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ABSTRAKT

Prace se zabyva problematikou MLST typovani Treponema pallidum subsp. pallidum.
Tato spirochetni bakterie zplisobuje nemoc syfilis. MLST typovani predstavuje vyznamny
zdroj informaci, jak o sekvenénich zménach gen(, tak o jejich dopadech na patogenitu
této bakterie. Snazi se navrhnout postup pro uréeni alelického profilu s vyuzitim SRA
dat. Vyuzivd BWA mapovani na referencni genom.

KLICOVA SLOVA
MLST typovani, Treponema pallidum subsp. pallidum, syfilis, SRA databaze, BWA,
TP0136, TP0548, TP0705, kmen Nichols, kmen S514

ABSTRACT

This thesis is focused on MLST typing Treponema pallidum subsp. pallidum. This
spirochete bacterium causes the disease syphilis. MLST typing represents an important
source of information, both on the sequence changes of genes and on their impact on
the pathogenicity of this bacterium. It tries to design a metod for obtaining the allelic
profile using SRA data. It uses BWA mapping to the reference genome.
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Uvod

Tato préace se zabyva problematikou typovani Treponema pallidum subsp.pallidum.

Treponema pallidum subsp.pallidum spiralni bakterie ze skupiny spirochét je pu-
vodcem syfilis. Toto pohlavné prenasené onemocnéni predstavuje pomérné zavazny
celosvétovy zdravotni problém. World Health Organization (WHO) udava, ze in-
cidence novych pripadt se vysplha az na 11 miliént rocné. Pravé proto je lepsi
porozuméni epidemiologii tohoto onemocnéni klicové.

Molekularni typovani pfinasi fadu informaci o kmenech téchto bakterii a o tom
jakym zpiisobem se siti v populaci. Diky molekularnimu typovani lze rozlisit jed-
notlivé poddruhy a do jisté miry predpovidat jejich chovani na zakladé podobnosti
s ostatnimi uz znamymi prislusniky daného druhu.

Systémt pro typovani této bakterie je hned nékolik a neustéle se rozvijeji. MLST
typovani predstavuje dosud posledni navrzeny pristup. K typizaci vyuziva tii geny
- TP0136, TP0548 a TPO705.

Tato prace predklada ¢tenari prehledny vycet nemoci zptisobenych bakteriemi ze
skupiny Treponema pallidum. Seznami ho s morfologii organismu a preda zakladni
informace k této problematice.

Daéle nabizi vhled do problematiky DNA sekvenace organismii. Struéné popi-
suje historicky i v soucasnosti pouzivané metody. Jejich zdkladni metodiku a pro-
blémy. Zaroven zminuje metody pouzivané k amplifikaci sekvenované DNA. Prace
se zabyva problematikou MLST typovani organizmi jako technikou, ktera jesté neni
zcela bézné znama Siroké verejnosti, ale poskytuje cenné informace. Je zde obecné
vysvétlena tato metoda a jeji prinosy v pripadé pouziti pro Treponema pallidum
subsp. pallidum.

Déle se prace vénuje praci s raw sekvenacnimi daty. Databazim, které byly v
ramci prace nékolikrat vyuzity z mnoha davodi, programtim, které slouzi ke zpra-
covani takto naroc¢nych dat. Zminuje také problematiku hodnoceni sekvenac¢nich dat
a programt, které k tomuto ucelu slouzi.

Préce se snazi navrhnout bioinformaticky postup pro zjisténi typu sekvence na
zakladé alelického profilu surovych sekvenacnich dat. Jako podklad slouzi data sta-
zena z SRA databaze. Navrzeny postup poté aplikuje na nékolik vzorku z této da-
tabaze, hodnoti jejich kvalitu, jak co se tyce precteni jednotlivych bazi, tak kvalitu
mapovani téchto ¢teni na referencni sekvenci pomoci BWA. Snazi se stanovit alelicky

profil dat a diskutuje vysledky.
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1 Treponema pallidum

Treponema pallidum je bakterie patiici mezi spirochety, ktera je ptivodcem syfilis. Je
naro¢nd na zevni vlivy, vyznacuje se izkym rozsahem pH (7,2 - 7,4) a teploty (30 -
37°C). Je inaktivovana jakymkoli vykyvem teplot mimo urceny rozsah, vysychanim
a vetsinou dezinfekénich prostiedki, je mikroaerofilni, coz znamena ze pro svij rist
vyzaduje jen nizké koncentrace kysliku, vyssi koncentrace vedou taktéz k inaktivaci.
11, [21,13]

Klasifikace patogennich treponem bylo v minulosti zalozeno jen na rozliSeni pri-
znaki prislusnych nemoci, které zpusobuji. Treponema pallidum subsp. pallidum
zpusobuje pohlavni syfilis; Treponema pallidum subsp. pertenue zpusobuje frambé-
zii; Treponema pallidum subsp. pendemicum zpusobuje endemickou syfilis a Trepo-
nema pallidum subsp. careteum zpusobuje nemoc pinta. V dnesni dobé s rozlisSenim

pomahd také genetika. [I]

1.1 Struktura

Jedna se o spirdlovité stoc¢eny organismus 6 - 15 um dlouhy a 0,1 - 0,2 um Siroky.
M4 vnéjsi membranu s lemujicimi periplazmickymi biciky (vmezefeny mezi vnitini

a vnéjsi membranu), které zajistuji pohyb.

