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ABSTRAKT
Tato bakalářská práce se zabývá vyhledáváním variabilit v genomu organismu Treponema
Pallidum. V teoretické části jsou popsány významné sekvenační technologie, metody ma-
pování genomu a variability genomu. Praktickou část tvoří mapování dat ze sekvenátoru
Illumina, jejich zpracování a vyhledávání variabilních 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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Úvod
Zkoumání genenetických informací má v dnešní době velký význam ve vědě, v medi-
cíně i v mnoha jiných oblastech života. Identifikace variability v genomech je zásadní
pro pochopení fungování dědičnosti a rozdílů mezi organismy.

Genomy bakterií mohou mít poměrně vysokou variabilitu i mezi velmi příbuz-
nými organismy a některé genetické změny mají velký vliv na projevy a života-
schopnost organismů. Tato práce se zabývá identifikací variability v celogenomovém
sestavení několika kmenů bakterie Treponema pallidum pallidum.

S vývojem sekvenačních technologií je sekvenace DNA stále dostupnější. Díky
tomu máme v dnešní době k dispozici mnoho dat, která je třeba bioinformaticky
zpracovávat.

Cílem teoretické části této práce je seznámení se s významnými sekvenačními
technologiemi, které byly za historii zkoumání struktury DNA vynalezeny a pou-
žívány. Obzvláště je práce zaměřena na v současnosti nejpoužívanější sekvenační
platformou Illumina, která byla využita na sekvenaci dat analyzovaných v praktické
části této práce. Dále jsou zde popsány některé algoritmy pro sestavování a mapování
genomu. Nakonec jsou zmíněny možné typy variabilit v genomu.

Praktická část této bakalářské práce se zabývá identifikací variability v celoge-
nomovém sestavení. Data ze sekvenátoru Illumina jsou zpracovávána a mapována
k referenčním sekvencím a v namapovaných datech jsou vyhledávány variabilní po-
zice, které jsou dále selektovány podle různých parametrů. Data jsou v závěru práce
vizualizována tak, aby bylo možné posoudit míru a rozložení variability v genomech
všech kmenů bakterie Treponema pallidum pallidum, které jsou v této práci zahrnuty.
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1 Teoretický úvod

1.1 DNA
DNA (deoxyribonukleová kyselina) je biologická makromolekula, která je tvořena
řetězcem nukleotidů. Jednotlivé nukleotidy se skládají z cukru deoxyribózy, fosfátové
skupiny a jedné z nukleotidových bází. Nukleotidové báze vyskytující se v DNA jsou
čtyři: adenin (A), cytosin (C), guanin (G) a thymin (T). Nukleotidové báze jsou
pomocí vodíkových můstků propojeny s komplementárními bázemi druhého vlákna
řetězce (adenin se páruje s thyminem, cytosin s guaninem). Pro komplementární
pár bází (base pair) se používá zkratka bp. Dvě tímto způsobem propojená vlákna,
která jsou vůči sobě antiparalelní, tvoří dvoušroubovici DNA. Její znázornění je na
obrázku 1.1. [1]

Obr. 1.1: Složení molekuly DNA, převzato z [2]
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1.2 Genom
Genom je veškerá genetická informace konkrétního organismu. Tato informace je
uložená v molekulách DNA. Genom zahrnuje geny a nekódující sekvence.

U prokaryotických buněk je celý genom uložen přímo v cytoplazmě v podobě
kruhové nebo lineární molekuly DNA. Prokaryotický genom obsahuje pouze malé
množství nekódujících sekvencí. Geny jsou uloženy velmi těsně vedle sebe, některé
se i překrývají. Strukturní geny jsou veliké asi 1000 až 1500 bp.

U eukaryotických buněk se genom nachází v různých organelách. Mitochondri-
ální složka genomu je součástí mitochondrií a jaderná složka je uložena v buněčném
jádru. Skládá se z více molekul DNA zvaných chromozomy. Eukaryotický genom ob-
sahuje oproti prokaryotickému mnohem větší zastoupení nekódujících částí sekvence.
Například lidský genom obsahuje pouze 2 % kódujících sekvencí.

1.3 Genetická variabilita
Informace uložená v genech je procesem transkripce přepisována do molekul RNA
(ribonukleová kyselina) a posléze pomocí translace překládána do proteinů. Změny
v sekvencích nukleotidů nacházejících se kódujících částech genomu mohou mít vliv
na pořadí aminokyselin ve výsledném proteinu, případně mohou ovlivnit, zda pro-
tein vůbec vznikne či nikoliv. Genetická variabilita tímto způsobuje rozdíly mezi
jednotlivými organismy.
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2 Sekvenační technologie
V mnoha vědeckých oborech, v diagnostice v medicíně a v dalších oblastech jsou
zkoumány genetické informace obsažené v molekulách DNA. Proto je třeba pomocí
sekvenačních technologií získávat informace o pořadí nukleotidu v řetězci DNA. Bě-
hem posledních desetiletí bylo vytvořeno mnoho různých technologií, pro sekvenaci
DNA, které se liší základními principy, použitím, rychlostí a cenou. Metody je možné
podle doby jejich vzniku rozdělit do tří skupin. [3]

2.1 První generace
Mezi sekvenační technologie první generace patří Sangerova metoda a Maxamova-
Gilbertova metoda. Obě technologie byly vyvinuty v 70. letech 20. století.

