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1. ↪Ivadas

Kokybiniai ir kiekybiniai pokyčiai gyv ↪u organizm↪u genomuose s↪alygojo labai didel↪e
gyvosios gamtos↪ivairov↪e: nuo mažiausi↪u ir paprasˇciausi↪u virus↪u, iki didžiuli ↪u ir itin
sudėting ↪u, kaipHomo sapiens. Žinodami veikianˇcius procesus besikeiˇciant genetinei in-
formacijai, galėtume prognozuoti kiekvieno iš išorini↪u ar vidini ↪u veiksni↪u ↪itak ↪a šiems
procesams.

Iš ankstesni↪u tyrim ↪u žinoma, kad mikroorganizm↪u genomuose vienos iš intensyviau-
siai besikeiˇciančios – palindromin˙es sekos. Išrenkant per retai ir per dažnai pasitaikanˇcius
nukleotid↪u derinius, šiame darbe bandoma atsekti galimus palindromini↪u sek↪u išnykimo
ir atsiradimo kelius bakteriniuose genomuose.

Natūralu toki↪u sek↪u ieškoti intensyviai besikeiˇciančiuose organizmuose.↪Ivertinant ga-
lim ↪a mutacij↪u skaiči ↪u ir standartin↪i nuokryp↪i konkrečiam oligonukleotidui, galima „ap-
čiuopti“ biologiškai svarbias vietas genome. Taˇciau toks matas neleidžia palyginti bakte-
rij ↪u tarpusavyje. Šiame darbe pasi¯ulytas naujas metodas mutacij↪u intensyvumui bakterij↪u
genomuose↪ivertinti, kuris nepriklauso nuo konkreˇci ↪u oligonukleotid↪u ar genomo ilgio ir
todėl leidžia palyginti mikroorganizmus tarpusavyje.

Pažymėtina, kad procesai nulemiantys genetin˙es informacijos raid↪a sudėtingi, o j ↪u
eksperimentinis tyrimas sunkus ir brangus. Tiriant šiuos procesusin silico labai efek-
tyviai panaudojami statistin˙e nukleotidini↪u derini ↪u genomuose analiz˙e bei matematinis
vykstanči ↪u proces↪u modeliavimas. Rezultatai gauti visiems 3–7 nukleotid↪u ilgio deri-
niams. Pamin˙esime, kad vis↪u galim↪u trinukleotid↪u skaičius yra 64(43), o heptanukleo-
tid ↪u net 16384(47). Vieno genomo analiz˙e, priklausomai nuo jo ilgio ir kompiuterio
procesoriaus tipo, gali užtrukti nuo keli↪u iki keliolikos valand↪u.

Šiame darbe ištirti 50 bakterini↪u organizm↪u genomai. Duomenys analizei paimti iš
GenBankduomen↪u bazi↪u.

2. Tyrimo objektas

Genomas– genetinės informacijos visuma, lemianti kiekvieno organizmo ir r¯ušies, kuriai
jis priklauso, individualum↪a. Jo pagrindin˙es charakteristikos yra dydis ir gen↪u skaičius.
Sudėtingėjant organizmui, genomas did˙eja. Bakterij↪u genomai yra palyginti maži, iki
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keli ↪u milijon ↪u nukleotid↪u por ↪u, todėl yra labai patrauklus objektas tiriant gyvoje l↪astelėje
vykstančius procesus bei modeliuojant aukštesni↪uj ↪u organizm↪u l ↪asteli↪u veikl ↪a.

DNR molekul↪e sudaro dvi viena kitai komplementarios polinukleotidin˙es grandin˙es
(1 pav.). Jos monomerai yra keturi skirtingi nukleotidai: adeninas (žymimasA), citozinas
(C), guaninas (G) ir timinas (T). DNR molekulės grandin˙ese nukleotidai išsid˙est↪e tam
tikra tvarka. Pvz., jei vienoje grandin˙eje yra adeninas, tai kitoje grandin˙eje atitinkamoje
vietoje bus timinas, citozinas vienoje grandin˙eje stovės prieš guanin↪a kitoje.

Duomen↪u bazėse paprastai pateikiama tik vienaDNR molekulės grandin˙e. Pvz.,
bakterijosBacillus haloduransgenomo fragmentas atrodo taip:TGAGGACTTTGAG-
GATTTT. . .

