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Abstrakt

VARYOVA, Kristina: Analyza génovej expresie kvasinky Candida parapsilosis pri raste
na roznych substratoch. [Bakalarska pracal. Univerzita Komenského v Bratislave. Fa-
kulta matematiky, fyziky a informatiky; Katedra informatiky. doc. Mgr. Bronislava
Brejova, PhD. Stupen odbornej kvalifikacie: bakalar. Bratislava : FMFI UK, 2019. 36s.

Cielom prace bolo analyzovat transkriptomické data z kvasinky Candida parapsi-
losis pri raste na glukoze, 3-—hydroxybenzéne a 4-hydroxybenzéne. Skiimali sme, ktoré
GO kategorie boli obohatené na diferencovane exprimované gény. Pomocou Fischerovho

presného testu sme zistili, ktoré GO kategorie to si.

KTacové slova:  Candida parapsilosis, databaza Gene Ontology, databaza Uniprot,

RNA-seq, Fischerov presny test, Mannov-Whitneyho U test, génova expresia



Abstract

VARYOVA, Kristina: Gene expression analysis in the yeast Candida parapsilosis gro-
wing on different substrates |[Bachelor’s thesis|. Comenius University in Bratislava,
Faculty of Mathematics, Physics and Informatics; Department of Computer Science.
doc. Mgr. Bronislava Brejova, PhD. Professional qualification level: bachelor I. deg.
Bratislava : FMFI UK, 2019. 36 pages.

The goal of the thesis is to analyze transcriptomic data obtained from the yeast
Candida parapsilosis growing on glucose, 4-hydroxybenzoate and 3-hydroxybenzoate
substrates. We examined which GO categories were enriched by differentiated genes.

We found out enriched GO categories using Fisher exact test.

Keywords: Candida parapsilosis, Gene Ontology database, Uniprot database, RNA-

seq, Fischer exact test, Mann-Whitney U test, gene expression
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Uvod

Kvasinky st jednobunkové organizmy a vdaka tomu sa mozu zdat jednoduché. Avsak
opak je pravdou. Niektoré si velmi uzito¢né pre I'udi, napriklad pouzivaju sa pri vyrobe
antibiotik. Iné st v8ak pre Tudsky organizmus $kodlivé az patogénne (choroboplodné).
Jednou z tychto patogénnych kvasiniek je Candida parapsilosis. Patri medzi jedny z
najvyznamnjsich patogénov z rodu Candida. Tim vedcov 28] zistil, Ze kvasinka C.
parapsilosis dokaze prezit na dvoch neobvyklych médiach, na 3-hydroxybenzoate (3—
OH) a 4-hydrohybenzoate (4-OH). Je to velmi zaujimavy objav, pretoZze objavitelia
predpokladaji, Ze tato vlastnost jej moze poméhat pri rezistencii na antimykotika [15].

Cielom nasej prace je analyza dat o trovni génovej epresie buniek kvasinky Can-
dida parapsilosis z publikacie od Zemana a kol. [28|. Kvasinka rastla na dvoch réznych
médiach - 3—hydroxybenzoate, 4-hydroxybenzoéte a glukéze. Nagim cielom je charak-
terizovat gény s vyrazne zmenenou expresiou, na ¢o pouzijeme rozne databazy.

V prvej kapitole popiSeme zakladné pojmy sivisiace s génovou expresiou a jej regu-
laciou a zaroven opisujeme vlastnosti kvasinky C. parapsilosis. Dalej Vv praci opisujeme
zdroje dat, ktoré budeme pouzivat (kapitola 2). Na analyzu rastu kvasinky potrebujeme
pospajat data z roznych databaz. Dolezitéa sicast prace je spracovanie dat a vysvetlenie

Statistickych testov (tretia kapitola) a vysledky (Stvrta kapitola).



Uvod



Kapitola 1
Uvod do problematiky

V prvej kapitole zaviddzame hlavné pojmy dolezité pre pochopenie prace. Jednym z
nasich cielov je skimat expresiu génov, na ktora potrebujeme poznat poznatky o cen-
tralnej dogme molekularnej biol6gie. Priblizime si proces transkripcie a translacie a
sposoby ich regulacie.

f)alej v kapitole spomenieme kvasinku Candida parapsilosis a jej zakladné vlast-
nosti. PribliZime si nové zistenia o jej raste, ktoré nadm posuzili ako zaklad, na ktorom

staviame naSu pracu.

1.1 Génova expresia

Génova expresia je proces syntézy proteinov v bunke. Predstavuje vyjadrenie geneticke;j
informacie vo forme finalneho produktu, vi¢sinou proteinu pripadne funkénej molekuly
RNA.

Gén je postupnost niekol'kych nukleotidov (stovky az tisicky), ktoré koduju proteiny.

1.1.1 Centralna dogma molekularnej biolb6gie

Centralna dogma hovori, Ze genetickd informacia sa kopiruje z DNA do DNA, pri

prenose z generacie na generaciu a tiez z DNA na proteiny cez génovu expresiu. Tento

preklad na proteiny je realizovany v dvoch krokoch: transkripciou a translaciou.
Transkiprica je prepis DNA do RNA. Nasleduje translacia, ¢o je prepis RNA do

proteinov. Pred translaciou tiez prebiehaju rézne modifikacie RNA.

1.1.2 Transkripcia

Transkripcia tvori prvy krok v génovej expresii, t.j. vytvorenie mRNA. Potrebnych je
na to niekol'ko enzymov, ako napriklad RNA—polymeraza. DNA vlakno sa transkribuje
do mRNA v smere 5'-3[21].
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Transkripcia je rozdelené do troch krokov: inicidcia, elongécia a terminacia. V ini-
ciacii nastava rozvinutie dvojvldknovej DNA a tym vznikne templatové vldkno. V elon-
gécii sa zacne transkribovat. Postupne ako vznikaju pre-mRNA vlakna, prida sa na ich
5'~konce 7-metylguanozinova ¢iapocka. Nasledne v poslednom kroku, terminécii sa na
novo vzniknuté vlakno pre-mRNA prida na 3'—koniec poly(A) chvost. Prekurzorovou
pre-mRNA ozna¢ujeme priméarny transkript, ktory este nie je spracovany [21].

Po tomto kroku, nasleduje dalsia velmi dolezita modifikacia — zostrih (splicing).
V tejto casti sa vystrihuju nekodujice casti pre-mRNA nazyvané introny a kodujice

Casti, exony, sa navzajom spajaju [21].

1.1.3 Translacia

Translacia je druhy velmi délezity krok génovej expresie. Pocas translacie, mRNA je
pre¢itané a prelozena do amino kyselin, ktoré sa spajaju do proteinov.
Transkribovana mRNA je ¢itana v tripletoch ¢o znamené, Ze jednu aminokyselinu
koduju tri bazy z mRNA. Tomuto tripletu hovorime kodoén.
Translécia prebieha v ribozoéme. Zacina v mRNA na Specidlnom mieste, nazyva-
nom $tart sekvencia alebo Start kodon. Ribozém ju rozozné a vdaka tomu moze zacat

translatovat. Proces sa ukonéi stop sekvenciou (stop kodénom).

1.1.4 Alternativny zostrih RNA

Ako sme uz spominali v tejto kapitole, eukaryotické gény obsahuji introny, ktoré musia
byt vystrihnuté. Nésledne sa musia exény spravne pospéjat a vytvoria mRNA.
Introny mézu byt vynaté jednotlivo alebo spolo¢ne. Ak st dva po sebe nasledu-
jace intréony odstranené spolo¢ne a maju exén medzi sebou, bude vynaty aj exén. Tym
padom vysledna mRNA bude mat rozdielnu sekvenciu a vystrihnutéa ¢ast sa nebude po-
dieTat ani na tvorbe proteinu. Vdaka alternativnemu zostrihu moze jeden gén kodovat

viacero proteinov.

1.2 Regulacia expresie

Nie vetky gény st transkribované neustale. Namiesto toho, bunka kontroluje expresiu
kazdého génu. Transkribované si len tie gény, ktorych produkty st potrebné v dany
moment [21].

Eukaryotickd bunka sa sklada z viacerych organel. Tieto kompartmenty st od seba
oddelené membranami. Rozdelenie eukaryotickej bunky na organely stazuje génov ex-
presiu, pretoze jednotlivé kroky st od seba fyzicky oddelené. Transkripcia sa vykonéva

v jadre, zatial ¢o naviazanie ribozomov na mRNA prebieha v cytoplazme.
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Regulacia moze prebiehat ako v jadre, tak aj v cytoplazme a to na réznych trov-
niach — DNA alebo RNA alebo na trovni polypeptidov. Riadit transkripciu je pre
bunku zlozité, lebo tento krok génovej expresie sa vykonava v jadre a bunka potrebuje
dostat signéaly do jadra z povrchu bunky. Je preto potrebny velmi komplexny systém
odovzdavania signalov. Vacginou sa z povrchu bunky musi signal dostat cez cytoplazmu
a jadrovii membranu az ku chromozémom. Nasledne moze nastat ovplyviiovanie trans-
kripcie [21].

Regulécia génovej expresie moze byt ovplyviovana pozitivnymi aj negativnymi re-
gulacnymi mechanizmami. Pri pozitivnych regula¢nych mechanizmoch je produkt génu
potrebny k zapnutiu expresie iného génu a pri negativnych regula¢nych mechanizmoch
je produkt génu potrebny k vypnutiu expresie iného génu. Tieto produkty sa nazyvajiu
aktivatory, ak aktivuju expresiu (pomahaju promotoru sa naviazat) a represory, ak
zabranuju génovej expresie.

Aktivatory a represory reguluji génovi expresiu tak, Ze sa naviazu na miesta, ktoré
susedia s vazobnymi miestami pre zaciatok transkripcie. Ich naviazanie je regulované
malymi efektorovymi molekulami nazyvané aj induktory alebo korepresory. Induktory
sa naviazu na represory, a tym im brania naviazat sa na molekulu DNA. Korepresory
sa viazu na represor, a tym mu poméhaju naviazat sa.

Na molekuly mRNA sa vedia naviazat malé interferujuice RNA (siRNA) alebo mik-
roRNA (miRNA), ktoré spdsobuju deaktivaciu molekuly RNA. Vznikaja z dvojretazo-
vych RNA.