2.1.1 Sangerova metoda

Sangerova metoda, označovaná také jako dideoxy metoda, byla po dvě desetiletí
nejvyužívanější technologií pro sekvenaci DNA a i v dnešní době má využití pro
menší projekty, dosekvenování gapů a sekvenaci úseků, se kterými mohou mít jiné
technologie problém.

Sangerova metoda začíná replikací zkoumaného úseku DNA a denaturací dvouvlák-
nové DNA na jednovláknovou. Ta je vložena do směsí, jejichž součástí je DNA po-
lymeráza, jednotlivé deoxynukleotidy (dATP, dGTP, dCTP, dTTP) a pro každou
směs jeden ze čtyř dideoxynukleotidů (ddATP, ddGTP, ddCTP, ddTTP). Enzym
DNA polymeráza způsobuje replikaci vložené DNA. Princip této metody je založen
na tom, že nové vlákno se syntetizuje z deoxynukleotidů ve směsi a v některém místě
se zapojí do řetězce namísto deoxynukleotidu dideoxynukleotid, čímž dojde k ukon-
čení řetězce, protože dideoxynukleotid neobsahuje na svém 3’ konci hydroxylovou
skupinu, která je potřebná k pokračování řetězce. [4]

K ukončení řetězce dojde v jednotlivých kopiích DNA na různých místech, čímž
vznikne směs různě dlouhých fragmentů DNA. Směsi projdou elektroforézou, při-
čemž nejkratší řetězce doputují nejdál. Tím je získáno pořadí jednotlivých nukleotidů
v řetězci, jak je vidět v levé časti obr. 2.1. Novější metody používají různobarevně
fluorescenčně značené dideoxynukleotidy, díky čemuž je možné nechat reakce všech
čtyř dideoxynukleotidů proběhnout v jedné směsi a poté při elektroforéze zazname-
návat barvy jednotlivých nukleotidů (pravá část obrázku 2.1).
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Obr. 2.1: Srovnání elektroforézy bez a s fluorescenčním značením, převzato z [5]

2.1.2 Maxamova–Gilbertova metoda

Maxamova–Gilbertova metoda byla představena stejně jako Sangerova metoda v
roce 1977. Z počátku byla oblíbenější než Sangerova metoda, protože byla aplikova-
telná přímo na purifikovanou DNA (nebylo třeba vytvářet jednovláknovou DNA).
Tato metoda byla založena na štěpných reakcích. Molekuly DNA byly na jednom
konci označeny radioaktivním isotopem fosforu 32P. Takto označené molekuly byly
rozděleny do čtyř reakčních směsí obsahujících specifické chemikálie, které rozštěpí
řetězec jen v místě určitého nukleotidu. Fragmenty vznikající ve čtyřech reakcích
byly pomocí gelové elektroforézy rozděleny podle délky a použitím autoradiografie
byly zobrazeny molekuly, které vydávají radioaktivní záření 32P. Tímto způsobem
bylo získáno pořadí nukleotidů v řetězci DNA. [6]

Tato metoda sekvenování DNA již není využívána pro její technickou náročnost
a nutnost používání nebezpečných chemikálií. [7]

2.2 Druhá generace
Sekvenační technologie druhé generace (také známé pod názvem next-generatioin
sequencing - NGS) jsou založeny na paralelním sekvenování velkého množství krát-
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kých úseků řetězce DNA. U těchto fragmentů je následně třeba zjistit jejich polohu
v rámci genomu. K tomu se obvykle využívá již známý referenční genom stejného či
příbuzného organismu, na který jsou získané fragmenty mapovány, nebo se provede
sestavení genomu de novo. Metody nové generace oproti starším metodám přiná-
šejí zásadní výhodu, protože umožňují výrazně rychlejší a levnější zpracování vět-
šího množství dat. Technologie druhé generace sekvenování jsou vyvíjeny od 90. let
20. století.