Dėl ↪ivairi ↪u vidini ↪u ir išorini ↪u priežasˇci ↪u DNRgrandinėse atsiranda klaid↪u (mutacij↪u).
Mutacijos – nat¯uralus ↪ivykis bet kuriame genome. Tai vienas iš daugelio mechanizm↪u,
sukeliantis nat¯uralius genomo pokyˇcius. Mutacij↪u intensyvumas gali parodyti kad, mik-
roorganizmas gyvena agresyvioj ar besikeiˇciančioj aplinkoj ir yra priverstas keisti savo
genetin↪e informacij↪a.

Taškinės mutacijos atsiranda kai vienoje grandin˙eje nukleotidas pasikeiˇcia ↪i tok ↪i, ku-
ris nėra komplementarus. Gaunama dvigubaDNRgrandinė su neatiktimis. L↪astelės dali-
jimosi metu tokia neatitiktis gali b¯uti užfiksuota. Dėl taškini↪u mutacij↪u baltym↪a koduo-
jančioje sekoje gana dažnai pakinta ši↪u baltym↪u amino rūgšči ↪u seka.

Aiškiausi iki šiol pasteb˙eti kitimo taikiniai – palindromin˙es sekos. Tai tokio tipo se-
kos, kurios abiejose komplementariose grandin˙ese iš 5’ ↪i 3’ gal ↪a skaitomos vienodai
(1 pav.).

Nustatyta, kad palindromuose pokyˇciai vyksta intensyviausiai, bent jau prokarioti-
niuose organizmuose. Daugelis per retai bakteriniuose genomuose esanˇci ↪u žodži↪u yra
trumpi palindromai („žodžiu“ vadiname nukleotid↪u derin↪i – oligomer↪a). Manoma, kad
palindromini↪u sek↪u išnykimas genomuose susij↪es su restrikcijos-modifikacijos (R-M) fer-
mentais. Pagal tok↪i model↪i, patekusi↪i organizm↪a R-M sistema iššaukia reakcij↪a naikinti
tos sistemos taikinius – palindromines sekas. S↪asaja tarp palindrom↪u naikinimo ir genus
koduojanči ↪u R-M sistem↪u buvimo bakteriniame genome buvo detalizuota aptikus, kad
modifikuotas citozinas gali virsti↪i timin ↪a. Iškelta hipotez˙e, kad toki↪u restrikcijos taikini↪u
(palindrom↪u) išnykimas gali b¯uti paaiškinamas atsitiktin˙emis ir vėliau užfiksuotomis mo-
difikavimo klaidomis. Suprantama, kad užtenka vienos tokios klaidos, kad palindromas
virst ↪u ↪i nepalindromin↪e sek↪a. Tokiu būdu genome sumaž˙eja palindromini↪u ir padidėja
kitoki ↪u sek↪u skaičius.

1 pav. Palindromin˙e seka.
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3. Matematinis modelis

Tegul sekaS žymi genomo grandin↪e. Tadan nukleotid↪u ilgio sekaS aprašoma taip:S =

S1S2 . . . Sn:Si ∈ {A,C,G, T}, i = 1 . . .n. Trumpesn˙e sekas yraL ilgio oligomeras ir
aprašo genomo grandin˙esS fragment↪a: s = s1s2 . . . sL: si ∈ {A,C,G, T}, i = 1 . . .L.
Laikoma, kad nukleo r¯ugšči ↪u sekos tenkina apibendrint↪a Markovo grandin˙es model↪i, o
tai reiškia, kad jos turi baigtin↪e „atmint↪i“. Stacionariaik eilės Markovo grandinei teisinga
lygybė:p(SN |SN−1, . . . , S1) = p(SN |SN−1, . . . , SN−k). Tinkamos eilėsk parinkimas
yra atskiras ir gana svarbus uždavinys [2]. Nuo to priklauso modelio jautrumas ir kaip
tiksliai aptinkamos biologiškai „↪idomios“ vietos genome.

