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ABSTRAKT

Tato bakalarska prace se zabyva genotypizacnimi metodami, které vyuZzivaji teplotu tani
oligonukleotidli. V teoretické Casti je popsana DNA, je vysvétlen pojem typizace a jsou
zde popsany laboratorni i vypocetni metody genotypizace. V praktické Casti byly v pro-
gramovacim prostfedi MATLAB navrzeny funkce pro vypocet teploty tani ze sekvence
a pro jejich spusténi bylo vytvoreno grafické uzivatelské prostredi. Dale byla zpracova-
vana realna data zmérena pro 52 izolatd bakterie Klebsiella pneumoniae poskytnuta FN
Brno. Byly porovnavany laboratorné urcené teploty tani s teoretickymi vypocty. Nako-
nec bylo zjistovano, zda je mozna klasifikace bakterii shlukovacimi metodami na zakladé
teoreticky vypoctenych teplot tani oligonukleotidd.

KLICOVA SLOVA

Teplota tani, genotypizace, DNA, mini-multilokusova sekvencni typizace, vysokorozliso-
vaci analyza krivek tani

ABSTRACT

This bachelor’s thesis deals with genotyping based on the oligonucleotide melting tem-
peratures. In the theoretical part, DNA, typing, experimental and theoretical genotyping
methods are described. The practical part of the thesis deals with a program that is
designed to calculate the melting temperatures of sequences based on different meth-
ods, and the graphical user interface was created. In the following part, the measured
melting temperatures of bacterial isolates of Klebsiella pneumoniae are compared to the
theoretically calculated melting temperatures. In the last part of the thesis, the possi-
bility of genotyping using cluster analysis based on the theoretical melting temperatures
is explored.
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Uvod

Jednim z nejrozsirenéjsich mikroorganismi na této planeté jsou bakterie. Mohou byt
clovéku prospésné, at uz primo usidlené v nasem organismu v symbiotickém vztahu
(napr. bakterie stfevni mikrofléry), nebo jejich vyuzitim v prumyslu (napr. k vy-
robé kyseliny mlééné). Na druhou stranu existuje fada patogennich bakterii, zpu-
sobujici mnohd onemocnéni. A pravé tyto bakterie je Casto potieba identifikovat
(tzv. typizovat), protoze jejich spravné zarazeni nasledné muze odhalit zdroj nédkazy
nebo i urcovat 1léc¢bu.

jejich rozdéleni do jednotlivych kment. Diive probihala klasifikace bakterii prevazné
podle pozorovatelnych vlastnosti a znaku (fenotypicka analyza). Dnes se diky novym
technologiim ptidala identifikace na zakladé genetického kédu (genotypizace), kterd
je mnohem U¢innéjsi a je schopna mnohdy rozlisit i linie, které jsou mezi sebou blizce
pribuzné.

Typiza¢ni metody se vyuzivaji predevsim v epidemiologii, kdy se sleduji zdroje
a cesty Sifeni ptivodci onemocnéni. Piikladem je bakterie Klebsiella pneumoniae,
ktera byva c¢astou pri¢inou nozokomialnich infekci, siticich se po nemocnicich. Véasné
odhaleni zdroje nakazy nebezpecéného kmenu této bakterie mize zabranit pandemii.

Genotypizaci lze odhalit i rezistenci bakterie vici urc¢itému antibiotiku. Infor-
mace o antibiotické rezistenci bakterie miize mit i zivotné dilezitou roli pro pacienta.
O tom svédci napriklad nemoc tuberkuléza zptisobend bakterii Mycobacterium tu-
berculosis. Tato nemoc se dnes vyskytuje uz prevazné jen v rozvojovych zemich, kde
zdaleka neni potfebné technické vybaveni, a to ani pro urceni rezistence. Proto se
nemocni [é¢i primarnimi antibiotiky a rezistence je vétsinou odhalena, az kdyz u pa-
cienta priméarni lécba nezabird. V této chvili vSak miize byt na podani ucinnéjsich
antibiotik uz pozdé.

Pro oba vyse uvedené priklady by bylo potfeba zajisténi rychlé, presné, jednodu-
ché, a z divodu velkého mnozstvi provadénych testi, i cenové nenarocné typizacni
metody. Tato metoda by se uplatnila i v urcéitych ptipadech epidemii, kdy jsou
laboratote molekularni biologie a genetiky denné zahlcovany desitkami, stovkami,
pripadné az tisicovkami vzorka vyzadujicich co nejrychlejsi analyzu.

Tématem této prace je rozvijejici se genotypizacni metoda, kterd tento poten-
ciadl vykazuje. Jedna se o metodu mini-multilokusové sekvencni typizace, kterd je
zalozena na urcovani teploty tani kratkych sekvenci DNA. Cilem prace je srov-
nani laboratorné urcenych teplot tani bakteridlnich izolatt Klebsiella pneumoniae
poskytnutych FN Brno s vypocetné stanovenymi a nasledné urcit, zda je pomoci

téchto vypoctenych teplot mozna klasifikace poskytnutych vzorki.
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1 DNA

1.1 Struktura DNA

V poloviné 20. stoleti bylo prokazano, ze DNA (z angl. deoxyribonucleic acid) je no-
sitelkou dédicné informace. Jeji zakladni jednotkou je nukleotid, ktery se sklada
z molekuly cukru (konkrétné deoxyribézy), molekuly fosfatu a dusikaté baze. Gene-
ticka informace je uchovana v usporadani riznych kombinaci ¢tyt druhti dusikatych
béazi, adeninu (A), cytosinu (C), guaninu (G) a thyminu (T). V roce 1953 se James
Watson a Francis Crick dopracovali k zavéru, ze se DNA vyskytuje jako pravotociva
dvojita sroubovice, ve které se dva polynukleotidové fetézce obtaceji navzajem kolem
sebe ve spirale. Polynukleotidové Tetézce se skladaji ze sekvence nukleotidi, které
jsou navzajem spojeny kovalentnimi fosfodiesterovymi vazbami. Tato dvé vlakna,
tvorici pater DNA, jsou drzena pohromadé pomeérné slabymi vodikovymi vazbami,
které vznikaji mezi bazemi opacnych vldken. Parovani bazi je specifické, A se paruje
s T za vzniku dvou vodikovych vazeb a C se paruje s G za vzniku tfi vodikovych
vazeb. Struktura je zobrazena na obrazku 1.1. Proto jsou fetézce DNA oznacovany

jako komplementarni. [1]

pary I! I’! I |! - I! i I! |! [ H ___vodikove

culr-fosfatoveé
patefe

Obr. 1.1: Struktura DNA, prevzato z [1].

1.2 Amplifikace DNA

Pro vétsinu laboratornich genetickych analyz je potfeba vétsi mnozstvi DNA, nez je
v odebraném vzorku. Z toho diivodu se provadi namnozeni zajmovych sekvenci DNA

in vitro. Nejcastéjsi pouzivanou metodou je polymerazova fetézova reakce (PCR).
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1.2.1 Polymerazova retézova reakce

Metoda PCR zacina vytvorenim smési reagencii. Tato smés obsahuje templatovou
DNA, jejiz ¢ast chceme namnozit, enzym DNA polymerazu, ktery buduje novy
fetézec podle templatu, nukleotidy, primery, coz jsou kratké syntetické sekvence,
které jsou komplementarni ke znamym sekvencim ohranicujici oblast zajmu, a pufr,
ktery vytvari vhodné prostredi pro reakce. Tento mix nasledné prochazi tremi kroky;,
které se mnohokrat opakuji. Nejprve je asi na 15 sekund smés zahiata na 92 - 95 °C.
Pri této teploté retézec denaturuje a rozplete se. V dalsim kroku dochéazi pri teplo-
tach okolo 50 - 60 °C k navazani oligonukleotidovych primert. Posledni krok probiha
1 - 3 minuty pfi teplotach okolo 70 - 72 °C, kdy DNA-polymeraza za navazanymi
primery syntetizuje podle templatového fetézce nové komplementarni vlakno. Tyto
t1i kroky se opakuji, dokud nedosdhneme pozadovaného stupné amplifikace. Schéma
je na obrazku 1.2. [1], [2]
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Obr. 1.2: Schéma PCR, prevzato z [1].
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2 Typizace bakterii

Typizace nam slouzi k blizsi identifikaci bakterii stejného druhu, které je nezbytné
predevsim pro epidemiologii. Pro klasifikaci je pouzivana fada metod. Prvni metody
spocivaly pouze v pozorovani vlastnosti a znaku (fenotypu) organizmu. Napriklad
sledovani tvaru a velikosti (tedy morfologie) bunky, nebo zarazeni podle Gramova
barveni (tj. podle stavby bunééné stény). Déle se dd zamérit na kultivacni vlastnosti
bakterii. Jaké velikosti a tvaru nabyvaji kolonie, jaké podminky k ristu vyzaduji,
a jak reaguji na jejich zmény. Tyto metody jsou stale zlatym standardem v ru-
tinni lékatské mikrobiologii a to predevsim u druhtt mikroorganismii, které nemaji
zvlastni pozadavky na rust. Tento postup totiz poskytuje ¢istou kulturu potiebnou
pro testovani citlivosti na antibiotika.