2.2.1 Pyrosekvenování

Pyrosekvenování je jednou z prvních metod sekvenování druhé generace. Je založeno
na principu sekvenování syntézou komplementárního vlákna a detekci pyrofosfátu,
který je uvolněn při zapojení nukleotidu do řetězce DNA. Postup této metody za-
číná fragmentací DNA, ligací adaptorů pro imobilizaci a denaturací dvouvláknové
DNA na jednovláknovou. Tato DNA pomocí adaptoru nasedne na speciální kuličky
tak, že každá kulička nese jeden fragment. Na kuličkách proběhne emulzní PCR,
čímž vznikne na každé kuličce až 10 milionů kopií stejné jednovláknové DNA. Ku-
ličky jsou naneseny do jamek na pikotitrační destičce (do každé jamky zapadne jen
jedna kulička). Do jamek jsou přidány enzymy DNA polymeráza, ATP sulfuryláza,
luciferáza a apyráza. Pomocí DNA polymerázy jsou následně syntetizována kom-
plementární vlákna. V každém cyklu reakce je přidán jeden ze čtyř nukleotidů. Při
navázání nukleotidu dojde díky enzymatickým reakcím k vyzáření světla, které je
zachyceno citlivým CCD čipem. [8]

Pyrosekvenování umožňuje větší délky čtení (500-800 bp). Z důvodu vyšší ceny
na bázi se však tato technologie již nevyužívá. [9]

2.2.2 Illumina

Illumina je stejně jako pyroskvenace založena na principu sekvenace syntézou. Na
začátku je opět provedena fragmentace DNA, ligace oligonukleotidových adaptorů
specifických pro 5’ a 3’ konec a denaturace dvouvláknové DNA na jednovláknovou.
Tato DNA nasedne na skleněnou destičku (flow cell) k sondám komplementárním
k adaptoru. Zde proběhne můstková amplifikace, jejíž postup je znázorněn na ob-
rázku 2.2. Fragment DNA se ohne a volným koncem s adaptorem se připojí ke kom-
plementární sondě na destičku. Od tvaru, který řetězec v tuto chvíli má, je odvozen
název můstková PCR (polymerázová řetězová reakce). Pomocí enzymu DNA poly-
merázy je nasyntetizováno komplementární vlákno, čímž vznikne dvouvláknový můs-
tek. Vlákna můstku jsou denaturována, odpojí se každé jedním koncem od destičky
a narovnají se. Tím jsou získána dvě komplementární vlákna připojená k destičce a
může započít další cyklus můstkové PCR. Tento proces se mnohokrát opakuje. Po
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Obr. 2.2: Můstková PCR, převzato z [10]

proběhnutí amplifikace jsou odstraněna reverzní vlákna. V tuto chvíli je vytvořeno
několik milionů shluků (klastrů), z nichž každý obsahuje mnoho kopií jednoho frag-
mentu DNA. Dále jsou do systému přidány primery komplementární k adaptorům.

Následně započne syntéza komplementárních řetězců. V každém cyklu je přidána
DNA polymeráza, všechny čtyři barevně značené nukleotidy a reverzibilní terminá-
tory, díky kterým je v každém cyklu navázán pouze jeden nukleotid. Po zařazení do
řetězce jsou fluorescenčně značené nukleotidy excitovány laserem, čímž dojde k emisi
světla. Toto světlo je detekováno CCD čipy. Po odstranění reverzních terminátorů
následuje další cyklus. Záznam z detektoru a způsob získání sekvence z jednotlivých
klastrů je zobrazen na obrázku 2.3. Analýzou záznamu světelných signálů z každého
klastru se získají jednotlivá čtení (reads). [11] [7] [12]

Illumina je díky širokým možnostem využití a nízkým nákladům v současnosti
nejvyužívanější sekvenační technologií.
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Obr. 2.3: Záznam signálu ze sekvenátoru Illumina, převzato z [13]

2.3 Třetí generace
Sekvenační technologie třetí generace jsou oproti předchozím generacím založeny na
čtení z jedné molekuly (single molecule read), není tedy třeba před sekvenací provést
amplifikaci pomocí PCR.

2.3.1 PacBio

Sekvenátor firmy Pacific Biosciences je založen na jednomolekulovém sekvenování
v reálném čase (single-molecule real-time sequencing - SMRT). Při této metodě
dochází k replikaci molekuly DNA imobilizované v malé jamce čipu zero-mode wa-
veguide. Při zapojení různě fluorescenčně značených nukleotidů dochází k malé emisi
světla, jehož vlnová délka je charakteristická pro daný nukleotid. To je zaznamenáno
detektorem u dna jamky. Jamky ZMW čipu mají nejmenší možný objem pro detekci
světla, díky čemuž je redukován šum pozadí a je možné zaznamenat i velmi slabý
signál. Čip ZMW obsahuje tisíce jamek, ve kterých probíhá sekvenace v reálném
čase, tato technologie sekvenování je tedy velmi rychlá. [14]
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2.3.2 Oxford Nanopore

Nanopore je moderní sekvenační technologie umožňující dlouhá čtení v reálném čase.
Základem je senzor sestávající z póru nanometrové velikosti (1-100 nm v průměru)
v izolační membráně, která odděluje komory s elektrolytickým roztokem. Na mem-
bránu je aplikováno napětí, které vytváří iontový proud a způsobuje průchod vlákna
skrze pór.