1.3 Candida parapsilosis

Candida parapsilosis je Tudskd patogénna kvasinka. Bola objavena v State strednej
Ameriky, v Puerto Ricu. Objavil ju pan Ahford v stolici u pacienta s hnackou v roku
1928. [26]. V roku 1940 sa zistilo, Ze spdsobuje aj ochorenie endokarditidu ¢o je srdcové
ochorenie a C. parapsilosis klasifikovali ako patogénnu. [26].

Vzhlad kvasinky C. parapsilosis je podmieneny médiom, na ktorom rastie [26].
Napriklad, ked rastie na zivnej pode CHROMagar, je ovilneho tvaru alebo gulatého
az cylindrického a vytvara ruzové kolonie. Ak rastie na zivnej pode Columbia Horse
Blood Agar SAB, tak mé hladku struktiru bielej az krémovej farby. Casto vytvéara
biofilmy, ktort st velmi odolné aZ rezistentné na roézne druhy antifungalnych liekov.
Biofilm je zoskupenie mikroorganizmov, ktoré vylucuje proteiny, sacharidy a podobné
latky, ¢im si vytvara ochrannu Struktaru [22].

Ochorenie sposobené kvasinkou C. parapislosis vacsinou vyzaduje hospitalizéciu.
Vel'a novorodeneckych ochoreni a v niektorych pripadoch az tmrti je spojenych s cho-

robami spdsobenymi C. parapsilosis. Dalsia velmi vazna choroba, ktora sposobuje, je
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infekcia obehového systému, ktora bola objavena len nedavno v roku 1980. [26]

1.4 Rast C. parapislosis na 3-OH a 4—OH médiach

Kvasinka Candida parapislosis vie vyuzit Siroké mnozstvo hydroxyderivatov benzénu
a kyseliny benzoovej ako jediny zdroj uhlika. Tieto zliceniny vie metabolizovat cez
3-oxoadipat (3-OAP) alebo cez glutation (GP) [28], vid. obrazok 1.2.

Zeman a spolupracovnici skiimali rast kvasinky C. parapsilosis na médiach obsahu-
jucich 4-hydroxybenzoat (4-OH) a 3-hydroxybenzoat (3—-OH) [28].

Monohydroxybenzoat, 3-hydroxybenzoat, je konjugovanou bazou kyseliny 3-hydroxybenzoovej.
Zohréava tlohu v metabolizme u baktérii aj rastlin [1|. Zlu¢enina 4-hydroxybenzoat je
konjugovanou béazou kyseliny 4-hydroxybenzoovej. Je stic¢astou metabolizmu rastlin a

Saccharomyces cerevisiae |2]. Chemicka Struktira zla¢enin je vidiet na obréazku 1.1.

i
0] O 0] 0

OH
3-hydroxybenzoat 4-hydroxybenzoat

Obr. 1.1: Chemicka struktura 3-OH a 4-OH zlucenin

Zeman a kol. [28] zistili, ze gény kodujuce klicové enzymy pre GP a 3-OAP me-
tabolické drahy su lokalizované v dvoch génovych klastroch. Zhluk génov (klaster) je
oblast genému obsahujuci niekol'ko génov kodujucich proteiny alebo polypeptidy, ktoré
sa nachadzaju blizko seba v genéme a maji podobnu funkciu. Gény v zhlukoch pre
GP a 3-OAP metabolické drahy maja nizku droven génovej expresie, ked rastie C.
parapsilosis na glukoze. Avsak ked st bunky kultivované na hydroxyaromatickych zli-
¢eninach ako napriklad 4-OH, hydrochinoéne, rezorcinole (v 3-OAP), 3-OH alebo na
gentisate (v GP), tak expresia tychto génov je vyssia.

V naSej praci budeme vychadzat z prace od Zemana a kol. [28], z ktorej vyuZijeme

namerané hodnoty génovej expresie kvasinky C. parapsilosis rasticej na 4-OH a 3-OH
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médiach a glukoze.

1.5 Meranie génovej expresie

Génova expresia sa meria roznymi sposobmi, my popiSeme iba jeden z nich. RNA-seq
je protokol uréeny na sekvenovanie mRNA extrahovanych z bunkiek, ktory generuje
miliony kratkych sekvencii v jednom behu. Tieto fragmenty sa pouzivaji na meranie
trovne génovej expresie a na identifikovanie novych zostrihovych variant génov [25].
Najskor sa populacia RNA konvertuje na kniznicu fragmentov cDNA s adaptérmi
pripojenymi na jeden alebo oba konce. Kazda molekula, s amplifikdciou alebo bez nej,
sa potom sekvenuje vysoko vykonnym spodsobom, aby sa ziskali kratke sekvencie z
jedného konca (sekvenovanie na jednom konci) alebo z oboch koncov (parové sekve-
novanie). Po sekvenovani st vysledky bud zarovnané s referenénym genémom alebo
referenénymi transkriptmi, alebo zostavené de novo bez genémovej sekvencie, aby sa
vytvorila transkripéna mapa, ktora pozostava z transkriptov struktury trovne expresie

pre kazdy gén v genéme [27].
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Obr. 1.2: 3-OAP a GP metabolické drahy podla [15]




Kapitola 2

Zdroje dat

V tejto kapitole popiseme zdroje, z ktorych sme ¢erpali data. Jeden z nich je databéaza
uniprot, ktora obsahuje informécie o proteinoch a dalsi zdroj je databaza Gene On-
tology, kde st popisané rozne metabolické drahy. V zavere kapitoly spominamé zdroj

nameranych dat o génovej expresii.

2.1 UniProt

UniProt je databaza proteinovych sekvencii a ich anotécii. Data nachadzajice sa v
UniProte st dostupné zdarma pre verejnost a vyuzivané tisickami vedcov kazdy den
[12].

Uniprot sa sklada z viacerych ¢asti. Jedna z nich je UniProtKB/Swiss-Prot a ob-
sahuje manualne anotované data. Postupne ako st nové proteiny experimentélne cha-
rakterizované, pribiidaji nové sekvencie do tejto casti. Zvysné sekvencie sa nachédzaju
v ¢asti UniProtKB/TrEMBL. Zaznamy v tejto Casti nie si manuédlne anotované ale
dopliiané automaticky generovanymi anotéciami.

Dalsia cast databazy, nazyvana aj archiv Uniprotu je UniParc. Je to neredundantné
databéaza vsetkych proteinovych sekvencii, ziskanych z niekolkych verejnych zdrojov.
[16]. Obsahuje iba proteinové sekvencie, ostatné informécie o proteine sa daju ziskat
pouzitim krizovych odkazov na zdrojovu databéazu [10].

Posledné z vécsich ¢asti Uniprotu je UniRef. Poskytuje zoskupené sady sekven-
cii z UniProtKB a z UniParc databazy na ziskanie tplneho pokrytia sekvencie pri
niekol’kych rozliSeniach. Jej hlavnou vyhodou je, Ze zakryva nadbytocné sekvencie. V
databéaze UniRef100 st identické sekvencie a ich fragmenty spojené do jedného klastra.
Databazy UniRef90 a UniRef50 su tvorené zoskupenim sekvencii z UniRef100, ktoré
mali sekvenénu identitu 90% a 50% [23].

Databéaza pontka velké mnozstvo informacii. D4 sa z nich vyc¢itat napriklad nazov

génu, ktory koduje dany protein, kde v bunke sa vyskytuje dany protein, jeho struktura
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a aj sekvencia aminokyselin. Navyse obsahuje krizové odkazy na iné databazy, ktoré
popisuju funkciu a rolu proteinu v biologickych drdhach. Na obrazku 2.1 mdézete vidiet
priklad - protein, ktorému zatial v databaze Uniprot neuréili meno, ale koduje ho gén
MNX1, ktory Holesova a kol. [15] nasli v genoéme kvasinky C. parapsilosis a o ktorom
zistili, Zze koduje flavoprotein monooxygenézu, ktora katalyzuje prvy krok v 3—-OAP

metabolickej drahe ¢o je 4-hydroxybenzoat 1-hydroxylazova aktivita 1.2.

Protein | Submitted name: Uncharacterized protein
Gene MNX1

Oraanism | Candida parapsilosis (strain CDC 317 / ATCC MYA-4646) (Yeast) (Monilia parapsilasis)

Fan T Ve

Status Unreviewed - aAnnotation score: ®@000 - Protein predicted?

Function®

GO - Molecular function®

= 4-hydroxybenzoate 1-hydroxylase activity # Source: CGD «
» FAD binding 4 Source: InterPro

View the complete GO annotation on QuickGO ...
GO - Biological process’
= phenol-containing compound catabolic process # Source: CGD

View the complete GO annotation on QuickGO ...

Names & Taxonomy:

Protein names® Submitted name:
Uncharacterized protein # Imported «

Gene names® Name:MNX1 & Imported
Ordered Locus Names:CPARZ_102790 # Imported «

Organism®  Candida parapsilosis (strain CDC 317 / ATCC MYA-4646) (Yeast) (Monilia parapsilosis) # Imported «

Taxonomic @ 578454 [NCBI]
identifier*
Taxonomic lineage®  Eukaryota » Fungi » Dikarya » Ascomycota » Saccharomycotina > Saccharomycetes > Saccharomycetales »
Candida/Lodderomyces clade » Candida »

Obr. 2.1: Priklad zaznamu pre protein z databézy Uniprot

2.2 Gene Ontology

Databéaza Gene Ontology obsahuje informéacie, ktoré pokryvaja niekol'ko domén mole-
kularnej a bunkovej biolégie, vo forme anotacii génov, génovych produktov a sekvencii.
f)alej definuje kategorie génovych funkcii (GO kategorie) ¢o st niec¢o ako spolo¢ny ja-
zyk pre anotacie. GO kategoérie maji medzi sebou Specifikované hierarchické vztahy ako

je vidiet na obrazku 2.2, ktory zobrazuje graf GO kategorie GO:0018678 zobrazujtc
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nadkategorie. Databaza d’alej obsahuje zakladné pojmy ako nazov a definicia kategorie
(vid pbrazok 2.3). Vztahy medzi GO kategoriami stu definované pod tymito nazvami:

is a, part of, regulates, negatively regulates a positively regulates.