V dnesni dobé se ¢im dél ¢astéji pouzivaji i molekularné-genetické techniky (ge-
notypizace), které klasifikuji bakterie na zakladé jejich genetické informace. Téchto
metod je velké mnozstvi v nejriiznéjsich modifikacich. Patti sem napiiklad pulzni ge-
lova elektroforéza (PFGE), celogenomové sekvenovani nebo multilokusova sekvenéni
typizace (MLST) a mini-multilokusova sekvenc¢ni typizace (mini-MLST), které bu-
dou popsany déle. Pro tyto metody je ¢asto nutné predem DNA amplifikovat. [1],

3]

2.1 Multilokusova sekvencni typizace

Metoda multilokusova sekvenc¢ni typizace byla poprvé popsana roku 1998. Postup
této metody zac¢ind amplifikovanim nékolika standardizovanych fragment z gent
(tzv. housekeeping genes), kédujicich proteiny, které jsou nezbytné pro chod bunky.
Vybrany jsou pravé tyto typy gent, protoze jejich sekvence jsou pomeérné stabilni.
Tyto useky o délce okolo 450 bp jsou osekvenovany a kazda unikatni alela je ¢islo-
vana chronologicky dle objevu. Sekvencni typ (ST) je pak dan souborem ¢isel, kdy
kazdé definuje alelu konkrétniho genu. Schéma metody je znazornéno na obrazku 2.1.
Vsechny alely a sekvencni typy jsou pod timto kédovanim pristupné na internetu.
Tato metoda mé vysokou rozliSovaci schopnost a je reprodukovatelna. Mezi jeji ne-
vyhody patii financ¢ni naro¢nost zptisobena predevsim sekvenovanim jednotlivych
fragmentii. Tento problém Tesi odvozend metoda mini-MLST, ktera je popsana v ka-
pitole 3.1.2. [4], [5]
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PCR sekvenovani aleldm jsou prifazeni

pritazena disla k sekvenénimu typu
I 3
—_— = AR RWAANA
- 4
I —_— == 1
NI 3-dal-  -7-2-
: ARARNANANL > ST 51
I - - = , 7
I D 2
—_—
DNA PCR sekvence sl sekvenéni typ
produkty alel alel

Obr. 2.1: Schéma MLST, prevzato z [6].
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3 Techniky pro stanoveni teploty tani oligo-
nukleotidi

P1i pokojové teploté je DNA stabilni a zachovava si dvoutetézcovou podobu (dsDNA,
z angl. double-stranded DNA). Pfi zvySovani teploty vsak dochézi k denaturaci DNA
a dvousroubovice je postupné rozplétana az do podoby dvou jednoretézovych DNA
(ssDNA, z angl. single-stranded). Teplota, pfi niz je rozpleteno 50 %, se nazyva
teplota tani 7, (z angl. melting temperature). Vyse teploty tédni molekuly DNA
zavisi predevsim na dvou faktorech, na jeji délce a zastoupeni part bazi guanin
cytosin. S rostouci délkou molekuly a také s vyssim procentualnim zastoupenim GC
paru je potieba vice tepelné energie k rozpleteni fetézce kvili vétsimu mnozstvi

vodikovych vazeb. [3]

3.1 Laboratorni techniky

V roce 2002 byla predstavena nova metoda genotypizace, pracujici na zakladé ana-
Iyzy teploty tani DNA fetézcu, tzv. vysokorozliSovaci analyza krivek tani (HRM
z angl. High Resolution Melting). Tato metoda nasla uplatnéni naptiklad pti geno-
typizaci bakterii nebo pfi skenovani mutaci. Popularita této metody znacné roste,
protoze disponuje nékolika vyhodami oproti ostatnim genotypizacnim a sekvenac-
nim metodam. Mezi hlavni klady patii jednoduchost a rychlost provedeni, finanéni
nenaroc¢nost a navic je i pomeérné citliva a spolehliva. [7]

Pro urcovéani jednonukleotidovych polymorfismi (SNP) u nékterych druht bak-
terii (napt. Klebsiella pneumoniae, Streptococcus pyogenes, Staphylococcus aureus
aj.) byl zaveden novy pfistup zvany minim typing nebo také mini-MLST, ktery je
modifikaci metod MLST a HRM. [5]

3.1.1 VysokorozliSovaci analyza krivek tani

Drive byla teplota tani monitorovana mérenim absorbance UV zafeni (u denaturo-
vané DNA dochézi k vyssi absorpci nez u nativni). Aby touto metodou vznikly
kvalitni kiivky téni, bylo potreba velké mnozstvi izolované DNA (v fadech ug)
a kompletni métreni casto trvalo az hodiny. Tyto dva problémy odeznély poté, co byly
na trh privedeny prvni real-time PCR kombinované s termocyklerem a fluorimetrem.
S touto technologii trva analyza teploty tani par minut a sta¢i nanogramy DNA.
Dnesni metody snimaji fluorescenci, proto je nutné do vzorku pridat saturacni
barviva, kterd maji vysokou afinitu k dsDNA. Vétsina pouzivanych barviv navic

neovliviiuje pribéh PCR, a proto se mohou pridavat pred amplifikaci, coz Setii cas
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a snizuje pravdépodobnost kontaminace vzorku. Je ale nutné zminit, ze koncent-
race barviva ovliviiuje tani produktu, konkrétné mize zptisobit posun krivek tani
k vyssim teplotam. Proto je pro reprodukovatelnost vysledki urcitych testii nutna
optimalizace a dodrzovani protokoli. Obarveny produkt PCR je vystaven postup-
nému a rizenému zvedani teploty rychlosti 0,1 - 1 °C/s. Se zvysujici se teplotou do-
chazi k rozvolnovani (,tani“) dvoufetézce, tim se z néj uvoliuje navazané barvivo,
a pristroje zaznamenavaji snizovani fluorescence. Vykreslend zavislost fluorescence
na teploté se oznacuje jako kfivka tani. Nejedna se o linearni proces. Kiivka pro
kratké retézce kopiruje tvar sigmoidy, pro delsi sekvence muze nabyvat komplexnéj-
Sich tvar.

Aby bylo mozné surova data, kdy se zaznamenava zavislost fluorescence na tep-
loté, porovnat, je nutné data normalizovat. Tim budou vSechny krivky zacinat
ve stejném misté na ose y. Normalizace mezi hodnotami 0 az 1 probiha v takzvané
doméné tani. Doména tani se nachazi v tiseku, kde dochazi k prudkému poklesu flu-
orescence, coz odpovida tdni analyzovaného retézce. Pak 0 % fluorescence souhlasi
s plné  roztatou“ DNA (ssDNA) a 100 % odpovida dsDNA. Inflexni bod kiivky
predstavuje 50 % a urcuje teplotu tani (7)) (obrazek 3.1 (A)). Pro snadnéjsi zis-
kéni teploty tani mize byt zobrazena také derivacni kiivka (obrazek 3.1 (B)), kterd
byva zkonstruovana jako zavislost prvni zaporné vzaté derivace fluorescence podle
casu (-AF/At) na teploté. V této kiivce pak odpovidé teploté tani vrchol. [3], [7]

o Doména tani Doména tani
C -+
3

¢ 9

)

3 dsDNA

o=
50%

I S
(A) ™ teplota ®) T teplota

Obr. 3.1: Kfivka tan{ s normalizovanou fluorescenci (A), derivacéni kiivka, ktera byla
vypocitana z normalizovanych dat jako prvni zaporné vzata derivace fluorescence

podle ¢asu vykreslend v zavislosti na teploté (B), prevzato z [3].
Teplota tani predstavuje sice velmi vhodnou porovnavaci jednotku, ale jedna se

pouze o jeden bod celé kiivky tani, ktera jako celek obsahuje mnohem vice informaci,

a proto byva ¢asto vyuzivan pro porovnavani tvar celé kiivky:.
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Metoda HRM dokéaze zaznamenat zménu i v jedné bazi. Na obrazku 3.2 je mozné
vidét krivky pro rizné zamény adeninu a cytosinu, konkrétné varianty AA, AC a CC.
Z obréazku je patrné, ze homozygoti AA a CC maji stejny tvar kiivky, pouze kiivka
homozygota CC je posunuta k vyssi teploté, protoze obsahuje trojnou vazbu. Oproti
tomu ktivka heterozygota vykazuje rozdilny tvar. Ke snizovani fluorescence zde do-
chazi uz pti nizsich teplotach a ktivka nedosahuje takového spadu jako u homozy-
gotl.

100 S
=
S 80+ A/C —» -—C/C
3
®
g
§ 60 -
p
c
g
[e] 40 =
N
g
5 20 AA—

0 T T T T T T T T T 1
78 80 82 84 86 88

teplota [°C]

Obr. 3.2: Kiivky tani pro rizné kombinace A a C, pfevzato z [7].

Nékdy neni potieba ani znat kompletni genotyp, ale pouze nés zajima shoda ur-
c¢itych sekvenci. I pro takové pripady je HRM velmi vhodnd, protoze staci porovnat
kiivky tani obou sekvenci. Toho by se dalo velmi dobfe vyuzit v transplanta¢ni me-
diciné pti zjistovani kompatibility mezi piijemcem transplantatu a darcem, kdy by
stacilo porovnat kiivky tani genit HLA. Porovnavani kiivek lze také vyuzit pro skeno-
vani mutaci, kdy porovnavame normalizované kiivky heterozygotniho vzorku (s mu-
taci) a homozygotni referenci (nebo prumeér vsech kiivek bézné se vyskytujicich
typu). Aby bylo mozné kiivky porovnat, je tieba jejich zakladny posunout po ose x
(teplotni osa) tak, aby se prekryvaly. Piiklad porovnani je na obrazku 3.3 (A). Roz-
dily v tomto grafu se zdaji nepatrné, proto se zobrazuje diference mezi jednotlivymi
vzorky viz obrazek 3.3 (B). [7]

Pro kvalitni analjzu je ¢asto nutné pouzit jen konkrétni kratké useky DNA.
U mensich fragmentii je zména teploty v zavislosti na obsahu GC parti pomérné

dobre predvidatelna a detekovatelna, ale pro iseky uz s malym navysenim nad 100 bp
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miize analyzu znacné zkreslovat. Kratsi produkty PCR obvykle také taji pouze s jed-
nou doménou tani a tedy s jedinym vrcholem v derivacni kiivce. Vice vrchola v kiivee
se také objevi, pokud je v analyzovaném vzorku vice oligonukleotidi, jako nespeci-
fické produkty DNA nebo dimery. Krivka tedy muze slouzit jako ukazatel Cistoty
vystupt z PCR. Tim padem je také nutné navrhnout presny primer, ktery bude

amplifikovat pouze pozadovany oligonukleotid. [3],[8],[9]

N
o
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o
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[&)]
|

N
)]
|

normalizovana fluorescence [%]
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5 normalizovana fluorescence [y%]
[6)]
o
|

@
=z

teplota [°C] teplota [°C]

Obr. 3.3: Porovnani kiivek heterozygota (HET) s homozygotem (WT) (A), zobra-

zeni diference mezi jednotlivymi vzorky (B), pfevzato z [7].