Při průchodu nukleotidů skrze membránu jsou zaznamenávány změny proudu
v řádu pikoampérů. Tyto malé proudové signály jsou označovány jako squiggles.
Aktuální hodnota proudu je dána pentametrem - pěti nukleotidy, které v jednu
chvíli obsazují pór. Je proto třeba provést analýzu proudového signálu, aby bylo
získáno pořadí jednotlivých bazí. Schéma nanopóru a výsledného proudového signálu
je zobrazeno na obrázku 2.4. [15] [16]

Obr. 2.4: Schéma sekvenování pomocí nanopóru, převzato z [17]
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3 Mapování genomu
Sekvenačními technologiemi druhé generace získáme mnoho krátkých čtení, která se
navzájem překrývají. Pro sestavení celé sekvence je nutné zjistit umístění jednotli-
vých fragmentů v rámci celého řetězce. K tomuto účelu bylo vyvinuto více různých
algoritmů. Sekvence je možné sestavovat de novo nebo mapovat k již známé refe-
renční sekvenci.

3.1 OLC grafy
Jedním z algoritmů pro sestavování genomu je OLC (overlap layout consensus). Je
vhodný pro sestavování větších genomů. Byl využíván u Sangerovy metody a opět
začíná být využíván pro sestavování delších čtení při sekvenaci nanopórem. V první
fázi algoritmu jsou srovnána jednotlivá čtení každé s každým a nalezeny nejdelší
společné části. Ze získaných dat je vytvořen graf překryvů čtení, v němž jsou čtení
propojena v případě, že je jejich překryv větší než určená mezní hodnota. Vrcholy v
grafu jsou jednotlivá čtení, hrany mezi vrcholy reprezentují překryv. Je hledána ta-
ková cesta podél hran, aby každý vrchol byl navštíven pouze jednou (Hamiltonovská
cesta). Vytvoření grafu a výběr cesty jsou znázorněny na obrázku 3.1. Na základě
propojení v grafu jsou čtení zařazena do kontigů. Vícenásobným zarovnáním kontigů
je získána celá sekvence. [18]

Obr. 3.1: Postup algoritmu OLC, převzato z [19]
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3.2 De Bruijn grafy
Použití de Bruijn grafů je vhodné pro sestavování genomu z dat s krátkými úseky
čtení. Algoritmus DBG rozdělí čtení na části o předem stanovené délce zvané k-mery.
K-mery jsou použity v grafu jako vrcholy. V případě, že je koncová část jednoho k-
meru shodná s počáteční částí druhého, jsou tyto k-mery propojeny hranou, které
je přiřazen také směr. Hrany mezi vrcholy reprezentují sekvence jednotlivých čtení.
Výsledná sekvence je získána tak, že je graf procházen podél hran a k-mery na jejich
koncích se propojují. V horní části obrázku 3.2 je zobrazen způsob vytvoření k-merů.
Ve spodní části obrázku je znázorněna cesta podél hran tak, aby byla každá hrana
použita pouze jednou. Tento způsob průchodu se nazývá Eulerova cesta. [20] [21]

Obr. 3.2: Znázornění tvorby de Bruijn grafu, převzato z [21]

3.3 Nástroje pro mapování k referenci

3.3.1 BWT

Burrows-Wheelerova transformace (BWT) je pomocný algoritmus původně určený
pro kompresi dat. BWT mění uspořádání znaků v řetězci. V bioinformatice se vy-
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užívá pro méně paměťově náročnou indexaci dat. Pomocí BWT je vytvořen FM-
index - datová struktura pro efektivní indexaci a vyhledávání řetězců. FM-index je
zkratkou výrazu Full-text index in Minute space, což říká, že jde o plnohodnotné
zachování dat s menším využitím paměti. FM-index se využívá v různých nástrojích
pro sestavování genomu. [22] [23]

3.3.2 BWA

BWA (Burrows-Wheeler Alignment tool) je softwarový balíček pro zarovnávání sek-
vence k velkému referenčnímu genomu. Je založen na zpětném vyhledávání řetězců
použitím BWT. Je tvořen třemi algoritmy (BWA-backtrack, BWA-SW and BWA-
MEM), které se liší v použití podle délky čtení. Pro zpracování dat ze sekvenátoru
Illumina je nejvhodnější algoritmus BWA-SW, který je z těchto tří nejnovější. [24]

3.3.3 SOAP2

SOAP2 (Short Oligonucleotide Alignment Program) je nástroj pro velmi rychlé za-
rovnání krátkých čtení. Byl navržen pro Illumina GA sekvenování s délkou čtení
přes 50bp. Nástroj je založený na BWT a používá FM-index. [25] [26]

3.3.4 Bowtie2

Bowtie2 je rychlý a efektivní nástroj pro mapování čtení k referenčním sekvencím.
Nástroj je vhodný pro délky čtení 50 bp a větší a je použitelný i pro zarovnávání
relativně velkých genomů. Je založen na BWT. Jsou různé možnosti nastaveni ná-
stroje, například single-end/paired-end pro zvolení, zda jsou data čtení sekvenována
v jednom směru nebo v obou, dále umožňuje lokální zarovnání nebo celkové end-
to-end zarovnání a další. Výstupem Bowtie2 je soubor SAM (sequence alignment
map). Bowtie2 je ideální pro zpracování dat ze sekvenátoru Illumina. [27]

