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ABSTRAKT

Tato bakalarska prace se zabyva vyhledavanim variabilit v genomu organismu Treponema
Pallidum. V teoretické Casti jsou popsany vyznamné sekvenacni technologie, metody ma-
povani genomu a variability genomu. Praktickou ¢ast tvori mapovani dat ze sekvenatoru
[llumina, jejich zpracovani a vyhledavani variabilnich pozic.
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ABSTRACT

The bachelor thesis deals with searching variable positions in the Treponema Pallidum
genome. The theoretical part describes sequencing technologies, methods of genome as-
sembly and variability of genome. The practical part includes processing data sequenced
by Illumina sequencing technology and identification of variability in them.
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Uvod

Zkoumani genenetickych informaci ma v dnesni dobé velky vyznam ve védé, v medi-
ciné i v mnoha jinych oblastech zivota. Identifikace variability v genomech je zasadni
pro pochopeni fungovani dédi¢nosti a rozdilti mezi organismy.

Genomy bakterii mohou mit pomérné vysokou variabilitu i mezi velmi ptribuz-
nymi organismy a nékteré genetické zmény maji velky vliv na projevy a zivota-
schopnost organismii. Tato prace se zabyva identifikaci variability v celogenomovém
sestaveni nékolika kment bakterie Treponema pallidum pallidum.

S vyvojem sekvenacnich technologii je sekvenace DNA stale dostupnéjsi. Diky
tomu mame v dnesni dobé k dispozici mnoho dat, kterd je tfeba bioinformaticky
zpracovavat.

Cilem teoretické ¢ésti této prace je seznameni se s vyznamnymi sekvenac¢nimi
technologiemi, které byly za historii zkoumani struktury DNA vynalezeny a pou-
zivany. Obzvlasté je prace zaméfena na v soucasnosti nejpouzivanéjsi sekvenacni
platformou Illumina, ktera byla vyuzita na sekvenaci dat analyzovanych v praktické
casti této prace. Déle jsou zde popsany nékteré algoritmy pro sestavovani a mapovani
genomu. Nakonec jsou zminény mozné typy variabilit v genomu.

Prakticka c¢ast této bakalarské prace se zabyva identifikaci variability v celoge-
nomovém sestaveni. Data ze sekvenatoru Illumina jsou zpracovavana a mapovana
k referen¢nim sekvencim a v namapovanych datech jsou vyhledavany variabilni po-
zice, které jsou déle selektovany podle riznych parametrii. Data jsou v zavéru prace
vizualizovana tak, aby bylo mozné posoudit miru a rozlozeni variability v genomech

vsech kment bakterie Treponema pallidum pallidum, které jsou v této praci zahrnuty.
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1 Teoreticky Gvod

1.1 DNA

DNA (deoxyribonukleova kyselina) je biologickd makromolekula, kterd je tvorena
retézcem nukleotidii. Jednotlivé nukleotidy se skladaji z cukru deoxyribézy, fostfatové
skupiny a jedné z nukleotidovych bazi. Nukleotidové baze vyskytujici se v DNA jsou
¢tyti: adenin (A), cytosin (C), guanin (G) a thymin (T). Nukleotidové béze jsou
pomoci vodikovych mistka propojeny s komplementarnimi bazemi druhého vlakna
fetézce (adenin se paruje s thyminem, cytosin s guaninem). Pro komplementarni
par bazi (base pair) se pouziva zkratka bp. Dvé timto zptisobem propojena vldkna,
kterd jsou vici sobé antiparalelni, tvori dvousroubovici DNA. Jeji zndzornéni je na
obrézku 1.1. [1]

B = Adenine
B3 = Thymine
EE = Cytosine

B - Guanine

|:| = Phosphate

backbone

DNA

Obr. 1.1: Slozeni molekuly DNA, pfevzato z [2]
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1.2 Genom

Genom je veskera genetickd informace konkrétniho organismu. Tato informace je
ulozena v molekulach DNA. Genom zahrnuje geny a nekodujici sekvence.

U prokaryotickych bunék je cely genom ulozen ptimo v cytoplazmé v podobé
kruhové nebo linearni molekuly DNA. Prokaryoticky genom obsahuje pouze malé
mnozstvi nekddujicich sekvenci. Geny jsou ulozeny velmi tésné vedle sebe, nékteré
se i prekryvaji. Strukturni geny jsou veliké asi 1000 az 1500 bp.

U eukaryotickych bunék se genom nachéazi v riznych organelach. Mitochondri-
alni slozka genomu je soucasti mitochondrii a jaderna slozka je ulozena v bunécném
jadru. Sklada se z vice molekul DNA zvanych chromozomy. Eukaryoticky genom ob-
sahuje oproti prokaryotickému mnohem vétsi zastoupeni nekdédujicich ¢asti sekvence.

Napriklad lidsky genom obsahuje pouze 2 % kdédujicich sekvenci.

1.3 Geneticka variabilita

Informace ulozena v genech je procesem transkripce prepisovana do molekul RNA
(ribonukleova kyselina) a posléze pomoci translace prekladdna do proteini. Zmény
v sekvencich nukleotidii nachazejicich se kodujicich ¢astech genomu mohou mit vliv
na poradi aminokyselin ve vysledném proteinu, pripadné mohou ovlivnit, zda pro-
tein viibec vznikne ¢i nikoliv. Genetickd variabilita timto zptsobuje rozdily mezi

jednotlivymi organismy.