Obr. 1.1: Treponema pallidum subsp. pallidum [4]

Ze 70 % je tvorena bilkovinami, 20 % lipidy a 5 % sacharidy. Ackoliv ma dvé
membrany (vnéjsi a cytoplazmatickou), svou strukturou se znacéné 1isi od gramne-
gativnich bakterii. Jeji vnéjsi membrana se vyznacuje extrémné nizkou hodnotou
transmembranovych proteint. Zatimco cytoplazmaticka obsahuje vétsinu integral-

nich membranovych proteini a je bohatd na lipoproteiny. Bakterie méa typicky tti
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biciky, které ji obtaceji. Dulezitou slozku predstavuje vrstva peptidoglykant, ktera
je duvodem pro nachylnost téchto bakterii na penicilin. Vrstva peptidoglykanti se
nachézi nad cytoplasmatickou membranou, nad ni jsou periplasmatické biciky a vse
uzavird vnéjsi membréana.[5]

Rozmnozuje se binarnim délenim. Kultivace béznymi metodami in vitro je velmi
naroc¢na, k mnozeni se obvykle pouziva pasazovani v krali¢ich varlatech. Nékteré
zastupce lze in vitro kultivovat s vyuzitim spolecné inkubace s epitelovymi bunkami.
Mus{ jim vSak byt pravidelné ménéno riistové médium. Zivotaschopné organismy
mohou byt v komplexnich médiich udrzovany az 21 dni. Ve tkanich lze vizualizovat
metodami impregnace stifbra. Zivé bakterie jsou prilis tizké pro konvencni svételnou

mikroskopii, proto se pro jejich pozorovani vyuziva temné pole. [1], [0]

1.2 Syfilis

Syfilis je lécitelna choroba, kterou zpusobuje bakterie Treponema pallidum subsp.
pallidum. Syfilis se prendsi pohlavnim stykem, transfuzi krve (pouzitim nakazenych
jehel) a také z matky na plod. Prenos z matky na dité je v pripadé neléc¢ené syfilis
témér vzdy letalni pro plod. [7]

Infekce se do téla dostava kuzi a sliznicemi, nejcastéji oblasti genitalni, rektalni a
ustni sliznici. Inkubac¢ni doba se pohybuje mezi 9 az 90 dny. Velka ¢ast lidi se syfilis
netrpi zadnymi priznaky, nebo ma jen velmi slabé projevy. Z hlediska infekénosti se
onemocnéni nyni déli na dvé stadia - ¢asné (infekéni) a pozdni. [§]

o Primérni syfilis:

Po trech tydnech od infekce se zac¢nou projevovat prvni pfiznaky. V misté
vstupu infekce vznikéa vied. Vétsinou je jen jeden, neni bolestivy a dost ¢asto
se nachazi na mistech, kde si ho pacient nevsimne. Do Sesti tydnt se obvykle
zahoji. V patém tydnu od infekce dochazi k zdufeni mistnich uzlin.

o Sekundarni syfilis:

Zacina obvykle do 10 tydni od zacatku infekce. Bakterie se mnozi v krvi,
objevuji se kozni a slizni¢ni projevy (exantém a enantém), postizeni jinych
organii a Unava. VsSechny slizni¢ni projevy jsou velmi nebezpeénym zdrojem
infekce. Po urcité dobé odezni a nastava obdobi latence. Klinicky se nemoc
neprojevuje a da se urcit pouze sérologicky. Obdobi pfiznakii a latence se
mohou stiidat. Po dvou letech se nemoc vétsinou ustali v latentnim stadiu
(pozdni latence), které muze trvat i 20 a vice let.

o Tercialni syfilis:

Organové postizeni vétsinou jednoho organu, které nastupuje po 5 az 30 letech

od nékazy. Charakteristickym projevem je specificky granulom - gumma. Jde
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o ostfe ohranicené tuhé hrboly vétsinou rizové barvy. Jinak nemoc postihuje
nervovou soustavu, kardiovaskularni systém, kosti a oci.
Primy dikaz pritomnosti Treponema pallidum je mozny pouze v prvnim a druhém
stadiu syfilis. Provadi se mikroskopickym pozorovanim sekretu v temném poli. Nega-
tivni nélez ale neznamena, ze se bakterie v pacientové téle nenachazi. Spolehlivéjsim
dikazem syfilis je priméa imunofluorescence a PCR.