3.4 Příprava knihovny
NGS technologie potřebují pro sekvenační proces knihovny fragmentů DNA (pří-
padně RNA), které jsou propojeny s adaptory a následně namnoženy PCR. Je
důležité, aby knihovny obsahovaly reprezentativní, vyvážené vzorky zkoumaného
genomu. Příprava knihovny sestává z fragmentace, výběru velikosti fragmentů, na-
vázání adaptorů a PCR. [28]
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3.4.1 Fragmentace a výběr velikosti

Existuje více různých metod pro fragmentaci DNA, každá má určité výhody a nevý-
hody. Konkrétní použitá metoda se volí podle požadované délky fragmentů a dalších
potřeb sekvenátoru. Mezi fragmentační metody patří enzymatické úpravy, akustické
stříhání, sonikace, centrifugální stříhání a jehlové stříhání. [29]

V případě, že je třeba přesných velikostí fragmentů, jsou pro tento účel často
používány kapky pro reverzibilní imobilizaci na pevné fázi (SPRI), na které se frag-
menty určité velikosti navážou.

3.4.2 Ligace adaptorů a denaturace

Adaptor je krátký oligonukleotid, který se připojuje k DNA, která bude sekvenována.
Adaptory poskytují vazebné místo pro primery při amplifikaci a často také obsahují
specifické části (barcodes) pro indexaci jednotlivých vzorků. K fragmentům DNA se
připojují pomocí ligačních enzymů.

Denaturace byla u starších metod prováděna zahřátím na určitou teplotu (94°C),
kdy dochází k přerušení vodíkových můstků mezi vlákny dvoušroubovice DNA. V
metodách NGS se k denaturaci přistupuje spíše chemickou cestou, například použi-
tím NaOH (hydroxidu sodného). [30]

3.4.3 PCR

PCR (polymerase chain reaction) je metoda rychlého mnohonásobného namnožení
úseku DNA založená na principu replikace nukleových kyselin pomocí DNA poly-
merázy. U NGS technologií se nejčastěji využívá můstková PCR a emulzní PCR.
Obě metody slouží k vytvoření knihoven imobilizovaných fragmentů pro paired-end
sekvenaci. [31]
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4 Variabilita genomu
Variabilita genomu je vytvářena mutacemi. Mutace jsou náhodné změny genetické
informace, které mohou být způsobeny různými faktory (fyzikálními, chemickými
nebo biologickými). Mutace se může vyskytovat v kódujících oblastech, což jsou
oblasti DNA přepisované do RNA, nebo v nekódujících oblastech, kde obvykle ne-
způsobí fenotypové změny. Mutace se podle rozsahu dělí na bodové, chromozomové
a genomové.

4.1 Bodové mutace
Bodové mutace v kódujících oblastech DNA mohou být synonymní (tiché), nedo-
chází u nich ke změně aminokyselin v proteinovém řetězci kódovaném v dané oblasti.
Nebo mohou být nesynonymní, v tom případě dochází ke změnám aminokyselin pro-
teinového řetězce, změně délky řetězce nebo i k celkovému narušení syntézy proteinu.
Existují různé typy bodových mutací.

4.1.1 Substituce

Substituce je záměna jednoho nukleotidu za nukleotid s jinou bází. Substituce může
být synonymní i nesynonymní. Každá aminokyselina v proteinu je kódována kodo-
nem skládajícím se z tripletu nukleotidů. Genetický kód, který překládá triplet do
aminokyselin je degenerovaný (více různých kodonů kóduje stejnou aminokyselinu).
Proto změna jednoho nukleotidu v kodonu nemusí znamenat změnu aminokyseliny
v proteinovém řetězci. Pokud má bodová substituční mutace na konkrétním místě
genomu určité zastoupení v populaci, jedná se o jednonukleotidový polymorfismus
(SNP).

Substituce se dělí na tranzice a transverze. Tranzice je záměna purinové báze
za purinovou nebo pyrimidinové za pyrimidinovou. Transverze je záměna purinové
báze za pyrimidinovou nebo naopak.

4.1.2 Delece a inzerce

Delece je ztráta nukleotidu v řetězci DNA, inzerce je zařazení nukleotidu do řetězce
DNA. Pokud se tyto mutace vyskytují v kódující oblasti, jsou vždy nesynonymní.
Delece nebo inzerce způsobí posun čtecího rámce, čímž se změní sestavení kodonů.
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4.2 Chromozomové mutace
Chromozomové mutace jsou změny počtu nebo struktury chromozomů. Existují
různé typy chromozomových mutací. Patří mezi ně delece (ztráta části chromo-
zomu), inverze (převrácení části chromozomu), duplikace (zdvojení části chromo-
zomu), translokace (připojení části chromozomu na nesprávný chromozom) a frag-
mentace (rozpad chromozomu na fragmenty).

