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ABSTRAKT

Tato diplomova prace se zabyva metodami urceni genetické variability v sekvenacnich
datech. Sekvenovanym organismem je nékolik kmen( bakterie Treponema pallidum. Bak-
terie byly osekvenovany na platformé lllumina. Navrhujeme postup urceni variabilnich
mist v resekvenovanych genomech a jejich nasledné zkoumani v ramci jednoho genomu,
tak i porovnani napfi¢ vSemi zpracovavanymi genomy.

KLICOVA SLOVA

heterogenita, bioinformatika, Treponema pallidum, geneticka variabilita, sekvenace

ABSTRACT

This diploma thesis is dealing with methods of identification genetic variability in sequen-
cing data. The resarch is targeted to bacterial strains of Treponema pallidum. The
sequencing was performed by lllumina platform. There is a proposition of method to
identificate variable spots in resequenced genomes and their analysis and comparation
across all processed genomes.
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UVOD

S nastupem masivniho rozsiteni Next-Generation sekvenacnich technologii jsme schopni
produkovat obrovské mnozstvi dat, které nam umoznuji mnohem lépe popsat danou
sekvenovanou molekulu. Jednou z informaci, kterd je pomoci sekvenovani odhali-
telnd, je informace o vnitrogenomové variabilité.

Analyza variability prindsi nové informace o chovani daného organismu, jeho
evoluci nebo o jeho adaptacnich schopnostech. V datech jsme schopni identifikovat
mista, jez se oproti majoritni populaci lisi a tato zména neni zptisobena nahodnou
mutaci, nybrz jistym adaptacnim tlakem daného organismu. Pro pochopeni fungo-
vani takovych organismu je analyza variability v sekvenacnich datech nezbytna.

Cilem teoretické ¢éasti této prace je podat prehled o pouzivanych sekvenacnich
pristupech a metodach. Déle pak ¢tenare strucné seznamit s kmenem bakterie Tre-
ponema pallidum, pro ktery mame k dispozici nékolik soubort osekvenovanych pod-
druhti. Tato bakterie a jeji poddruhy jsou znamé predevsim jako puvodce nomoci
syfylis, endemicka syfilis, ¢i frambézie. Zptisobena choroba se lisi v zavislosti na in-
fekénim poddruhu. V praci se zabyvame poddruhy 7. pallidum, T. endemicum a
T. pertenue. U téchto chorob je 1é¢ba ztizend faktem, ze bakterie neobsahuje prilis
mnoho membranovych proteint, tedy farmaka neni na co tc¢inné vazat. Pochopeni
mechanismt fungovani takovychto bakterii jako celku, muze prispét k efektivnéjsi
léc¢bé vyvolanych onemocnéni.

V praktické casti se zaméruji na navrh postupu pro urceni variabilnich mist
v osekvenovaném genomu. Budu diskutovat moznosti filtrace sekvenacnich dat za
ucelem zlepseni jejich kvality a zvyseni informacni vytéznosti testovaného souboru
pro analyzu variability. Zabyvam se také zptsobem identifikace variabilnich mist v
genomech a jejich srovnanim mezi jednotlivymi testovanymi bakteriemi.

V praci vyuzivame data poskytnutd Biologickdm tstavem Lékatské fakulty Ma-
sarykovy univerzity. PTi akvizici téchto sekvenacnich dat, bylo vyuzito specifického
unikatniho rozdéleni kazdého sekvenovaného genomu do nékolika ¢asti, ¢cimz se za-
mezilo naslednému faleSnému mapovani ¢tenich pochéazejicich z sekvenéné si podob-
nych oblasti. Tento zplisob zpracovani umoznil akvizici unikatnich sekvenacnich dat,
umoznujici hloubkovou analyzu variabilnich pozic ve zkoumanych genomech.

Pti hodnoceni variabilit vyuzivam také celogenomého zarovnani celého zpracova-
vaného souboru. Diky tomu mohu hodnotit vzajemnou koincidenci vyskytu variabilit
na stejnych pozicich v riznych genomech, tak jako vyskyt varibilit v ramci celych

gent, a to i u jesté neanotovanych genomi.
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1 SEKVENACNI TECHNOLOGIE

Sekvenacni technologie se zabyvaji metodami urceni primarni struktury DNA te-
tézce, tzn. poradi nukleotidi v sekvenci. Ze znalosti primarni struktury mutzeme
vychazet pri urcovani kédujicich c¢asti, odhalovani mutaci a odvozovani informaci o
tvorbé proteint. V nasledujici kapitole prinasim prehled pouzivanych sekvenacnich

metod rozclenény podle generaci.

1.1 Prvni generace

Za objevem 3D struktury DNA sroubovice v roce 1953 stoji panové Watson a Crick,
kteri pracovali s krystalografickymi snimky poskytnutymi Rosalindou Franklin a
Maricem Wilkinsem. Pouzitd metoda ale neumoznovala odhaleni primarni struk-
tury DNA. To se povedlo az v druhé poloviné sedmdesatych let dvacatého stoleti.
Nezavisle na sobé vznikaji dvé prvni sekvenac¢ni metody pojmenované podle svych

tvarcu - Maxam-Gilbertova a Sangerova metoda. [1]

1.1.1 Maxam-Gilbertovo sekvenovani

Tato metoda vznikla v roce 1977. Za objevem stoji americky profesor Walter Gilbert,
pusobici na Harvardské univerzité, a jeho doktorand Allan Maxam. Spolu s Paulem
Bergem a Frederickem Sangerem se v roce 1980 stali nositeli Nobelovy ceny za chemii
za prispéni k urceni sekvence nukleotidi. [2]

Metoda je zalozena na stépeni molekuly DNA v mistech vyskytu urcitého nuk-
leotidu a detekci radioaktivniho zareni. VSe zac¢ind oznacenim DNA fragmentu na
5" konci sekvenovaného tetézce nukleotidi radioaktivni znackou a purifikaci mole-
kuly. Takto pripraveny vzorek rozdélime do ¢ty oddélenych systémi. Na kazdém
vzorku bude probihat jind chemicka reakce, kterd zaruci rozstépeni molekuly na
misté vyskytu daného nukleotidu. Do kazdého ze ¢tyt systémi je pridan jiny re-
agent, ktery zaruci odstépeni na dané bazi od deoxyribozy. Jednotlivé reagenty uka-
i fabulka L)

Cely fragment je pak na dané modifikované pozici rozstépen za pouziti horkého
piperidinu. Celkova koncentrace vSech chemikalii je vypoctena tak, aby doslo jen k
jedné modifikaci na molekulu DNA. Témito reakcemi nam vznikaji fragmenty DNA
rizné délky, které jsou na 5" konci radioaktivné oznaceny a na 3’ konci koné¢i nuk-
leotidem u kterého probéhlo stépeni. Vyhodnoceni sekvenace a urceni posloupnosti
nukleotidti probiha pomoci elektroforézy. Produkty ze vsSech ¢ty systémi, kde pro-

béhlo stépeni, jsou naneseny na polyakrylamidovy gel a oddéleny elektroforézou na
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Tabulka 1.1: Cinidla pro §tépeni u Maxam-Gilbertovy metody.

Nukleotid Reagent
G dimethylsulfat
A+G kyselina mravenci
C hydrazin + NaCl
C+T hydrazin

zakladé jejich velikosti. Nasledné cely proces vizualizujeme pomoci autoradiogra-
fie. Jednotlivé nukleotidy nasledné odecitame z polohy prouzkii na gelu a postupné
ziskdvame kompletni sekvenci DNA. Postup odeéitani vidime na |obrazku 1.1]. [3]

5 2PGCTAcGTA 3!

& 7/

Misto
rozstépeni: A+G G C C+T
32 32 32 32
Pescr Pocrac”Ps P
2 32 2p
2PGCTAC GeTa, Fac
Pecracar 5,1 GCTA
Pscrace
ATG G C  ceT
7| - A
6 - |r
A G
a a e |c
3| e A
5 - |T
1 e e |c

Sekvenacni gel

Obrazek 1.1: Analyza elektroforézou u Maxam-Gilbertovy metody. Prevzato z [4].

1.1.2 Sangerovo sekvenovani

Metoda je nazvana po svém objeviteli Fredericku Sangerovi, ktery ji prvné publikoval
v roce 1977. Patii do kategorie sekvenac¢nich metod pomoci syntézy retézce. Svému

objeviteli pfinesla Nobelovu cenu za chemii v roce 1980. [2]
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Metoda je zalozena na terminaci nartstajictho fetézce. K jejimu provedeni je
tfeba jednovlaknovda DNA, DNA primer, ktery oznacuje zacatek sekvenovaného
tseku, DNA polymerdzu, normalni deoxynukleosidtrifosfaty (ANTP) a jejich mo-
difikaci v podobé dideoxynukleosidtrifosfatu (ddNTP). Modifikované ddNTP se od
dNTP lisi neptitomnosti volné 3’ -OH skupiny, kterd je nezbytna pro vznik fosfo-
diesterové vazby s nasledujicim nukleotidem. Zaclenénim ddNTP do nartstajicitho
retézce DNA se ukondi jeho elongace. Zaroven je kazdy ddNTP radioaktivné ozna-
cen.

Vzorek DNA je rozdélen do c¢tyt oddélenych systémi. Kazdy systém obsahuje
vzorek DNA, navrzené primery, DNA polymerazu, norméalni ANTP vsech ¢tyt druht
a pouze jeden ze ¢ty ddN'TP. Koncentrace ddN'TP je asi 100x nizsi nez odpovidajici
dNTP, aby nedochézelo k predc¢asné terminaci vSech jednovlaknovych useki. Vyu-
ziva se PCR (polymeréazova fetézova reakce) v kazdém ze ¢tyt systému. Nasednutim
primeru na templatovou DNA a nésledné syntéza fetézce ve sméru 5’ -> 37 Reté-
zec DNA postupné nartstd, nez dojde k navazani ddNTP, ¢imz je proces elongace
ukoncen. Takto ukonceny tsek je zaroven radioaktivné oznacen. V kazdém systému
obdrzime nékolik ruzné dlouhych a oznacenych tseki DNA. Nésledné vzorky tepelné
denaturujeme, aby doslo k oddéleni templatovych a syntetizovanych vlaken.

