proteinu RuBisCO, ktory umoziuje
fixdciu oxidu uhli¢itého v procese Calvinovho cyklu. Rastlinny gendm vsSak obsahuje
obrovské mnozstvo réznych génov (napriklad kukurica ma priblizne 50,000 génov). Keby boli
vSetky nimi kédované proteiny produkované neustale v rovnakej miere, rastlina by musela
vynalozit neudrzatelne velké mnozstvo zdrojov. V zaujme rastlinného organizmu je vSak
vyuzivat zdroje Co najefektivnejsSie, preto sa oplati vyrabat jednotlivé proteiny len vtedy, ked
su potrebné. A to je zabezpecené regulaciou génovej expresie. Ilde o velmi zlozity subor
dejov, ktory upravuje expresiu jednotlivych génov podla potrieb organizmu.

Doteraz sme hovorili o produkcii proteinov na zaklade DNA. Proteiny sa vSak nevyrabaju
priamo na zaklade predlohy DNA, ale v tomto procese existuje medzikrok v podobe RNA.
V DNA je zakodovana informacia pre vyrobu proteinu, ak je “vydany signal” na jeho
produkciu, z DNA sa v jadre bunky vyrobi RNA v procese transkripcie, potom je RNA
transportovana do cytoplazmy a az na zaklade nej sa vyraba protein (v procese transldcie).
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transkripcia translacia .

Takéto usporiadanie prinasa viacero vyhod, v porovnani s hypotetickym pripadom, v ktorom
by boli proteiny vyrabané priamo na zaklade predlohy DNA. Oznacte tieto vyhody v ulohe
nizsie.

Uloha 1:

A) Proces produkcie proteinu je vd'aka pritomnosti RNA medzikroku rychlejsi.

B) Produkciu proteinu mozno vdaka pritomnosti RNA presnejsie regulovat.

C) Ak na zaklade jednej molekuly DNA mozno vyrobit viacero molekul RNA a na zaklade
jednej molekuly RNA viacero molekul proteinu, tak toto usporiadanie umoznuje
zosilnenie signalu v procese expresie.

D) Ak existuje protein, ktory je vyrabany neustale bez ohl'adu na podmienky v rovnake;j
miere, usporiadanie s RNA medzikrokom minie na jeho produkciu menej zdrojov ako
usporiadanie bez neho.

Na zéklade predchadzajuceho textu by sme mohli oc¢akavat, ze ak vystavime rastlinu
stresovym podmienkam a néasledne budeme analyzovat proteiny, ktoré produkuje (expresny
profil), ndjdeme vacsie zastlpenie proteinov, ktoré rastline pomahaju vysporiadat sa s tymto
stresom, v porovnani s expresnym profilom kontrolnej rastliny (takej, ktora stresu vystavena
nebola). Skuste sa zamysliet a oznacit spravne tvrdenia.

Uloha 2:

A) Ak je rastlina vystavena solnému stresu, bude produkovat viac proteinov
akumulujucich iény v jej korenoch.

B) Stres vysokou teplotou a vysokym oziarenim bude pravdepodobne spustat odlisnu
odpoved.

C) Vo vsetkych pripadoch vystavenia rastliny stresu mozno ocakavat plosné zvysenie
produkcie proteinov vSetkého druhu.

D) Vystavenie rastliny stresu pravdepodobne zapri¢ini zvySenie produkcie proteinoy,
ktoré su schopné stabilizovat iné proteiny.

Prave analyza expresného profilu rastliny vystavenej stresu a jeho porovnanie s expresnym
profilom kontrolnej rastliny (tzv. metéda diferencidlnej génovej expresie) sa pouziva na
odhalenie génov asociovanych s odpovedou na stres. Z praktickych dévodov sa ale vo
vacésine pripadov nepouziva analyza rastlinou produkovanych proteinov (proteédmu), ale
produkovanych RNA (transkriptému). Hladina mRNA a zodpovedajlceho proteinu st skoro
vzdy priamo Umerné. Ak teda dokdazeme analyzovat zastlpenie jednotlivych RNA v bunke
a porovnat ho medzi rastlinami vystavenym rozlicnym podmienkam, vieme identifikovat tie
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RNA (transkripty), ktorych produkcia je odliSnd medzi jednotlivymi rastlinami. Gény, ktoré
tieto RNA koduju, budu teda pravdepodobne spojené s odpovedou rastliny na dany stres.