Projekt vznikol v roku 1998 ako spolupraca medzi tromi databazami modelovych
organizmov a to FlyBase, ktora bola zamerana na Drosophilu, dalej sa projektu zucast-
nila Saccharomyces Genome Database a Mouse Genome Informatics projekt. Od tych

¢ias sa GO rozrastlo o informaécie o rastlinnych, zvieracich a mikrobialnych genémoch
[14].

Struktira GO kategorii sa neustale vyvija, meni spolu s novymi vedeckymi objavmi

a predstavuje najaktualnejsie biologické poznatky.

biological malecular
process function

metabolic
process

MCo0css Lt |

oxidation-redu
ction process

catalytic
activity

CO:0016491

oxidoreductas
e activity

CO:0016705
oxidoreductas

& activity,
acting on

T

oxidoreductas
& activity,
acting on

RCo 0510675 |

4-hydroxyben
zoate
1-hydroxylase

......

MONooXYgeNas
e activity

Obr. 2.2: Struktara GO kategorii
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G0O:0018678 » ® ez
4-hydroxybenzoate 1-hydroxylase activity

Molecular Function

Definition (G0:0018678 GONUTS page)
Catalysis of the reaction: 4-hydroxybenzoate + NADPH + H+ + O2 = hydroquinone + NADP+ + H20 + CO2.

Synonyms

Synonyms are alternative words or phrases closely related in meaning to the term name, with indication of the relationship between
the name and synonym given by the synonym scope.

Synonym Type
4-hydroxybenzoate 1-monocoxygenase activity exact
4-hydroxybenzoate, NAD{P)H:oxygen oxidoreductase (1-hydroxylating, decarboxylating) exact

Obr. 2.3: Priklad zdznamu pre GO kategoriu v databaze Gene Ontology - na obrazku

je vidiet GO id, nazov prislusnej kategorie ako aj jej definiciu a synonymé.

2.2.1 Ontologie

Pre GO projekt existuju tri nezavislé ontologie: [14].

Ontologia ,,Molekularna funkcia® popisuje rozne aktivity na molekulédrnej Grovni,
napriklad katalytické aktivity. GO molekularne funkcie popisuji aktivity a nespecifi-
kuju kde, kedy a preco sa akcia vykonava. Taktiez sa nespominaju entity, ktoré akciu
sposobuju. Priklad terminu molekuldarnej funkcie je kinazova aktivita - kinaza je en-
zym, ktory prenasa fosfatové skupiny na molekuly [21] épeciﬁckejéi termin je napriklad

6-fosfofruktokinazova aktivita, ¢o je podtyp kinazovej aktivity [14].

V ontologii ,,Biologicky proces® st popisané biologické ciele dosiahnuté molekular-
nymi funkciami. Napriklad, proces ako bunkova smrt méze mat podtyp apoptoza ale

aj subproces apoptopickd kondenzécia chromozémov [14].

Ontologia ,,Zlozky bunky“ obsahuje informacie o miestach, ktoré st na trovni sub-
celularnych struktir a o makromolekulovych komplexoch. Priklad terminov v tejto on-
tologii predstavuju vnitorné jadrova membrana ako struktira bunky a ubichinénovy

ligazovy komplex.
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2.2.2 Anotacie

GO anotacia vyjadruje funkciu konkrétneho génu a musi k nej byt priradeny konkrétny
zdroj, ¢o moze byt literatira alebo ina databéza. Spaja génovy produkt s kategériou.
Prikladom anotacie je gén MNXI1, ktory je anotovany GO terminom GO:0018678 4-
hydroxybenzoate 1-hydroxylase activity, pricom zdroj tejto anotacie je CGD, CALO000155825.
O spravnost dat sa staré konzorcium odbornych biokuratorov po celom svete, ktori ¢i-
taju vedecké prace, identifikuju gény a pridelujua ¢o najpresnejsie GO terminy [24].
Struktira Gene Ontology databazy, ontologie a anotacie umoznuji presnejsie zod-
povedanie roznych dotazov, ako napriklad: ,,Aké st vSetky funkcie pre Iudsky gén
ABCA17?“ Alebo ,,Aké vSetky gény st zapojené do procesu opravy chybného parovania
DNA?“ Vdaka schopnosti podporovat dotazy je GO databéaza jeden z najzakladnejsich

nastrojov v biomedicinskom vyskume [24].

2.3 Vysledky merania génovej expresie

V nasej praci pracujeme s tabulkou S5 z ¢lanku [28], v ktorej sa nachadzaju spracované
data z RNA-seq. Ukazku dat v tabulke mozeme vidiet na obrazku 2.4.

Tabul'ka obsahuje devét stipcov a st v nej tdaje o diferencialnej expresii v bunkéch
kultivovanych v kontrolnych podmienkach — v médiu SD (zakladné médium) a v dvoch
alternativnych hydroxybenzoatovych substratoch — S3OH a S40H. Mitochondriélne
transkripty a tRNA boli zo sekvenovania vylicené.

Prvy zo skupiny tychto styroch stipcov obsahuje normalizovant priemernt expresiu
v zakladnej podmienke — SD.

V druhom stlpci sa nachadzaji normalizované expresie v konkrétnom testovanom
stave. V trefom stlpci je logaritmus podielu tychto hodnot. Ak je hodnota kladna,
znamena to, Ze expresia génu stupala a ak zaporné tak naopak.

Posledny stlpec obsahuje p-hodnoty pre test, & ide o Statisticky vyznamné zmeny
expresie (bez korekcie viacnasobného testovania).

RNA vzorky boli sekvenované Illuminou GAIIx pouzitim parovych &itani dizky 50
nukleotidov. Citania boli zarovnané s referenénym genémom C.parapsilosis pouzitim
programu tophat2 v2.0.6.

V prvom stipci tabulky sa nachadza CPAR nazov génu. Dalsie Styri stlpce st ve-
nované udajom ziskanym z rastu kvasinky C. parapsilosis na 3-hydroxybenzoate a

posledné Styri z rastu na 4-hydroxybenzoate.
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Table S5 Expression data obtained by RNA-seq analysis.

KAPITOLA 2. ZDROJE DAT

Systematic name SDS30H $S30H basemear S30H log,(FC) S30H P-value SDS40H S40H basemeal S40H log,(FC) S40H P-value

CPARZ2_100020
CPARZ2_100030
CPARZ2_100040
CPARZ2_100050
CPAR2_100060
CPAR2_100070
CPAR2_100080
CPAR2_100090
CPAR2_100100
CPAR2_100110
CPAR2_100120
CPAR2_100130
CPAR2_100140
CPAR2_100150

43,20
223,22
724,13
130,00
377,39

88,28

42,13
299,79

42,66
151,09

15,08
230,92
117,24

20,15

22,3793
126,767
225,716
169,675
122,742
52,6108
7,59214
41,4992
156,428
144,471
55,3229
342,388
133,009
20,1527

-0,948827
-0,816304
-1,68174
0,384312
-1,62041
-0,746714
-2,47222
-2,85277
1,87447
-0,0645938
1,8756
0,568232
0,182053
0,000466816

0,34095
0,46135
0,22725
0,73035
0,1687
0,4586
0,0302
0,0468
0,0718
0,9535
0,0701
0,67955
0,86075
0,9988

40,86
211,13
684,90
122,95
356,94

83,50

39,85
283,54

40,35
142,90

14,26
218,41
110,89

19,05

22,077
149,929
182,769

128,58
89,8329
49,2264
8,47071

75,217

254,54
115,049
54,1199
311,456
94,8201
25,6115

-0,888093
-0,493849
-1,90587
0,0645631
-1,99037
-0,762288
-2,23388
-1,91444
2,65721
-0,312775
1,92424
0,511981
-0,225847
0,42664

Obr. 2.4: Tabulka tableS5 - Ukazka RNA-seq udajov z tabulky S5 [28]

0,43045

0,7138
0,24065
0,96105
0,14545
0,48075
0,06095
0,24265
0,02925
0,81225
0,08925
0,74805
0,85175

0,6983



Kapitola 3
Spracovanie dat

V tejto kapitole popiSeme preco a ako sme postupovali. Na zaciatku je celkovy prehlad
nasho pristupu. V dalsich podkapitolach sa nachadzaji detailnejsie informécie o spra-
covani dat spolu s ukdzkami vystupov. Na zaver kapitoly popisujeme Statistické testy

pouzité v nasej praci.

3.1 Celkovy postup

Na uvod uvedieme ciel, ku ktorému sa postupne dopracujeme. Budeme robit dva Statis-
tické testy, ktoré nam pre kazdi GO kategoriu vratia p-hodnotu. Jeden z nich, Mannov-
Whitneyho U test pracuje s dvoma mnozinami p-hodnot. Prva sa sklada z p-hodnot
génov, ktoré su v ur¢itej GO kategérii a druhéd mnoznina z p-hodnét, ktoré nie st
v danej GO kategorii. Tento test vypocita nové p-hodnoty pre kazdia GO kategoriu.
Druhy test, Fischerov presny test pracuje s kontingencnou tabulkou. Pre nu potrebu-
jeme pocty génov, ktoré s v GO kategorii a pocty génov, ktoré nie st v GO kategorii
a zaroven, poc¢ty génov s mensou p-hodnotou ako 0.01 a s vac¢Sou a rovnou ako 0.01.
Na obrazku 3.1 je schéma nasej prace. Z databazy Gene Ontology sme vyrobili dva
stibory vo formate csv. Prvy obsahoval dva stipce - GO kategériu a k nej prislusnych
rodi¢ov. Druhy stbor obsahoval taktiez dva stipce - GO kategériu a jej nazov. Z dat z
databézy Uniprot sme vyrobili jeden stibor vo formate csv s tromi stipcami. Pre gén
s uniprot id su tam jeho GO kategérie, a CPAR oznacenie. Nakoniec sme spracovali
tabulku S5, z ktorej sme vytvorili dva slovniky pre obidva hydroxybenzoaty, v ktorych
ako kl'a¢ bol CPAR nazov génu a ako hodnota p-hodnota diferen¢nej expresie génov.
V tomto kroku si vysvetlime, ako sme vyuzili spracované sibory pre testy. Zacneme
Manovym Whitneyhovym testom. Ako sme spominali, pracuje s mnozinami p-hodnét.
Tie mame z tabulky S5. LenZe potrebujeme také p-hodnoty génov, ktoré patria do GO
kategorie a vSetkych jej potomkov. Na zistenie vSetkych potomkov nam slazi sibor

go_parent a rekurzivna funkcia, ktora vyhladava vSetkych potomkov. Ked uz mame

15



16 KAPITOLA 3. SPRACOVANIE DAT

pre GO kategoriu vSetkych potomkov a pre gény p-hodnoty, potrebujeme zistit, ktoré
gény patria do potrebnych GO kategorii. Na to slizi sibor cpar _go uniprot vytvoreny
z databazy Uniprot, ktory obsahuje pre GO kategoriu zoznam jej CPAR génov.