3.1.2 Minim typing

Minim typing, nebo také mini-MLST, je pomérné nova typizac¢ni metoda vyuzivana
predevsim pro nékteré bakterie. Stejné jako u metody MLST jsou nejprve amplifi-
kovany urcité ¢asti stabilnich provoznich gent. Misto finan¢éné nakladné sekvenace,
ale poté probihd analyza krivek tani.

Pomoci krivek tani je nasledné urc¢ovan mimo jiné i pocet GC pari. Krivky
byvaji porovnavany s referencéni sekvenci, u niz je pocet GC part znam. Hodnoty
GC part a dalsi analyza kiivek identifikuje alelu. Tyto informace se dale pomoci
softwaru zpracovavaji a na jeho vystupu je definovano ¢islo oznacované jako MelT.
Podle prevodniho klice je dale mozné prevadét ST na MelT a do jisté miry i naopak.

Schéma metody je zobrazeno na obrazku 3.4. [5], [10], [11]
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PCR HRM Urceni poctu GC parti  Zpracovani softwarem
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Obr. 3.4: Schéma mini-MLST.

3.2 Vypocetni techniky

Pro nékteré techniky molekularni biologie je predikce presné hodnoty teploty tani
casto zasadni. Jsou to predevsim metody, u kterych se reakce ticastni vice oligo-
nukleotidii soucasné, jako je kvantitativni nebo multiplexni PCR. U téchto metod
miize Spatné stanovenou hodnotou 7, dojit k znehodnoceni pozadovanych vystupi
reakci. Pro stanoveni teploty tani existuje nékolik vypocetnich metod, které lze déle
ruzné modifikovat (napf. zménou parametri). Na internetu je fada volné pristup-
nych softwari, které tyto metody pro vypocet T, vyuzivaji. Pouzitim rtznych metod
ale bohuzel ve vétsiné pripadi obdrzime rozdilné hodnoty T,,, pak je velmi slozité
se rozhodnout, ktera je ta presna. Teplota tani totiz zavisi na vice faktorech, nejen
na obsahu GC part, ale i na usporadani bazi v sekvenci, na koncentraci soli v roz-
toku (resp. na iontové sile), na pH roztoku aj. Kazda metoda pak bere v potaz tyto

faktory rtznou mirou. [12], [13]

3.2.1 Elementarni metoda

Elementarni metoda (z angl. basic method) byla jedna z prvnich implementovanych
metod. Predpoklada, ze proces probiha v pufrovaném roztoku, s koncentraci sodnych
iont Nat 50 mM, 50 nM koncentraci oligonukleotidii a hodnotou pH blizké 7.
Jedinymi proménnymi tu jsou pocty jednotlivych bazi. Vypocet T, probiha podle

rovnice:

G+C—-16,4
A+T+G+C’

T, = 64,9 + 41,0 - (3.1)
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nebo v jednodussim tvaru pro sekvence kratsi nez 14 bazi:

T,=2-(A+T)+4-(C+G)—T, (3.2)

kde T,, je teplota tani ve stupnich Celsia a G, C, A a T jsou pocty bazi. [12],
[14]

3.2.2 Uprava soli

Koncentrace soli v roztoku také ovliviiuje teplotu tani. A prestoze je stale pomérné
malo znama presnd zavislost mezi T, kratkych DNA Tetézct a koncentraci iontu,
predevsim téch dvojmocnych, byla vytvorena rada korekcnich faktort v rovnicich

pro vypocet T,,. Rovnice pro vypocet:

G+C — 16,4 820,0

T, = 100,54 41,0 _
+ A+T1G+C A+T+GiC

+16,6 - log [Na*|, (3.3)

kde T,, je teplota tani ve stupnich Celsia. G, C, A a T jsou poé¢ty bazi a [Na*] je
koncentrace sodnych iont@ v mol-t1. Druhy ¢len rovnice upravuje zavislost na poc¢tu

GC part a treti clen délku fetézce. [12]

3.2.3 Metoda nejblizsiho souseda

Metoda nejblizsiho souseda (NN, z angl. Nearest Neighbor) je oznacovana za jednu
z nejpresnéjsich a nejpouzivanéjsich metod. Tento model predpoklada, ze potiebna
energie k rozpleteni duplexu nezavisi pouze na jednotlivém zastoupeni bazi, ale, jak
uz nazev napovida, pro oddéleni jednoho nukleotidového paru hraje roli i nukleoti-

dovy par, ktery po ném nasleduje. Vzorec pro vypocet je nasledujici:

_— AH
" A+AS+R-In(9)

— 273,15+ 16,6 - log [Na* |, (3.4)

kde T, je teplota tani ve stupnich Celsia, AH zna¢i zménu entalpie s jednot-
kou kcal-mol?, A je konstanta ( A = -0,0108 kcal K1 -mol?), AS urcuje zménu
entropie v kcal- K'X-mol!, R je plynova konstanta ( R = 0,00199 kcal K1 - mol?),
C stanovuje koncentraci oligonukleotidit v mol-I?, hodnota -273,15 je konverzni fak-
tor, ktery prevadi vyslednou teplotu tani z K na °C' a [Na™] je koncentrace sodnych
iontt v mol-I'1,

Ale i pri pouziti této jedné metody pro vypocet teploty tani, je mozné ziskat vice
rozdilnych vysledki. Termodynamické parametry AH a AS jsou totiz pro jednotlivé

dvojice sousedicich bazi urcovany experimentalné. Byla publikovana rada tabulek
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téchto parametri, které se od sebe lisi, protoze byly odvozovany z jinych datovych
soubori. [12], [15]

3.2.4 Fenomenologicky model

Tato metoda zohlednuje fyzikalné-chemické udalosti probihajici pfi procesu tani.
Zaméruje se na nutnost prerusit vodikové vazby mezi komplementarnimi bazemi,
ucinek soli a koncentraci nukleotidovych retézct. Pocitd i s nutnosti preruseni va-
zeb, které vznikaji interakcemi mezi sousedicimi bazemi, je tedy do jisté miry po-
dobnd metodé nejblizsiho souseda. U tohoto modelu se vSak nepocitd s entropii
a entalpii, ale s malymi celymi ¢isly, které byly stanoveny na zdkladé experimentu.
Nejprve byla pomoci simulaci uréena sila interakce mezi dinukleotidy, tedy dvojici
sousedicich nukleotidi. Dvojice byly rozdéleny na purinové (R), kam patii A a G,
a pyrimidinové (Y), obsahujici T a C. Vznikly ¢tyti skupiny moznych interakei RR,
RY, YR a YY. Pro tyto skupiny byly vyzkouseny ndhodné kombinace hodnot a na-
konec jim byly prifazeny hodnoty RR = 3, RY =5, YR =2 a YY = 3. K témto
¢islim se jesté pricitaji hodnoty odvozené na zakladé poctu vodikovych vazeb mezi
komplementarnimi nukleotidy. Par GC byl spojen s hodnotou 4 a par AT s hodno-
tou 1. Pocitaji se hodnoty pro kazdy dinukleotid a vznikd 16 riznych kombinaci,

které jsou vypsané i s hodnotami v tabulce 3.1.

Tab. 3.1: Parametry sily (St) pro jednotlivé dinukleotidy, prevzato z [13].

sousedici baze
vodikové mistky | RY =5 | YY =3  RR=3| YR =2
444 GC=13]CC=11 |GG =11|CG =10
1+4 AC=10| TC=8 | AG=8 | TG =7
441 GT=10]| CT=8 | GA=8 | CA=7
1+1 AT=7 | TT=5 | A A=5 | TA=4

Konecna rovnice je pak ve tvaru:

St
T =7,35-— + 17,34 - In(l) + 4,96 - In([Na*]) + 0,89 - In(C) — 25,42,

z (3.5)

kde T,, znaci teplotu tani ve stupnich Celsia, St je parametr sily vazby a je
dén souctem hodnot z tabulky, [ popisuje pocet nukleotidi v sekvenci, [Na*/ ur-
¢uje koncentraci sodnych iontu a C koncentraci DNA, obé koncentrace jsou uda-

vany v mol-I". [13]
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4 Realizace funkci pro stanoveni teploty tani
DNA sekvenci

V programovacim prostredi MATLAB R2018a byly realizovany ctyti funkce pro sta-

noveni teploty tani DNA sekvenci na zakladé metod popsanych v kapitole 3.2.

4.1 Realizace pomocné funkce pocty__bazi.m

Vstupem do pomocné funkce pro vypocty pocty bazi.m je sekvence DNA a vystupem
jsou pocty bazi A, C, G a T, které se ve vstupni sekvenci nachézi. Nepocitaji se zde
pouze symboly A, C, G a T, ale jsou brany v tvahu i nedokonalosti pri sekvenaci,
kdy se ve vstupni sekvenci mtze objevit néktery ze symbold W, S, M, K, R, Y,
B, D, H, V nebo N. Kazdy z téchto symboli reprezentuje vice nez jednu bazi.
Seznam a vysvétleni jednotlivych symbolu je v tabulce A.1 v priloze. Napriklad
znak W reprezentuje A nebo T (slabd vazba z angl. weak). Pokud je tento znak
ve vstupni sekvenci pritomen, tak se pocet bazi A navysi o 0,5, stejné jako pocet
bazi T. Tato funkce je volana v ramci funkci elementarni.m a uprava__soli.m, které

realizuji vypocet na zakladé elementarni metody a metody pro tpravu soli.

4.2 Funkce elementarni.m a uprava_soli.m

Funkce elementarni.m realizuje vypocet uvedeny rovnici 3.1. Pro urceni poc¢tu bazi
C a G si vola funkci pocty bazi.m. Vstupem je sekvence a vystupem je teplota tani
urcena elementarni metodou.

Pro vypocet teploty tani metodou tpravy soli slouzi naprogramovand funkce
uprava,__soli.m, jejimz vstupem je sekvence DNA a koncentrace sodnych iontu. Tep-
lota je pocitana dle rovnice 3.3 a pro urceni pocti bazi opét vyuziva funkce po-

cty_bazi.m.