12



2 Sekvenacni technologie

V mnoha védeckych oborech, v diagnostice v mediciné a v dalsich oblastech jsou
zkoumany genetické informace obsazené v molekulach DNA. Proto je tfeba pomoci
sekvenacnich technologii ziskavat informace o poradi nukleotidu v fetézci DNA. Bé-
hem poslednich desetileti bylo vytvoreno mnoho riznych technologii, pro sekvenaci
DNA, které se lisi zdkladnimi principy, pouzitim, rychlosti a cenou. Metody je mozné
podle doby jejich vzniku rozdélit do t¥{ skupin. [3]

2.1 Prvni generace

Mezi sekvenacni technologie prvni generace patii Sangerova metoda a Maxamova-

Gilbertova metoda. Obé technologie byly vyvinuty v 70. letech 20. stoleti.

2.1.1 Sangerova metoda

Sangerova metoda, oznaCovana také jako dideoxy metoda, byla po dvé desetileti
nejvyuzivanéjsi technologii pro sekvenaci DNA a i v dnesni dobé ma vyuziti pro
mensi projekty, dosekvenovani gapt a sekvenaci tusekt, se kterymi mohou mit jiné
technologie problém.

Sangerova metoda zac¢ina replikaci zkoumaného tiseku DNA a denaturaci dvouvlak-
nové DNA na jednovlaknovou. Ta je vlozena do smési, jejichz soucasti je DNA po-
lymeraza, jednotlivé deoxynukleotidy (dATP, dGTP, dCTP, dTTP) a pro kazdou
smés jeden ze ¢tyf dideoxynukleotidi (ddATP, ddGTP, ddCTP, ddTTP). Enzym
DNA polymeraza zpusobuje replikaci vlozené DNA. Princip této metody je zalozen
na tom, ze nové vldkno se syntetizuje z deoxynukleotidl ve smési a v nékterém misteé
se zapoji do Tetézce namisto deoxynukleotidu dideoxynukleotid, ¢imz dojde k ukon-
ceni Tetézce, protoze dideoxynukleotid neobsahuje na svém 3’ konci hydroxylovou
skupinu, kterd je potiebnd k pokracovani fetézce. [4]

K ukonceni retézce dojde v jednotlivych kopiich DNA na ruznych mistech, ¢imz
vznikne smés rizné dlouhych fragmentt DNA. Smési projdou elektroforézou, pri-
cemz nejkratsi retézce doputuji nejdal. Tim je ziskano potradi jednotlivych nukleotid
v Tetézci, jak je vidét v levé casti obr. 2.1. Novéjsi metody pouzivaji riiznobarevné
fluorescencné znacené dideoxynukleotidy, diky ¢emuz je mozné nechat reakce vsech
¢tyt dideoxynukleotidi probéhnout v jedné smési a poté pri elektroforéze zazname-

navat barvy jednotlivych nukleotidu (prava ¢ast obrazku 2.1).
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Obr. 2.1: Srovnani elektroforézy bez a s fluorescencnim znacenim, prevzato z [5]

2.1.2 Maxamova—Gilbertova metoda

Maxamova—Gilbertova metoda byla predstavena stejné jako Sangerova metoda v
roce 1977. Z pocatku byla oblibenéjsi nez Sangerova metoda, protoze byla aplikova-
telnd piimo na purifikovanou DNA (nebylo tifeba vytvéaret jednovldknovou DNA).
Tato metoda byla zalozena na sStépnych reakcich. Molekuly DNA byly na jednom
konci oznaceny radioaktivnim isotopem fosforu 32P. Takto oznacené molekuly byly
rozdéleny do ¢tyt reakénich smési obsahujicich specifické chemikalie, které rozstépi
fetézec jen v misté urcitého nukleotidu. Fragmenty vznikajici ve ¢tytech reakcich
byly pomoci gelové elektroforézy rozdéleny podle délky a pouzitim autoradiografie
byly zobrazeny molekuly, které vydavaji radioaktivni zareni 32P. Timto zptisobem
bylo ziskédno poradi nukleotidi v Tetézci DNA. [6]

Tato metoda sekvenovani DNA jiz neni vyuzivana pro jeji technickou naroc¢nost

a nutnost pouzivani nebezpecnych chemikalii. [7]

2.2 Druha generace

Sekvenac¢ni technologie druhé generace (také zndmé pod nazvem next-generatioin

sequencing - NGS) jsou zaloZeny na paralelnim sekvenovani velkého mnozstvi krat-
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kych tseku retézce DNA. U téchto fragmentt je nasledné treba zjistit jejich polohu
v ramci genomu. K tomu se obvykle vyuziva jiz znamy referencni genom stejného ¢i
pribuzného organismu, na ktery jsou ziskané fragmenty mapovany, nebo se provede
sestaveni genomu de novo. Metody nové generace oproti starsim metodam prina-
seji zasadni vyhodu, protoze umoznuji vyrazné rychlejsi a levnéjsi zpracovani vét-
stho mnozstvi dat. Technologie druhé generace sekvenovani jsou vyvijeny od 90. let
20. stoleti.