4.3 Genomové mutace
U genomových mutací se obvykle jedná o znásobení celé chromozomové sady, nebo
změnu počtu jednotlivých chromozómů ze sady. [32]
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5 Identifikace Variability

5.1 Treponema pallidum
Pro identifikaci variabilních míst v celogenomových sestaveních byl zvolen genom
bakterie Treponema pallidum. T. p. je gramnegativní bakterie z kmene spirochet.
Její kruhový genom obsahuje 1,14 milionů párů bazí a necelých 1000 kódujících
sekvencí. [33]

Existují tři známé poddruhy této bakterie. Všechny tři poddruhy jsou původci
různých onemocnění. T. p. pallidum je původcem syfilitydy, T. p. pertenue je pů-
vodcem frambézie a T. p. endemicum způsobuje bejel neboli endemickou syfilitidu.
[34]

V této práci byla použita nasekvenovaná data genomů různých kmenů poddruhu
T. p. pallidum. Konkrétně to byly kmeny TPA_Grady, TPA_HaitiB, TPA_Madras,
TPA_Philadelphia a TPA_UZ1974.

5.2 Data
Použitá data byla poskytnuta vedoucím práce a jsou k dispozici na Ústavu biome-
dicínského inženýrství, Fakulty elektrotechniky a komunikačních technologií, VUT
v Brně.

Z důvodu podobnosti genů v rámci genomu T. p. a možné nejednoznačnosti
zařazení čtení byl genom sekvenován po částech. Proces rozdělení genomu na části
se nazývá pooling. Konkrétně byl genom rozdělen na čtyři části pool 1, pool 2, pool 3
a pool 4. Jednotlivé pooly se částečně překrývají. Gen tprC náležící do poolu 1 a gen
tprE náležící do poolu 2 byly z původních částí odděleny a sekvenovány v rámci
poolu 4.

Data byla získána pomocí sekvenátoru Illumina. Pro každý pool jsou dva soubory
dat - jeden se čteními z dopředného vlákna, druhý se čteními z reverzního vlákna.
Data byla mapována k referenčním sekvencím.

5.3 Úprava a mapování dat
Pro řešení praktické části této práce byly využity programovací jazyk R ve vývojo-
vém prostředí RStudio a software s velkým množstvím nástrojů pro bioinformatiku
UGENE. Vytvořené skripty v jazyce R a výsledné tabulky jsou uloženy v přiloženém
ZIP souboru.
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5.3.1 Zpracování dat

Pomocí programovacího jazyka R byly díky známým počátečním a koncovým sek-
vencím jednotlivých poolů a genů tprC a tprE z referenční sekvencí extrahovány
sekvence těchto částí a byly zapsány do souborů FASTA. Toho bylo docíleno pomocí
vytvořené funkce RefPools, která je součástí skriptu reference_pools.R obsaženého
v příloze.

K vytvořeným referenčním sekvencím byly v softwaru UGENE pomocí nástroje
Bowtie2 namapována data ze sekvenátoru. Pro každou část referenční sekvence byly
použity dva soubory dat, jeden s dopřednými čteními, druhý s reverzními, proto
bylo zvoleno nastavení mapovacího nástroje paired-end. Bylo provedeno celkové za-
rovnání end-to-end.

Výstupy ze softwaru ve formátu BAM (binární verze formátu SAM) byly dále vy-
užity pro vytvoření tabulek s počty zastoupení jednotlivých nukleotidů na pozicích
pomocí funkce pileup. Pileup je textový formát, který zobrazuje počty jednotlivých
nukleotidů namapovaných na určité pozici v referenční sekvenci ve formě tabulky.
Již při tvorbě pileupů pomocí funkce pileup byla provedena částečná selekce variabil-
ních pozic nastavením parametru min_minor_allele_depth (minimální zastoupení
minoritní alely) na hodnotu 50. Dále byla funkce nastavena tak, aby byly v pileupu
rozlišeny nukleotidy nalezené na dopředném a reverzním vlákně. Data z pileupů
jednotlivých částí byla pro každý použitý kmen bakterie sloučena pomocí funkce
CompletePileup, nacházející se ve skriptu pileups.R v příloze, a byla uložena do
souborů ve formátu CSV.

5.3.2 Selekce variabilních míst

V další fázi byla provedena selekce variabilních míst podle různých parametrů.
Prvním parametrem selekce bylo poměrové zastoupení nukleotidu na pozici na

dopředném a reverzním vlákně. Do nové tabulky byly vybrány pouze nukleotidy, u
kterých byl poměr zastoupení na dopředném vlákně ku reverznímu minimálně 30:70,
a stejně tak poměr zastoupení na reverzním ku dopřednému.