4.3 Funkce NN.m

Vypocet teploty tani na zakladé metody nejblizsiho souseda dle rovnice 3.4 je re-
alizovana funkci NN.m. Vstupem funkce je sekvence a koncentrace oligonukleotida
a sodnych ionti. Pro tento vypocet je potieba zjistit zménu entropie a entalpie, které
jsou pro jednotlivé sousedici dvojice dany tabulkové. Podle tabulky A.2 v priloze byla
v MATLABu vytvorena struktura tab_NN.mat, kterd je v ramci funkce nacitana
a z niz jsou vybirany odpovidajici hodnoty zmén entropie a entalpie pro jednotlivé

nukleotidy na zakladé jejich sousedici baze. Opét jsou brany v potaz i symboly, které
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odpovidaji vice nez jedné béazi. Pro nazornost je uveden priklad. Pokud je v sekvenci
znak M (znac¢i amino skupinu), ktery se stejnou pravdépodobnosti predpoklada béazi
A nebo C, a po tomto znaku nésleduje R (zna¢i purin), tedy moznosti A nebo G,
tak tato dvojice MR umoziuje 4 rizné kombinace. Konkrétné:

AA (AH = -9,1 kcal-mol!, AS = -0,024 kcal- K-t-mol ™),

AG (AH = -7,8 kcal-mol!, AS = -0,0208 kcal-K-mol™?),

CA (AH = -5,8 kcal'‘mol™t, AS = -0,0129 kcal-K!-mol™!)

a CG (AH = -11,9 kcal-mol!, AS = -0,0278 kcal-K'-mol?).
Funkce vsechny tyto mozné kombinace vyhleda a jejich zmény entropie a entalpie
zpruméruje. Do konecéného vypoctu jdou sumy vsech zmén entropii a entalpii pro

jednotlivé dvojice.

4.4 Funkce fenomenologicka.m

Posledni realizovana funkce fenomenologicka.m vypocitava teplotu tani vstupujici
sekvence na zakladé fenomenologické metody a rovnice 3.5. Dalsimi vstupy do funkce
mimo sekvence jsou koncentrace oligonukleotidii a sodnych iontii. Pro vypocet je
nutné znat parametry sily, které jsou opét dany tabulkové (tabulka 3.1). Tato ta-
bulka je v podobé struktury do funkce nacitdna (tab_phen.mat). Pokud jsou opét
v sekvenci pritomny znaky jiné nez pro zakladni baze, jsou dopocitavany prameéry

parametrua sil vSech kombinaci.

4.5 Grafické uzivatelské prostredi

Pro snadnéjsi a prehlednéjsi pristup k naprogramovanym funkcim byl vytvoren
skript Graficke_prostredi.m, slouzici jako grafické uzivatelské prostredi (GUI z ang].
graphical user interface). Vzhled prostredi je ukdzan na obrazku 4.1. V prvnim radku
je uzivatel nabadan, aby zadal sekvenci DNA, pro niz chce vypocitat teplotu tani.
Pokud je v sekvenci jiny nez povoleny znak (znaky z tabulky A.1 v priloze), tak
vypocet neni realizovan a misto toho se pole podbarvi Cervené a vyskoci varovna
tabulka, ze byl v sekvenci zadan nepovoleny znak. V dalsim radku uzivatel pomoci
vyskakovaciho okna voli metodu, kterou si preje teplotu tani spocitat. Podle zvolené
metody se v dalsich dvou fadcich bud objevi nebo zmizi policka pro zadani koncen-
traci oligonukleotidii a sodnych iontld. Ve vyskakovacim okné muze uzivatel zvolit
v jakych jednotkach koncentraci zadava. Pokud nejsou do polic¢ek zadana ¢isla nebo
je zadana nula, pole se podbarvi cervené a uzivatel je varovnou tabulkou vyzvan,
aby zadani zménil. OSetTeno je, i pokud je misto desetinné tecky, kterou MATLAB

pouziva, zadana desetinna carka. V dalsim radku jsou tlacitka Vynuluj, které vrati
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program do ptivodniho, tedy prazdného nastaveni, a tlacitko Vypocitej, které, pokud
je vSe zadano ve spravném formatu, vypocita vysledek, ktery se vypise v poslednim
radku.

4 VWpodet teploty tani - X

Zadejte sekvenci od 5' ke 3' konci:

Vyberte metodu wpottu | nejplizsiho souseda v
Zadejte koncentraci DNA: M v
Zadeijte koncentraci Na+: M v
Vynuluj Spocite)
Teplota tani je °C

Obr. 4.1: Grafické uzivatelské prostiedi slouzici pro vypocet teplot tani zadanych

sekvenci riznymi numerickymi metodami.
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5 Navrh metodiky klasifikace sekvencnich
typi na zakladé vypocetné stanovené tep-
loty tani

5.1 Metodika shlukovani

Shlukova analyza je postup, pomoci kterého dochéazi k rozdéleni objekti do sku-
pin na zakladé jejich vzajemnych podobnosti. V nasem pripadé objekty predstavuji
vzorky bakterialnich izolath. Pro kazdy vzorek jsou pak urc¢eny teploty tani jednotli-
vych ¢asti provoznich genti, konkrétné jsou to geny infB, mdh, phoE, rpoB, tonB26
a tonB28. Tyto teploty tani predstavuji priznaky pro vzorek, na zakladé kterych
se ruznymi metrikami mezi vzorky urcuje podobnost, podle které je pak dany ob-
jekt riznymi metodami zarazen do skupin. Tato seskupeni by pak méla odpovidat

sekvenénim typum.

5.1.1 Hierarchické shlukovani

Hierarchické shlukovani bylo realizovano pomoci funkce linkage v programovacim
prostfedi MATLAB R2018a. Jedna se o aglomera¢ni metodu, kdy se vychazi z jed-
notlivych objekti, které se spojuji, a nabizi vice alternativnich reseni, ktera se vyja-
diuji pomoci dendrogramii. Vyhodou této metody je, Ze neni potfeba znat predem
pocet skupin a je reprodukovatelna. Jedna se vsak o vypocetné naro¢nou metodu,
kterd je pro vétsi pocet dat neprehlednd. Vysledek (dendrogram) byva casto silné
zavisly na zvolenych metodach a metrikach, proto v ramci optimalizace byla vy-
zkousena kombinace t¥i metod shlukovani a tii metrik pro vypocet vzdalenosti.

Pro vypocet vzdalenosti mezi jednotlivymi vzorky byla vyuzita euklidova, ma-
nhattanskd a kosinova vzdélenost. Stanoveni vzdalenosti mezi nové vzniklym shlu-
kem a ostatnimi objekty je dano metodou shlukovani. Byly pouzity metody UPGMA
(z angl. unweighted pair group method using arithmetic averages), SLINK (z angl.
single linkage clustering method) a CLINK (z angl. complete linkage clustering me-
thod). Metoda UPGMA po¢ita vzdalenosti mezi aritmetickym pramérem objektu
tvoricich shluk a ostatnimi objekty. Shlukovaci algoritmus SLINK odvozuje vzdale-
nost z nejblizsich objektu. A metoda CLINK vzdalenost odvozuje z nejvzdéalenéjsich
objektu. [16]
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5.1.2 Nehierarchické shlukovani - metoda k-means

Metoda k-means, také obcas prekladana jako metoda k-stredil, rozdéluje data do &
predem definovanych shlukti. VSechny shluky jsou reprezentovany svymi geometric-
kymi stfedy tzv. centroidy, které jsou na zacatku shlukovani umisténé ve vétsiné
algoritmu zcela nahodné, proto se nejednd o reprodukovatelnou metodu.

Béhem procesu dochazi k iterativni optimalizaci. Nejprve jsou spocitany vzda-
lenosti mezi vSemi objekty a centroidy, kazdy objekt je prifazen ke skupiné, jejiz
centroid je pro néj nejblizsi. Nasledné jsou prepocitavany souradnice centroidi jako
pruméry ze vSech objektt, které byly k dané skupiné prirazeny. Poté dochazi znovu
k prerozdéleni objektii do skupin, podle toho kterému nové vzniklému centroidu
maji nejbliz, a znovu prepocitani poloh centroidi. Tento postup je opakovan, dokud
nedojde k dostatecnému snizeni néjaké kriteridlni funkce.

Ke shlukovani byla vyuzita funkce kmeans v programovacim prostredi MATLAB
R2018a, ktera jako kriteridlni funkci pouziva sumu vSech distanci mezi objekty a sku-
pinami, do kterych byly zatrazeny. Pokud v nasledujici iteraci neni tato suma mensi
nez v predeslém cyklu, algoritmus se ukonci s vysledkem z predeslého cyklu. Jelikoz
tento princip nemusi najit globalni minimum, ale pouze lokalni minimum kriteridlni
funkce, bude nastavovan parametr funkce 'Replicates’ na 10, kdy celé shlukovani pro-
béhne desetkrat, pokazdé s ndhodné zvolenymi prvotnimi soutadnicemi centroidu.
Nakonec bude jako vysledek brano shlukovani s nejmensi sumou distanci. Tento pfti-
stup sice neposkytne jistotu nalezeni globalniho minima, ale alespon vybere nejmensi
z deseti lokalnich minim.

Dalsim potencialnim problémem je, ze nehierarchické shlukovani vyzaduje zadani
poctu skupin. Vsak informaci o tom, kolik je mezi nasimi vzorky sekvencnich typ1,
neni mozné zjistit. Proto bude algoritmus k-means spustén pro data vicekrat s riz-
nym nastavenim poc¢tu skupin. Vyhodnoceni vysledkl jednotlivych shlukovani bude
provadéno za pomoci tzv. analyzy siluet, pfi niz dochazi k porovnani vzdalenosti
ve shluku se vzdalenostmi mezi shluky. Za optimalni feseni lze povazovat to s ma-
ximalni hodnotou priumeérné siluety, spoc¢itané pres vSechny objekty. Silueta nabyva
hodnot mezi -1 az 1, kdy hodnoty mezi -1 az 0,25 ukazuji na naprosto nevhodny
vysledek shlukovani, od 0,26 do 0,50 na slabou, nejspise i nahodnou strukturu, 0,51
az 0,70 je prijatelnd struktura a nad 0,71 se jedna o silnou strukturu. Pro analyzu
siluet bude vyuzita funkce silhouette. Pro optimalizaci byly pro vypocty distanc¢nich
vzdalenosti vyzkouseny ctverec euklidovské vzdalenosti, manhattanska a kosinova
metrika. [17]
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5.2 Pouzita data

Pro klasifikaci bylo ndhodné vybrano 18 izolovanych vzorkt bakterie Klebsiella pne-
umoniae poskytnutych Fakultni nemocnici v Brné, obsahujicich 8 riznych sekvenc-
nich typt, které byly laboratorné stanoveny. Kompletni data jsou popsana a klasi-
fikovana v kapitole 7. Hodnoty teplot tani byly na zakladé poskytnutych sekvenci
spocitany pomoci elementarni metody, ktera je popsana v kapitole 3.2.1. Teploty

tani pro jednotlivé geny a urceny sekvencni typ je v tabulce 5.1.