2.2.1 Pyrosekvenovani

Pyrosekvenovani je jednou z prvnich metod sekvenovani druhé generace. Je zalozeno
na principu sekvenovani syntézou komplementarniho vldkna a detekci pyrofosfatu,
ktery je uvolnén pti zapojeni nukleotidu do fetézce DNA. Postup této metody za-
¢ina fragmentaci DNA, ligaci adaptort pro imobilizaci a denaturaci dvouvldknové
DNA na jednovlaknovou. Tato DNA pomoci adaptoru nasedne na specialni kulicky
tak, ze kazda kulicka nese jeden fragment. Na kulickach probéhne emulzni PCR,
¢imz vznikne na kazdé kulicce az 10 miliont kopii stejné jednovlaknové DNA. Ku-
licky jsou naneseny do jamek na pikotitrac¢ni desticce (do kazdé jamky zapadne jen
jedna kulicka). Do jamek jsou pridany enzymy DNA polymerdza, ATP sulfurylaza,
luciferaza a apyraza. Pomoci DNA polymerazy jsou nésledné syntetizovana kom-
plementarni vlakna. V kazdém cyklu reakce je pridan jeden ze ¢tyt nukleotida. Pri
navazani nukleotidu dojde diky enzymatickym reakcim k vyzateni svétla, které je
zachyceno citlivym CCD ¢ipem. [§]

Pyrosekvenovani umoznuje vétsi délky ¢teni (500-800 bp). Z duvodu vyssi ceny

na bézi se viak tato technologie jiz nevyuziva. [9]

2.2.2 HMHlumina

[llumina je stejné jako pyroskvenace zaloZzena na principu sekvenace syntézou. Na
zaCatku je opét provedena fragmentace DNA, ligace oligonukleotidovych adaptoru
specifickych pro 5" a 3’ konec a denaturace dvouvlaknové DNA na jednovlaknovou.
Tato DNA nasedne na sklenénou desticku (flow cell) k sonddm komplementérnim
k adaptoru. Zde probéhne mistkova amplifikace, jejiz postup je znazornén na ob-
razku 2.2. Fragment DNA se ohne a volnym koncem s adaptorem se pripoji ke kom-
plementarni sondé na desticku. Od tvaru, ktery retézec v tuto chvili ma, je odvozen
nézev mustkovd PCR (polymerdzova fetézova reakce). Pomoci enzymu DNA poly-
merazy je nasyntetizovano komplementarni vlakno, ¢imz vznikne dvouvldknovy miis-
tek. Vldkna mistku jsou denaturovana, odpoji se kazdé jednim koncem od desticky
a narovnaji se. Tim jsou ziskana dvé komplementarni vlakna pripojena k desticce a

muze zapoc¢it dalsi cyklus mustkové PCR. Tento proces se mnohokrat opakuje. Po
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1. DNA folds over
into a bridge-like
shape.

DNA
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in a cluster.
5.
Reverse Strand Forward Strand

bl L

Obr. 2.2: Mustkova PCR, prevzato z [10]

probéhnuti amplifikace jsou odstranéna reverzni vlakna. V tuto chvili je vytvoreno
nékolik miliona shlukt (klastri), z nichz kazdy obsahuje mnoho kopii jednoho frag-
mentu DNA. Déle jsou do systému pridany primery komplementarni k adaptortim.

Nasledné zapocne syntéza komplementarnich retézcii. V kazdém cyklu je pridana
DNA polymeraza, vSechny ¢tyti barevné znacené nukleotidy a reverzibilni termina-
tory, diky kterym je v kazdém cyklu navazan pouze jeden nukleotid. Po zatazeni do
fetézce jsou fluorescencné znacené nukleotidy excitovany laserem, ¢imz dojde k emisi
svétla. Toto svétlo je detekovano CCD ¢ipy. Po odstranéni reverznich terminatort
nasleduje dalsi cyklus. Zaznam z detektoru a zptisob ziskani sekvence z jednotlivych
klastri je zobrazen na obrazku 2.3. Analyzou zaznamu svételnych signali z kazdého
klastru se ziskaji jednotliva ¢teni (reads). [11] [7] [12]

[Mumina je diky sirokym moznostem vyuziti a nizkym nakladim v soucasnosti

nejvyuzivanejsi sekvenacni technologii.
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Obr. 2.3: Zaznam signalu ze sekvenatoru Illumina, prevzato z [13]

2.3 Treti generace

Sekvenacni technologie tieti generace jsou oproti predchozim generacim zalozeny na
¢teni z jedné molekuly (single molecule read), neni tedy tieba pred sekvenaci provést
amplifikaci pomoci PCR.

2.3.1 PacBio

Sekvenator firmy Pacific Biosciences je zalozen na jednomolekulovém sekvenovani
v redlném case (single-molecule real-time sequencing - SMRT). Pfi této metodé
dochézi k replikaci molekuly DNA imobilizované v malé jamce ¢ipu zero-mode wa-
veguide. PTi zapojeni rizné fluorescencné znacenych nukleotid dochézi k malé emisi
svétla, jehoz vinova délka je charakteristicka pro dany nukleotid. To je zaznamenano
detektorem u dna jamky. Jamky ZMW ¢ipu maji nejmensi mozny objem pro detekei
svétla, diky ¢emuz je redukovan Sum pozadi a je mozné zaznamenat i velmi slaby
signal. Cip ZMW obsahuje tisice jamek, ve kterjch probiha sekvenace v realném

Case, tato technologie sekvenovani je tedy velmi rychld. [14]
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2.3.2 Oxford Nanopore

Nanopore je moderni sekvenacni technologie umoznujici dlouha ¢teni v realném case.
Zakladem je senzor sestdvajici z péru nanometrové velikosti (1-100 nm v priaméru)
v izolaé¢ni membrané, kterda oddéluje komory s elektrolytickym roztokem. Na mem-
branu je aplikovano napéti, které vytvari iontovy proud a zpusobuje prichod vldkna
skrze por.