Vzorky nasledné hodnotime podobné jako u Maxam-Gilbertovy metody za po-
moci gelové elektroforézy. Pomoci ni oddélime jednotliva syntetizovana vldkna na
zakladé velikosti. Gel nasledné autoradiografii vizualizujeme a jeho ¢tenim sestavu-
jeme sekvenci templatové DNA. [5]

Tato metoda byla pozdéji modifikovana za pouziti fluorescencénich barviv, misto
radia¢niho znaceni, které umoznilo slouceni reakci do jednoho systému. Proces byl
dale upraven pro pouziti v automatickych pristrojich pomoci kapilarni elektroforézy.
V téchto pristrojich se vysledna sekvence urcuje na zakladé chromatogramu. Priklad
muzeme vidét na vpravo, zatimco vlevo vidime analyzu pomoci gelové
elektroforézy.

Sangerova metoda se stala masivné rozsitenou zejména diky snadné automatizaci
a nepouzivani toxickych reagencii. Vyhodou je rovnéz to, ze poskytuje dlouhé sek-
vence, které obsahuji velmi malo chyb. Dodnes se pouziva pfi sekvenovani mensich

tseka DNA, ¢i pfi validaci vysledki z modernéjsich sekvenatoru. [1]

1.2 Druha generace - NGS

Druh4 generace metod sekvenovani byva oznacovana jako Next Generation Sequen-
cing (NGS). Vyvoj se pfesunul z univerzitnich pracoven do komercnich subjektu. Vy-
znacuje se zejména masivni paralelizaci celého procesu a tim i k produkci mnohem

veétsiho poctu sekvenci za zlomek ¢asu. Rovnéz se zde uplatnuje metoda wash & scan,
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Obrazek 1.2: Analyza u Sangerovy metody. [7]

kterd spociva v cyklickém pridavani reagentii, zaclenéni baze do Tetézce, zastaveni

reakce, vymyti prebytku reagentu a detekce inkorporované baze. [6]

1.2.1 Pyrosekvenace

Jednou z prvnich technologii druhé generace je vyuziti pyrosekvenovani vyvinuté
v roce 2005 firmou 454 Life Sciences, ktera byla pozdéji koupena firmou Roche.
Sekvenatory jsou znamy pod jménem Roche 454. Metoda sekvenovani vyuziva proces
syntézy pyrosekvenaci. Hlavnim bodem procesu je uvolnéni pyrofosfatu pri zaclenéni
nukleotidu polymerazou do nartustajictho vldkna DNA. [8]

Sekvenovany tisek DNA je namnozen a fragmentovan na kratsi tseky o délce
nékolika set pari bazi. Ke kazdému fragmentu jsou poté ligovany kratké adaptory na
oba konce. DNA je poté denaturovana na jednovlaknovou. Adaptor na jednom konci
je urcen k navazani na parujici adaptor umistény na povrchu malé streptavidinové
kulicky. Na kulickach je poté provedena emulzni PCR, ktera zptsobi namnozeni
daného immobilizovaného fragmentu jednovldknové DNA. Po skonc¢eni emulzni PCR
jsou na jedné kulicce navazany miliony stejnych fragment jednovldknové DNA.
Nenavazané produkty PCR jsou odmyty pryc.

Kulicky jsou poté preneseny na pikotitracni desticku tak, aby do kazdé jamky

zapadla pravé jedna kulicka. Ke kazdé jamce jsou pridany enzymy pro pyrosekve-
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novani, ATP sulfurylaza a luciferdza a DNA polymeraza. Ke kulickdm jsou pridany
primery, které nasednou na volny adaptor a umozni zac¢it syntézu DNA. Nasledné je
cela desticka cyklicky promyvana roztokem obsahujicim vzdy jen jeden druh dNTP.
V pripadé, ze je dany dANTP inkorporovan do nartstajiciho fetézce, dojde vlivem
vznikajici fosfodiesterové vazby k uvolnéni pyrofosfatu, jahoz dalsi prfeména na ATP
je katalyzovana sulfurylazou. Molekula ATP slouzi k preméné luciferinu na oxyluci-
ferin za pritomnosti luciferdzy a emise viditelného zafeni. [9]

Emitované svétlo je sniméno velmi citlivym CCD c¢ipem. Nasledné je roztok ak-
tualntho dANTP odstranén pomoci reakce s apyrazou a systém je promyvan jinym
dNTP. Analyzou flowgramt z CCD c¢ipu poté sestavujeme pozadovanou sekvenci
nukleotidi v jednotlivych jamkach. Pokud je do fetézce zaclenéno v jednom cyklu
vice ANTP dojde k vyssi emisi svétla. Tento jev ale neni linedrni a zptisobuje chy-

bovost metody pri sekvenaci homopolymernich tsekti. Cely proces je znazornén na

lobrazku 1.3
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fragmentu

Pyrosekvenacni reakce

Obrazek 1.3: Postup pyrosekvenace. Prevzato z [10].

1.2.2 Illumina

Sekvenator byl vyvinut v roce 2006 firmou Solexa, kterd jej ale prodala spolec¢nosti
[lumina v roce 2007. Patii do kategorie sekvenace syntézou retézce DNA. V sou-

casnosti jde asi o nejrozsitenéjsi metodu sekvenovani.
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Priprava vzorku probiha navazanim specifickych adaptori na oba konce frag-
mentovanych tsekiit DNA. Fragmenty jsou nésledné denaturovany a vzniknuvsi jed-
novlédknové tiseky DNA jsou umistény na sekvenacni desticku (flow cell). Na destic¢ce
dojde k navazani fragmenti k desticce pomoci komplementarnich adaptorii. K na-
vazani zde dojde obéma konci fragmentu, vznika tak jakysi most, ktery dal této
procedure nazev "mustkova PCR". K navazanym "mosttim'je syntetizovano komple-
mentarni vlakno, nasledné je rozdéleno a postup se opakuje. Na desticce tak vznikaji
shluky stejnych fragmentti DNA. [§]

Reverzni vlakna jsou nasledné ze systému vymyta a pridavaji se primery kom-
plementarni k volnym adaptorim. Do systému se pridava DNA polymeraza a smés
vsech ¢tyr ANTP s barevnou sondou a navazanym reverzibilnim terminatorem. Diky
terminatoru dojde k navazani pouze jednoho nukleotidu k prolongovanému fetézci.
Cely systém je excitovan laserem a pomoci CCD ¢ipu sniman barevny obraz. Pred
dalsim cyklem dojde k odstranéni terminatorti a opakujeme snimani obrazu.

Pomoci ¢teni barevnych bodii v jednotlivych obrazech urcujeme posloupnost

nukleotidii vznikajiciho vlakna v daném misté desticky. Cely postup je ilustrovan na

obrézkn 14 [11]

—_ >
Genomova Nastfihana Piidani = 0
DNA DNA znacek
gl 1
|'|II Y
l \
o, !
\, " N\
Vstupni . .
knihovna Prutokova Obraz stovek
komora In Situ excitovanych
PCR Sekvenovani molekul

Obrazek 1.4: Sekvenace pomoci mustkové PCR. Prevzato z [12].
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1.2.3 SOLiD

Technologie SOLiID (sequencing by oligonucleotide ligation and detecion) byla vyvi-
nuta firmou Applied Biosystems v roce 2007. Jde o metodu, ktera jiz neni zalozena
na syntéze fetézce, ale na ligaci nukleotidovych useku. [13]

Priprava vzorku je obdobné jako u technologie Roche 454. Dochézi k ligaci adap-
torti na oba konce fragmentované DNA. Jednotlivé fragmenty jsou poté uchyceny
diky kompatibilité adaptori na malé kulicky. Na kazdé kuli¢ce se nachazi pouze
jeden fragment DNA. Nyni je provedena emulzni PCR na kazdé kulicce. Kulicky s
amplifikovanou DNA jsou umistény na desticku, kde jsou uchyceny ve svych pozicich
pomoci kovalentni vazby k povrchu desticky.

Do systému je pridana DNA ligaza a specialni DNA sondy. Kazda sonda se sklada
ze dvou specifickych nukleotidii nasledovanych tremi libovolnymi nukleotidy a tfemi
terminac¢nimi s navazanou fluorescen¢ni znackou. Fluorescen¢ni znacka je specificka
podle prvnich dvou nukleotidi sondy. Celkem jsou k dispozici ¢tyTi rizné znacky.
Sondy nasedaji za primer a jsou na zakladé komplementarity bazi ligovany k takto
se prodluzujicimu fetézci. Nenavazané sondy jsou vymyty a systém je excitovan pro
zmeéreni fluorescence. Poté dojde k odsttizeni poslednich t¥i terminacnich nukleotidi
s navazanym fluorescentem. Tim je umoznéna ligace dalsi sondy. Po elongaci celého
useku na pozadovanou délku je nové vytvoreny retézec odstranén a na puvodni
templétové vldkno je navézen primer s délkou o jeden nukleotid kratsi. [14]

Nasednuti nového primeru je provedeno celkem pétkrat, coz zajisti, ze kazdy
nukleotid v fetézci je precten pravé dvakrat. Na zakladé analyzy vinové délky fluo-

rescentll je poté sestavovana sekvence templatového vldkna po dinukleotidech. Cely

postup vidime ilustrovany na [obrazku 1.5

1.2.4 Ion Torrent

Metoda Ion Torrent byla predstavena spolecnosti Ion Torrent Systems Inc. v roce
2010. Spada do kategorie sekvenacCnich pristupti pomoci syntézy retézce. Ke svému
chodu nevyuziva slozité enzymatické reakce ani znacené sondy ¢i kamery. Sekvenace
probihé na citlivém polovodi¢ovém cipu.