Tab. 5.1: 18 ndhodné vybranych izolovanych vzorkt bakterie Klebsiella pneumoniae
poskytnutych FN Brno s laboratorné stanovenymi teplotami tani a sekvencénim ty-

pem pouzité pro navrh metodiky shlukovani.

vzorek | T, pro | T, pro | T, pro | T,, pro | T, pro | T, pro | ST
infB mdh phoE rpoB | tonB26 | tonB28
[°C] [°C] [°C] [°C] [°C] [°C]

KP1272 | 79,3320 | 74,5138 | 76,7795 | 79,9955 | 83,0050 | 85,2633 | 14

KP1278 | 79,3320 | 74,5138 | 76,7795 | 79,9955 | 83,0050 | 85,2633 | 14

KP1195 | 79,3320 | 74,5138 | 76,2538 | 80,3061 | 83,0050 | 85,2633 | 25

KP1204 | 79,3320 | 74,5138 | 77,3051 | 80,3061 | 83,0050 | 84,9217 | 111
KP1224 | 79,3320 | 74,5138 | 77,3051 | 80,3061 | 83,0050 | 84,9217 | 111
KP1176 | 79,3320 | 74,5138 | 76,7795 | 79,9955 | 83,0050 | 85,2633 | 253
KP1226 | 79,3320 | 73,8069 | 76,2538 | 80,3061 | 83,4109 | 84,9217 | 405
KP1231 | 79,3320 | 73,8069 | 76,2538 | 80,3061 | 83,4109 | 84,9217 | 405
KP1267 | 79,3320 | 73,8069 | 76,2538 | 80,3061 | 83,4109 | 84,9217 | 405
KP1193 | 79,3320 | 74,5138 | 76,7795 | 80,3061 | 83,4109 | 84,5800 | 551
KP1196 | 79,3320 | 74,5138 | 76,7795 | 80,3061 | 83,4109 | 84,5800 | 551
KP1205 | 79,3320 | 74,5138 | 76,7795 | 80,3061 | 83,4109 | 84,5800 | 551
KP1237 | 79,3320 | 74,5138 | 76,7795 | 80,3061 | 83,4109 | 84,5800 | 551
KP1210 | 78,5120 | 73,8069 | 76,7795 | 79,9955 | 83,0050 | 85,2633 | 628
KP1270 | 78,5120 | 73,8069 | 76,7795 | 79,9955 | 83,0050 | 85,2633 | 628
KP1241 | 79,3320 | 74,5138 | 76,7795 | 80,3061 | 83,0050 | 85,2633 | 950
KP1238 | 79,3320 | 74,5138 | 76,7795 | 80,3061 | 83,0050 | 85,2633 | 950
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5.3 Vysledky shlukovani

Prestoze pro vypocet teplot tani byla pouzita jednoducha elementarni metoda,
bylo shlukovani jak hierarchickou, tak i nehierarchickou metodou pomeérné tispésné.
A7 na jeden pripad byly rozpoznany vsechny sekvencni typy. Nerozpoznany od sebe
byly ST 253 a ST 14. Jejich jedina rozdilna sekvence byla v ¢asti genu tonB28, kde
byl rozdil jen v jedné bazi. Slo o zdménu adeninu a thyminu (A v ST 14 a T v ST 253),
tento rozdil elementarni metoda nepodchyti a pro oba sekvencni typy vysel naprosto

totozny soubor teplot tani, takze ani jedna shlukovaci metoda nemohla najit rozdil.

Hierarchicka metoda

Protoze vsechny kombinace pouzitych metod a metrik byly schopny urc¢it spravné
sekvenc¢ni typy az na jeden pripad, byla jako optimélni kombinace vybrana ta s nej-
prijatelnéjsi topologii, ktera byla hodnocena pouze opticky. Pokud bude brano v tva-
hu, Ze fez dendrogramem pro oddéleni shlukl se nejcastéji nastavuje v misté s nej-
vétsi distancéni vzdalenosti mezi jednotlivymi shluky, tak se jako nejvhodnéjsi me-
trika jevi euklidovskd vzdalenost s metodou UPGMA (obrazek 5.1). Proto byla

vybrana tato kombinace pro shlukovani v ramci vsech dat v kapitole 7.

K-means

Metoda k-means byla na datech realizovana s vypoc¢tem distan¢nich vzdélenosti po-
moci manhattanské metriky, ¢tverce euklidovské vzdalenosti a kosinové vzdalenosti.
Pro kazdou z téchto metrik bylo provedeno shlukovani do 2 az 12 skupin a pro kaz-
dou vypocéitana priumérna silueta. Bylo vSak nastaveno, ze ve chvili, kdy primérna
silueta dosdhne hodnoty 1, shlukovani do vice skupin uz neprobéhne, protoze to
znamena, ze centroidy se presné rovnaji zarazenym objektium. V ramci vSech metrik
k tomuto doslo pri zarazeni do 7 shluku (viz tabulka 5.2). Jako metrika, kterda bude
pouzita pro nésledné shlukovani vsech vzorki, byla vybrana kosinova vzdalenost,
protoze vykazovala vétsi rozdily mezi jednotlivymi priamérnymi siluetami pro rizny
pocet skupin. Ukazka analyzy siluet a vysledky shlukovani pro kosinovou vzdalenost

pro 7 shlukt je na obrazku 5.2.
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Metrika: euklidovska

' ky (ST
Metoda: UPGMA fez dendrogramem vzorky (ST)

! KP1270 (628)
: KP1210 (628)
: 1KP 1267 (405)
j 1 KP1231 (405)
| 1KP1226 (405)
: KP1224 (111)
l KP1204 (111)
| KP1195 (25)
| 1KP1278 (14)
|

|

|

|

|

|

|

|

|

JKP1272 (14)
1KP1176 (253)
KP1241 (950)
KP1238 (950)
1 KP1193 (551)

KP1196 (551)
- KP1237 (551)
KP1205 (551)

1.2 1 0.8 0.6 0.4 0.2 0

vzdalenost

Obr. 5.1: Dendogram vytvoreny metodou UPGMA a euklidovskou vzdalenosti z dat
z tabulky 5.1.
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Tab. 5.2: Porovnani prumérnych siluet pfi rizném poctu shluku (k) pro vybranych
18 vzorkd, pro ¢tverec euklidovské vzdalenosti (A), kosinovou (B) a manhattanskou
(C) metriku.

(A) | ¢tverec euklidovské | (B) | kosinova | (C) | manhattanska

vzdalenosti vzdalenost vzdalenost
0,558 0,495 0,456
0,596 0,604 0,609
0,762 0,766 0,757
0,900 0,905 0,887
0,946 0,950 0,863
1,000 1,000 1,000

N || O | WD
N || O | WD
N || O | WD

Analyza siluet pro 7 shlukli primérna silueta: 1

KP1210 (628)
KP1270 (628)
KP1195 (25)

KP1204 (111)
KP1224 (111)

W W N

KP1226 (405)
KP1231 (405)
KP1267 (405)
KP1193 (551)
KP1196 (551)
KP1205 (551)
KP1237 (551)
KP1176 (253)
KP1272 (14)
KP1278 (14)

Shluk

NN N

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1
Hodnota siluet

Obr. 5.2: Analyza siluet a vysledky shlukovani pro kosinovou vzdalenost

pro 7 shlukd.

31



6 Srovnani laboratorné zmérenych a vypo-
Cetné stanovenych teplot tani

6.1 Popis realnych dat

Pro navazujici praci byla Fakultni nemocnici v Brné poskytnuta data zmérena
pro 52 izolatt bakterie Klebsiella pneumoniae. Pro téchto 52 vzorka byly zjistény
a oCislovany alely konkrétnich tisekii gentu gapA, infB, mdh, pgi, phoE, rpoB a tonB
nejprve metodou MLST, ze kterych se nasledné urcil sekvenéni typ. Totéz bylo pro-
vedeno metodou mini-MLST, kdy byly ale zpracovavany jesté kratsi tseky genti
infB, mdh, phoE, rpoB, tonB26 a tonB28. Nemocnici byla poskytnuta surova, nor-
malizovana a diferenc¢ni data. Na zakladé téchto dat lze vykreslit 3 rozdilné kiivky
zavislosti rizné upravené fluorescence na teploté a jsou z nich ziskavany dalsi infor-
mace, které se dale softwarové zpracovavaji pomoci prevodniho klice, jehoz vystupem
je MelT (melt typ) obdoba ST (sekvené¢ni typ). Aby bylo mozné porovnani teploty
tani stanovené laboratorné s numerickym vypoctem, byly poskytnuty i sekvence
téchto kratkych analyzovanych genovych tisekii. Metoda mini-MLST byla provadéna

na pristroji Biorad.

6.1.1 Surova data

Jako surova data se zaznamenava fluorescence vzorku v zavislosti na teploté. V ramci
tohoto méreni nejsou data srovnatelna, protoze vsechna nezacinaji ve stejném misteé
na ose y (obrazek 6.1 (A)), coz je zpusobeno ruznou intenzitou fluorescence na za-

¢atku analyzy. Aby mohla byt data dale porovnavana, je nutna uprava normalizaci.

6.1.2 Normalizovana data

Pred samotnou normalizaci musi software urcit doménu, kde dochazi k tani samot-

ného tetézce. Normalizace od 0 k 1 se provadi pouze v ramci tohoto tseku (obrazek

6.1 (B), (C)).