Pri prichodu nukleotidi skrze membranu jsou zaznamenavany zmeény proudu
v tadu pikoampért. Tyto malé proudové signaly jsou oznacovany jako squiggles.
Aktualni hodnota proudu je ddna pentametrem - péti nukleotidy, které v jednu
chvili obsazuji por. Je proto treba provést analyzu proudového signalu, aby bylo
ziskdno poradi jednotlivych bazi. Schéma nanopéru a vysledného proudového signalu
je zobrazeno na obrazku 2.4. [15] [16]

DNA

nanopore
protein

current intensity

membrane .
time

ACTGCT..

Obr. 2.4: Schéma sekvenovani pomoci nanopéru, pievzato z [17]
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3 Mapovani genomu

Sekvenacnimi technologiemi druhé generace ziskdme mnoho kratkych ¢teni, ktera se
navzajem prekryvaji. Pro sestaveni celé sekvence je nutné zjistit umisténi jednotli-
vych fragmenti v ramci celého fetézce. K tomuto tcelu bylo vyvinuto vice riznych
algoritmt. Sekvence je mozné sestavovat de novo nebo mapovat k jiz znamé refe-

rencni sekvenci.

3.1 OLC grafy

Jednim z algoritmu pro sestavovani genomu je OLC (overlap layout consensus). Je
vhodny pro sestavovani vétsich genomt. Byl vyuzivan u Sangerovy metody a opét
zaCind byt vyuzivan pro sestavovani delsich ¢teni pii sekvenaci nanoporem. V prvni
fazi algoritmu jsou srovnéna jednotliva c¢teni kazdé s kazdym a nalezeny nejdelsi
spolecné casti. Ze ziskanych dat je vytvoren graf prekryvi ¢teni, v némz jsou ¢teni
propojena v pripadé, ze je jejich prekryv vétsi nez ur¢ena mezni hodnota. Vrcholy v
grafu jsou jednotliva ¢teni, hrany mezi vrcholy reprezentuji prekryv. Je hledana ta-
kové cesta podél hran, aby kazdy vrchol byl navstiven pouze jednou (Hamiltonovské
cesta). Vytvoreni grafu a vybér cesty jsou zndzornény na obrazku 3.1. Na zakladé
propojeni v grafu jsou ¢teni zarazena do kontigti. Vicendsobnym zarovnanim kontigt

je ziskdna celd sekvence. [1§]
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Cteni vstupujici do algoritmu

l Cteni sefazena pomoci
prekryvl do vétsich celkd

Konsenzualni sekvence

Obr. 3.1: Postup algoritmu OLC, pievzato z [19)]
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3.2 De Bruijn grafy

Pouziti de Bruijn grafi je vhodné pro sestavovani genomu z dat s kratkymi tseky
¢teni. Algoritmus DBG rozdéli ¢teni na ¢asti o predem stanovené délce zvané k-mery.
K-mery jsou pouzity v grafu jako vrcholy. V pripadé, Ze je koncova ¢ast jednoho k-
meru shodné s pocatecni ¢asti druhého, jsou tyto k-mery propojeny hranou, které
je prirazen také smér. Hrany mezi vrcholy reprezentuji sekvence jednotlivych ¢teni.
Vysledna sekvence je ziskana tak, ze je graf prochazen podél hran a k-mery na jejich
koncich se propojuji. V horni ¢asti obrazku 3.2 je zobrazen zplisob vytvoreni k-merti.
Ve spodni ¢asti obrazku je znazornéna cesta podél hran tak, aby byla kazda hrana

pouzita pouze jednou. Tento zpisob prichodu se nazyva Eulerova cesta. [20] [21]
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ATG
T66
G6C
6CG
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é‘}'G S
tee  k-meryz
eta vrcholld
tan
AAT

Genom: ATGGCGTGCAATG

Eulerova cesta
pruchod kazdou hranou pouze jednou

Obr. 3.2: Znazornéni tvorby de Bruijn grafu, prevzato z [21]

3.3 Nastroje pro mapovani k referenci

3.3.1 BWT

Burrows-Wheelerova transformace (BWT) je pomocny algoritmus ptivodné urceny

pro kompresi dat. BWT méni usporadani znakt v fetézci. V bioinformatice se vy-
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uzivad pro méné pamétové narocénou indexaci dat. Pomoci BWT je vytvoren FM-
index - datova struktura pro efektivni indexaci a vyhledavani retézcu. FM-index je
zkratkou vyrazu Full-text index in Minute space, coz tika, ze jde o plnohodnotné
zachovani dat s mensim vyuzitim paméti. FM-index se vyuziva v rtiznych nastrojich

pro sestavovani genomu. [22] [23]

3.3.2 BWA

BWA (Burrows-Wheeler Alignment tool) je softwarovy bali¢ek pro zarovnavani sek-
vence k velkému referenénimu genomu. Je zalozen na zpétném vyhledavani retézcu
pouzitim BWT. Je tvofen tremi algoritmy (BWA-backtrack, BWA-SW and BWA-
MEM), které se 1isi v pouziti podle délky ¢teni. Pro zpracovani dat ze sekvendtoru

[lumina je nejvhodnéjsi algoritmus BWA-SW, ktery je z téchto ti{ nejnovéjsi. [24]