Pre Fischerov presny test potrebujeme vediet pocty génov v GO kategérii a mimo
GO kategorie a zaroven pocty génov s p-hodnotou mensou ako 0.01 a va¢Sou a rovnou
ako 0.01. K pozadovanym tudajom sa vieme dopracovat rovnako ako pri Mannovom-

Whitneyovom U teste len nebudeme vytvarat mnoziny génov ale ich iba poditat.

Gene Ontology Uniprot Tabulka 55
|GO kategoria | Roch |CPAR [ GO | Umprot\ [CPAR: p-value 3-OH] pvalue3 OH

[GO kategdria | Meng] \ /

Manov Whitneyho U test: Fischerov presny test:

p-hodnoty génov v GO kontingen¢na tabulka
Vs

p-hodnoty génov nie v GO

Obr. 3.1: Schéma naSej prace

3.2 Spracovanie dat z databazy Uniprot

Na stranke databéazy Uniprot - www.uniprot.org sme vyhl'adali data o kvasinke Candida
parapsilosis. Po otvoreni stranky sme zvolili vo vyhladavac¢i moznost , Proteomes®,
napisali Candida parapsilosis a stlacili tlacidlo na stiahnutie. Zoznam génov sme si
stiahli vo forméate XML. Stibor obsahuje jedine¢ny identifikitor pre gén, uniprot nazov
génu, meno proteinu, CPAR nézov génu a GO kategorie, kvoli ktorym sme si vybrali
tato databazu. Na obrazku 3.2 mozete vidiet ukazku déat.

Na spracovanie formatu XML do prehladnejSej formy, do csv sitboru sme naprog-
ramovali skript v jazyku Python a pouzili kniZnicu lxml a jej triedu etree [3]. XML
je hierarchicky formét tdajov a najlepsi spésob ako ho prezentovat je strom. KniZnica
Ixml mé na tento ucel dve triedy - ElementTree predstavuje cely XML dokument ako
strom a Element predstavuje jeden uzol v tomto strome. Interakcie s celym dokumen-
tom (CGitanie a zapis do/zo suborov) sa zvy¢ajne vykonavaja na trovni ElementTree.
Interakcie s jednym prvkom XML a jeho ¢iastkovymi prvkami sa vykonavaji na trovni
prvku [3].

Najskor sme si napisali niekolko funkcii. Prva z nich getName nam vrati nazov
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elementu. Tento krok je velmi dolezity lebo ako je vidiet z obrazku, informacie su
ulozené v elementoch a vlozené v elemente <name> < /name>. Funkcia getUniprotld
nam vrati identifikator génu v Uniprot databaze.

Identifikator typu CPAR2 sa nachadza v elemente <gene> < /gene>. Jedno uniprot
id méze mat viacero CPAR id ako uvadza aj priklad na obrazku. Na zistenie vSetkych
CPAR id slazi funkcia getCparName, ktora prechédza cez kazdy zéznam v elemente

<gene> < /gene>.

<entry dataset="TrEMEL" created="2012-81-25" modified="20819-84-18" version="34">
<accession=GBBFP5</accession=>

=name=>=GBBFP5_CANPC</name=>

=protein=

<recommendedName=

=fullName evidence="1">Histone H3</fullName>

=/ recommendedName=

</protein=

<gene>

=name type="ordered locus" evidence="9 10"=CPAR2_187818</name=
<name type="ordered locus" evidence="8 11">=CPAR2Z 283228</name>
=/gene=

<dbReference type="CGD" id="CALOGEOEO154377"=>
<property type="gene designation” wvalue="CPARZ 187818"/>
=/dbReference=

<dbReference type="CGD" id="CALOOOO148119"=
=property type="gene designation" value="CPARZ 203228"/>
=/dbReference=

<dbReference type="Froteomes" id="UPB88885221">
<property type="component” value="Chromosome 1"/>
</dbReference=

<dbReference type="Proteomes" id="UP0808085221">
<property type="component" value="Chromosome 2" />
=/dbReference=

<dbReference type="G0" id="G0:0888786">

<property type="term" value="C:nucleosome" /=
<property type="evidence" value="ECD:8080581"/>
=property type="project” value="UniProtKB-Kw"/=>
=/dbReference=

<dbReference type="G0" id="G0:08885634">

<property type="term" wvalue="C:nucleus" /=

=<property type="evidence" value="EC0:08808501"/=
=property type="project" value="UniProtKB-Sublell" /=
=/dbReference=

Obr. 3.2: Ukézka xml stiboru, kde je vidiet aj uniprot id, CPAR nazov a GO kategorie

Ako posledné sme potrebovali ziskat GO kategorie. Znova, jeden gén moze obsahovat
viacero GO anotéacii. Funkcia getGO prejde vSetky elementy typu <dbReference> a
vrati kazdy zaznam v elemente, ktory ma type="GO".

Po zadefinovani funkcii, sme mohli prejst k spracovaniu dat. Na XML stbor sme
pouzili kniznicovu funkciu etree.parse, ktord nam vytvorila ElementTree z nasich dat.

Na takto spracované data sme aplikovali kniznicova funkciu getroot, ktora ndm vratila
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zoznam korenovych elementov pre nas strom. Potom sme uz iba prechadzali cez kazdy
korenovy element a aplikovali na jeho zaznamy horeuvedené funkcie. Data, ktoré sme
takto ziskavali, sme ulozili do matice so stlpcami "uniprot’, 'CPAR’, ’GO’. Znamena
to, ze pre kazdy uniprot nazov génu sme si pamétali jeho CPAR nazvy a GO kategorie,
ktoré mu patria.

Ako posledny krok sme maticu ulozili do csv formatu. Pouzili sme na to kniznicu
pandas a modul DataFrame. DataFrame je dvojrozmerné datova struktira, kde st déta
ulozené v tabulkovej forme v riadkoch a stipcoch [8]. Z matice sme vytvorili DataFrame
a nan zavolali funkciu to_csv, ktord nam vytvorila tabulkovy stibor v csv forméte -
cpar__go uniprot.csv. Ukdzku vystupu mozete vidiet na obrézku 3.2. Na otvorenie csv

formatu sme pouzili tabulkovy editor LibreOffice.

Obr. 3.3: Spracované déata z databazy Uniprot

A | B | C
1 CPAR GO uniprot
2 |CPAR2 807400 GO0:0102131,G0:0102132,G0O:0004316,G0:0004315,G0:0004321% FAS2_CANPC
3 |CPAR2_205060 GO:0000235,GO:0005935,G0:0000307,G0:0010494,GO:0005783% GBBGT9_CANPC
4 |CPAR2 400020 GO:0005737,GO:0003855,GO:0003856,G0:0003866,G0:0005524» G8BHT6_CANPC
5 | GO:0047011,G0:0004033,GO:0042180 CPRC2_CANPA
_6 |

7
_8 |
_2 |

CPARZ_T01810 GO:0032153,G0:0005935,G0:0000778,G0O:0001400,G0O:0005847 GBBKA4 CANPC
7 |CPARZ2_302650 GO:0005835,G0:0008659,G0:0047451,G0:0004313,G0:0004314 % GBBOH7_CANPC
CPARZ_109990 GO:0005935,G0:1990023,G0:0097431.GO:0044732,G0:0005634)» GBBG32 _CANPC
CPARZ_106590 GO:0000262,G0:0042645,G0:0005634, GO:0003690,G0O:0003697 MG101_CANPC
10 |CPARZ 804190 GO:0036266,G0:0005829,50:0000837.G0O:0000839,G0:0005634 GBE9Z7 CANPC
11 |CPAR2_206900 GO:0030176,G0:0009055,G0:0020037,G0O:0046872,G0:0004768} GBBCQZ2_CANPC
12 |CPARZ 703030 GO:0005945,G0:0005739,50:0003872,.G0O:0005524,GO:0046872 GBEKM4_CANPC
13 GO:0047011,G0O:0042180 CPRC1_CANPA
14 |CPARZ_211840 GO:0005743,G0:0005758,G0:0005634,GO:0005524.GO:0016909 GBEBE43 CANPC
15 |CPARZ_207220 GO:0005737,G0:0030429,G0:0030170,G0:0034354,G0O:0043420F GBBCT4_CANPC
16 |CPARZ_201880 GO:0071162,G0:0005737,G0O:0042555,G0:0097373.G0O:0005656F GBBFE2 _CANPC
17 |CPARZ_300490 GO:0022626,G0:0015934,G0:0042788,G0:0015935,G0:0005524 GBEBW1_CANPC
18 |CPARZ 204230 GO:0005739,G0:0005730,G0:0005654,G0:0008409,G0:0017108) GBBFZG6 CANPC
19 |CPARZ_203530 GO:0005737,G0:0005524,G0:0004781,G0O:0019344,GO:0070814F GBBFS6_CANPC
20 |CPAR2 303020 GO:0005737.G0O:0005634,G0:0046872,G0:0035529,G0:0047429% G8BOSLZ CANPC
21 |CPAR2_701690 GO:0031966.G0:0043596, G0:0005524,G0O:0043141,G0:0051880% GBBK9Z CANPC
22 |CPAR2 201350 GO:0005737.G0O:0005634,G0:0005524,GO:0046872,G0O:0004747Y GBBF34_CANPC
23 |CPAR2_803640 GO:0005737.G0:0004019,G0:0005525,G0:0000287,G0:0061483» GBECEY9 _CANPC

24 G0O:0000790,G0:0003700,G0O:0046872,GO:0043565,60:0036164» BCR1_CANAL
25 |CPAR2_602110 GO:0005829,G0:0005758,G0:0004017,G0O:0005524,GO:0006172Y GBB5A0_CANPC
26 G0:0046658,60:0009986,G0:0005933,GO:0005576,G0:0009277F CSAL1_CANAL

Celkovy pocet génov stiahnutych z databézy Uniprot je 6034. Z toho 258 uniprot
génov nema CPAR oznacenie a 1479 nema ziadnu GO kategoériu. Najviac GO kate-
gorii s poc¢tom 65 mé gén G8BGT9 CANPC, ktorému zodpovedd CPAR oznacenie

CPAR2_ 205060. Funkcia génu eSte nebola manuélne charakterizovana.