Zakladem metody je detekce vodikového iontu, ktery se uvolni po zaclenéni nuk-
leotidu do Tetézce, tedy po vzniku fosfodiesterové vazby. [I]

Priprava vzorku je podobna Roche 454. Fragmenty DNA jsou immobilizovany na
povrch mikrocastice. Kazda mikrocastice ma své misto v jamce na polovodi¢ovém
¢ipu a kazdd jamka je kontrolovina pomoci ISFET (Ion-sensitive field effect tran-
sistor) iontového senzoru. Jamky jsou poté cyklicky zaplavovany vzdy jen jednim
druhem dNTP. Pokud je dany nukleotid komplementarni, dojde k jeho zaclenéni do

retézce a tim k uvolnéni vodikového iontu. Uvolnény iont zméni pH v jamce a tato
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Obrazek 1.5: Postup sekvenace ligaci SOLiD. Ptevzato z [16].
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zména je detekovana citlivym ISFET senzorem. Nasledné je aktualni smés dNTP

vymyta a jamky jsou zaplaveny smési jiného ANTP. [15]

1.3 Treti generace

Treti generace se vyznacuje predevsim pristupem, kdy je ¢tena sekvence pouze z
jedné molekuly a neni tak nutné fragmenty DNA amplifikovat. Pri amplifikaci mohou

vznikat nahodné chyby, které pak proces sekvenace mohou ovlivnit.

1.3.1 SMRT

Metoda SMRT (Single Molecule Real-Time Sequencing) byla pfedstavena firmou
Pacific Biosciences v roce 2009.

Metoda vyuziva zero-mode waveguide (ZMW) ¢ipu. Jde o desticku s kruhovymi
jamkami. Do kazdé jamky je immobilizovana pravé jedna molekula DNA polyme-
razy a jedno vladkno templatové DNA. Cely systém obsahuje fluorescencné znacené
dNTP. Znacka je umisténa na konci fosfatové skupiny. Pii navazani nukleotidu do
vznikajiciho Tetézce je znacka uvolnéna a opousti detekcni jamku. Detektor umistény
u dna jamky detekuje spektrum zareni v jamce, a pri opusténi znacky zaznamena
zmeénu spektra. Z této zmény se poté urcuje inkorporovany nukleotid.

Tato metoda nepozastavuje proces prolongace komplementarniho vlakna a za-
clenény nukloetid urcuje v realném case. Tim je tato metoda extrémneé rychla a jako

jedind zvlada detekovat zmény na nukleotidech, naptiklad methylaci. [17]

1.3.2 Oxford Nanopore

Technologie byla predstavena uz v roce 1995. Jde o predstavu molekuly DNA pro-
chazejici malym poérem v membrané pii aplikaci elektrického pole.

Vyuziva ruzné druhy péru, bud biologické, napriklad alfa hemolysin, nebo umeéle
vytvorené, napriklad tunelovani proudem elektronti do kifemikového ¢ipu.

Systém vzdy obsahuje nanopér a elektrolyticky roztok. Pri umisténi systému
do elektrického pole vznika v systému elektricky proud. Velikost tohoto proudu v
okoli nanoporu zavisi na jeho velikosti a na typu nukleotidi prochézejicich porem.
Ze zmény elektrického proudu tak urcujeme prochézejici nukleotidy v péru. V pii-
padé prilis rychlého prichodu bazi pérem je treba je brzdit navazanim objemnéjsi

molekuly. Postup je ilustrovan na jobrazku 1.6, [I]
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Obrazek 1.6: Postup sekvenace pomoci nanopéru. Prevzato z [18].

1.4 Sekvenacni techniky

S nastupem Next-Generation metod je mozné sekvenovat az miliony riiznych fetézcti
naraz. Tyto metody ale pracuji s pomérné kratkymi iiseky DNA | které musi byt navic

pritomny v milionech kopii. Dlouhé sekvence tedy musime fragmentovat do kratsich.

1.4.1 Shotgun sekvenovani

Shotgun sekvenovani je odvozeno od podobnosti s vystielem z brokovnice. Broky po
vystielu maji ndhodny rozptyl. Pozadovanou sekvenci DNA nadhodné fragmentujeme
na kratsi, ¢asto se prekryvajici tseky, a tyto tseky sekvenujeme zvolenou technologii.

Tento ptistup je vhodny pro celogenomové sekvenovani.

1.4.2 Amplikonové sekvenovani

Tato technika vyZzaduje dopfednou informaci o ndmi sekvenované oblasti. Usek ktery
hodlame sekvenovat, si vymezime pomoci dvou primeri. Nasledné amplifikujeme
pouze usek mezi témito dvéma primery a ten je vstupem do sekvenatoru. Pouziva
se pri sekvenaci kratkych tsekt, jednotlivych genti, nebo k vyhleddavani polymmor-

fismu.

1.5 Sekvenacni terminologie

V této kapitole je kratky prehled pojmu souvisejicich s osekvenovanym genomem a

se kterymi se v ramci této prace jesté setkame.
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Cteni

Ctenf je reprezentace fragmentu DNA, ktery byl sekvenovan.

Délka cteni

Pocet bazi v daném ¢teni. Dlouhd ¢teni (>400 bp) jsou vhodnéjsi pro skladani
dlouhych tseki. Kratka cteni (<150 bp) maji obvykle vyssi presnost.

Vytézek sekvenacniho béhu

Celkovy pocet vSech vystupnich bazi ze vSech ¢teni.

Hloubka pokryti

Pocet bazi ze ¢teni, které jsou mapovany na stejnou pozici. Jde o pocet pripadi,
kdy je konkrétni baze sekvenovana nezavislymi ¢tenimi.

Pokryti

Udava kolikrat byl tsek osekvenovan. Urcujeme jako vytézek sekvenac¢niho béhu

déleno velikosti sekvenovaného genomu.

Sestaveni

Slouceni a setazeni jednotlivych ¢teni do delsich tseku (kontigi), tak aby bylo mozné
uré¢it puvodni sekvenci. Sestaveni provadime k referen¢ni sekvenci (resekvenace) nebo

de novo.

Skoére kvality

Udava kvalitu pro kazdou bazi v daném c¢teni. Tedy s jakou jistotou je baze urcenéd
spravné. Nejcastejsi je Phred skore, které lze vyjadrit rovnici @Q = —10logyo P, kde

P je pravdépodobnost, ze dana baze je urcena Spatné.
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2 TREPONEMA PALLIDUM

Treponema pallidum je bakterie z kmene spirochet. Jde o Gramnegativni bakterii
sroubovicovitého tvaru az 15 pm dlouhou s vnéjsi i cytoplasmatickou membranou.
19

Tento druh zahrnuje ¢tyfi poddruhy:

e Treponema pallidum pallidum,

o Treponema pallidum endemicum,

o Treponema pallidum careteum,

e Treponema pallidum pertenue.

Treponema pallidum pallidum je puvodcem syfilidy, 7. endemicum zpusobuje
endemickou syfilidu a bejel, poddruh 7. caretenum zpiisobuje onemocnéni zvané
pinta a pritomnost poddruhu T. pertenue se projevuje jako yaws. Tyto poddruhy
jsou morfologicky i sérologicky nerozeznatelné. Treponema pallidum pallidum je vsak
pohlavné prenosna, jeji tvar ji umoznuje pohyb ve viskéznim prostiedi a prechazi i
do krve a lymfy. Ostatni poddruhy vyuzivaji jiné zptsoby infekce.

Proti syfilidé neni dostupné uc¢inna vakcina, coz je zpusobeno predevsim prilis
malym poc¢tem membranovych proteinti na povrchu treponemalni spirochety. Far-
maka navrzena proti této bakterii, tedy nemaji dostatecny pocet vazebnych mist,
na kterda by se mohla navazat a tim je znacné snizen, ¢i dokonce znemoznén jejich
terapeuticky ucinek.

Laboratorni diagnostika této bakterie je umoznéna mikroskopii v tmavém poli, ¢i
pomoci PCR, slouzici k identifikaci specifickych genil, zejména genti z rodiny PolA.
Rovnéz je vyvinuto nékolik sérologickych testt k identifikaci této bakterie v téle
pacienta. [20]

Vyzkum této bakterie ztézuje i fakt, Ze je in-vitro nekultivovatelna a jeji kultivace
je mozna pouze v tkanové kultute. [21]

Prvni kompletni sekvence Treponemy pallidum byla ziskdana v roce 1998 [22].
Tato prace prokazala, Ze tato bakterie ma jeden z nejmensich genomt. Cely genom
obsahuje priblizné 1 140 000 para bazi a asi 1041 ORF (open reading frame - tisek

obsahujici kédujici sekvenci).
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3 VARIABILITA GENOMU

Vyskyt genomové heterogenity (zahrnujici bodové mutace, indely a mobiln{ elementy
jako plasmidy a fagy) je zndmy u kmeni mnoha patogennich bakterii. Heterogenni
oblasti mohou prispivat k obrané vic¢i imunitni reakei hostitelského organismu, pti-
padné reprezentuji adaptivni zmény jako reakci na rtiznorodé prostiedi infikovaného
organismu a jeho c¢asti.

Identifikace heterogennich oblasti je dilezitym krokem ke studiu infekénich me-
chanismii, Siteni infekce a imunitnich reakei a identifikaci kmenovych subpopulaci.