3.3.3 SOAP2

SOAP2 (Short Oligonucleotide Alignment Program) je nastroj pro velmi rychlé za-
rovnani kratkych c¢teni. Byl navrzen pro Illumina GA sekvenovani s délkou ¢teni

ptes 50bp. Nastroj je zaloZzeny na BWT a pouzivda FM-index. [25] [26]

3.3.4 Bowtie2

Bowtie2 je rychly a efektivni nastroj pro mapovani ¢teni k referenénim sekvencim.
Nastroj je vhodny pro délky ¢teni 50 bp a vétsi a je pouzitelny i pro zarovnavani
relativné velkych genomt. Je zalozen na BWT. Jsou rizné moznosti nastaveni na-
stroje, napiiklad single-end /paired-end pro zvoleni, zda jsou data ¢teni sekvenovana
v jednom sméru nebo v obou, dale umoznuje lokdlni zarovnani nebo celkové end-
to-end zarovnani a dalsi. Vystupem Bowtie2 je soubor SAM (sequence alignment

map). Bowtie2 je idedlni pro zpracovani dat ze sekvendtoru Illumina. [27]

3.4 Priprava knihovny

NGS technologie potfebuji pro sekvenacni proces knihovny fragmenti DNA (pfi-
padné RNA), které jsou propojeny s adaptory a nésledné namnozeny PCR. Je
dilezité, aby knihovny obsahovaly reprezentativni, vyvazené vzorky zkoumaného
genomu. Ptiprava knihovny sestava z fragmentace, vybéru velikosti fragmentii, na-
vazani adaptori a PCR. [2§]
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3.4.1 Fragmentace a vybér velikosti

Existuje vice raznych metod pro fragmentaci DNA, kazdd ma urc¢ité vyhody a nevy-
hody. Konkrétni pouzita metoda se voli podle pozadované délky fragment a dalsich
potieb sekvenatoru. Mezi fragmentacni metody patii enzymatické upravy, akustické
strthani, sonikace, centrifugdlni stithani a jehlové stiihani. [29]

V pripadé, ze je treba presnych velikosti fragmentii, jsou pro tento tcel casto
pouzivany kapky pro reverzibilni imobilizaci na pevné fazi (SPRI), na které se frag-

menty urcité velikosti navazou.

3.4.2 Ligace adaptora a denaturace

Adaptor je kratky oligonukleotid, ktery se pripojuje k DNA, ktera bude sekvenovana.
Adaptory poskytuji vazebné misto pro primery pri amplifikaci a casto také obsahuji
specifické ¢asti (barcodes) pro indexaci jednotlivych vzorku. K fragmentim DNA se
pripojuji pomoci liga¢nich enzymi.

Denaturace byla u starsich metod provadéna zahfatim na uréitou teplotu (94°C),
kdy dochazi k preruseni vodikovych mustkia mezi vldkny dvousroubovice DNA. V
metodach NGS se k denaturaci pristupuje spise chemickou cestou, napriklad pouzi-
tim NaOH (hydroxidu sodného). [30]

3.43 PCR

PCR (polymerase chain reaction) je metoda rychlého mnohondsobného namnozeni
useku DNA zalozena na principu replikace nukleovych kyselin pomoci DNA poly-
merazy. U NGS technologii se nejcastéji vyuziva mustkovda PCR a emulzni PCR.
Obé metody slouzi k vytvoreni knihoven imobilizovanych fragmentii pro paired-end

sekvenaci. [31]
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4 Variabilita genomu

Variabilita genomu je vytvarena mutacemi. Mutace jsou ndhodné zmény genetické
informace, které mohou byt zpusobeny riuznymi faktory (fyzikalnimi, chemickymi
nebo biologickymi). Mutace se muze vyskytovat v kédujicich oblastech, coz jsou
oblasti DNA prepisované do RNA, nebo v nekddujicich oblastech, kde obvykle ne-
zpusobi fenotypové zmény. Mutace se podle rozsahu déli na bodové, chromozomové

a genomoveé.

4.1 Bodové mutace

Bodové mutace v kdédujicich oblastech DNA mohou byt synonymni (tiché), nedo-
chazi u nich ke zméné aminokyselin v proteinovém retézci kodovaném v dané oblasti.
Nebo mohou byt nesynonymni, v tom piipadé dochazi ke zménam aminokyselin pro-
teinového fetézce, zméné délky retézce nebo i k celkovému naruseni syntézy proteinu.

Existuji rizné typy bodovych mutaci.

4.1.1 Substituce

Substituce je zdména jednoho nukleotidu za nukleotid s jinou bazi. Substituce mize
byt synonymni i nesynonymni. Kazda aminokyselina v proteinu je kdédovana kodo-
nem skladajicim se z tripletu nukleotidi. Geneticky kod, ktery preklada triplet do
aminokyselin je degenerovany (vice ruznych kodoniu kéduje stejnou aminokyselinu).
Proto zména jednoho nukleotidu v kodonu nemusi znamenat zménu aminokyseliny
v proteinovém fetézci. Pokud ma bodova substituéni mutace na konkrétnim misté
genomu urc¢ité zastoupeni v populaci, jedna se o jednonukleotidovy polymorfismus
(SNP).

Substituce se déli na tranzice a transverze. Tranzice je zdména purinové baze
za purinovou nebo pyrimidinové za pyrimidinovou. Transverze je zdména purinové

baze za pyrimidinovou nebo naopak.