6.1.3 Diferencni data

Tato data jsou pouzivana pro zobrazeni a urceni odliSnosti v analyzovanych sekven-
cich. Oproti normalizované krivce se nehledaji posuny na ose x (teplotni), ale posuny
na ose y, na které je diference relativnich fluorescen¢nich jednotek. Pro kazdy tep-

lotni bod je spocitana primérna referencni hodnota, tim vznika referencni krivka.
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Z referencni a kazdé analyzované krivky je vypocitana diference, kterd muze byt vy-

nesena v podobé diferen¢niho grafu (obrazek 6.1 (D)), umoznujictho dalsi analyzy

sekvenci.
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Obr. 6.1: Zobrazeni zavislosti rtizné upravené fluorescence na teploté zmérenych

pro 52 izolatt bakterie Klebsiella pneumoniae pro fragment genu tonB28.

6.1.4 Derivacni data a urceni teplot tani

Jak bylo zminéno v kapitole 3.1, je pro urceni teploty tani vhodna derivac¢ni krivka.
Hodnoty pro jeji zobrazeni byly vypocéteny z normalizovanych dat jako zavislost
prvui zaporné vzaté derivace fluorescence podle casu (-AF/At). Teplota tani je pak
urcena pozici vrcholu této krivky.

V programovacim prostiedi MATLAB R2018a byly pro vSechny vzorky a pro
vsechny jejich dostupné geny vyhledany teploty tani jakozto pozice maxim v deri-
vacni krivee. Ukazka pro vzorek KP1231 a gen tonB28 je na obrazku 6.2.
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Obr. 6.2: Urceni T, z derivac¢ni kiivky pro fragment genu tonB28 vzorku KP1231.

6.2 Uprava dat, ziskani teplot tani

Numericky urcené teploty tani byly vypocitany ¢tyfmi popsanymi metodami v kapi-
tole 3.2 ze sekvenci alel, které byly poskytnuty v rdamci realnych dat. Hodnoty kon-
centrace sodnych ionti a DNA, které jsou pro vypocty potiebné, byly poskytnuty
firmou Bioline, jejiz chemii (konkrétné mastermix SensiFAST™ HRM Kit) Fakultni
nemocnice pro analyzu pouzila. Koncentrace jednomocnych iontu (¢asto nahrazo-
vana pouze koncentraci sodnych iont) je 30 mM. Urceni presné koncentrace DNA
kud jsou dodrzovany presné protokoly, méla by se koncentrace DNA pohybovat okolo
50 nM. Tato koncentrace byla tedy pouzita i pfi vypoctech. Laboratorné zmérené
teploty tani byly urcovany z deriva¢ni k¥ivky (kapitola 6.1.4).

Pro prehlednost nebyly porovnavany vypoctené a laboratorni (obrazek 6.3) tep-
loty tani napri¢ vSemi vzorky, ale byly porovnavany primeérné teploty tani vsech
unikatnich alel uréenych metodou mini-MLST. Pro kazdou unikatni alelu tedy byly
vyhleddny vsechny vzorky, ve kterych se dana alela vyskytovala, a jejich teploty
tani, které byly zprumérovany. Hodnoty primérnych teplot tani pro vSechny uni-

katni alely jsou zaznamenany v tabulce 6.1.

6.3 Vysledky srovnani teplot tani

Aby bylo mozné porovnavat laboratorné zmétrenych teplot tani s vypoctenymi, byl
mezi kazdou T, alel uréenou numerickou metodou a vysledky z laboratore spoci-

tan rozdil. Nasledné byla vypocitana prumeérna diference pro kazdy gen. Konecné
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Obr. 6.3: Urceni prumérné T,, alel pro gen tonB28.

porovnani, o kolik se primérné lisi teploty tani urcené jednotlivymi numerickymi

metodami od laboratorné zmérenych, bylo vypocteno jako primér absolutnich hod-

not rozdili vsech alel v ramci jedné numerické metody. Tyto vysledky jsou zazna-

menany v tabulce 6.2. Celkové priumérné rozdily teplot pro jednotlivé metody se

az na metodu nejblizsiho souseda pohybuji okolo 4 °C. Metoda nejblizsitho souseda

vykazuje prumérny rozdil pres 7 °C. Z tabulky je ale patrné, ze diference mezi tep-

lotami neni pro vSechny geny stejné. Jelikoz procentudlni zastoupeni jednotlivych

bazi se napri¢ analyzovanymi sekvencemi gent nijak extrémné nelisi, divodem bude

pravdépodobné délka téchto fragmentt, kterd se pohybuje od 50 do 132 bp (viz ta-

bulka 6.3).
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Tab. 6.1: Prumérné teploty tani [°C| urcené laboratorné a ¢tymi riznymi numeric-

kymi metodami.

laboratorné | elemen- | nejblizsi | iprava | fenomeno-
gen alela
zmérena tarni soused soli logicka
infB 12 83,58 78,92 91,51 72,84 76,50
13 83,87 79,33 91,91 73,25 76,94
mdh 9 79,77 73,92 83,33 70,10 72,31
10 80,08 74,51 84,28 70,70 72,95
phoE 19 80,03 76,25 85,88 76,06 76,76
20 80,17 76,79 86,14 76,60 77,34
21 80,20 77,31 86,68 77,11 77,89
rpoB 43 83,70 80,00 91,11 84,10 86,81
44 83,55 80,00 91,11 84,10 86,81
45 83,71 80,31 91,44 84,41 87,14
tonB26 40 86,67 83,00 94,88 85,21 86,44
41 86,89 83,36 95,34 85,56 86,82
tonB28 54 89,07 84,67 98,64 88,16 90,69
55 89,26 84,92 98,83 88,41 90,96
56 89,36 85,26 99,65 88,75 91,33

Elementarni metoda

Primérny rozdil mezi teplotami tani zmérenymi a vypocitanymi elementarni meto-
dou je 4,18 °C. Teploty vychazely pro vSechny geny i alely nizsi nez zmétené (to uka-
zuji zaporné hodnoty v tabulce 6.2). Z tabulky lze také vidét, ze tato numerickd

metoda je nezavisla na délce sekvence, protoze pouze pomérové pocita zastoupeni
AT a GC part.

Metoda nejblizSiho souseda

Prestoze, jak bylo zminéno v kapitole 3.2.3, by se mélo jednat o nejpouzivanéjsi
a nejpresnéjsi metodu urcovani teplot tani oligonukleotidi, vysla primérna diference
ze vsech metod nejvyssi, konkrétne 7,28 °C. Mozna byla vyuzita tabulka pro entropii
a entalpii odvozend z nevhodného datového souboru. Diky tomu, ze vysly vyssi
rozdily teplot tani pro nejkratsi fragment genu infB oproti delsim sekvencim genti

mdh a phoE, neda se predpokladat, ze chyba je zptisobena prilisnou délkou sekvenci.
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Tab. 6.2: Diference teplot téani [°C| mezi laboratorné urcenymi a vypoctenymi.

elemen- | nejblizsi | iprava | fenomeno-
gen alela
tarni soused soli logicka
infB 12 -4,66 7,93 -10,74 -7,08
13 -4.54 8,04 -10,62 -6,92
prumerna 4 60 708  -10,68  -7,00
dif. genu
mdh 9 -5,86 3,55 -9,67 -7,46
10 -5,56 4,21 -9,38 -7,12
pramerna g 71 3,88  -9,53 -7,29
dif. genu
phoE 19 -3,78 5,85 -3,97 -3,27
20 -3,38 5,97 -3,57 -2,83
21 -2,89 6,48 -3,09 -2,31
prameérna
. -3,35 6,10 -3,54 -2,81
dif. genu
rpoB 43 -3,70 7,41 0,40 3,11
44 -3,55 7,56 0,56 3,26
45 -3,40 7,73 0,71 3,43
prameérna
. -3,55 7,57 0,56 3,27
dif. genu
tonB26 40 -3,67 8,21 -1,47 -0,24
41 -3,53 8,44 -1,33 -0,07
prameérna
. -3,60 8,33 -1,40 -0,16
dif. genu
tonB28 54 -4,40 9,58 -0,91 1,63
55 -4,34 9,57 -0,85 1,70
56 -4,10 10,29 -0,61 1,97
prumerna 4 28 9,81  -0,79 1,77
dif. genu
celkova
. 4,18 7,28 4,42 3,71
dif. metody

Metoda uprava soli

Metoda tprava soli vykazuje primérny rozdil mezi teplotami 4,42 °C. V ramci této

metody je patrnd zavislost diference mezi laboratorni a vypocitanou teplotou tani
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Tab. 6.3: Porovnani délek analyzovanych sekvenci gent (fragmentti gent pouziva-
nych pro mini-MLST).

Gen infB | mdh | phoE | rpoB | tonB26 | tonB28
délka sekvence | 50 58 78 132 101 120

na délce Tetézce. Cim delsi je sekvence, tim mensi diference mezi teplotami vysla.

Fenomenologicka metoda

Nejmensi pramérny rozdil teplot vykazuje fenomenologickd metoda, primérné se
teploty vsech alel 1isi o 3,71 °C. Nejvyssi rozdily mezi teplotami jsou pro kratké geny
infB a mdh, kde vychazi teploty az o 7 stupiitt nizsi nez u laboratornich. Cim se do-
stavame k delsim tsekiim genti, tim se rozdil v teplotach zmensuje az ke genu tonB26,
kde je prumérny rozdil teplot pouhych 0,16 °C. Ptiblizné u této délky 101 paru bazi
se zpresnovani metody lame, protoze u delSich fragmentii tonB28 a rpoB vychazi

teploty vyssi nez laboratorni o 1,77 a 3,27 °C.

Vyhodnoceni vysledki

vV,

dépodobné nebude tato metoda pro urcovani presnych teplot tani nejvhodnéjsi. Du-
vodem je vysoké rozpéti téchto diferenci pro rizné dlouhé geny. Pro geny o kratsi
délce nez 100 bazi vychazi teploty nizsi nez laboratorni a to az o 7 °C, a nao-
pak pro fragmenty gent delsich nez cca 100 para bazi vychazi teploty az o 3 °C
vyssi. Obdobny problém je i u metody upravy soli, jejiz celkova diference teplot
teplot na délce analyzovaného genu. Proto pravdépodobné nejlepsi vysledky dava
elementarni metoda, kterd je uz ze svého principu naprosto nezavisla na délce sek-
vence. Prestoze pro metodu nejblizsiho souseda vysla nejvyssi prumérna diference,
ani u této metody se neprojevila vyssi zavislost rozdilu teploty na délce Tetézce.
Proto by i vypocty touto metodou mohly byt vhodnéjsi.