Teorinis sekoss = (s1s2 . . . sL) dažnisk = L− 2 eilės Markovo grandinei skaiˇciuo-
jamas taip:

F (s1s2 . . . sL) =
F (s1s2 . . . sL−1)F (s2s3 . . . sL)

F (s2s3 . . . sL−1)
. (1)

Tarkim, kad genomo sekaS yrak = L− 2 eilės Markovo grandin˙e. Tada iš duomen↪u
suskaičiavusL − 1 ir L − 2 ilgio sek ↪u sk = (s1s2 . . . sL−1), sd = (s2s3 . . . sL) ir
sv = (s2s3 . . . sL−1) dažnius, sekoss dažnio ↪ivertis yra:

E(s1s2 . . . sL) =
f(s1s2 . . . sL−1)f(s2s3 . . . sL)

f(s2s3 . . . sL−1)
. (2)

Dydisd(s) vadinamas normalizuotu nuokrypiu:

d(s1s2 . . . sL) =
f(s1s2 . . . sL) − E(s1s2 . . . sL)√

E(s1s2 . . . sL)
. (3)

d(s) skaičiavimas remiasi puasonine aproksimacija ir parodo kiek daug sekas ne-
atitinka Markovo modelio. Laikoma, kad oligomerais, kuriems|d(s)| < a, mikroor-
ganizmo genome yra neinformatyv¯us. Oligomerai, kuriems|d(s)| � a, yra potencialiai
biologiškai aktyvios vietos genome. Taˇciau tinkamosa reikšmės parinkimas priklauso ir
nuo sekoss ilgio, ir nuo viso genomo ilgio. Tod˙el lyginti organizmus pagald(s) reikšm↪e
tam pačiam oligomerui n˙era korektiška. Iškyla poreikis↪isivesti universal↪u mat↪a mutacij↪u
intensyvumui genomuose↪ivertinti, tok↪i, kuris leist ↪u palyginti skirtingus organizmus.

4. Mutacij ↪u intensyvumas

Žinant mutacij↪u intensyvum↪a galima↪ivertinti informacijos keitimo procesus organizme,
kelti klausim↪a apie minimal↪u informacijos kitimo lyg↪i, kuris būtinas išgyventi. Šiuo at-
veju mutacij↪u intensyvumas yra kriterijus atrinkti bakterijas palindromini↪u sek↪u analizei.
Šiame darbe mutacij↪u intensyvum↪a genome si¯ulome skaiˇciuoti taip:

I =
1

Lmax − Lmin + 1

Lmax∑

j=Lmin

Ij , Ij =
1

jn

∑

s

(E(s) − fs)+. (4)
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2 pav. Bakteriju genom↪u mutacij↪u intensyvumo grafikas.

Lmin(Lmax) yra minimalus (maksimalus) oligomer↪u ilgis, n yra analizuojamo ge-
nomo ilgis, oligomeros dažnisfs randamas iš duomen↪u. Šiame darbeLmin = 3 ir
Lmax = 7. Ilgesnėms nei 7 nukleotidai sekoms dažni↪u fs ir E(s) skaičiavimai reika-
lauja daug kompiuterio resurs↪u ir laiko. Pvz., kaiL = 8, toki ↪u sek↪u yra net 65536 (48).

Kiekvienam organizmui paskaiˇciav↪e mutacij↪u intensyvum↪a I, galime juos palyginti
tarpusavyje (2 pav.), grupuoti organizmus↪i klases pagal tai, kaip intensyviai vyksta mu-
tacijos j ↪u genomuose.

Tos pačios bakterijos genome skirtinguosenukleotid↪u deriniuose mutacijos vyksta ne-
vienodai aktyviai. Nors daugumoje oligomer↪u mutacij↪u dažnis n˙era didelis, taˇciau galima
pasteb˙eti, kad kai kurie nukleotid↪u deriniai keičiasi intensyviai ir kryptingai.

5. Palindromini ↪u sek ↪u analizė

Palindromini↪u sek↪u analizei paimta viena iš intensyviausiai mutuojanˇci ↪u bakterijaHeli-
cobacter pylori. Jos genomo ilgis apie1, 6 × 106 nukleotid↪u, nukleotidaiC ir G sudaro
apie 39,2% genomo.

Vis ↪u bakterij↪u genomams sudaromos tri-, tetra-, penta- ir t.t. ilgio nukleotid↪u kombi-
nacij ↪u dažni↪u lentelės (1 lentel˙e).