4.1.2 Delece a inzerce

Delece je ztrata nukleotidu v fetézci DNA, inzerce je zarazeni nukleotidu do TFetézce
DNA. Pokud se tyto mutace vyskytuji v kédujici oblasti, jsou vzdy nesynonymni.

Delece nebo inzerce zptisobi posun ¢teciho ramce, ¢imz se zméni sestaveni kodont.
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4.2 Chromozomové mutace

Chromozomové mutace jsou zmény poctu nebo struktury chromozomi. Existuji
rizné typy chromozomovych mutaci. Patii mezi né delece (ztrata ¢asti chromo-
zomu), inverze (prevraceni ¢asti chromozomu), duplikace (zdvojeni ¢asti chromo-
zomu), translokace (pfipojeni ¢dsti chromozomu na nespravny chromozom) a frag-

mentace (rozpad chromozomu na fragmenty).

4.3 Genomové mutace

U genomovych mutaci se obvykle jedna o znasobeni celé chromozomové sady, nebo

zménu poctu jednotlivych chromozémi ze sady. [32]
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5 ldentifikace Variability

5.1 Treponema pallidum

Pro identifikaci variabilnich mist v celogenomovych sestavenich byl zvolen genom
bakterie Treponema pallidum. T. p. je gramnegativni bakterie z kmene spirochet.
Jeji kruhovy genom obsahuje 1,14 milioni part bazi a necelych 1000 kédujicich
sekvenci. [33]

Existuji tfi znamé poddruhy této bakterie. VSechny tfi poddruhy jsou puvodci
riznych onemocnéni. T. p. pallidum je puvodcem syfilitydy, T. p. pertenue je pu-
vodcem frambézie a T. p. endemicum zpusobuje bejel neboli endemickou syfilitidu.
54

V této praci byla pouzita nasekvenovana data genomu riuznych kment poddruhu
T. p. pallidum. Konkrétné to byly kmeny TPA_Grady, TPA_HaitiB, TPA_Madras,
TPA_Philadelphia a TPA_UZ1974.

5.2 Data

Pouzita data byla poskytnuta vedoucim préce a jsou k dispozici na Ustavu biome-
dicinského inzenyrstvi, Fakulty elektrotechniky a komunikac¢nich technologii, VUT
v Brné.

7 divodu podobnosti genti v ramci genomu 7. p. a mozné nejednoznacnosti
zatazeni ¢teni byl genom sekvenovan po c¢astech. Proces rozdéleni genomu na c¢asti
se nazyva pooling. Konkrétné byl genom rozdélen na ¢tyti ¢asti pool 1, pool 2, pool 3
a pool 4. Jednotlivé pooly se ¢astecné prekryvaji. Gen tprC nalezici do poolu 1 a gen
tprE nélezici do poolu 2 byly z ptivodnich ¢asti oddéleny a sekvenovany v ramci
poolu 4.

Data byla ziskdna pomoci sekvendtoru Illumina. Pro kazdy pool jsou dva soubory
dat - jeden se ¢tenimi z dopredného vldkna, druhy se ¢tenimi z reverzniho vldkna.

Data byla mapovana k referen¢nim sekvencim.

5.3 Uprava a mapovani dat

Pro Teseni praktické ¢asti této prace byly vyuzity programovaci jazyk R ve vyvojo-
vém prostiedi RStudio a software s velkym mnozstvim nastrojt pro bioinformatiku
UGENE. Vytvorené skripty v jazyce R a vysledné tabulky jsou ulozeny v prilozeném
ZIP souboru.
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5.3.1 Zpracovani dat

Pomoci programovaciho jazyka R byly diky zndmym pocateénim a koncovym sek-
vencim jednotlivych pooli a genti tprC a tprE z referencni sekvenci extrahovany
sekvence téchto ¢asti a byly zapsany do soubortt FASTA. Toho bylo docileno pomoci
vytvorené funkce RefPools, kterd je soucasti skriptu reference pools.R obsazeného
v priloze.

K vytvorenym referenénim sekvencim byly v softwaru UGENE pomoci nastroje
Bowtie2 namapovana data ze sekvenatoru. Pro kazdou c¢ast referencéni sekvence byly
pouzity dva soubory dat, jeden s doprednymi ¢tenimi, druhy s reverznimi, proto
bylo zvoleno nastaveni mapovaciho nastroje paired-end. Bylo provedeno celkové za-
rovnani end-to-end.

Vystupy ze softwaru ve formatu BAM (bindrni verze forméatu SAM) byly déle vy-
uzity pro vytvoreni tabulek s poc¢ty zastoupeni jednotlivych nukleotidi na pozicich
pomoci funkce pileup. Pileup je textovy format, ktery zobrazuje pocty jednotlivych
nukleotidii namapovanych na urcité pozici v referenéni sekvenci ve formé tabulky.
Jiz pri tvorbé pileuptt pomoci funkce pileup byla provedena ¢astecna selekce variabil-
nich pozic nastavenim parametru min_minor allele depth (minimdalni zastoupeni
minoritni alely) na hodnotu 50. Dale byla funkce nastavena tak, aby byly v pileupu
rozliseny nukleotidy nalezené na dopfedném a reverznim vladkné. Data z pileupt
jednotlivych ¢asti byla pro kazdy pouzity kmen bakterie slou¢ena pomoci funkce
CompletePileup, nachazejici se ve skriptu pileups.R v priloze, a byla ulozena do

souboru ve formatu CSV.

5.3.2 Selekce variabilnich mist

V dalsi fazi byla provedena selekce variabilnich mist podle rtiznych parametri.