Dále byla provedena selekce variabilních pozic podle procentuálního zastoupení.
Pro tento účel byl do tabulky, vytvořené selekcí podle poměrového zastoupení na
jednotlivých vláknech, přidán sloupec ref s referenčními nukleotidy. Následně byly
do další tabulky vybírány pouze pozice, na kterých je zastoupení alternativního nuk-
leotidu oproti referenčnímu více než 5 % z celkového počtu nukleotidů nalezených na
dané pozici. Výsledná tabulka ve formě pileupu byla zapsána do souboru CSV. Zmí-
něné úpravy byly provedeny pomocí funkce VarPositions, která je součástí skriptu
pileups.R.
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5.3.3 Výsledné zpracování a vizualizace dat

Z vytvořených tabulek s vyselektovanými variabilními pozicemi byly extrahovány
variabilní pozice a procentuální zastoupení na daných pozicích. K tomu byla vytvo-
řena funkce VarPercent ve skriptu variabilities.R nacházejícím se v příloze.

Dále bylo pro účely vyhodnocení potřeba sloučit variabilní pozice všech zkou-
maných kmenů bakterie do jedné tabulky. Referenční sekvence jeednotlivých kmenů
mají však určité odlišnosti a různou délku. Bylo proto nutné použít zarovnání daných
referenčních sekvencí a upravit podle tohoto zarovnání pozice variabilních míst. Vek-
tor s procentuelním zastoupením variabilit na všech pozicích přepočtených pro za-
rovnanou sekvenci byl vytvořen pro každý kmen pomocí funkce VarAlign ve skriptu
variabilities.R.

Následně byly vektory s procentuálním zastoupením variability v zarovnané sek-
venci všech kmenů spojeny do jedné matice, která byla zapsána do souboru ve for-
mátu CSV s názvem var_matrix.csv a je součástí přílohy.

Z výsledné matice byly dále vyselektovány pozice na nichž je přítomná variabilita
alespoň u dvou zahrnutých kmenů. Tabulka s těmito vyselektovanými pozicemi byla
zapsány do souboru com_matrix.csv a je součástí přílohy.

Poslední vytvořená tabulka, která je v příloze pod názvem cds_matrix.csv, ob-
sahuje variabilní pozice v rámci kódujících sekvencí a jména genů na daných po-
zicích. Pozice kódujících sekvencí v referenci byly extrahovány z referenčního sou-
boru GenBank pro genom TPA_Madras funkcí GetCDS a přepočteny na pozice
v zarovnání funkcí RefCount. Obě funkce jsou ve skriptu variabilities.R. Z tabulky
var_matrix byly selektovány pozice, které byly shodné s pozicemi kódujících sek-
vencí a součet procentuálního zastoupení na pozici byl více než 5 %.

Z hodnot zaznamenaných v matici pro variabilní pozice společné alespoň pro dva
kmeny a v matici s variabilitami v rámci kódujících sekvencí byly provedeny vizuali-
zace v podobě heatmap pomocí funkce pheatmap. Heatmap je grafická reprezentace
dat, ve které jsou hodnoty obsažené v matici reprezentovány jako barvy. Vytvořené
heatmapy jsou zobrazeny a zhodnoceny dále.
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6 Výsledky
Procesem popsaným výše byly vytvořeny dvě heatmapy. Každý kmen je v heatmapě
zobrazen v podobě jednoho sloupce, pozice jsou jednotlivé řádky. Barevná škála je
zobrazena v pravé horní části obrázku. Jednotlivé hodnoty legendy barevné škály
jsou procenta alternativních nukleotidů na pozici. Červené oblasti v heatmapě tedy
znamenají vysokou variabilitu, žluté nízkou.

Obr. 6.1: Heatmap procentuálního zastoupení alternativních alel na pozicích, kde
byla variabilita identifikována alespoň u dvou kmenů baterie T. p. pallidum

První heatmap, zobrazená na Obr. 6.1, barevně znázorňuje procentuální zastou-
pení alternativních nukleotidů na jednotlivých pozicích, kde byla identifikována va-
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riabilita alespoň u dvou zkoumaných kmenů bakterie T. p. pallidum zároveň.

Obr. 6.2: Heatmap procentuálního zastoupení alternativních alel na pozicích, kde se
v genomu nacházejí kódující sekvence

Druhá heatmap, zobrazená na Obr. 6.2, barevně znázorňuje procentuální zastou-
pení alternativních nukleotidů na jednotlivých pozicích, na kterých se v genomu na-
cházejí kódující sekvence genů. Změny v genomu na těchto pozicích mohou mít vliv
na syntézu a strukturu výsledných proteinů a mohou tedy způsobovat rozdíly mezi
jednotlivými organismy.
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6.1 Vyhodnocení výsledků
V první heatmapě je na první pohled zřetelná podobnost genomů kmenů Phila-
delphia a UZ1974. Oba dva genomy vykazují vysokou variabilitu. V genomu kmene
Philadelphia je velmi vysoká variabilita v průběhu celého genomu. U kmene UZ1974
je v oblasti poolu 2 variabilita výrazně nižší než ve zbylé části genomu. V tomto pří-
padě je to zřejmě způsobeno méně důkladnou sekvenací poolu 2. U genomu kmene
Madras je situace přesně opačná. Většina genomu vykazuje poměrně nízkou va-
riabilitu, kromě poolu 2 který vykazuje vysokou variabilitu a pravděpodobně byl
osekvenován kvalitněji.