Heterogenni oblasti v genomu se mohou vyskytovat pouze v malém zlomku cel-
kové populace daného kmenu. Casto se dostdvame na hodnoty vyskytu v nékolik
malo procentech a byva tak obtizné urcit, zda jde o heterogenni oblast, ¢i pouze o
ndhodnou mutaci nebo chybu vyprodukovanou zvolenou sekvenaéni technologii. [23]

Variabilita v genomu je tedy diusledkem adaptace organismu na ménici se pro-
stfedi. Muze byt zplisobena také ndhodnou mutaci jednotlivych pozic nukleotidi.
Néhodné mutace, které se ukazi pro organismus jako nevyhodné jsou v ramci vy-
voje potlaceny, naopak mutace prinasejici evoluéni vyhodu danému jedinci maji vétsi
pravdépodobnost, zZe se rozsiti v rdmci celé populace organismu.

7 chemické struktury nukleotidii rovnéz vyplyva vyssi mira zamény jistych bazi
za jiné. Obecné castéjsi jsou zamény bazi s podobnou chemickou strukturou, tedy
purinové baze za purinové a pyrimidinové za pyrimidinové. Takovéto bodové mutace
nazyvame transice. Opakem transice je transverze.

V praci se budeme soustiedit predevsim na mutace genové, tedy takové, které
probihaji na trovni vlakna DNA a méni jeho primarni strukturu. Kromé mutaci ge-
novych rozliSujeme jesté mutace genomové a chromozomové. V pripadé genomovych
jde predevsim o rizné typy polyploidii, tedy znasobeni celé chromozomalni sady.
V pripadé mutaci chromozomovych jde o strukturni zmény na trovni chromozom,

obecné oznacované jako aberace.
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4 POUZITE GENOMY A DATA

V ramci této prace budu pracovat se sekvena¢nimi soubory dat poskytnutymi Bio-
logickym tustavem Lékarské fakulty Masarykovy univerzity.

Prehled vSech sekvenovanych genomu ukazuje [tabulka 4.1} Pokud jde o jiz pub-
likovany genom, uvadim zde i NCBI identifikator kompletni nukleotidové sekvence
daného genomu.

Nékolik genomii mé jiz hotovou referencéni sekvenci, na zverejnéni v databazi
NCBI se ale stale ¢eka. U téchto genomt byla referen¢ni sekvence pro zpracovani
genomu poskytnuta Biologickym tstavem Lékarské fakulty Masarykovy univerzity.

U nékolika dalsich genomt bude jako reference vyuzita sekvence jiného ptibuz-
ného genomu, vhodnost daného pribuzného organismu byla konzultovana s odbor-

niky z Biologického ustavu Lékarska fakulty Masarykovy univerzity.

Tabulka 4.1: Analyzované genomy

Genom Reference*
TEN IraqB CP007548.1 (BosniaA)
TPA Grady CP004011.1 (SS14)
HaitiB LF BIO
Madras CP004010.2 (Nichols)
Philadelpia-1 LF BIO
UZ1974 LF BIO (Philadelphia-1)
TPE CDC-1 LF BIO
CDC-2575 CP020366.1
Ghana-051 CP020365.1
Kampung Dalan LF BIO
M540 LF BIO
Sei Geringging LF BIO

* GenBank identifikdtor pouzité sekvence, v zavorce je uveden referencni genom lisi-li se od zpra-
covavaného. LF BIO = sekvence poskytnutad Biologickym tustavem Lékarské fakulty Masarykovy

univerzity.

Oznaceni kmene je nasledujici. Bakterie oznacené jako TEN patii k Treponema
pallidum subsp. endemicum, TPA jsou Treponema pallidum subsp. pallidum a TPE

je Treponema pallidum subsp. pertenue.

24



5 PREDZPRACOVANISEKVENACNICH DAT

5.1 Sekvenovani

Kruhovy genom Treponemy pallidum obsahuje nékolik vzajemné si podobnych gent,
zejména z rodiny gent tpr. Pti sekvenovani je to tfeba brat v potaz, aby vysledné
¢teni mohlo byt jednoznacné prifazeno ke svému ptivodu. V ptipadé nejednoznac-
nosti puvodu daného c¢teni je takovéto ¢teni pri sestavovani genomu umisténo na
zakladé pravdépodobnosti, nahody, ¢i zcela vytrazeno. Ve vsech pripadech by to
tedy prispivalo k nezddoucimu zkreslovani sestavované sekvence a jeji nizsi kvalité,
pripadné k falesné pozitivnim identifikacim variabilnich mist.

7 tohoto duvodu je cely genom rozdélen do ¢tyt casti, takzvanych poolt. Rozdé-
leni je provedeno tak, aby prilis podobné geny nebyly sekvenovany v ramci stejného
poolu. Rozdéleni vidime na[obrazku 5.1] Vidime, Ze mimo rozdéleni na pooly dochézi
i k vystrizeni genu tprC a genu tprE ze svych pooli a jejich sekvenovani probihéd

spolecné se sekvenci ¢tvrtého poolu.

t
Pr) tprl

tprH £500 kb

Obrazek 5.1: Rozdéleni genomu na pooly.

Jednotlivé pooly jsou rozdéleny priblizné po ¢tvrtindch genomu a maji mezi se-
bou nékolik stovek nukleotidii presah. Presah pooltl mezi sebou je volen zamérné,
protoze pri sekvenovani dochazi ke snizovani hloubky pokryti na koncovych ¢astech
sekvenovanych tseku. Pti sestaveni celého genomu se pak pouziji ¢teni z obou pre-
kryvajicich se pooli a dojde tak k navysSeni poc¢tu ¢teni v téchto prekryvajicich se
oblastech. Parametry jednotlivych pooli jako je jejich délka, velikost prekryvu a
jejich ohranicujici sekvence, které vyuzijeme pri identifikaci sekvenci jednotlivych

poolt v sekvenci celého genomu, ukazuje ftabulka 5.1}
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Sekvenovani genomil je provedeno na pristrojich [llumina MiSeq. Vystupem je

soubor parovych ¢teni pro kazdy pool zvlast.

Tabulka 5.1: Parametry pooli v genomu.

POOL Délka* Prekryv** Sekvence
Pool 1 259 800 bp 800 bp zacatek CGGCTGTATTTCGTTACTGTCTTGT
konec ~ TTGGACACGGACCTACGTACGCCAT
Pool 2 253 300 bp 950 bp zacatek GCGCAGTAAAAGAGGGACGACCTCT
konec  CCGGTTCAAGTGGTGCATAGCAAGC
Pool 3 254 500 bp 2200 bp  zaCatek CCTGCAGGGTACCTAACGTAGAGGAC
konec ~ AAGCACGTAGCTCTTCCTCGCGTAT
Pool 4 376 200 bp 400 bp zaCatek TCGATAAAGCGCTGCGATACCTCCAC
konec  AACTTCTCCAAGGCAGGAGGAGTGT
(tprC) 4 700 bp - zacatek  TTATCAGCCTGAATCGTATGTCCCT
konec ~ TCACCGAGACTGCAACAATGGCTCT
(tprE) 5 700 bp - zacatek TTCCGAGCCATATCTGCGTACTGCG
konec ~ AACACCGGCCGCAGAACATTAAACG

Genom 1 154 200 bp

** Prekryv je uddvan s nasledujicim poolem. * Délka je p¥iblizn4, v konkrétnich genomech se muze

lisit.

5.2 Sestaveni

P1i sestavovani nesestavuji cely genom, ale opét postupuji po jednotlivych poolech a
kazdy je sestaven zvlast. PTi sestavovani vyuzivim mapovani vici znamé referenci.

Pokud neni znama referencni sekvence daného organismu, lze vyuzit i znamou
sekvenci néjakého pribuzného organismu, kde je predpoklad velké miry shody v DNA
sekvencich obou organismt. U takovychto sestaveni, vsak musime pocitat s nizsi
kvalitou mapovanych ¢teni v neidentickych tsecich a vyssim zastoupenim indeli
v sestaveném souboru. Déale takové sestaveni samoziejmé zvysSuje hodnotu odhadu
sekvenacni chyby daného souboru.

Referenc¢ni genom si rozdélim na jednotlivé pooly. Pti rozdélovani vyuziji znalosti
sekvenci ohranicujicich jednotlivé pooly, nebot Stépeni genomu probihalo ve stejnych
mistech u vSech zpracovavanych genomii. Jednotliva parova ¢teni nechdm namapovat
k referenci pomoci programu BWA a algoritmu mem, vhodnym pro kratsi ¢teni z

platformy Illumina [24].
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5.3 Kontrola kvality sestaveni

Po sestaveni jsou zkontrolovany parametry sestaveného souboru. Pro kontrolu para-
metri vyuzivam volné dostupného néstroje FastQC [25][26]. Zejména pak hloubku
pokryti, jelikoz se v referenc¢nich sekvencich nachazi i hypervariabilni gen tprK, pro
ktery ¢asto nebyla urcena konsensudlni sekvence a je tak v genomu znacen 'N’ ba-
zemi. V okoli tohoto genu bude hloubka pokryti znacné klesat. Rovnéz v mistech

vystrizenych gent tprC a tprE dojde k poklesu hloubky pokryti na nulovou hladinu.
Piiklad vidime na lobrdzku 5.5
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Obrazek 5.2: Hloubka pokryti poolu 4 genomu Philadelphia-1.

Dale zkontroluji ¢teni na pritomnost adaptéria. Tedy pripojenych sekvenci, slou-
zicich k odliseni sekveni v ramci sekvenovani nékolika rtiznych organismi zaroven.
Pred sestavovanim souboru musi byt tyto adaptéry ze ¢teni odstfizeny, nebot je-
jich sekvence namaji ptivod v sekvenovaném souboru. Jejich pritomnost negativné
ovlivni kvalitu sestaveni, proto je tifeba se jejich zahrnuti vyvarovat.