1 lentelė. Nukleotidini↪u kombinacij↪u dažni↪u lentelė

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 lentelė. Palindromo išnykimas

Oligomeras fs/E(s) d(s)

TCGA 0,13 62,07

Galima mutacijos kryptis

GCGA / TCGC 1,34 34,28
ACGA / TCGT 1,31 23,71

3 lentelė. Palindromo atsiradimas

fs/E(s)
Oligomeras

min max

CTA / TAG 0,58 0,78

Galima mutacijos kryptis

CTG / CAG 1,26 1,55

Jei santykisfs/E(s) didesnis už vienet↪a, sakoma, kad tokia nukleotid↪u kombinacija
mikroorganizmo genome yra dažnesn˙e nei atsitiktinė. Dažnai palindrominei sekai šis san-
tykis yra mažesnis už vienet↪a. Tai reiškia, kad šita nukleotid↪u kombinacija genome yra
„naikinama“.

Remiantis tuo, kad dviej↪u mutacij↪u tikimybė trumpoje sekoje labai maža, galimos
mutacij ↪u kryptys nustatomos iš dažni↪u lentelės išrenkant tokias nukleotid↪u kombinacijas,
kurios nuo nagrin˙ejamo palindromo skiriasi tik vienu nukleotidu. Pvz., bakterijosHelico-
bacter pylorigenome reˇciausias tetranukleotidas yra palindromasTCGA. Vienu nukleo-
tidu nuo šito palindromo skiriasi ir yra dažnos keturios kitos nukleotidin˙es kombinacijos,
po dvi kiekvienojeDNRgrandinėje (2 lentelė).

Nors daugumoje mikroorganizm↪u palindrominės sekos gana intensyviai mutuoja ir
virsta ↪i kitas sekas, taˇciau vyksta ir atvirkštinis procesas – palindrom↪u atsiradimas. Pvz.,
trinukleotidasCTA (TAG komplementarioj grandin˙ej) tarp tirt ↪u organizm↪u yra vienas iš
rečiausi ↪u oligonukleotid↪u nepalindrom↪u (3 lentelė). Jis yra genomo sekos, koduojanˇcios
baltym↪a,stopkodonas. Suprantama, kad tokios nukleotidin˙es kombinacijos skaiˇcius ge-
nome yra ribotas. Taˇciau ↪idomu, kad vienu nukleotidu besiskiriantys trinukleotidaiCTG
ir CAG(komplementarioj grandin˙ej) yra gana dažnai pasitaikantys palindromai.

Iš lentelėse pateikt↪u rezultat↪u galima atsekti palindromini↪u sek↪u išnykimo ir atsira-
dimo kelius. Tokia informacija gali pasitarnauti biologams tiriantiems informacijos ki-
timo procesus mikroorganizm↪u genomuose.

6. Išvados

• Pasiūlytas matas mutacij↪u intensyvumui bakterij↪u genomuose↪ivertinti, kuris lei-
džia pagal š↪i kriterij ↪u palyginti skirtingus organizmus, juos klasifikuoti. Parametr↪u
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parinkimo klausimas nenagrin˙etas.

• Mutacijos organizmuose vyksta nevienodai intensyviai, taˇciau ryškios priklauso-
mybės nuo agresyvios ir didel↪e ↪itak ↪a genomui daranˇcios aplinkos nepasteb˙eta.

• Rezultatai rodo, kad palindromin˙es sekos atsiranda ar išnaikinamos specifiniu
būdu, tačiau skirtinguose organizmuose tie procesai vyksta nevienodai intensyviai

• Analizuotuose genomuose dauguma aptikt↪u R-M sistem↪u dar nėra identifikuotos,
nenustatytos j↪u DNRtaikinio sekos ir specifiškumas, tod˙el nustaˇcius būdingiausius
virsmus sudaromos prielaidos ferment↪u, dalyvaujanˇci ↪u genetinės informacijos kai-
toje paieškai ir eksperimentiniams tyrimams.
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Statistical analysis on avoidance of palindromic sequences in genomes
of microorganisms

T. Rekašius, A. Timinskas

The statistical analysis of oligonucleotide combinations and mathematical modelling of 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 composition
within DNA sequences we created.