Kmeny Grady, HaitiB a Madras vykazují ve většině genomu spíše nižší variabi-
litu. V heatmapě můžeme zaznamenat určité podobnosti polohy variabilních oblastí
mezi Grady a Madras.

V druhé heatmapě zobrazující míru variability v kódujících sekvencích jsou vý-
sledky poněkud odlišné. Je zde vidět mnohem větší rozdíl mezi kmeny Philadelphia
a UZ1974. Oba dva tyto genomy ale stále vykazují nejvyšší variabilitu. U kmenů
Grady a Madras je stále vidět podobnost variability v některých oblastech. Na ně-
kterých místech se ve variabilitě v kódujících sekvencích shodují i s kmenem HaitiB.

Celkově je tedy možné identifikaci variabilit v celogenomovém sestavení genomů
několika kmenů bakterie T. p. palidum zhodnotit tak, že u všech genomů byly na-
lezeny určité variability. Mezi některými kmeny byly nalezeny určité podobnosti,
které mohou svědčit o větší příbuznosti daných kmenů. Rozložení variability v kó-
dujících sekvencích je v určitých oblastech rozdílné od rozložení variability v celém
genomu. Na míru identifikované variability má také velký vliv důkladnost a kvalita
sekvenování.
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Závěr
Náplní této bakalářské práce je vypracování literární rešerše na téma sekvenačních
technologií, metod sestavování genomů k referenci a genomové variability. V prak-
tické části je cílem identifikace variabilních míst v celoenomovém sestavení genomů
pěti kmenů poddruhu bakterie Treponema pallidum pallidum a zhodnocení výsledků
této identifikace.

V první části práce jsem popsala principy sekvenačních technologií první, druhé
a třetí generace, zejména se zaměřením na technologii Illumina, která byla použita
pro sekvenaci dat používaných v praktické části práce. Dále se v práci zabývám me-
todami pro sestavování genomu, nástroji pro mapování genomických dat k referenci
a tvorbou knihoven pro sekvenaci technologinemi NGS. V závěru teoretické části
práce jsem popsala různé způsoby vzniku genetické variability.

V praktické části práce jsem vytvořila programové řešení zpracování dat ze sekve-
nátoru Illumina pro účel identifikace variability. Pomocí mnou vytvořených skriptů
v programovacím jazyku R jsem rozdělila referenční sekvence všech pěti kmenů na
jednotlivé pooly a k těmto částem referenčních sekvencí namapovala dodaná data
pomocí softwaru UGENE. Z namapovaných dat jsem vytvořila pileupy, jejichž hod-
noty prošly selekcí na základě počtu alternativních nukleotidů, poměru nukleotidů
na dopředném a reverzním vlákně a procentuálního zastoupení alternativního nuk-
leotidu na pozici.

Úspěšně jsem takto detekovala množství variabilních pozic u každého kmenu,
které jsem následně zkombinovala do společné tabulky, na které jsem následně pro-
vedla další selekce na základě společných variabilit a přítomnosti v kódující sekvenci.
Získané hodnoty jsem vizualizovala pomocí heatmap a zhodnotila výsledky.

Provedená analýza ukázala, že i u velmi příbuzných organismů je genetická vari-
abilita poměrně vysoká, z čehož se dá usoudit, že se zkoumané organismy neustále
mění a vyvíjí.
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Seznam symbolů a zkratek
dATP deoxyadenosintrifosfát

dCTP deoxycytidintrifosfát

dGTP deoxyguanosintrifosfát

dTTP deoxythymidintrifosfát

ddATP dideoxyadenosintrifosfát

ddCTP dideoxycytidintrifosfát

ddGTP dideoxyguanosintrifosfát

ddTTP dideoxythymidintrifosfát

CCD charge-coupled device

PCR polymerase chain reaction

ZMW zero-mode waveguide

SAM sequence alignment map

SPRI solid phase reversible immobilisation

T. p. Treponema pallidum

BAM binary alignment map

CSV comma-separated values

CDS coding DNA sequence
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A Obsah přiloženého ZIP souboru
Přiložený ZIP soubor obsahuje složku přílohy, v níž se nacházejí dvě složky. Ve složce
Rsoubory jsou vytvořené skripty v programovacím jazyce R. Ve složce tabulky jsou
výsledné tabulky ve formátu CSV.

prilohy
Rsoubory

reference_pools.R
pileups.R
variabilities.R

tabulky
cds_matrix.csv
com_matrix.csv
var_matrix.csv
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