Déle sleduji miru zastoupeni duplikovanych ¢teni. Tato hodnota by méla byt co
nizsi kvalitu, protoze duplikaty neprinaseji zadnou novou informaci o tiseku, na ktery
jsou mapovany. V dusledku toho dochazi k rozredéni informace o zastoupené bazi.

Sleduji také skore kvality jednotlivych ¢teni, respektive jejich primérné hodnoty.
Nizsi kvalita cteni ukazuje na vyssi sekvenacni chybu, ¢i nepfesnosti v postupu
pripravy vzorku. Primérnou hodnoty kvalitativniho skore v rdmci poolu 4 genomu
Philadelphia-1 ukazuje jobrazku 5.3|
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Obréazek 5.3: Prumérnda kvalita ¢teni baze v rdmci celé délky cteni.

O kvalité pripravy sekvenovaného vzorku vypovida také pomér nenamapovanych
¢teni v sestaveném souboru. Pokud je tento parametr prilis vysoky, ukazuje to na
kontaminaci vzorku cizi DNA, pripadné na pouziti Spatné referencni sekvence.

O kvalité sekvenace nam také vypovida parametr udavajici obsah GC v jednot-
livych ¢tenich. Distribuce tohoto parametru by méla vykazovat normalni rozlozeni
se stfedni hodnotou odpovidajici zastoupeni GC v sekvenovaném genomu. V nasem
pripadé by se stiedni hodnota méla pohybovat okolo 53 %. Pokud tento parametr ne-
vykazuje norméalni rozlozeni, uvazujeme opét o kontaminaci sekvenovaného vzorku,

¢i velmi nizké kvalité sekvenace. Ukazku z genomu Philadelphia-1 pool 4 vidime na

lobrazku 5.4

5.4 Uprava sestaveni

Po sestaveni jednotlivych poolti je vhodné pred dalsi analyzou toto sestaveni upravit
s ohledem na dalsi praci se souborem a na zjisténé kvalitativni parametry sestave-
ného souboru. Upravou sestaveni myslime predevsim filtraci a odstranéni nekvalit-
nich ¢teni ze souboru a tim zvysit jeho kvalitu.

Zejména je vhodné ze souboru ¢teni odstranit ty, u kterych nebyl urcen jejich pti-
vod a zustaly nenamapované. Jejich sekvence neodpovida zadné casti v referenénim

genomu, jde nejspise o rizna drobna znecisténi sekvenovaného vzorku.
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Obrazek 5.4: Zastoupeni GC a idealni model.

Dalsim krokem je odstranéni duplikovanych c¢teni. Tyto ¢teni vznikaji Spatnym
vymytim vzorku a probéhnutim PCR na vzniklych ¢tenich. Takovato duplikovand
¢teni by pak mohla vnaset chybu do néasledné analyzy variability.

Ze souboru rovnéz odstranime ¢teni s nizkou primérnou kvalitou, kterd by mohla
zkreslovat oblasti, na které se mapuji.

Pro jednodussi a rychlejsi praci je také vhodné si zpracovavany soubor ve formatu
SAM/BAM setridit, tedy vypisovat Cteni postupné tak, jak se dany tsek vyskytuje
v referencnim genomu. Usnadni to naslednou praci se souborem, vyhledavani v ném
a také umozni efektivnéjsi kompresi celého souboru, jelikoz jde o pomérné velké
textové soubory v fadu GB. Vhodné je rovnéz vytvorit si index daného souboru pro
rychlejsi manipulaci a vyhledavani.

Pro upravy sestaveni vyuzivam sady néastroju SAMtools [27], zejména pak jeho
prikazi pro filtraci na zakladé priznaki ¢teni, odstranéni duplikovanych cteni a
setTizeni souboru.

Po téchto upravach je vhodné opét zkontrolovat kvalitativni parametry sestave-
ného souboru. Mélo by dojit ke zlepseni jednotlivych hodnot, mimo hloubky pokryti.
Ta vlivem odstranéni mnoha nekvalitnich ¢teni mize i vyrazné poklesnout. V pfti-
padé, Ze se nepodarilo ipravami sestaveni kvalitativné vylepsit, je na misté uvazovat
o chybé pri zpracovani celého vzorku a jaho sekvenaci provést opétovné, pripadné

takovy genom ze zpracovavaného souboru zcela vytradit.
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Obréazek 5.5: Hloubka pokryti pti rizném skore kvality.

Predchozi zminénné upravy se tykaly predevsim celych sekvenci ¢teni. Pti iden-
tifikaci vysledné sekvence pracuji s jednotlivymi pozicemi bazi ve ¢teni. Cely soubor
je preveden do poziéné orientovaného souboru *.vcf (variant call format). Z cel-
kového sestaveni vyexportujeme informaci o po¢tu a druhu ¢tenich vztazenych k
jednotlivym nukleotidiim referenc¢ni sekvence. Pti prevodu do tohoto formatu zava-
dim jesté jeden filtr kvality, kdy z jednotlivych sekvenci celych ¢teni, zachovavam
pouze ty pozice, kde se nachéazi ¢teni dané pozice o vysoké kvalité. Kvalita ¢teni
jednotlivé pozice muze totiz v rdmci jedné sekvence ¢teni znacéné kolisat. Zachova-
vam tak pouze informace ze ¢teni pozice, u kterych je minimalni Sance na chybnou
interpretaci sekvenac¢ni technologii.

Tento filtr zvysSuje jistotu spravné identifikované baze na dané pozici, ovsem
opét za cenu znacného snizeni pokryti dané baze. Vliv hloubky pokryti na kvalité
zahrnutych c¢teni pozice je ukazan na |obrazku 5.5|
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6 IDENTIFIKACE VARIABILNICH MIST

6.1 Odhad miry chybovosti

Na urc¢ovani miry chybovosti v sekvenacnich datech stdle neexistuje jednoznaény
uceleny postup. Nejcastéji metody pocitaji s odhadem na zakladé pocitani rozdil-
nych ¢teni pozice od pozice ¢teni v namapovaném souboru. Zptsoby dalstho odhadu
se lisi od jednoduchych metod, které pocitaji pomeér rozdilnych ¢teni ku vsem cte-
nim, po sofistikovanéjsi metody zalozené na stinové regresi a dalsich matematickych
modelech. [28] [29]

Pro tucely této prace byla navrzena vlastni metoda urcovani odhadu chybovosti.
Pro jeji vypocet nejprve vytvorim datovou rfadu zavislosti po¢tu nalezenych alter-
nativnach alel, jejichz vyskyt je vyssi jak stanoveny prah, na velikosti tohoto prahu.
Velikost prahu volim v rozmezi 0-0,5. Horni hodnota je nastavena na 0,5 zdmérné,
jelikoz alely s vyskytem vysSim jak tato mez, jiz nelze povazovat za alely alter-
nativni, ale za alely dominantni. Zobrazim-li si tuto zavislost v grafu, pozoruji s
klesajicim prahem nejprve zhruba linedrni nartst poctu nalezenych alternativnich

alel s naslednym exponencidlnim ristem.
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Obréazek 6.1: Stanoveni prahu.
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Dale vychazim z poznatku, Ze heterogenni pozice a vyznamna variabilni mista
maji tendenci se v genomu konzervovat a propagovat se do dalsich generaci. Tedy
jejich vyskyt je v organismu castéjsi. Tyto pozice nalezneme predevsim v linearni
casti zminéného grafu. V exponencidlni ¢asti se proti tomu nachazi i alely, které jsou
zpusobené ¢isté nahodnou mutaci, sekvenacni chybou ¢i jinym Sumem.

Tento navrzeny postup, ilustrovan na jobrazku 6.1] genomu TPA Madras, se tedy
soustTedi na identifikaci mista, kde linearni ¢ast prechazi do exponencidlniho pru-
béhu. Cela datova fada je aproximovana linedrnim modelem. Nasledné je urcéen tvrdy
prah jako velikost prahu, kde se nachézi minimum residui sestaveného modelu. Sklon
lindrnitho modelu je o néco vyssi nez sklon linearni ¢asti pribéhu. Minimum residui
je tedy takova pozice prahu, kde se linearni ¢ast prestava vzdalovat modelovanému
pruabéhu. Mékky prah poté uréim jako velikost prahu, kde se nachdzi minimum
residui navysené o smérodatnou odchylku celého modelu. Cely postup vidime na

lobrézku 6.2] kde je stanoveni prahti ukdzano v detailu na genomu TPA Madras.
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Obrazek 6.2: Stanoveni prahu - detail.

6.2 Identifikace variabilnich mist

V daném sestaveni se snazim nalézt ty pozice, kde se co do identifikovaného nukleo-
tidu jednotliva ¢teni rozchazeji. Vzhledem k povaze heterogenity, ktera se vyskytuje
i ve velmi malém procentu populace, musime vytvorit postup, ktery bezpecné oddéli
opravdu variabilni mista od mist, ktera jsou jako variabilni identifikovana na zakladé

nahodné mutace nebo sekvenacni chyby ¢i chyby sestaveni.
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7 analyzovaného souboru vyradim vSechny pozice, jez maji nizkou hloubku ¢teni
nebo je referenéni baze ve vice jak 99 % ctenich, takovyto tsek je povazovan za
vysoce konzervovany. Alternativni baze musi byt podporena alespon 8 ¢tenimi, aby
bylo zamezeno vyskytu falesné pozitivni identifikace variability. Pomér ¢teni primého
a reverzniho vldkna se musi pohybovat mezi 0,4-2,3 (maximdlni povoleny pomér
uvazujeme 30/70 (resp. 70/30)), v pripadé, Ze tomu tak neni je usek povazovan
za vysoce chybové ¢teny. Ze souboru vyradim také veskeré pozice nachazejici se v
homopolymernich tsecich (>5 bp) nebo v jejich okoli (+ 5 bp), kde je chybovost
technologie mnohem vyssi.