Pomérné velky rozdil mezi vypoctenymi a laboratornimi teplotami mohl byt zpt-
soben i koncentracemi, které se pro vypocty pouzivaly. Ve vzorcich se obvykle pocita
pouze s koncentraci sodnych iontti, ktera ma nahrazovat koncentraci vsech jedno-
mocnych ionti. Pro zjednoduseni se koncentrace ostatnich iontti opomiji, ale rovnice
mohly byt kviili tomuto opomijeni trochu poupraveny. Od firmy vsSak z divodi ob-

chodniho tajemstvi nemohla byt prozrazena presna koncentrace iontt sodiku, ale
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pouze koncentrace vsech jednomocnych ionti. I koncentrace DNA nebyla primo mé-

fena, ale pouze se empiricky predpoklada jeji ptriblizna hodnota.

6.4 Vliv riizného poradi stejnych nukleotidii na vy-

poctenou teplotu tani

Rizné alely mohou mit stejné zastoupeni nukleotidi, které se vsak budou vyskytovat
v jiném poradi. Béhem evoluce mohlo totiz napriklad dojit k vystépeni ¢asti retézce
a jeho naslednému zaclenéni do jiné ¢asti DNA. Numerické metody jako elemen-
tarni nebo metoda tpravy soli tyto zmény nezohlednuji, pocitaji totiz pouze zmény
v poctech jednotlivych bazi, které jsou ale v téchto pripadech zachovany. Naopak
fenomenologicka metoda a metoda nejblizsiho souseda tyto zmény pri vypoctu tep-
lot zohlednuji, protoze u téchto vypocetnich postupt zalezi i na poradi nukleotidi,
jak bylo popsano v kapitole 3.2.

Tyto dvé metody pro kazdou dvojici sousedicich bazi pocitaji urcity parametr.
Pro metodu nejblizsiho souseda jsou to zmény entropie a entalpie a pro fenomenolo-
gickou je to parametr sily. Pokud pTi zméné potradi nukleotidi zptisobem popsanym
vyse dojde alespon k jedné zméné dvojice sousedicich bazi, tyto dvé metody to za-
znamenaji na zakladé zmény parametrii, coz se vétsinou projevi i na vypoctené
teploté tani. Z obrazku 6.4 (A) je patrné, Ze kdyz dojde k vystépeni ¢asti Fetézce
a jeho opétovnému navazani na jinou pozici, zméni se t¥i sousedici dvojice bazi
(zluté zvyraznéno). V tomto konkrétnim pripadé metoda nejblizsiho souseda rozdil
zaznamena a vyslednd teplota téni se pro obé sekvence lisi (viz tabulka 6.4). Teplota
tani vypoctend fenomenologickou metodou ale vysla pro oba Tetézce stejnd (viz ta-
bulka 6.4), pfestoZe jsou v obou Tetézcich rozdilné sousedici dvojice. Duvodem je,
7e prestoze pro dvojice vychazi rozdilné parametry sil, tak jejich soucet je totozny.
Pro puvodni fetézec GC = 13, AG = 8, CT = 8 a pro novy retézec GG = 11,
CC = 11, AT = 7 (hodnoty jsou prevzaty z tabulky 3.1). I z tohoto divodu se muze
jevit metoda nejblizsiho souseda jako presnéjsi. Ale jak je patrné z obrazku 6.4 (B),
pokud se vystépeny Tetézec zacleni mezi totozné dva nukleotidy, mezi kterymi se
nachdzel pred vystépenim (na obrazku se jedna o nukleotidy A a T), tak prestoze se
zmeénilo poradi nukleotidi, maji oba Tetézce stejné sousedici dvojice. Tuto zaménu

neni tedy schopné detekovat ani metoda nejblizsiho souseda.
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(A)

?(:jt\;(::i ACACAGCGAGTAGCGACGCTCAGCAGCGAT
vyStépena cast GTAGCGACGC
plvodni fetézec ACACAGCGATCAGCAGCGAT

bez vystépené Casti

novy fetézec (A) ACACAGGTAGCGACGCCGATCAGCAGCGAT

(B)

?vaodnl' ACACAGCGAGTAGCGACGCTCAGCAGCGAT
fetézec

vyStépena cast GTAGCGACGC
plvodni fetézec ACACAGCGATCAGCAGCGAT

bez vystépené ¢asti

novy fetézec (B) ACACAGCGATCAGCAGCGAGTAGCGACGCT

Obr. 6.4: Vznik ruznych (A) nebo stejnych (B) dvojic sousedicich bazi v zavislosti

na misté zaclenéni vystépeného fetézce.

Tab. 6.4: Teploty tani [°C] t¥{ ruznych Tetézci o stejném nukleotidovém zastoupeni

z obrazku 6.4 vypocitané metodou nejblizsiho souseda a fenomenologickou metodou.

metoda vypocétu T'm [°C]
retézec nejblizsi soused | fenomenologicka
puvodni retézec 75,0793 84,3259
novy retézec (A) 76,0360 84,3259
novy retézec (B) 75,0793 84,3259
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7 Klasifikace bakterii na zakladeé teploty tani
variabilnich asekt genu

7.1 Klasifikace

Pro klasifikaci bakterii na zakladé teplot tani byly vybrany shlukovaci metody. Byla
pouzita jak hierarchickd metoda za pomoci funkce linkage v prosttedi MATLAB, tak
i nehierarchicka metoda realizovand funkci kmeans. Hierarchické shlukovani probéhlo
pouzitim euklidovské vzdalenosti s metodou UPGMA. Pro metodu k-means byla
pouzita kosinova vzdalenost. Podrobnéjsi popis vybranych metod a jejich nastaveni
je v kapitole 5.

Shlukovani bylo realizovano pro vsechny vzorky, jejichz teplota byla vypocitana
pomoci vSech ¢tyr numerickych metod, popsanych v kapitole 3.2. Celkem tedy bylo
provedeno osm shlukovani. Vysledek vsech shlukovani az na jeden pripad dopadl
totozné. U hierarchickych metod se pro teploty tani vypocitané riznymi vzorci vzdy
nabizel fez dendrogramem vytvarejici dvanact shlukt odpovidajici MelT c¢isltam.
Tato metoda shlukovani na zakladé vypoctenych teplot nebyla schopna od sebe
odlisit jednotlivé sekvencéni typy. Vysledné dendrogramy pro elementarni metodu
a metodu nejblizstho souseda jsou na obrazcich 7.1 a 7.2. Pro vétsi prehlednost
v dendrogramech jiz nejsou uvedeny nazvy vzorki, ale pouze ¢isla MelT a ST.

U metody k-means byla nastavena moznost zarazeni vzorki do 2 az 52 skupin.
Pro kazdy pocet shlukii byla pocitana primérna silueta. Shlukovani bylo zastaveno
ve chvili, kdy primérnd silueta dosdhla hodnoty 1. Pro shlukovani vzorki s vy-
poctenymi teplotami tani pomoci elementarni a fenomenologické metody a metody
Upravy soli vysla prumérna silueta 1 pii vytvoreni 12 skupin odpovidajicich, stejné
jako v pripadé dendrogramii, c¢islu MelT. Vysledek pro elementarni metodu je na ob-
razku 7.3. Jenom v ramci vypoctenych teplot metodou nejblizsiho souseda vysla pri-
mérnd silueta 1 pro 13 shlukia. V tomto pripadé mimo spravného shluknuti vsech
MelT typi byl rozdélen shluk 3 vzorkl odpovidajicich stejnému MelT cislu 145.
Vzorky s Melt 145 jsou ale vsechny oznaceny jako jiny sekvenéni typ (307, 337, 433)
a praveé jeden z téchto sekvencnich typu (ST 433) se pri tomto shlukovani oddélil.

Vysledek je na obrazku 7.4, rozdéleni MelT typt zde odpovidd shlukiim 2 a 13.

7.2 Vyhodnoceni vysledkii klasifikace

Shlukovani vzorkt na zakladé vypoctenych teplot tani fragmenti sekvenci genu
dokazalo odlisit pouze ¢isla MelT. Ani hierarchickd metoda, ani metoda k-means

pri vypoctech teplot tani riznymi metodami, nebyla schopna rozradit a klasifikovat
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Metrika: euklidovska vzorky
Metoda: UPGMA MelT ST

fez dendrogramem

[ 26 —1271
520 © —628
2o
132 lag8
132 405
132 —405
132 —405
132 405
132 {405
132 —405
139 321
r 145 433
145 ~ 307
145 337
292 —556
[297 —111
207 =111
log7 111
- J'269 ‘45
269 —45
269 45
269 45
269 45
269 45
280 551
280 551
280 — 551
280 551
280 —551
280 551
280 —551
280 551
280 551
280 551
280 551
280 551
280 551
225  —397
f 255 95
255 25
278 950
278 950
278 - 3327
278 950
e o
266 313
266 —14
266 —14
‘ | 266 14
1.2 0.8 0.4 0 0

vzdalenost

Obr. 7.1: Vysledek hierarchického shlukovani (dendrogram) pro elementarni metodu.
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bakteridlni vzorky podle sekvencnich typti. Jen pri vypoctu teplot za pouziti metody
nejblizsiho souseda a shlukovani k-means byl odlisen jeden sekvenc¢ni typ v ramci
jednoho stejného ¢isla MelT. Pro ¢isla MelT je tedy diskriminacéni schopnost stopro-

centni, ale v rdmci sekvenc¢nich typi je vyrazné mal.