3.3 Spracovanie dat z databazy Gene Ontology

Zo stranky http://geneontology.org/ sme stiahli sibor go-basic.obo. Na vyber je viacero

typov stiborov a tento sme vybrali, lebo najlepsie zodpovedal nasim poziadavkam a to
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pre GO kategoriu zistit jej popis a rodicov. Tento typ suboru je zakladna verzia GO

kategorii, ktora na definiciu rodic¢a pouziva "is_a"[5].

Obr. 3.4: Ukazka formétu obo
[Term]
id: GO:88600881
name: mitechondrien inheritance
namespace: biological process
def: "The distribution of mitochondria, including the mitochondrial genome, into daughter
cells after mitosis or meiosis, mediated by interactions between mitochondria and the
cytoskeleton." [GOC:mcc, PMID:108873824, PMID:11389764]
synonym: "mitochondrial inheritance" EXACT []
is_a: G0:0048388 ! organelle inheritance
is a: GD:0848311 ! mitochondrion distribution

[Term]

id: GO:@088002

name: mitochondrial genome maintenance

namespace: biological process

def: "The maintenance of the structure and integrity of the mitechondrial genome; includes
replication and segregation of the mitochondrial chromosome."” [GOC:ai, GOC:wvw]

is_a: G0:8887885 ! mitochondrion organization

[Term]

id: GD:00000083

name: reproduction

namespace: biological process

alt id: GD:8919952

alt_id: GO:00850876

def: "The production of new individuals that comtain some portion of genetic material
inherited from one or more parent organisms." [GOC:go_curators, GOC:isa_complete, GOC:jl,
ISBN:8198506732]

subset: goslim_agr

subset: goslim_chembl

subset: goslim flybase ribbon

subset: goslim _generic

subset: goslim _pir

subset: goslim plant

synonym: "reproductive physiological process” EXACT []

xref: Wikipedia:Reproduction

is a: GOD:0008150 ! biological process

Forméat siboru mézete vidiet na prilozenom obrazku 3.4. Nepodarilo sa ndm najst
ziadny parser formatu obo, tak sme nemohli pouzit ziadnu kniznicu a vSetko sme prog-
ramovali ru¢ne. Na obréazku je vidiet, ako st informécie ohladom jednej GO kategorie
ulozené. Nazov je oznaceny ako "id: ". Dalej sme potrebovali nazov danej GO kategorie,
ktoré je v riadku zac¢inajicom retazcom "name: ". A ako posledny tdaj sme zistovali
rodicov danej GO kategoérie. Na to sluzia riadky oznacené ako "is_a'.

Ako je vidiet v ukazke, tak niektoré GO kategoérie maji viacero rodic¢ov. Na uloZenie
informacii sme pouzili defaultdict, ktory si ako klIi¢ paméatd GO a ako hodnotu list
rodicov. Rovnako sme postupovali aj pri ukladani ndzvov GO kategorii ale tam nam
stacil dict. Na obrazku 3.7 a 3.6 mozete vidiet ukazku stiborov go parent a go name
zobrazenych v textovom editore.

Ako posledné sme data ulozili do dvoch stiborov vo forméate csv, pouzitim DataF-
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rame z kniznice Pandas. Prvy stibor ma ako prvy stlpec identifikitor GO kategorie, v

druhom stlpci jej nazov. Druhy stbor mé ako druhy stipec zoznam rodicov.

A

B

GO
G0:0014802
GO:0047914
G0:0002339
GO:0021516
G0:0101011
G0O:0033209
GO:0047097
GO:0047097

GO:0042433

GO:0042433
G0O:0015645
G0:1990923
G0O:0061192
GO:0061192
GO:0050016
GO:0045507
GO:0075178
GO:0075178
G0:0017073
G0:0033803
G0:0033803
GO:2000367
GO:2000367

G0:0052562

Obr. 3.5: Ukazka stboru go parent

GO:0052562

Parent
GO0098827
GO0016881
GO0002376
GO:0048856
GO:0052745
GO:0019221
GO0004497
GO0016705
GO:0042431
GO:0042436
GO:0016878
GO0032991
GO0010639
GO:0032889
GO:0016705
GO:0030368
GO:0075148
GO0075177
GO0016811
GO0008171
GO:0008757
GO:0017158
GO0060046
GO0052553
GO:0052561
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A | B

1 GO Name

2 | GO:0009406 | obsolete virulence

3 | GO0061681 | Entner-Doudoroff pathway through gluconate to D-glyceraldehyde-3-phosphate
4 | GOc0010734 | negative regulation of protein glutathionylation

_ 5 | GO0:0031288 | sorocarp morphogenesis
_6 |
_7 |
_8 |
2|

GO:0001721  ocbsolete intermediate filament associated protein
GO:0034669  integrin alphad-beta? complex
GO:0034990 nuclear mitotic cohesin complex
GO:0071353  cellular response to interleukin-4
10 | GO:1903940 negative regulation of TORC2 signaling
11 | GO:0036140  peptidyl-asparagine 3-dioxygenase activity
12 | GO:0048835  specification of decreased petal number
13 | GO:0103012 | ferredoxin-thioredoxin reductase activity
14 | GO:0009473  cbsolete cytochrome c7 (trineme)
15 | GO0006424 | glutamyl-tRNA aminoacylation
16 | GO:0099512  supramolecular fiber
17 | GO:0099116 tRMNA 5-end processing
18 | GO:0048701  embryonic cranial skeleton morphogenesis
19 | GO:0070149 mitochondrial glutamylHRNA aminoacylation
20 | GO:D017106  obsolete activin inhibitor activity
_ 21 | GOr1900586 | arugosin catabolic process
22 | GO:D097586 | dolichyl-phosphate-mannose-protein mannosyltransferase Pmtd4p homodimer complex
23 | GO:0001108 | bacterial-type RNA polymerase holo enzyme hinding
24 | GO:000200T | site-specific DNA-methyltransferase (adenine-specific) activity
25 | GO:0010313 | phytochrome binding
26 | GOc0047932  glucosamine N-acetyltransferase activity

Obr. 3.6: Ukazka stiboru go name

Pocet vSetkych GO kategorii, ktoré sme ziskali zo stiboru je 45003. Z toho 17543
je rodi¢om inej kategorie. Najviac rodicov ma kategoria GO:1902180 s poc¢tom 10 a jej

nazov je katabolicky proces latky Verruculogen.

3.4 Spracovanie dat z tabulky S5

Na spracovanie dat o expresii z tabulky S5 sme pouzili kniznicu xlrd. Tato kniznica je

urcend na ¢itanie dat alebo aj ich apravu vo formatoch programu microsoft Excel [11].

Najskor sme otvorili dokument funkciou xlrd.open workbook. Potom sme nacitali
prvy héarok funkciou sheet by index. Nésledne sme vytvorili dva slovniky, kde ako
kI'a¢ sluzilo CPAR oznacenie génu a hodnota bola p-hodnota pre dany gén na 3-OH
pre jeden slovnik a 4-OH pre druhy slovnik.

Nasledovalo prechadzanie vSetkych riadkov tabulky, kde sme zistovali ¢i sa retazec
'CPAR’ sa nachadza v nultom stlpci - to aby sme sa vyhli prazdnym riadkom na
zaCiatku suboru. Ak podmienka bola splnené, zapamétali sme si v slovnikoch hodnoty

zo §tvrého a dsmeho stlpca ak ¢islujeme od nuly.

Pocet génov v tabulke je 5821. V stipci p-hodnét pre 3-OH mé 134 génov p-hodnotu

mensiu ako 0.01 a pocet génov pre 4-OH s rovnako malou p-hodnotou je 152.
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3.4.1 Fisherov presny test

V studiach sa casto detekuji vyznamné obohatenia alebo ochudobnenia GO kategorii
v ramci triedy pozadovanych génov, zvycajne si to triedy vyznamne diferencovane
exprimovanych (DE) génov [20].

Uvazujme napriklad mnozinu v8etkych génov v genéme a zaujimajme sa o gény z
urcitej GO kategorie. Cielom je stanovit ¢i trieda DE génov je obohatené na gény danej
GO kategorie vzhladom na mnozinu vetkych génov [20].

Nech Hjy oznacuje nulovt hypotézu, ze vlastnost génu patriaceho do skimanej GO
kategorie je nezavisla od vlastnosti DE, alebo inak povedané, ze gény DE sa ndhodne
vyberaju z celkovej populacie génov [20].

Pred vykonanim testu si zostavime kontingen¢nu tabulku velkosti 2x2. Jej prvy
stlpec udava pocet génov v GO kategorii, druhy pocet génov, ktoré nie si v GO kate-
gorii. Prvy riadok st DE gény a druhy riadok je zvySok génov zo skupiny skiimanych
génov [20]. Priklad kontingen¢nej tabulky pre GO:0018678 je vidiet na obrazku

GO:0018678 VGO |[NievGO
p-value <0.01 1 133
p-value = 0.01 0 5687

Obr. 3.7: Kontingen¢néa tabulka pre GO:0018678 pre rast na 3-OH médiu

Na vypocet Fischerovho presného testu sme napisali skript v jazyku Python a po-
uzili kniznicu stats [4]. Vo funkcii sme zvolili nastavenie alternative=’greater’, ktoré

testuje nulovi hypotézu.