Ze vsech cteni pozice navic vyradim ty, u kterych je zastoupeni alternativni
alely nizsi jak identifikovany prah variability. Prah variability uré¢ime jako odhad
sekvenac¢ni chyby. U alel, které maji zastoupeni pod timto prahem, neni mozno
dostatecné bezpecné rozhodnout zda jde o redlné variabilni misto, ¢i jde o chybné
¢teni dané pozice zpusobené bud sekvenacni technologii, nec¢istotammi, ¢i jde o ¢isté
nahodnou chybovou mutaci.

Jelikoz zpracovavam i genomy, které jsou mapovany nikoli ke své vlastni refe-
renci, ale k referenci pribuznych druhti, objevi se v souborech i pozice, které maji
hloubku pokryti referencéni bazi pod 50 %. U takovychto pozic zaménim referencéni
a nejcastéjsi alternativni alelu, nebot je pravdépodobné, Ze na tomto misté je rozdil
i v sekvencich zpracovavaného a referen¢niho genomu.

Shrime si nyni prehledné veskeré aplikované podminky, které byly urceny k
identifikaci mista v genomu jako variabilniho:

« vysokd kvalita ¢teni,

o dostatecna hloubka pokryti,

e nejde o konzervovany usek,

« alternativni alela je podpofena minimalnim poctem cteni,

e pomér ¢teni v obou smérech je maximélné 30/70,

e misto se nenachézi v homopolymernim tseku ani jeho blizkém okoli,

o vyskyt alternativni alely je vyssi jak hodnota odhadu miry chybovosti.

6.3 Parametrizace variabilnich mist

Kazdé identifikované variabilni misto v genomu déle analyzuji. Zjistime, zda misto
spada do kédujicitho tseku genomu, a v pripadé, ze ano, uréim i zasazeny gen.
zjistovanych parametri:

e pozice mista v genomu,

e pozice mista v alignmentu,

o pozice vztazena ke genomu Ghana-051,
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referencni alela,

alternativni alela,

relativni pocet ¢teni pozice podporujici alternativni alelu (frekvence vyskytu
alternativni alely),

zasazeny gen (vzhledem ke genomu Ghana-051).
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7 CELOGENOMOVE ZAROVNANI

Vsechny pouzité sekvence treponemalnich kment je tfeba zarovnat. Jelikoz jde o sek-
vence genomu stejného druhu ( Treponema pallidum), jsou si vSechny velmi podobné
a nejsou od sebe fylogeneticky prilis vzdéalené.

Pro zarovnani jsem vyuzil algoritmu MUSCLE [30], pfedevsim kvili jeho vyssi
rychlosti a nizsi vypocéetni naroénosti. Zarovnani probiha v posuvném okné o délce
5 000 bp s prekryvem 2 000 bp. Pfed posunem okna jsou odstranény veskeré mezery,
které jsou pridany na konec aktualné zpracovavaného okna. Nastavené hodnoty jsou
zvoleny tak, aby byl cely postup rychly a zaroven dokézal zohlednit i pomérné dlouhé
indely. Cely zarovnany soubor je poté jesté manualné zkontrolovan.

V zarovnani je tfeba zohlednit zejména rizné sekvence alely stejného genu u
ruznych poddruht zpracovavaného organismu. Jde predevsim o alely genu tprD/D2
a repeticni tseky genu arp. Pri dalsim hodnoceni variability v téchto oblastech je
tfeba brat v potaz, ze a¢ muze jit o stejnou pozici v zarovnani, nemusi jit o stejnou
alelu v porovnavanych genomech.

7. celogenomového zarovnani nasledné sestrojim fylogeneticky strom metodou
UPGMA s vyuzitim modelu Kimura-Nei, jelikoz jde o znacné pribuzné sekvence. K
sestrojeni vyuzivame softwarovy néastroj MegaX [31]. Pro jeho otestovani volime bo-

otstrapovou metodu na zakladé 500 stromii. Vyslednou pribuznost zpracovavanych

genomil vidime na jobrazku 7.1|
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Obréazek 7.1: Fylogeneticky strom zpracovavanych genomt.
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8 VYHODNOCENI VARIABILNICH MIST

Vyse uvedeny postup aplikuji na veskeré zpracovavané genomy, pro které jsou k
dispozici soubory sekvenacnich dat. U kazdého genomu uré¢im hodnoty tvrdého i

mekkého prahu a podle nich i pocet identifikovanych variabilnich pozic. Prehled
téchto hodnot ukazuje

Tabulka 8.1: Nalezené variabilni pozice a hodnoty prahi.

Priameérna 3 o o o
Genom hloubka ’I‘Vr’dy Varlabl.lnlch Melfky Varlabl.lnlch
J prah pozic prah pozic
pokryti

TEN IragB 850,75 2,70 % 7 0,80 % 234

TPA Grady 446,35 2,80 % 25 1,10 % 32
HaitiB 1200,26 1,70 % 10 0,60 % 19
Madras 402,04 3,10 % 29 1,30 % 68
Philadelphia-1 678,40 3,20 % 10 1,30 % 628
UZ1974 282,02 3,20 % 93 1,20 % 89

TPE CDC-1 148,59 4,10 % 7 1,80 % 7
CDC-2575 148,58 4,10 % 7 1,80 % 7
Ghana-051 446,39 4,40 % 40 1,30 % 148
Kampung Dalan 374,53 2,30 % 0 1,00 % 2
M540 62,92 9,10 % 4 3,50 % 11
Sei Geringging 198,49 3,40 % 7 1,60 % 21

Nyni se soustfedme na genomy TEN IraqB a TPA Grady, Madras a UZ1974. Pro
tyto genomy bylo pti sestaveni k referenci vyuzito referen¢niho genomu néjakého pri-
buzného organismu. Vzhledem k této skutec¢nosti se budou mezi variabilnimi alelami
nachéazet i takové, které jsou ve skutecnosti alelami dominantnimi, z divodu roz-
dilné sekvence osekvenovaného genomu a pouzitého referenénitho genomu. V téchto
piipadech bude pocet ¢teni alternativni alely vyssi jak 50 %, ve vétsiné pripadi se
bude dokonce blizit hodnoté 100 %. V takovychto pripadech v datovém souboru za-
ménime referencéni a alternativni alelu a odpovidajici hodnoty. Seznam takovychto
identifikovanych pozic nalezneme v piiloze [A]

Po provedeni zamény ovérim, zda tato pozice stale splnuje podminky definované
pro identifikaci variabilnich tseki. Soubor podle toho upravim. Upravené pocty
variabilnich mist ukazuje tabulka 8.2]

Nalezena variabilni mista jsou promitnuty do spole¢ného souboru zarovnani. Pro-
mitnuti provedu pro oba prahy a to jak ¢isté binarné na zakladé vyskytu, tak i s

nalezenymi relativnimi ¢etnostmi vyskytu alternativnich alel. K takovymto dattim
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Tabulka 8.2: Nalezené nedominantni variabilni pozice genomii mapovanych k pti-

buzné referenci.

Primérna

Tvrdy Variabilnich | Mékky Variabilnich
Genom hloubka , . j ]
J prah pozic prah pozic
pokryti
TEN IragB 850,75 2,70 % 50 0,80 % 207
TPA  Grady 446,35 2,80 % 10 1,10 % 17
Madras 402,04 3,10 % 21 1,30 % 60
UZ1974 282,02 3,20 % 43 1,20 % 79

muzeme pristupovat také jako k signalu. Pro vizualizaci a predstavu o rozlozeni va-

riabilnich alel v genomech vyuziji hierarchickou shlukovou analyzu. Vstupem shlu-

kové analyzy bude vzajemnd korelace vyskytu variabilnich mist i relativni ¢etnosti

vyskytu variability na dané pozici v genomech. Vzajemné vzdéalenosti genomt vy-

jadiim pomoci Pearsonova korela¢niho koeficientu odecteného od jedné, aby jsme

pribuznost ptrevedli na vzdalenost. Vzdéalenost nasledné normalizujeme do rozsahu

0-1. Z matice vzdalenosti vytvorim stromy pomoci metody UPGMA (metoda pé-

rovani pomoci nevazenych aritmetickych prameéri). Vysledny strom vytvoreny ¢isté
na zakladé vyskytu variabilnich alel s tvrdym prahovanim vidime na [obrdzku 8.1}
pii prahovani pomoci mékkého prahu pak na Stromy vytvorené i na
zékladé zohlednéni miry variability dané pozice pak ukazujeme na a

lobrazku 8.4
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Obréazek 8.2: Strom na zékladé vyskytu varibilnich mist pti mékkém praho
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Diky zarovnani se nyni lze zamérit na ty alely, které vykazuji variabilitu na stejné
pozici v zarovnani alespon u dvou rtiznych genomu. Vysledné pocty ukazuji na 14
takovych mist pri pouziti tvrdého prahovani. Pti pouziti mékkého prahu se tento po-
cet zvysi na 29. Pravdépodobnost ndhodné mutace u dvou a vice genomii na shodné
pozici je témér nulova. Tyto alely jsou tedy v populaci zcela jisté variabilni. Vycet
vSech takovychto nalezenych pozic pomoci mékkého prahovani nabizi fabulka 8.3
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Variabilni mista vznikaji ¢asto proto, aby ovlivnili vysledny exprimovany pro-
tein. Z tohoto divodu nemusi byt vyznamné pouze variabilita na dané pozici, ale
také variabilita v ramci celého genu. Diky zarovnanym sekvencim je mozné spocitat
variabilni mista v jednotlivych CDS (Coding sequence - kdédujici sekvence) vSech
genomil. Vzhledem k tomu, Ze neni k dispozici anotace vSech zpracovavanych ge-
nomtu, vychazim ze zarovnanych sekvenci. Pii zarovnani predpokladam zarovnani
také jednotlivych CDS na stejné souradnice. Mohou nastat i individualni vyjimky,
které vsak pro tcely této prace nyni zanedbam. Jako referen¢ni anotaci pro cely za-
rovnany soubor genomu je pouzita anotace genomu TPE Ghana-051 (CP020365.1)
[32]. Tuto referenci volim po konzultaci s odborniky z Lékarské fakulty Masary-
kovy univerzity jako nejaktudlnéjsi z anotovanych genomt a kvalitné zpracovanou.
V referenci se nachazi 1063 CDS oblasti.