Prvnim parametrem selekce bylo pomeérové zastoupeni nukleotidu na pozici na
dopredném a reverznim vlakné. Do nové tabulky byly vybrany pouze nukleotidy, u
kterych byl pomér zastoupeni na dopredném vlakné ku reverznimu minimalné 30:70,
a stejné tak pomér zastoupeni na reverznim ku doprednému.

Dale byla provedena selekce variabilnich pozic podle procentudlniho zastoupeni.
Pro tento ucel byl do tabulky, vytvorené selekci podle pomérového zastoupeni na
jednotlivych vlaknech, pridan sloupec ref s referen¢nimi nukleotidy. Néasledné byly
do dalsi tabulky vybirdny pouze pozice, na kterych je zastoupeni alternativniho nuk-
leotidu oproti referenénimu vice nez 5 % z celkového poctu nukleotidu nalezenych na
dané pozici. Vysledna tabulka ve formé pileupu byla zapsana do souboru CSV. Zmi-
néné upravy byly provedeny pomoci funkce VarPositions, ktera je soucasti skriptu

pileups.R.
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5.3.3 Vysledné zpracovani a vizualizace dat

7 vytvorenych tabulek s vyselektovanymi variabilnimi pozicemi byly extrahovany
variabilni pozice a procentualni zastoupeni na danych pozicich. K tomu byla vytvo-
fena funkce VarPercent ve skriptu variabilities.R nachézejicim se v priloze.

Dale bylo pro tcely vyhodnoceni potteba sloucit variabilni pozice vsech zkou-
manych kmenti bakterie do jedné tabulky. Referencni sekvence jeednotlivych kment
maji vsak urc¢ité odlisnosti a riiznou délku. Bylo proto nutné pouzit zarovnani danych
referenc¢nich sekvenci a upravit podle tohoto zarovnani pozice variabilnich mist. Vek-
tor s procentuelnim zastoupenim variabilit na vSech pozicich prepoctenych pro za-
rovnanou sekvenci byl vytvoren pro kazdy kmen pomoci funkce VarAlign ve skriptu
variabilities.R.

Nasledné byly vektory s procentualnim zastoupenim variability v zarovnané sek-
venci vSech kmenti spojeny do jedné matice, ktera byla zapsana do souboru ve for-
matu CSV s nazvem var_matrix.csv a je soucasti prilohy.

7 vysledné matice byly déle vyselektovany pozice na nichz je pritomné variabilita
alespon u dvou zahrnutych kmenii. Tabulka s témito vyselektovanymi pozicemi byla
zapsany do souboru com_ matrix.csv a je soucasti prilohy.

Posledni vytvorena tabulka, ktera je v priloze pod nazvem cds matrix.csv, ob-
sahuje variabilni pozice v rdmci kédujicich sekvenci a jména gent na danych po-
zicich. Pozice kédujicich sekvenci v referenci byly extrahovany z referenéniho sou-
boru GenBank pro genom TPA_Madras funkci GetCDS a pfepocteny na pozice
v zarovnani funkci RefCount. Obé funkce jsou ve skriptu variabilities.R. Z tabulky
var_matrix byly selektovany pozice, které byly shodné s pozicemi koédujicich sek-
venci a soucet procentualniho zastoupeni na pozici byl vice nez 5 %.

7 hodnot zaznamenanych v matici pro variabilni pozice spole¢né alespon pro dva
kmeny a v matici s variabilitami v ramci kdédujicich sekvenci byly provedeny vizuali-
zace v podobé heatmap pomoci funkce pheatmap. Heatmap je graficka reprezentace
dat, ve které jsou hodnoty obsazené v matici reprezentovany jako barvy. Vytvorené

heatmapy jsou zobrazeny a zhodnoceny dale.
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6 Vysledky

Procesem popsanym vyse byly vytvoreny dvé heatmapy. Kazdy kmen je v heatmapé
zobrazen v podobé jednoho sloupce, pozice jsou jednotlivé fadky. Barevna skala je
zobrazena v pravé horni ¢asti obrazku. Jednotlivé hodnoty legendy barevné skaly
jsou procenta alternativnich nukleotidf na pozici. Cervené oblasti v heatmapé tedy

znamenaji vysokou variabilitu, zluté nizkou.
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Obr. 6.1: Heatmap procentualniho zastoupeni alternativnich alel na pozicich, kde

byla variabilita identifikovana alespon u dvou kmenti baterie T. p. pallidum

Prvni heatmap, zobrazena na Obr. 6.1, barevné znazornuje procentualni zastou-

peni alternativnich nukleotid na jednotlivych pozicich, kde byla identifikovana va-
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riabilita alespon u dvou zkoumanych kment bakterie T. p. pallidum zaroven.
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Obr. 6.2: Heatmap procentualniho zastoupeni alternativnich alel na pozicich, kde se

v genomu nachéazeji kédujici sekvence

Druhé heatmap, zobrazena na Obr. 6.2, barevné znazornuje procentudlni zastou-
peni alternativnich nukleotidii na jednotlivych pozicich, na kterych se v genomu na-
chazeji kddujici sekvence genti. Zmény v genomu na téchto pozicich mohou mit vliv
na syntézu a strukturu vyslednych proteint a mohou tedy zpiisobovat rozdily mezi

jednotlivymi organismy.
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6.1 Vyhodnoceni vysledk

V prvni heatmapé je na prvni pohled zfetelnd podobnost genomii kmenii Phila-
delphia a UZ1974. Oba dva genomy vykazuji vysokou variabilitu. V genomu kmene
Philadelphia je velmi vysoké variabilita v pribéhu celého genomu. U kmene UZ1974
je v oblasti poolu 2 variabilita vyrazné nizsi nez ve zbylé ¢asti genomu. V tomto pri-
padé je to ziejmé zplisobeno méné dikladnou sekvenaci poolu 2. U genomu kmene
Madras je situace presné opacnd. Vétsina genomu vykazuje pomérné nizkou va-
riabilitu, kromé poolu 2 ktery vykazuje vysokou variabilitu a pravdépodobné byl
osekvenovan kvalitnéji.