3.4.2 Mannov-Whitneyho U test

Mannov-Whitneyho U test tiez znamy ako Wilcoxonov test, testuje rozdiely medzi
dvoma skupinami jednej ordinélnej premennej (¢o st premenné meratelné na poradove;
skale) bez $pecifickej distribucie [18]. Nech Hy oznacuje nulovt hypotézu, ktora hovori,
ze dve skupiny pochadzaju z rovnakého rozdelenia [19].

Mannov-Whitneyho U test je zalozeny na porovnani kazdého pozorovania z prvej
skupiny s kazdym pozorovanim z druhej skupiny. Ak obidve skupiny pochédzaju z
rovnakej populacie ako predpoklada nulova hypotéza, kazdy tudaj z prvej skupiny ma
rovnaki Sancu byt vac¢si alebo mensi ako tdaj z druhej skupiny. Nulova hypotéza je
zamietnutd, ak jedna skupina je vyznamne vicsia ako druhé skupina [19].

Vypocet Mannovho-Whitneyho U testu sme programovali v skripte spolu so spra-
covanim tabulky S5 v jazyku python. Pouzili sme kniZznicu stats [6] a vo funkcii sme

zvolili nastavenie alternative="less’, ktoré testuje nulova hypotézu.
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3.5 Korekcia viacnasobného testovania

V niektorych situécidch mézeme vykonat mnoho testov hypotéz. Napriklad Zeman a
kol. [28] mali 5821 génov. Ak vykonavame urcity Statisticky test pre kazdy gén, vy-
konali by sme 5821 samostatnych testov hypotéz. Predpokladajme, Ze kazdy test sa
vykonéva na hladine alfa. Pre jeden test pravdepodobnost falosného odmietnutia nu-
lovej hypotézy je alfa. Ale Sanca aspon jedného falosného odmietnutia medzi vSetkymi
testami je ovela vyssia. Toto je problém viacnasobného testovania. Je vela sposobov
ako riesit tento problém ale my si povieme iba o dvoch.

Bonferroniho metéda vyzaduje aby pravdepodobnost falosného odmietnutia hocia-
kej nulovej hypotézy je mensia alebo rovna alfe. Metoda sa snazi, aby bolo nepravde-
podobné, Ze by sme urobili ¢o i len jedno falosné domietnutie.

Obcas je lepsie urcit prah na FDR (false discovery rate), ktory je definovny ako
stredné hodnota poctu falosnych zamietnuti vydeleny poc¢tom zamietnuti. FDR je teda
podiel zamietnuti, ktoré st nespravne.

Na vykonanie korekcie viacnasobného testovania sme si napisali skript v jazyku
Python a pouzili kniznicu obsahujticu tento test - statsmodel 7] a ako met6du sme
si zvolili Benjamini a Hochberg, kde ked nam vrati True, znamené to, ze plati pre

hypotézu, ktord mozno odmietnut pre dand a.
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Kapitola 4

Vysledky

4.1 Statistické testy

Na testy sme pouzili GO kategorie, ktoré sa nachadzaji v Uniprot databaze a vybrali
sme si tie gény z GO kategorie, ktoré boli v tabulke S5. Pocet génov, ktoré st v Uniprot
databaze pre C. parapsilosis, ale nenachadzaju sa v tabulke TableS5 je 25. Pocet génov

z tabulky S5, ktoré nie su priradené ku GO kategorii a nemohli byt pouzité je 1504.

4.1.1 Fisherov presny test

Vysledné p-hodnoty vypocitané Fischerovym presnym testom pre data namerané pri
raste kvasinky C. parapsilosis na 3-OH médiu su v tabulke 4.1 a na 4-OH médiu
v tabulke 4.2. Prvy stipec obsahuje identifikitor GO kategérie, druhy, oznaceny ako
, X obsahuje pocet génov danej GO kategorie, ktoré mali p-hodnotu mensiu ako 0.01.
Treti stlpec oznaceny ako ,,Y* obsahuje celkovy pocet génov GO kategorie, t.j. gény,
ktoré boli v prvom stlpci kontingenénej tabulky - vietky gény nachadzajice sa v GO.
étvrty stlpec obsahuje p-hodnoty vypocitané Fischerovym presnym testom a piaty
stlpec skratené nazvy GO kategorii. Do tabulky vysledkov sme dali iba vyznamné GO
kategorie - také, ktoré maji p-hodnotu mensiu ako 0.03.

V tabulke 4.1 vysla ako najvyznamnejsia GO kategoria vysla oxidoreduktazova
aktivita GO:0016491. Enzym oxidoreduktaza katabolizuje intermolekulové oxidac¢no-
redukéné premeny prenosom atémov vodika alebo elektronov. Této kategoria patri do
ontolégie molekularna funkcia.

Druha najvyznamnejsia GO kategoria je GO:0016712 s nazvom oxidoreduktazova
aktivita posobiaca na parové donory so zaclenenim alebo redukciou molekulédrneho kys-
lika, redukovaného flavinu alebo flavoproteinu ako jedného darcu a zaclenenim jedného
atomu kyslika. Kategoria je tiez zaradena do ontoldgie molekularna funkcia. Defini-
cia zo stranky databazy Gene Ontology hovori, ze GO kategéria predstavuje katalyzu

oxida¢no-redukénej reakcie, pri ktorej sa vodik alebo elektrony prenasaja z reduko-

25
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vaného flavinu alebo flavoproteinu a jedného dalgieho donora a jeden atom kyslika je
zacleneny do jedného z donorov. Z ¢lanku od HoleSovej a kol. [15] sa dozvedame, Ze gény
MNX1 (CPAR2 102790) a MNX2 (CPAR2_704320) koduja flavoprotein monooxyge-
nazu, ktora katalyzuje prvy krok v 3-OAP a GP drahach, presnejsie 4-hydroxybenzoat
1-hydroxylyaza (pre 3-OAP) a aktivita tejto zlticeniny sa tiez nachadza v nasej tabulke
najvyznamnejesich GO kategorii - GO:0018678.

Ako tretia najvyznamnejsia GO kategéria nam vysla GO:0019336 s nazvom kata-
bolicky prenos zltuceniny obsahujucej fenol. Podl'a definicie z Gene Ontology, GO kate-
goria predstavuje chemické reakcie a drahy, ktoré vedu k rozpadu fenolu, ¢ize akejkol-
vek zlticeniny obsahujucej jednu alebo viac hydroxylovych skupin priamo pripojenych
k aromatickému uhlikovému kruhu. 3-hydroxybenzoat a 4-hydroxybenzoat obsahuji
aromatické jadro, ku ktorému sa pripojené hydroxylové skupiny. Holesova a kol. [15]
zistila, ze obidve drahy moézu prispiet k prezitiu buniek kvasinky v prostredi bohatom
na fenolové derivaty.

Zeman a kol. [28] zistili, Ze bunky prisposobené hydroxybenzoatom zvysili expresiu
génov SFC1, LEU5, YHM2 a MPC1, ktoré kdéduju nosice sukcindu, fumaréu, koenzymu
A, oxoglutaratu a citratu a podjednotku pyruvatu. V tabulke vysledkov 4.1 mozete vi-
diet, Ze sa tam nachadza GO kategoria GO:0005469, ktora nesie nazov antiportova
aktivita sukcinat-fumaratu. f)alej sa tam nachadza GO:0047617 s nazvom acetyl-CoA
hydrolazova aktivita. Obidve kategorie st spojené s proteinmy, ktoré koduja gény ex-
primované pri raste buniek na hydroxybenzoatoch.

Dalej v tomto &lanku bolo zistené, Ze niekolko enzymov 3-OAP a GP ciest st
spojené s mitochondriou cez proteiny ako nosi¢e sukcinatu a fumaratu. Dve GO kate-
gorie spojené s membranovym transportom nédm vysli ako vyznamné - GO:0022857
a G0:0055085. Dalej treba spomentat GO:0018669 s nézvom 3-hydroxybenzoat 6-
monooxygenazova aktivita, ktoré katalyzuje reakciu s 3—hydroxybenzoatom.

Medzi zaujimavé vysledky, ktoré treba spomenit patria aj tieto GO kategoérie:
GO:0033573 s nazvom komplex zeleza s vysokou afinitou, GO:0005381 transmembréa-
nova aktivita transportéra pre ion zeleza, GO:0005506 viazanie ionu zeleza, GO:0006783
biosynteticky proces hému. Vsetky GO kategorie st nejakym sposobom spojené so Ze-
lezom a zatial nevieme pri¢inu objavu tychto GO vo vysledkoch.

V tabulke 4.2 ndm ako najvyznamnejsia GO kategoria vysla GO:0016712, ktoru
sme uz popisali vysSie. Druha najvyznamnejsia GO:0020037 ma nazov viazanie hému.
Ontologiu ma priradent molekularnu funkciu a podla jej definicie to je selektivna
a nekovalentna interakcia s hémom, ¢o je akakolvek zlucenina Zeleza v komplexe s
porifyrinovym (tetrapyrolovym) kruhom. Podobné vysledky st napriklad GO:0005506
s ndzvom viazanie i6nu zeleza alebo GO:0005381 s nazvom transmembranova aktivita
transportéru pre i6n Zeleza. Tieto vysledky st velmi zaujimavé a zatial nevieme preco

sa zelezo a zluZzeniny s nim spojené objavili vo vysledkoch.
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Tretia najvyznamnejsia GO kategoria - GO:0048037 mé nazov vizba kofaktoru.
Cast definicie hovori, Ze kofaktor moze byt aj organicky a v tom pripade to je koen-
zym. Taktiez GO:0050662 sa nachadza v tabulke vyzmanych GO kategorii a ma nazov
vizba koenzymu. Podla Holesovej a kol. [15] je koenzym ako vysledny produkt gé-
nov exprimovanych v bunkach, ktoré rastli na hydroxybenzoét derivatoch. Taktiez sa
v tabulke nachadzaju GO:0047617, GO:0022857 a GO:0018678, ktoré si uz popisané

vyssie.