Normalizacia dat

Na ploche vasho pocitaca vidite prie¢inok s vasim cislom. Ked ho otvorite, vidite subor
normalization_data.xslx. Po otvoreni tohto suboru budete vidiet harok data obsahujuci
tabulku s hypotetickymi génmi (gene A - 0), hladinou ich transkriptu (mnoZstva RNA) pre
kontrolné rastliny (control_raw) a hladinou transkriptov hypotetickych génov rastlin
vystavenych stresu suchom (drought_raw). V praxi vedie k ziskaniu tychto Cisel dlha cesta,
my vS8ak mame uz pripravené Cislo vyjadrujuce mnozstvo transkriptov pritomnych vo
vzorkach.

Na prvy pohlad sa zda, Ze je vo vzorkach z rastlin vystavenych suchu vyssSia hladina
jednotlivych transkriptov. To vSak moze byt spésobené mnozstvom vstupného materidly,
alebo inymi technickymi odchylkami. Preto potrebujeme data previest do formy, v ktorej ich
vieme vzajomne porovnat medzi jednotlivymi sibormi, tzv. normalizovat. Existuje mnozstvo
roznych spésobov normalizacie transkriptomickych dat, vy si vyskusate tie najjednoduchsie.

Uloha 3

Zactneme normalizaciou podla priemeru. Tu vypocCitame podla vzorca norm = konkrétna
hodnota/priemer vsetkych hodnét v skupine. Napriklad pre gén A bude normalizovana
hodnota mnozstva transkriptu v kontrolnej rastline vypocitana takto:

norm (gene A; C) = B2 / average(B2:B16) = 115/ 157,7 = 0,73

Vypoéitajte v stipci Mean C normalizované hodnoty podla priemeru (podla vzorca
uvedeného vyssie) pre ostatné gény pre kontrolnd rastlinu a v stipci Mean D normalizované
hodnoty pre rastlinu vystavenu stresu suchom. MézZete pouzivat kalkulacku, ale odpori¢ame
pouzivat samotny Excel. Ndvod na pouzivanie tohto softvéru mate v subore vo vasom
prieCinku excel_ndvod, pripadne mbdzete poziadat o radu dozor. Odteraz vzdy subor po
vypocte preventivne ulozte, mozete si to zjednodusit klavesovou skratkou Ctrl + S.

Uloha 4

Okrem normalizacie podla priemeru moézeme data normalizovat podla medianu (norm =
konkrétna hodnota/median vsetkych hodnét v skupine; Pozn.: Median je stredna hodnota dat
suboru zoradenych podla velkosti. Ak je subor dat 1, 2, 9; tak median bude 2) alebo sumy
suboru dat (norm = hodnota/sucet hodnét).

V stipcoch Median C, Median D, Total C a Total D spoéitajte normalizované hodnoty podla
medianu (Median) alebo suctu (Total) pre subory dat z kontrolnej rastliny (C) aj rastliny
vystavenej stresu suchom (D). Funkcie Excelu, ktoré mozete pouzit, ndjdete opét v subore
excel_navod.

Po ulohach 3 a 4 by ste mali dostat tabulku s r6zne normalizovanymi hodnotami. Teraz uz
mate k dispozicii hodnoty, na zaklade ktorych viete porovnat mieru expresie génov medzi
kontrolnymi rastlinami a rastlinami vystavenymi stresu suchom. Aby ste toto porovnanie
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vedeli urobit jednoduchsie, je vhodné vypocitat relativnu zmenu expresie génov rastlin
vystavenych stresu voci kontrolnym rastlindm. Tu viete vypocitat ako podiel normalizovanej
hodnoty expresie génu rastliny vystavenej stresu a normalizovanej hodnoty pre kontrolnu
rastlinu.