Kmeny Grady, HaitiB a Madras vykazuji ve vétsiné genomu spise nizsi variabi-
litu. V heatmapé mizeme zaznamenat urcité podobnosti polohy variabilnich oblasti
mezi Grady a Madras.

V druhé heatmapé zobrazujici miru variability v kédujicich sekvencich jsou vy-
sledky ponékud odlisné. Je zde vidét mnohem vétsi rozdil mezi kmeny Philadelphia
a UZ1974. Oba dva tyto genomy ale stale vykazuji nejvyssi variabilitu. U kmenti
Grady a Madras je stale vidét podobnost variability v nékterych oblastech. Na né-
kterych mistech se ve variabilité v kédujicich sekvencich shoduji i s kmenem HaitiB.

Celkoveé je tedy mozné identifikaci variabilit v celogenomovém sestaveni genomti
nékolika kment bakterie T. p. palidum zhodnotit tak, ze u vSech genomu byly na-
lezeny urcité variability. Mezi nékterymi kmeny byly nalezeny urcité podobnosti,
které mohou svédcit o vétsi pribuznosti danych kmenti. Rozlozeni variability v ko-
dujicich sekvencich je v urc¢itych oblastech rozdilné od rozlozeni variability v celém
genomu. Na miru identifikované variability ma také velky vliv dikladnost a kvalita

sekvenovani.
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Zavér

Néplni této bakalarské prace je vypracovani literarni reserSe na téma sekvenacnich
technologii, metod sestavovani genomi k referenci a genomové variability. V prak-
tické ¢asti je cilem identifikace variabilnich mist v celoenomovém sestaveni genomi
péti kment poddruhu bakterie Treponema pallidum pallidum a zhodnoceni vysledki
této identifikace.

V prvni c¢asti prace jsem popsala principy sekvenacnich technologii prvni, druhé
a treti generace, zejména se zamérenim na technologii Illumina, ktera byla pouzita
pro sekvenaci dat pouzivanych v praktické casti prace. Déle se v praci zabyvam me-
todami pro sestavovani genomu, nastroji pro mapovani genomickych dat k referenci
a tvorbou knihoven pro sekvenaci technologinemi NGS. V zavéru teoretické casti
prace jsem popsala rizné zpusoby vzniku genetické variability.

V praktické c¢asti prace jsem vytvorila programové feseni zpracovani dat ze sekve-
natoru [lumina pro ucel identifikace variability. Pomoci mnou vytvorenych skriptt
v programovacim jazyku R jsem rozdélila referencni sekvence vSech péti kmenti na
jednotlivé pooly a k témto ¢astem referencénich sekvenci namapovala dodana data
pomoci softwaru UGENE. Z namapovanych dat jsem vytvorila pileupy, jejichz hod-
noty prosly selekei na zakladé poc¢tu alternativnich nukleotidii, poméru nukleotidi
na dopredném a reverznim vlakné a procentualniho zastoupeni alternativniho nuk-
leotidu na pozici.

Uspé&sné jsem takto detekovala mnozstvi variabilnich pozic u kazdého kmenu,
které jsem nasledné zkombinovala do spolecné tabulky, na které jsem nésledné pro-
vedla dalsi selekce na zakladé spolecnych variabilit a pfitomnosti v kodujici sekvenci.
Ziskané hodnoty jsem vizualizovala pomoci heatmap a zhodnotila vysledky.

Provedend analyza ukazala, ze i u velmi pribuznych organismt je geneticka vari-
abilita pomeérné vysoka, z ¢ehoz se da usoudit, Ze se zkoumané organismy neustale

meéni a vyviji.
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Seznam symboli a zkratek

dATP
dCTP
dGTP
dTTP
ddATP
ddCTP
ddGTP
ddTTP
CCD
PCR
ZMW
SAM
SPRI
T. p.
BAM
CSVv

CDS

deoxyadenosintrifosfat
deoxycytidintrifosfat
deoxyguanosintrifosfat
deoxythymidintrifosfat
dideoxyadenosintrifosfat
dideoxycytidintrifosfat
dideoxyguanosintrifosfat
dideoxythymidintrifosfat
charge-coupled device
polymerase chain reaction
zero-mode waveguide
sequence alignment map
solid phase reversible immobilisation
Treponema pallidum
binary alignment map
comma-separated values

coding DNA sequence
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A Obsah prilozeného ZIP souboru

Prilozeny ZIP soubor obsahuje slozku prilohy, v niz se nachazeji dvé slozky. Ve slozce
Rsoubory jsou vytvorené skripty v programovacim jazyce R. Ve slozce tabulky jsou

vysledné tabulky ve formatu CSV.

prilohy

Rsoubory
reference_pools.R
pileups.R
variabilities.R

tabulky
cds_matrix.csv
com_matrix.csv
var_matrix.csv
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