4.1.2 Mannov-Whitneyho U test

Vysledné p-hodnoty vypocitané Mannovym-Whitneyho U testom mozete vidiet pre
kvasinku C. parapsilosis, ktora rastla na 3-OH médiu v tabulke 4.3, kde sme vybrali
iba tie GO kategorie, ktoré maji p-hodnotu mensiu ako 0.003 a pri raste na 4-OH médiu
v tabulke 4.4, kde hranica p-hodnoét je tvorena 0.0009. Rézne hranice sme vybrali z
dovodu velkosti tabulky.

Najvyznamnejsia kategoria pre rast kvasinky na 3—-OH médiu nam vysla GO:0030684
s nazvom preribozom. Je zaradeny v ontologii zlozka bunky a predstavuje akykol'vek
komplex pre-rRNA a ribozomélnych proteinov vytvorenych pocas ribozémovej bioge-
nézy. Druha najvyznamnejsia kategoria je GO:0048037 s nazvom vézba kofaktorov,
ktora je popisana v casti 4.1.1. Tretia vyznamnéa kategoéria GO:001649 s nadzvom akti-
vita oxidoreduktézy je tiez popisana v casti 4.1.1, kde nam vysla ako najvyznamjsia
pri raste na 3-OH médiu.

Dalsie kategorie, ktoré mame v tabulke 4.3 a stuvisia s datami su GO:0050662 véazba
koenzymu a GO:0016712, ktoré su tiez popisané v kapitole 4.1.1.

V tabulke 4.4, pre rast kvasinky C. parapsilosis na 4-OH médiu, nam taktiez ako
prva GO kategoria vysla GO:0030684 s nazvom preribozoém, ktoréd je popisana vyssie.
Ako druhé najvyznamnejsia GO kategoria je GO:0016491 s nézvom aktivita oxidore-
duktazy, ktort sme uz spominali. Tretia najvyznamnejsia kategoria je GO:0005730 s
nazvom jadierko. Nachadza sa v ontoldgii zlozka bunky. Definicia ho opisuje ako malé,
husté teliesko, ktoré sa nachédza v jadre eukaryotickych buniek. Je bohaté na RNA a
proteiny.

Spomenieme aj GO:0048037 viazanie kofaktoru a GO:0050662 viazanie koenzymu,

ktoré st popisané vyssie.

4.2 Korekcia viacnasobného testovania

Po vykonani korekcie viacndsobného testovania pre vysledky Fischerovho presného
testu pre 4-OH nam skript vratil pre vSetky p-hodnoty False, ¢o znamena Zze zamietol

hypotézu pre vsetky p-hodnoty. f)alej vratil opravené p-hodnoty, ktoré sa vSetky rov-
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nali 1.0. Pre vysledky Fischerovho presného testu pre 3—OH nam pre prvé styri GO

kategorie vratil True a opravil p-hodnoty pre prvych osem kategorii (vid 4.5).

GO kategoria p-hodnota
GO:0016712 | 2.7308245335685544¢e-08
GO:0020037 | 1.5151269779622683e-07
GO:0048037 | 1.5151269779622683¢e-07
GO:0005506 0.003982845140434503
G0:0016491 0.012131988845689955
GO:0050662 0.014649576699949415
GO:0050660 0.6409080976407078
G0O:0050661 0.6879917064838967

Tabulka 4.5: Nové p-hodnoty pre 8 GO kategorii, ktoré vratila korekcia viacnasobného

testovania

4.3 Overenie a porovnanie vysledkov Fischerovho pres-

ného testu

Stranka Candida genome database obsahuje nastroj GO term finder www.candidagenome.org/cgi-
bin/GO /goTermFinder, ktoréa robi podobné testy ako my v naSej praci. Zo stranky ne-
vieme zistit aké testy a nastavenia pouzili. Tiez nevieme povedat s akymi databazami

pracuje.

Vybrali sme si kvasinku Candida parapsilosis. Nasledne sme zadali mnozinu génov,
ktoré maju p-hodnoty mensie ako 0.01 pre rast na 3-OH médie s po¢tom 134 z tabulky
S5. Vybrali sme ontolégiu biologicky proces a z pozadia (zbytok génov) sme zasrtli iba
ORF a stlacili tla¢idlo hladania. Tieto kroky sme zopakovali este dva krat ale zakazdym

sme si zvoli int ontolégiu - molekularna funkcia a zlozka bunky.

Vysledky mozete vidiet v tabulke 4.7. VloZili sme do nej iba vyznamné vysledky,
také ktorych p-hodnota bola mensia ako 0.01. Porovnanim vysledkov s Fischerovym
presnym testom v tabulke 4.1 mozete vidiet rozdiely v p-hodnotach aj stipci X. Moze

to byt preto lebo pouzili iné anotacie génov do GO kategorii.

GO kategoria oxidoreduktazova aktivita vysla v oboch testoch medzi najvyznanej-

Simi kategoriami.



4.3. OVERENIE A POROVNANIE VYSLEDKOV FISCHEROVHO PRESNEHO TESTU29

GO term X Y | p-value | FDR (%)
. 7 25
Iron ion transport 0.00036 0.00
54% | 0.4 %
26 425
Transmembrane transport 0.00108 0.00
194 % | 7.3 %
23 426
Oxidoreductase activity 0.00958 2.00
172 % | 7.3%

Tabulka 4.6: Vyznamné p-hodnoty vypocéitané web strankou z udajov rastu kvasinky

C. parapsilosis na 3-OH médie

Vysledky pre gény, ktoré mali p-hodnotu mensiu ako 0.01 pri raste na 4-OH médiu
sa nachadzaju v tabulke 4.7. Pocet génov v tabulke S5 s p-hodnotou mensou ako 0.01,

ktoré sme pouzili v teste je 152

Ako najvyznamnejsia GO kategoria ndm vysla oxidoreduktazova aktivita posobiaca
na parové donory so zaclenenim alebo redukciou molekularneho kyslika, redukovaného
flavinu alebo flavoproteinu ako jedného darcu a zaclenenim jedného atému kyslika
rovnako ako vo Fischerovom presnom teste pre 4-OH 4.2. Ako druhé vizba Zeleza,
ktord sa tieZ zhoduje miestom vo Fischerovom testom. Dalsie spoloéné GO kategorie

st oxidoreduktazova aktivita, vizba kofaktoru a vézba iénu Zeleza.
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GO term X Y | p-value | FDR (%)
Oxidoreductase activity, 8 10 8 640.10 0.00
acting on paire donors 53% 0.2 %
- 13 41
Heme binding 1.62e-09 0.00
8.6 % | 0.7%
- 13 41
Tetrapyrrole binding 1.62e-09 0.00
8.6 % | 0.7 %
. . 35 426
Oxidoreductase activity 5.37e-08 0.00
23.0 % | 7.3 %
26 251
Cofactor binding 1.03e-07 0.00
171 % | 4.3 %
.. 9 25
Monooxygenase activity 1.06e-06 0.00
59% |04 %
Oxidoreductase activity, 9 50 0.00049 0.00
acting on paire donors 59% |09 %
_— . 27 401
Oxidation-reduction process 0.00114 0.00
178 % | 6.9 %
8 52
Iron Ton binding 0.0057 0.00
53% 109 %

Tabulka 4.7: Vyznamné p-hodnoty vypocitané web strankou z udajov rastu kvasinky

C. parapsilosis na 4—OH médie
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GO X | Y | p-value Name
G0:0016491 | 16 | 290 | 0.000932 oxidoreductase activity
GO:0016712 | 3 10 | 0.001272 | oxidoreductase activity, acting on paired donors, ...
G0O:0019336 | 2 3 0.001554 phenol-containing compound catabolic process
GO:0016021 | 40 | 1145 | 0.002849 integral component of membrane
GO:0042183 | 2 4 0.003062 formate catabolic process
GO:0033573 | 2 4 1 0.003062 high-affinity iron permease complex
GO:0005381 | 2 4 0.003062 iron ion transmembrane transporter activity
GO:0051287 | 4 | 30 | 0.004624 NAD binding
GO:0071949 | 3 | 20 | 0.010209 FAD binding
G0:0000103 | 2 0.010240 sulfate assimilation
GO:0016709 | 2 0.010240 | oxidoreductase activity, acting on paired donors, ...
GO:0047617 | 2 0.010240 acyl-CoA hydrolase activity
GO:0005506 | 4 | 38 | 0.010812 iron ion binding
GO:0022857 | 9 | 162 | 0.012016 transmembrane transporter activity
GO:0055085 | 9 | 163 | 0.012476 transmembrane transport
G0O:0004190 | 3 24 1 0.016954 aspartic-type endopeptidase activity
GO:0016575 | 2 9 ]0.017032 histone deacetylation
GO:0005887 | 2 10 | 0.020972 integral component of plasma membrane
GO:0006783 | 2 10 | 0.020972 heme biosynthetic process
GO:0018669 | 1 1 ] 0.023020 3-hydroxybenzoate 6-monooxygenase activity
G0:0004020 | 1 1 ] 0.023020 adenylylsulfate kinase activity
GO:0052837 | 1 1 0.023020 thiazole biosynthetic process
G0O:0032406 | 1 1 0.023020 MutLbeta complex binding
GO:0004851 | 1 1 0.023020 uroporphyrin-IIT C-methyltransferase activity
GO:0051038 | 1 1 0.023020 negative regulation of transcription ...
GO:0000117 | 1 1 0.023020 regulation of transcription involved in G2/M ...
G0O:0002134 | 1 1 ] 0.023020 UTP binding
GO:0004418 | 1 1 0.023020 hydroxymethylbilane synthase activity
GO:0018678 | 1 1 ] 0.023020 4-hydroxybenzoate 1-hydroxylase activity
G0O:0004089 | 1 1 ] 0.023020 carbonate dehydratase activity
GO:0007129 | 1 1 ] 0.023020 synapsis
GO:0004594 | 1 1 0.023020 pantothenate kinase activity
GO:1990166 | 1 1 0.023020 | protein localization to site of double-strand break
GO:0005469 | 1 1 0.023020 succinate:fumarate antiporter activity
GO:0002135 | 1 1 ] 0.023020 CTP binding
G0O:0035601 | 2 11 | 0.025251 protein deacylation
GO:0046618 | 2 12 ] 0.029850 drug export

Tabulka 4.1: VVyznamné p-hodnoty vypocitané Fischerovym presnym testom z udajov

rastu kvasinky C. parapsilosis na 3—-OH médie
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GO X Y p-value Name