Ak by bola napriklad normalizovana hodnota podla priemeru pre gén A pre kontrolnd rastlinu
norm (gene A; C) = 2 a normalizovand hodnota podla priemeru pre gén A pre stresovanu
rastlinu norm (gene A; D) = 3, tak relativnu zmenu expresie vypocitame ako norm (gene A; D) /
norm (gene A;C) =3/2=1,5.

Tato hodnotu mozno interpretovat tak, Ze miera expresie génu A v rastlindch vystavenych
stresu suchom je 1,5-krat vysSia ako v kontrolnych rastlinach - hovorime, ze gén je
upregulovany. Tento gén bude teda pravdepodobne asociovany s odpovedou rastliny na
stres.

Uloha 5

Do stipcov Fold Change (mean - total) vypocitajte hodnoty pre relativne zmeny v génovej
expresii pre normalizaciu podla priemeru, medianu a suctu.

Uloha 6
Vytvorte graf, v ktorom zobrazite relativhe zmeny pre i~ |l M @
normalizaciu podla suctu. 2D stipcovy

1. 1. Drzte klavesu ctrl a oznacte stipec Gene (s hlaviékou).
2. 2. Oznatte stipec Fold change total pocas toho ako stale Hﬂﬂ
drzite klavesu ctrl.

=i [0

3. 3. Klavesu mozete pustit, v Exceli chodte do VioZita v 3D stipcovy
grafoch vyberte 2D skupinovy pruhovy graf (vid Jﬂm l@ﬁ @ﬂ J{ﬂﬂ
obrazok). Obrazok nechajte pod tabulkou v sibore.
Uloha 7 2D pruhovy
== |'m [
Na zaklade grafu a predchadzajliceho textu rozhodnite, ktoré tri Skupinovy pruhovy
gény su zjavne upregulované, a ktoré tri gény st zjavne T oart o™

niekolkymi kategariami,

downregulované. Zapiste do policok nizsie:

Upregulované gény:

Downregulované gény:
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Mierne odlisny pristup k normalizacii vyuziva normalizacia pomocou referenéného génu.
V tejto metéde sa pouzije pre kontrolnd aj sledovanu rastlinu miera expresie tzv.
housekeeping génu ako normalizacny faktor. Housekeeping gény su vacsinou stabilne
exprimované nezavisle na podmienkach a ich relativna hladina by sa naprie¢ ré6znymi
vzorkami nemala menit. M6Zu to byt napriklad gény pre aktin, gény pre DNA polymerazy, Ci
prave RuBisCO.

Uloha 8

Pouzite mieru expresie génu B (stipce Control_raw, Drought_raw) na normalizaciu miery
expresie ostatnych génov. Postup je podobny ako pri predchadzajucich normalizaciach.
1. Dopoéitajte normalizované hodnoty pre vsetky gény v stipci Reference C pre
kontrolné rastliny.
2. Vypocitajte normalizované hodnoty v stipci Reference D pre rastliny vystavené suchu.
3. Vypoditajte relativnu zmenu expresie podla tychto normalizovanych hodnét v stipci
Fold change reference (Pozn.: Dajte si pozor, aby ste ako normalizaény faktor
v pripade stresu vystavenych rastlin pouzili hodnotu expresie housekeeping génu
v rastline vystavenej stresu. Ako dobra kontrola, ¢i ste vypocet urobili spravne bude
hodnota relativnej zmeny expresie (Fold change reference) housekeeping génu rovna

1.

Jednotlivé pristupy k normalizacii maju svoje vyhody v réznych pripadoch. Zamyslite sa
a vyberte spravne odpovede v ulohe nizSie.

Uloha 9

A) V pripade, Ze referenény gén reaguje pri odpovedi na stres zmenou svojej expresie,
normalizacia podla referenéného génu je najvhodnejsia metéda Upravy dat.