Jednotlivé pocty nalezenych variabilnich mist v jednotlivych CDS vynesu do
grafu pro kazdy genom zvlast. Jednotlivé grafy zastoupeni alternativnich alel v CDS
regionech vidime najobrazku 8.5/ pro tvrdé prahovani a naobrazku 8.6/ pro prahovani

s mékkym prahem.
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7 vyse uvedenych grafli pozoruji, ze mezi genomy se vyskyt nékterych variabilnich

alel v rdmci oblasti CDS piekryva. Pro kazdy genom spocitam, kolik variabilnich

mist spadd do jednotlivych referencnich CDS. Kazdé CDS, které vykazuje alespon

jednu alternativni alelu oznac¢im za variabilni. Opét se podivame kolik CDS je ozna-

¢eno jako variabilni alespon ve dvou zpracovavanych genomech. Toto provedu pro

oba typy prahti. Vysledek ukazuje [tabulka 8.4]

Tabulka 8.4: Variabilni CDS (dle Ghana-051)

CDS s variabilitou CDS s variabilitou

Genom
(tvrdy prah) (mékky prah)

TEN IragB 41 158
TPA Grady 3

HaitiB 14

Madras 38

Philadelphia-1 265

UZ1974 34 65
TPE CDC-1 5 )

CDC-2575 7

Ghana-051 30 89

Kampung Dalan 1

M540 9

Sei Geringging

celkem 116 471

aspon u dvou genomu 17 145

7 tabulky je patrné, ze pri pouziti mékkého prahovani bylo identifikovano

17 CDS, které se jako variabilni vyskytuji alespon u dvou genomii. Na tyto oblasti

se podivam podrobnéji, zejména pak o jaké oblasti jde a v kterych genomech se
variabilni CDS nachazi. Vysledek pro tvrdé prahovani ukazuje [ftabulka 8.5
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Tabulka 8.5: Variabilni CDS (dle Ghana-051) alespon u dvou genomii

gen produkt poéetQ genom Var. mist
genomu
pheT ?henylalanineftRNA 9 TEN_IraqB 1
ligase, beta subunit
TPE_ Ghana-051 1
hypothetical protein 2 TPA_ HaitiB 1
TPE_ Ghana-051 1
tprC Tpr protein C 6 TEN_ IraqB 2
TPA_ Grady 1
TPA_ Philadelphia-1 2
TPA_UZ1974 3
TPE__CDC-2575 1
TPE_ Ghana-051 3
tprD Tpr protein D 2 TPE_CDC-2575 1
TPE_ SeiGeringging 2
troD troD iron (Fe2+)/zinc TEN_IraqB 1
(Zn2+)/manganese (Mn2+) ABC
TPE_ Ghana-051 1
tprE Tpr protein E 3 TPE_CDC-1 1
TPE_CDC-2575 1
TPE Ghana-051 1
tprF Tpr protein F 3 TEN_ IraqB 3
TPA_ HaitiB 1
TPE_ Ghana-051 1
tprG Tpr protein G 2 TEN_ IraqB 1
TPA_UZ1974 1
cheY  response regulator 4 TEN_ IraqB 1
TPE_CDC-1 1
TPE__CDC-2575 1
TPE_ Ghana-051 2
arp arp 4 TPA__Grady 9
TPA__HaitiB 2
TPA_Madras 5
TPA_ Philadelphia-1 3
mcp2 methyl—ac.ceptlng. 2 TPA_ Madras 1
chemotaxis protein
TPE_ Ghana-051 1
tprl Tpr protein I 2 TPA_ Philadelphia-1 1
TPA_UZ1974 1
tprJ Tpr protein J 3 TPA_ Madras 1
TPE Ghana-051 3
TPE_ Sei_ Geringging 1
putative membrane protein 2 TPE_CDC-1 1
TPE_CDC-2575 1
hypothetical protein 2 TPE_CDC-1 1
TPE__CDC-2575 1
tprK Tpr protein K 4 TPA_ Madras 13
TPA_ Philadelphia-1 1
TPE_CDC-1 3
TPE__CDC-2575 1
fsK S-DNA-T family septal 9 TEN_IraqB 9
DNA translocator
TPE_ Ghana-051 3
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9 DISKUSE VYSLEDKU

V ramci prace bylo zpracovano 12 genomt, které se svou kvalitou resekvenace li-
sily. Zejména primeérnad hloubka pokryti jednotlivych genomi kolisa od 62,92 ¢teni
na pozici az po 1 200 ¢teni na pozici. Kvalita resekvenace ovliviiuje zejména vysku
prahti, pouzivanych k identifikaci variabilnich mist. Pro kazdy genom bylo identifi-
kovano nékolik variabilnich pozic, s tim Ze pracuji se dvémi prahovacimi hodnotami.
P1i pouziti tvrdého prahu se pocet nalezenych variabilnich mist v jednotlivych ge-
nomech pohybuje v fadu desitek, pri pouziti mékkého prahovani se vsak dostavame
do tadové vyssich hodnot, coz je zpusobeno nejspis i zahrnutim nékterych neprilis
jasnych chybovych pozic.

Vedlejsim produktem analyzy variability se stala identifikace rozdilnych pozic
mezi genomy a jejich pribuznymi, které byly vyuzity pro jejich namapovani. Tyto
identifikované pozice zpracuji a nasledné ze souboru odstranim, aby negativné neo-
vliviiovaly nasledujici analyzy.

Pomoci shlukové analyzy UPGMA srovnam zarazeni genomu na zakladé jejich
variability, se zarazenim viici fylogenetickému stromu vytvorenému stejnou metodou.
Ve vytvorenych stromech pozoruji tendenci shlukovani stejnych poddruhii. Zatazeni
je také ovlivnéno kvalitou resekvenace, a v pripadé stromu na zakladé relativni
Cetnosti zastoupeni alternativnich alel pak také vyskou individualnich prahti. Kromé
své vlastni individualni variability, usuzuji také nejspise na variabilitu ovlivnénou
typem poddruhu dané bakterie, nebot pozoruji shlukovani stejnych poddruh.

7 vyskytu variabilnich mist nachazejicich se na stejnych mistech v alespon dvou
genomech predpokldadam jasny selekéni tlak, nikoliv ndhodnou mutaci téchto mist.
Na téchto pozicich dochézi zaroven k zaméné stejnych nukleotidi. Variabilni mista
byla diky zvolenému zptisobu sekvenace identifikovana také v genech z rodiny tpr.
Ve vycétu nechybi ani gen tprK, u kterého se vi o jeho extrémni hypervariabilite.
Tuto informaci podporuji i znacné vysoké relativni ¢etnosti vyskytu alternativnich
alel u zpracovavanych genomi.

Pr1i analyze zastoupeni variability v ramci jednotlivych kodujicich tsekt, he pa-
trné pomérné rovnomérné rozlozeni variabilnich tsekti v celé délce genomi. Srov-
nanim jednotlivych pribéhi vidime i opakujici se stejnd variabilni CDS u nékolika
genomu. Z prubéhi jasné vycéniva genom TPA Philadelphia-1 pti pouziti mékkého
prahovani variabilnich tsekti. V tomto genomu pozoruji zvyseny pocet identifikované
variability v oblasti sekvenovaného poolu 3. To je nejspis zplisobeno sekvenovanim
v jiném sekvena¢nim béhu a v jiném case. Tento usek tak miize vykazovat odlisné
kvalitativni parametry od zbytku celého genomu slozeného z ostatnich poolt.

Variabilni geny, které se nachazeji alespon u dvou genomil, srovnam napted s
tabulkou [8.3] Vidim, ze se seznam variabilnich gentd rozsifuje o nové
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nalezené. Opét je patrné silné zastoupeni genti z rodiny tpr. Gen tprK je opét iden-
tifikovan jako hypervariabilni. Kromé néj pozoruji i zna¢nou variabilitu u genu arp,
to je zpusobeno nejspise jeho sekvenci, ktera obsahuje repetitivni tseky.

Nalezené variabilni geny a kodujici tseky porovnavam s prehledem identifikova-
nych variabilnich tsekt v treponemalnich kmenech v publikovanych ¢lancich [33].
Zde je patrna shoda v nékolika nalezenych identifikovanych genech, pomoci pred-

staveného postupu bylo vsak identifikovano také nékolik genii novych.
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10

PROGRAMOVA PODPORA

Pro 1cely této prace a zpracovani veskerych dat vzniklo nékolik soubori. Jde pre-

devsim o posloupnost prikazli volajicich programy pouzité pri predzpracovani dat,

sestaveni genomu a vytvoreni *.vcf souboru. Tato ¢ast je zpracovana v Bashi. Pro

spravnou funkei je tfeba mit naistalovany néstroj pro mapovéani ¢teni BWA (verze
0.7.15) a bali¢ek nastroju SamTools (verze 1.4.1).