GO:0016712 | 8 10 | 0.000000000008 | oxidoreductase activity acting on paired donors...
GO0:0020037 | 11 | 30 | 0.000000000096 heme binding
GO:0048037 | 24 | 195 | 0.000000000129 cofactor binding
GO:0005506 | 8 38 | 0.000004522106 iron ion binding
GO:0016491 | 21 | 290 | 0.000017218264 oxidoreductase activity
GO:0050662 | 13 | 128 | 0.000024949606 coenzyme binding
GO:0050660 | 6 47 | 0.001273447824 flavin adenine dinucleotide binding
GO:0050661 | 4 20 | 0.001562286021 NADP binding
GO:0005381 | 2 0.003926542547 iron ion transmembrane transporter activity
GO:0033573 | 2 0.003926542547 high-affinity iron permease complex
GO:0042183 | 2 0.003926542547 formate catabolic process
GO:0051287 | 4 30 | 0.007217858827 NAD binding
GO:0016021 | 42 | 1145 | 0.010163593707 integral component of membrane
GO:0047617 | 2 7 0.013050732155 acyl-CoA hydrolase activity
GO:0072593 | 2 9 0.021618975399 reactive oxygen species metabolic process
GO:0022857 | 9 | 162 | 0.025340398772 transmembrane transporter activity
GO:0051908 | 1 1 0.026112351830 | double-stranded DNA 5’-3’exodeoxyribonuclease
GO:0000709 | 1 1 0.026112351830 meiotic joint molecule formation
GO:0004594 | 1 1 0.026112351830 pantothenate kinase activity
GO:0097344 | 1 1 0.026112351830 Rix1 complex
GO:0004089 | 1 1 0.026112351830 carbonate dehydratase activity
GO:0018678 | 1 1 0.026112351830 4-hydroxybenzoate 1-hydroxylase activity
GO:0005887 | 2 10 | 0.026566089383 integral component of plasma membrane

Tabulka 4.2: Vyznamné p-hodnoty vypocitané Fischerovym presnym testom z udajov

rastu kvasinky C. parapsilosis na 4-OH médie
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GO p-value Name
G0:0030684 | 0.00000000029 preribosome
G0O:0048037 | 0.00000017582 cofactor binding
G0O:0016491 | 0.00000182463 oxidoreductase activity
G0:0006364 | 0.00000186734 rRNA processing
G0O:0006412 | 0.00000295479 translation
G0O:0030687 | 0.00000351495 preribosome, large subunit precursor
G0O:0006096 | 0.00000731330 glycolytic process
G0O:0050662 | 0.00000977108 coenzyme binding
G0O:1990904 | 0.00008986945 ribonucleoprotein complex
G0O:0032040 | 0.00013645467 small-subunit processome
G0:0019843 | 0.00014723066 rRNA binding
G0O:0016712 | 0.00015909622 oxidoreductase activity, acting on paired donors, ...
GO:0005730 | 0.00023371481 nucleolus
GO:0005975 | 0.00027544225 carbohydrate metabolic process
GO:0015934 | 0.00032365998 large ribosomal subunit
G0O:0004190 | 0.00058596249 aspartic-type endopeptidase activity
G0O:0042183 | 0.00065053832 formate catabolic process
GO:0006267 | 0.00079189687 pre-replicative complex assembly ...
G0:0051287 | 0.00097601030 NAD binding
G0O:0005762 | 0.00113298943 mitochondrial large ribosomal subunit
G0:0020037 | 0.00117507883 heme binding
G0O:0009228 | 0.00127238259 thiamine biosynthetic process
G0O:0000470 | 0.00142481026 maturation of LSU-TRNA
GO:0010181 | 0.00150863203 FMN binding
GO:0000472 | 0.00175826815 endonucleolytic cleavage to generate mature 5-end ...
G0O:0000103 | 0.00178417041 sulfate assimilation
GO:0050660 | 0.00198692953 flavin adenine dinucleotide binding
GO:0005887 | 0.00235762044 integral component of plasma membrane
G0:0000027 | 0.00238410935 ribosomal large subunit assembly
GO:0070814 | 0.00246012198 hydrogen sulfide biosynthetic process
G0:0000447 | 0.00262544279 endonucleolytic cleavage in ITS1 ...
GO:0016614 | 0.00262627831 | oxidoreductase activity, acting on CH-OH group of donors
G0O:0005656 | 0.00269183968 nuclear pre-replicative complex
GO:0005840 | 0.00295416636 ribosome
GO:0015238 | 0.00298447399 drug transmembrane transporter activity

Tabulka 4.3: Vyznamné p-hodnoty vypocitané Mannovym-Whitneyho U testom z uda-

jov rastu kvasinky C. parapsilosis na 3-OH médie
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GO p-value Name

G0O:0030684 | 0.0000000000000002 preribosome
G0O:0016491 | 0.0000000000013577 oxidoreductase activity
GO:0005730 | 0.0000000008347371 nucleolus
G0O:0006364 | 0.0000000016777715 rRNA processing
GO:0048037 | 0.0000000026963696 cofactor binding
GO:0030687 | 0.0000000109557119 preribosome, large subunit precursor
GO:0050662 | 0.0000000249909616 coenzyme binding
GO:0000469 | 0.0000013456646554 cleavage involved in rRNA processing
GO:0050660 | 0.0000015733091273 flavin adenine dinucleotide binding
GO:0000447 | 0.0000017747118327 endonucleolytic cleavage in ITS1 to separate SSU-rRNA ...
G0O:0003824 | 0.0000021135899420 catalytic activity
GO:0016712 | 0.0000021241551688 oxidoreductase activity, acting on paired donors, ...
G0:0032040 | 0.0000031350520120 small-subunit processome
G0O:0000470 | 0.0000045465792839 maturation of LSU-rRNA
GO:0000472 | 0.0000128610367586 endonucleolytic cleavage to generate mature 5-end ...
G0O:0000480 | 0.0000188473448840 endonucleolytic cleavage in 5’-ETS of tricistronic rRNA ...
GO:0006267 | 0.0000243999656832 pre-replicative complex assembly ...
GO:0000463 | 0.0000254145453758 | maturation of LSU-rRNA from tricistronic rRNA transcript ...
GO:0016614 | 0.0000612588847336 oxidoreductase activity, acting on CH-OH group of donors
GO:0006096 | 0.0000725892544166 glycolytic process
GO:0005656 | 0.0000994373611316 nuclear pre-replicative complex
GO:0030686 | 0.0001254881032725 90S preribosome
G0O:0020037 | 0.0001781977232477 heme binding
GO:0042555 | 0.0002063418514877 MCM complex
GO:0005506 | 0.0002483050580800 iron ion binding
GO:0042274 | 0.0004046792129712 ribosomal small subunit biogenesis
GO:0005654 | 0.0004202888129498 nucleoplasm
G0O:0042183 | 0.0005255947327935 formate catabolic process
GO:0006772 | 0.0005635807695929 thiamine metabolic process
GO:0017116 | 0.0007898532222989 | single-stranded DNA-dependent ATP-dependent DNA helicase
GO:0016616 | 0.0008828922085403 oxidoreductase activity acting on the CH-OH ...

Tabulka 4.4: Vyznamné p-hodnoty vypoc¢itané Mannovym-Whitneyho U testom z uda-

jov rastu kvasinky C. parapsilosis na 4-OH médie




Zaver

Cielom prace bolo analyzovat transkriptomické data z patogénnej kvasinky Candida
parapsilosis na raste na 3-hydroxybenzéne a 4-hydroxybenzéne, ¢o sa ndm uspesne
podarilo.

V prvej kapitole sme vysvetlili zdkladné pojmy a vysvetlili data z ¢lanku (28], z
ktorého sme vychadzali a na ktory sme nadvezovali. V dalSej kapitole sme popisali
zdroje dat a ich formaty. Na zaver kapitoly sme opisali a vysvetlili data z tabulky S5,
na ktorych sme v tretej kapitole robili statistické testy. Avsak aby sme mohli vykonavat
tieto testy, najskor sme si museli upravit formu dat z databéz. Po vykonani testov, sme
popisali vysledky v stvrtej kapitole.

Na overenie spravnosti vysledkov sme pouzili online stranku, ktora robi rovnaku
pracu a to pre GO kategorie poc¢ita p-hodnoty. Vysledky nam vysli priblzne rovnakeé.
Odchylky mo6zu byt sposobené tym, ze stranka pouziva iné databézy alebo ini metodu
pocitania.

Zistili sme, ktoré GO kategorie sit obohatené na diferencovane exprimované gény.
Pri raste na 3-OH a 4-OH médiach sa vytvaraji génové produkty z génov zapnutych
ked kvasinka rastie na tychto médiach. Zistili sme, Ze vyznamné GO kategorie suvisia
s tymito génovymi produktami.

Vo vysledkoch sa nam vyskytli aj GO kategorie, ktoré suvisia so zelezom. Nevieme
povedat ako to moze suvisiet s rastom kvasinky C. parapsilosis na 3-OH a 4-OH
médiach ale tato informacia sa da vyuzit pri pokracovani na praci, t.j. preskiimat ako
suvisi rast kvasinky na 3-OH a 4-OH médiach so zelezom.

Na praci sa da pokracovat dalej aj v skiimani proteomiky. Daju sa zanalyzovat data
z merania proteémov a porovnat s datami z merania transkriptov.

Na zaver eSte spomenieme Ze existuje aj iny néstroj na pracu podobnej naSej -
g:Profiler. Je to online nastroj na webe. AvSak my sme ho pouzit nemohli lebo je limi-
tovany druhmi organizmov a nasa kvasinka sa tam nevyskytuje. Na grafické zobrazenie
vysledkov g:Profiler pouziva program Cytoscape, ktory sme sa snazili pouzit aj my.
Vytvorili sme typy suborov podobné ako vytvara g:Profiler, ale zrejme sme prehliadli
nejakt drobnost a Cytoscape pre naSe stibory nefungoval.

Po malych modifikdciach sa naSe skripty daju pouzit aj na iné organizmy, kym

g:Profiler a Candida genome database maji vopred dané organizmy.
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