B) Ak su v subore dat pritomné velmi odl'ahlé hodnoty (napr. pri umelo zvySenej génu),
normalizdcia pomocou priemeru méze vyrazne podhodnocovat mieru expresie
ostatnych génov.

C) Vypocet relativnej zmeny expresie (Fold change) voci kontrolnej rastline na zéklade
dat normalizovanych podla priemeru a suctu musi v pripade porovnavania miery
expresie rovnakého poctu génov vyustit v rovnaké vysledky.

D) Normalizécia podla stUctu je zo vSetkych metdd najmenej ovplyvnena pritomnostou
niekolkych velmi silne downregulovanych génov.

Identifikacia génov spojenych s odpovedou na stres

Uz ste sa naucili zakladné metdédy normalizacie transkriptomickych dat. Teraz mdzete
pristupit k analyze skuto¢ného suboru dat. Otvorte subor expression_data.xslx a prezrite si
harok oznacéeny data. Tentoraz mate pred sebou vybrané gény z A. thaliana (oznaéené
identifikatorom v databdze, stipec Entrez ID) a mieru ich expresie v kontrolnych rastlinach
(stipec control), v rastlindch vystavenych stresu teplom (stipec heat_stress) a stresu
chladom (stipec cold_stress). Tieto d4ta uz boli normalizované, preto ich mozno analyzovat
priamo.
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Uloha 10

Vypocitajte relativnu zmenu v expresii génov pre rastliny vystavené stresu teplom
(heat_fold_change), resp. chladom (cold_fold_change).

Ak sa pokusite z tychto dat urobit graf, zistite, Ze je to pomerne néarocné, kedze sa v tomto
pripade data navzajom radovo liSia. Na ich jednoduchsiu vizualizaciu ich bude potrebné
transformovat pomocou funkcie logaritmus. T4 ndm umoznuje vizualizovat aj data, ktoré sa
lisia rddovo a v podstate ich previest do linedrnej podoby.

Uloha 11

V stipcoch log_heat a log_cold spoéitajte transforméciu dat zo stipcov Fold change pomocou
funkcie logaritmus so zakladom 2. Vzorec pre vypocet tejto funkcie je log(¢islo;2).

Teraz to uz s vizualizaciou dat pdjde lepSie.
Uloha 12

Vytvorte graf rovhakym postupom ako v Ulohe 6. Opat ho umiestnite pod tabulku. Ak vam
robi problém oznacenie osi, skiste zmenit nastavenia v moznostiach grafu alebo privolajte
dozor.

Teraz viete identifikovat, ktoré gény su upregulované a ktoré downregulované. Takisto by ste
mali vediet povedat, s akym stresom su asociované. Overit to viete pomocou databazy
Entrez.
1. Zo suboru expression_data.xlsx staci skopirovat Entrez ID (napr. pomocou klavesove;j
skratky Ctrl + C).
2. Prilepte ho do vyhladavacieho okna na stranke Entrez (skratka Ctrl + V). Vedla
vyhladavacieho okna je potrebné zvolit, ze hladate gén namiesto prehladavania
vSetkych databaz (vid obrazok).

| (Search
Advanced
Uloha 13

Najdite dva gény, ktoré su upregulované Specificky pri strese chladom v databaze Entrez. Do
policok nizsie napiste ich celé nazvy (Official full name).



https://www.ncbi.nlm.nih.gov
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Uloha 14

Do policka nizsie napiste Entrez ID génu, ktory pravdepodobne reaguje na rézne druhy stresu
nespecificky.

Uloha 15

Skuste identifikovat dva gény, ktoré by mohli byt housekeeping génmi. Overte si ich funkciu v
databaze Entrez. Riad'te sa tym, Ze by to mali byt gény, ktoré su potrebné v bunke neustale,
nezavisle na podmienkach. Do poli¢ok nizsie napiste ich oficialny symbol (Official Symbol).

Koniec praktickej tlohy :)