7.3 Navrh optimalizace

Optimalizace metody muze byt navrzena prostrednictvim zmén koncentraci. Proto
byly v prostiedi MATLAB pro rizné koncentrace vypocitany podle metody nej-
blizsiho souseda teploty tani vzorku a ty byly opét primérovany podle alel. Jako
nejvhodnéjsi koncentrace se jevi takové, které pro rizné alely urci co nejrozdilnéjsi
teplotu tani. Proto byl jako ukazatel vhodnosti koncentraci pocitan primeérny rozdil
teplot mezi vSemi alelami genti. Nejprve, at byly zadany jakékoliv rozsahy koncent-
raci DNA, vzdy jako nejvhodnéjsi vysla ta nejmensi, tato hodnota se lame priblizné
na 107290, coz je samoziejmé naprosto nerealné koncentrace, kterd by nesla ani
analyzovat. Proto se vychazelo ze zadané hodnoty 50 nM a rozsah byl nastaven
v rozmezi o dva Tady nizsi a o dva Tady vyssi koncentrace. Stejnym zpusobem byl
nastaven rozsah koncentrace sodnych iontti podle hodnoty 30 mM. V tomto rozsahu
vysla jako nejlepsi dvojice koncentraci pro DNA 500 pM a pro sodné ionty 2,14 M.

Pomoci téchto novych koncentraci byla znovu vypocitana teplota tani vzorkt me-
todou nejblizsiho souseda a znovu vyzkouseno shlukovani pomoci metody k-means.
Vysledek shlukovani vsak vysel totozné jako je na obrazku 7.4.

Z tohoto divodu lze vyvodit, Ze metoda shlukovani teplot tani tisekii gentt neni
pro klasifikaci bakterii podle sekvenc¢niho typu dostatecna. Na zakladé teplot tani
lze ale presné urcit ¢islo MelT, které, jak bylo zminéno v kapitole 3.1.2, 1ze podle
prevodniho klice prevadét na ST.

Optimalizace laboratorniho protokolu by vsak nebyla pro vétsinu laboratori
moznéa. Pro metodu minim typing jsou bézné vyuzivany mastermixy dodavané ex-
ternimi firmami, pro které je jejich presné slozeni obchodnim tajemstvim. Presna
koncentrace nejen sodnych, ale i vSech ostatnich iontt tedy neni pro laboratote
znama. Aby laboratore mohly optimalizovat protokol, musely by si michat vlastni
mastermixy o pozadovanych koncentracich. Zménéna by vsak mohla byt koncentrace

DNA prenastavenim PCR reakce.
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Metrika: euklidovska vzorky

Metoda: UPGMA fez de”dmframem MelT ST

1,5 1 0,5 0 0

vzdalenost

Obr. 7.2: Vysledek hierarchického shlukovéni (dendrogram) pro metodu nejblizsiho

souseda.
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Analy’za siluet pro 12 shlukt shluk MelT ST shluk  MelT ST

Tm urcena elementarni metodou, 1 132 405 5 280 551
prumérna silueta:1 1 132 405 5 280 551
: : ; 1 132 405 5 280 551
1 132 405 5 280 551
1 132 405 5 280 551
1 132 405 5 280 551
1 132 405 6 255 25
1 132 405 6 255 25
1 132 405 6 225 397
2 20 628 7 269 45
E: 2 20 628 7 269 45
= 7 269 45
7 269 45
7 269 a5
4 278 950 7 269 45
: 4 278 950
108 4 278 950
1 § 4 278 3327
12 ‘ ‘ ; : b g 278 950
0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 N 520 o1
hodnota siluet 5 280 551
5 280 551
5 280 551
5 280 551
5 280 551
5 280 551 12 292 556

Obr. 7.3: Vysledek k-means shlukovani teplot tani analyzovanych vzorkl elementarni
metodu.
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Analyza siluet pro 13 shlukd shluk MelT ST shluk MelT ST
Tm uréena metodou nejblizdiho souseda, 1 266 253 4 132 405

primérna silueta: 1 1 266 14 4 132 405
: : : ‘ 1 266 14 4 132 405
2 1 1 266 14 5 278 950
s 2 145 337 5 278 950
2 145 307 5 278 3327
5 278 950
x 6 269 45
< 6 269 45
6 269 45
6 269 45
6 269 45
6 269 45
7 297 111
13 : : : 7 297 111
o 0z04 06 08 7 297 111
Hodnota siluet

4 132 405

4 132 405

4 132 405

4 132 405
4 132 405 12 139 321
4 132 405 13 145 433

Obr. 7.4: Vysledek k-means shlukovani teplot tani analyzovanych vzorkid metodu

nejblizsiho souseda.
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Zavér

V prvni ¢asti prace byla popsana struktura DNA a postup, jakym ji Ize amplifikovat.
V dalsi kapitole je vysvétlen pojem typizace bakterii a jsou zde uvedeny i priklady
nékterych genotypizacnich metod. Hlavni ¢ast prace se nasledné zabyva technikami
pro stanoveni teploty tani laboratornimi i vypocetnimi metodami. V ramci labora-
tornich technik je popsana vysokorozliSovaci analyza kiivek tani a mini-multilokusova
sekvencni typizace. Vypocetni techniky jsou zastoupeny elementarni a fenomenolo-
gickou metodou, metodou nejblizstho souseda a tpravou soli.

V programovacim prostiedi MATLAB R2018a byly vytvotreny funkce pro vypo-
¢ty teplot tani popsanymi numerickymi metodami. Pro jednodussi pristup k funkcim
pro né bylo i navrzeno grafické uzivatelské prostredi. Tyto funkce byly nasledné vy-
uzivany v praktické ¢asti.

V ramci praktické ¢asti byly zpracovavany realné nameérené izolaty bakterie Kleb-
siella pneumoniae poskytnuté FN Brno. Byly poskytnuty zavislosti namérené fluo-
rescence na teploté. Z normalizovanych dat byla vytvorena derivaéni kiivka, z jejiz
maxima byla urcena teplota tani. Cilem prace bylo porovnat tato laboratorné na-
meérend data s teoreticky vypocditanymi teplotami tani. Nejprve byly porovnavany
laboratorni teploty tani s teplotami, které byly vypocitany pomoci vSech ¢tyt po-
psanych metod. V rdmci 52 poskytnutych vzorkt nakonec byl nejpodobnéjsi pribéh
a velikost teplot vypocitan elementarni metodou.

V dalsi ¢asti byla posuzovana diskriminacni schopnost metodiky vypocti teplot
tani. Bylo zjistovano, jestli na zdkladé vypoctenych teplot tani je mozna klasifi-
kace bakteridlnich vzorku. Nejprve byly vyzkouseny na mensim souboru dat rtzné
metody a metriky hierarchického i nehierarchického shlukovani. Jako nejvhodnéjsi
byla pro hierarchické shlukovani vybrana euklidovska vzdalenost a metoda UPGMA
a pro metodu k-means, zastupujici nehierarchické shlukovani, se jevila jako nejvhod-
néjsi metrika kosinova vzdalenost. Tyto metody a metriky byly néasledné pouzity
pro shlukovani vsech 52 vzorkl. Pro vSechny metody vypocti byla stoprocentni
schopnost klasifikace izolati na trovni melt typt. Na troven sekvenénich typi byla
ale klasifikace netispésna. Jediny sekvencni typ ST 433, ktery byl pii pouziti vsech
ostatnich shlukovacich metod zarazen spolu s ST 337 a ST 307 do jednoho shluku
na zakladé shodnosti melt typu 145, byl odlisen pfi shlukovani za pomoci k-means
pri vypoctenych teplotach metodou nejblizsiho souseda.

Prestoze na trovni melt typt byla schopnost klasifikace izolati stoprocentni,
neni tato metoda pro realné pouziti klasifikace bakterii vhodna. Pro vypocet teplot
jsou totiz zapotiebi sekvence fragmentli geni, jejichz ziskani je finanéné narocné.
Na zékladé urcovani sekvence alel je zalozena metoda MLST, ktera pracuje primo

se sekvencemi, ¢imz je jeji diskriminac¢ni schopnost jesté vyssi, nez kdyz je ze sek-
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vence urcovano pouze jedno ¢islo v podobé teploty tani, jejiz hodnota nemusi zazna-
menat napiiklad jednonukleotidové zmény. Hlavni vyhodou genotypizacnich metod
na zakladé teplot tani je pravé absence finanéné naroc¢ného sekvenovani.

Z dostupnych zdroju je pomérné zrejmy potencial metody minim typing, alespon
v oblasti mikrobiologie. Jedna se o levnou, rychlou a jednoduchou metodu, ktera

se pravdépodobné bude v pristich par letech jesté rozvijet.
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Seznam symboli, veliCin a zkratek

adenin

paru bazi

cytosin

metoda sdruzovani odvozend z nejvzdalenéjsich objektt
deoxyribonukleova kyselina

dvouretézcova DNA

guanin

hlavni histokompatibilni systém

vysokorozliSovaci analyza krivek tani
multilokusova sekvencni typizace

polymerazova retézova reakce

purinové baze

metoda sdruzovani odvozena z nejblizsich objekti
jednonukleotidovy polymorfismus

jednoretézcova DNA

sekvencni typ

thymin

teplota tani

metoda uzivajici aritmeticky primeér

pyrimidinové béaze
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A Tabulky

Tab. A.1: Nukleotidovy kéd TUPAC.

Symbol  Vyznam Reprezentovana baze
A adenin A

C cytosin C

G guanin G

T thymin T
W slaba vazba A T
S silnd vazba C G

M amino skupina A C

K keto skupina G T
R purin A G

Y pyrimidin C T
B neni adenin CcC G T
D neni cytosin A G T
H neni guanin A C T
\Y% neni thymin A C G

N jakdkoliv baze A C G T

Tab. A.2: Hodnoty zmén entalpie (AH [kcal-mol?]) a entropie (AS [kcal- K-1-mol])

pro vypocet teploty tani metodou nejblizstho souseda, prevzato z [15].

dinukleotid | AH [kcal-mol] | AS [kcal K*-mol?]
AA/TT 0.1 20,0240
AT/TA -8,6 -0,0239
TA/AT -6,0 -0,0169
CA/GT 58 20,0129
GT/CA 6.5 20,0173
CT/GA 78 20,0208
GA/CT 5.6 20,0135
CG/GC 11,9 20,0278
GC/CG 111 20,0267
GG/CC 11,0 20,0266
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