Nésledujici zpracovani je provadéno v jazyce R (verze 3.4.4). Kompletni vytvo-
reny balicek je k dispozici na GitHubu (https://github.com/VojtechBarton/Trep Var).

Analyza provadénd v jazyce R vychazi z predzpracovaného souboru dat a pracuje s

jeho

* wef verzi. Pro spravnou funkci je tfeba mit nainstalované balicky Biostrings

(verze 2.46.0), tidyr (verze 0.8.0) a stringi (verze 1.1.6).

Balicek obsahuje nékolik hlavnich funkei:

divRefToPools()

Funkce k rozdéleni sekvence celého genomu na jednotlivé pooly, dale pouzitelné
pri tvorbé sestaveni osekvenovaného poolu.

findHPolyRegions()

Funkce k nalezeni homopolymernich tseki v sekvenci.

readVCF()

Funkce pro import dat z vef formatu.

alignToRef()

Funkce pro slouceni prepocitani souradnic poolt, a slouceni jednotlivych sou-
bort pooli do jednoho souboru celého genomu.

exportIndels()

Funkce pro oddéleni delsich indelt ze souboru genomu.

joinRows()

Funkce pro sjednoceni informace z prekryvajicich se tisekti z jednotlivych poolt.
findFeatures()

Funkce pro vypocet priznaki.

findThresh()

Funkce pro urc¢eni odhadu sekvenacni chyby.

find VariableSpots()

Funkce pro urceni variabilnich mist v genomu.

Soucasti je i nékolik dalsich soubort:

main.R

Skript obsahujici navrhovany postup analyzy.
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o praparation.sh
Bash soubor pro davkové zpracovani sekvenac¢nich dat a jejich prevod do for-
matu *.vcf.

e pools_ coord.fa

Fasta soubor se sekvencemi ohranic¢ujicimi jednotlivé pooly.
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11 ZAVER

z pohledu generaci. Vénujeme se predstaveni principt fungovani jednotlivych tech-
nologii. Duraz je kladen predevsim na technologii Illumina, ktera byla pouzita pti
akvizici nasich zpracovavanych dat. Kratce se vénujeme predstaveni sekvenacnich
technologii a ivodu do odborné terminologie souvisejici se sekvenovanim genomt.

Déle predstavuji bakterii Treponema pallidum, kterdzto je vyuzita jako analyzo-
vany organismus. Kratce se vénuji rozdilu v jednotlivych poddruzich této bakterie.

Dalsi cast prace je jiz vénovana analyze variability v sekvenac¢nich datech tre-
ponemalnich kmenii. Predstavuji pouzita sekvenacni data jednotlivych do analyzy
zafazenych genomt. Veskeré genomy byly sekvenovany po c¢astech, tak aby mohla
byt spravné identifikovana a interpretovana i variabilita nachazejici se v genech z
rodiny tpr.

Zabyvam se jednotlivymi kroky metody predzpracovani sekvenacnich dat, s cilem
zvysit jejich kvalitu a tedy i informacni vytéznost zpracovavaného souboru. Popisuji
jednotlivé kroky tuprav a filtraci pomoci externich, volné dostupnych programi a
nastroju.

V nasledujici casti predstavuji navrzeny a aplikovany postup identifikace varia-
bilnich mist. Pfedpokladem pro tispésnou analyzu je pravé vhodné predzpracovany a
vysoce kvalitni soubor namapovanych ¢teni z predchozi ¢asti. Zavadim systém pod-
minek s cilem, co nejpresnéjsi identifikace variability a zamezeni falesné pozitivné
identifikované variability zptisobené technologickou, ¢i nahodnou chybou. Pro kazdy
genom zvlast je urcena mez variability, tedy relativni cetnost vyskytu alternativni
alely na dané pozici, kterou lze povazovat za heterogenni.

Tento navrzeny postup je aplikovan na soubor dvanacti treponemalnich genomni,
u kterych jsou dostupna sekvenacni data. Nalezené variabilni pozice u kazdého ge-
nomu dale hodnotim a srovnavam napri¢ jednotlivymi genomy. Pfi hodnoceni ko-
incidence vyskytu alternativnich pozic vyuzivam vytvoreny soubor celogenomovych
zarovnani. Déle prinasim prehled identifikovanych variabilnich mist, ktera se vysky-
tuji na stejné pozici u vice genomii. Variabilitu poté sleduji i z pohledu prislusnosti
do jednotlivych koédujicich tseku.

V ramci prace byly také identifikovany rozdily mezi pribuznymi genomy, pro
které jesté nebyla stanovena referencni sekvence.

Kompletni postup predzpracovani je pripraven v BASH souboru. Nasledné ana-
Iyzy provadim pomoci funkci z sestaveného balicku Trep Var vytvoreném pro jazyk

R. Tyto soubory davam volné k dispozici na platformé GitHub.
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A ROZDILNE POZICE V GENOMECH

A.1 IraqB

Genom TEN_ IragB byl namapovan vici referenénimu genomu TEN__BosniaA. Na
zakladé analyzy variability byly nésledujici pozice identifikovany jako odlisSné mezi

obéma genomy.

Tabulka A.1: Rozdilné pozice mezi pribuznymi genomy IraqB a BosniaA.

Baze v Baze v Pocet ¢teni Pomér cteni
. . Hloubka L
Pozice BosniaA IragB , alternativni forward/
] pokryti

(referen¢ni) (alternativni) alely reverse
18409 A G 698 100.00 % 0.442
18413 C T 672 100.00 % 0.439
80362 C T 632 100.00 % 0.549
135229 T G 893 74.36 % 0.459
135230 C G 887 74.75 % 0.441
135247 T C 876 79.00 % 0.531
136529 T C 1028 75.00 % 0.438
188041 T G 740 100.00 % 0.709
203276 A G 897 99.89 % 0.851
230531 A C 2034 99.80 % 0.431
320545 G A 927 100.00 % 0.739
333273 T C 997 90.17 % 0.614
450054 A G 737 99.86 % 0.704
468556 T C 1357 99.93 % 0.719
497707 A G 843 100.00 % 0.673
512068 C G 611 99.51 % 0.652
521391 C T 202 100.00 % 0.603
534767 A G 1031 99.90 % 0.542
566815 G T 906 100.00 % 0.483
592253 T C 895 99.55 % 0.580
643060 A G 937 100.00 % 0.524
690735 A G 1030 99.81 % 0.406
702524 C G 881 100.00 % 0.440
882335 G A 1122 99.82 % 0.493
942850 A G 520 100.00 % 0.516
993154 G T 437 100.00 % 0.428
994941 C T 797 100.00 % 0.518
1085949 C T 463 99.57 % 0.547
1130225 G A 277 100.00 % 0.428
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A.2 Grady

Genom TPA Grady byl namapovan vici referenénimu genomu TPA  SS14. Na z&-
kladé analyzy variability byly nasledujici pozice identifikovany jako odlisné mezi

obéma genomy.

Tabulka A.2: Rozdilné pozice mezi ptibuznymi genomy Grady a SS14.

Béaze v Béaze v Hloubk Pocet ¢teni Pomér ¢éteni
oubka
Pozice SS14 Grady Lrvti alternativni forward/
okryti
(referenéni) (alternativni) poxty alely reverse

94901 A C 70 100.00 % 1.258
135108 G C 533 100.00 % 0.563
226317 G A 124 100.00 % 0.824
235246 G A 60 100.00 % 1.400
283691 G A 867 100.00 % 0.889
364888 T C 204 100.00 % 1.429
495727 G A 675 100.00 % 1.003
522907 A G 218 100.00 % 1.295
674219 C T 108 100.00 % 0.800
674227 A C 92 100.00 % 0.769
674233 T C 84 100.00 % 0.556
772846 C T 623 100.00 % 0.865
773095 T C 513 100.00 % 0.781
800482 A G 508 100.00 % 0.841
861444 T G 498 100.00 % 0.717
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A.3 Madras

Genom TPA_Madras byl namapovan viuci referenénimu genomu TPA_ Nichols. Na
zakladé analyzy variability byly néasledujici pozice identifikovany jako odlisné mezi

obéma genomy.

Tabulka A.3: Rozdilné pozice mezi pribuznymi genomy Madras a Nichols.

Baze v Baze v Hiloubk Pocet ¢teni Pomér ¢teni
oubka
Pozice Nichols Madras Kevti alternativni forward/
okryti
(referenéni) (alternativni) POty alely reverse
459976 T C 518 99.81% 0.494
523540 A G 299 71.57% 0.659
702170 C T 299 100.00% 0.689
703137 T A 310 100.00% 0.574
976383 T G 94 54.26% 0.457
976411 C T 118 100.00% 0.405
976413 G A 128 85.16% 0.493
976597 C G 122 98.36% 0.429
976601 C G 150 75.33% 0.413
A.4 UZ1974

Genom TPA__UZ1974 byl namapovan vici referenénimu genomu TPA__Philadelphia-1.
Na zakladé analyzy variability byly nasledujici pozice identifikovany jako odlisné

mezi obéma genomy.

Tabulka A.4: Rozdilné pozice mezi pribuznymi genomy UZ1974 a Philadelphia-1.

Baze v Baze v Pocet ¢teni Pomér cteni
. . ) Hloubka L,
Pozice | Philadelphia-1 UZ1974 , alternativni forward/
. .. Dbokryti

(referenéni) (alternativni) alely reverse
174177 C T 444 100.00% 1.209
235246 A G 272 100.00% 1.109
283691 A G 138 100.00% 1.339
342703 G A 97 100.00% 2.233
396035 C T 174 100.00% 0.977
556154 C T 562 100.00% 1.498
593294 G A 341 100.00% 1.368
593298 G A 342 100.00% 1.375
593912 A G 449 100.00% 1.339
760092 T C 369 100.00% 1.097
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