Rand stadia syfilis se 1é¢i injekcemi benzathin benzylpenicilinu (PNC G), ktery
patii do skupiny penicilini s tizkym antibakterialnim spektrem. Mechanismus jeho
uc¢inku spoc¢iva v inhibici syntézy bunécéné stény bakterii, coz znamena ze je nici
v rustové fazi. V druhé fadé mohou byt nasazeny antibiotika - deoxycyclin (neni
vhodny pro téhotné), ceftriazon nebo azitromycin. Penicilin se pouziva i pro 1é¢bu
pozdéjsich stadii nemoci, jen ve vyssich davkach. Pouziti penicilinu je idedlni diky
vysoké pronikavosti do tkani, véetné placenty. Da se pouzit i pri gravidité a muze

zabranit prenosu nemoci z matky na plod. [9} [10]

1.3 Frambézie (Yaws)

Jde o infekéni détské onemocnéni zpiisobované bakterii Treponema pallidum subsp.
pertenue. Vyskytuje se predevsim v chudych c¢astech Afriky, Asie a latinské Ame-
riky. Nizké socidlné-ekonomické standardy a Spatné hygienické navyky vedou k siteni
této nepohlavni nemoci. Nemoc se z pocatku projevuje jako charakteristicky papi-
lom (kozni vyrustek), ktery je plny bakterii a umoznuje tedy snadné diagnostiko-
vani. Vyrustky jsou velmi infekéni a pokud nejsou léceny, snadno se $ifi. Sekundarni
frambézie se objevuje tydny az mésice po infekci a typicky se projevuje ve formé
mnohocetnych vystouplych zlutych 1ézi nebo bolesti a otoku dlouhych kosti a prstii.

Diagnodza se stanovuje na zakladé laboratornich sérologickych testt jako jsou
TPPA (Treponema pallidum particle agglutination) a RPR (rapid plasma reagin),
které se vyuzivaji pro zjisténi treponemovych infekci. Tyto testy nerozlisi frambézii
vyskytuje, dilezité peclivé vysetieni a zhodnoceni. Pro definitivni potvrzeni nemoci
se pouzivda PCR. [I1]

1.4 Pinta

Je velmi vzacné infekéni onemocnéni rozvijejici se nejcastéji u déti, které zptsobuje
Treponema pallidum subsp. careteum. Ptenasi se primym dotykem s nakazenou ¢asti
ktize. Nemoc ma opét tii stadia, ktera se projevuji rtiznymi lézemi a zabarvenim na

ktzi. Ostatni organy nejsou ovlivnény. Inkubacni doba je od 7 do 21 dni.
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Ve vétsiné pripadil jsou primarni 1éze malé cervené skvrny, které se objevuji
prevazné na odhalenych mistech pokozky, jako jsou ruce a nohy. Mohou se vyskytovat
i na obliceji nebo brise. Obcas svédi a mohou se rozsifovat ve vétsi povlaky.

Meésic az rok po rozvoji prvotni infekce se u infikovanych osob mohou na misté
ptivodnich 1ézi objevit nové. Témto 1ézim se tika pintids, infikuji zpravidla uz posti-
zend mista a mohou byt sucha a loupat se.

Pozdni faze nemoci se objevuje dva az pét let od prvnich ptiznakt. Jedna se o
bilé az bezbarvé skvrny. Béhem této faze se u pacienttt mize objevit nenormalné
suché a kiehkd kuze.[12]
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2 Sekvenace

DNA sekvenovani je laboratorni technika slouzici k presnému urceni sekvence nuk-
leotid (bazi) v molekule DNA. Sekvence bazi , vétsinou oznacovanych pocatecnimi
pismeny jejich ndzvu (A - adenosin, C - cytosin, G - guanin a T - thymin), kéduje bio-
logickou informaci dané bunky. Zjisténi sekvence fragmentu DNA m& mnohostranné
vyuziti, jako je diagnostika nemoci, kontorla patogent nebo provadéni fylogenetic-
kych studii. Zaroven predstavuje kli¢ k porozuméni funkei genti. V soucasnosti je k
dispozici nékolik rtiznych metod sekvenovani, z nichz kazda ma jiné charakteristiky

a je vhodna pro jiny typ préace. [13]

2.1 Prvni generace

V ramci prvni generace sekvenovani rozlisujeme dvé metody:

o Metoda terminace fetézce (Sanger et al., 1977), ve které je sekvence jedno-
retézcové DNA urCovana enzymatickou syntézou komplementarniho fetézce,
ukonceného na specifické nukleotidové pozici

o Metoda chemické degradace (Maxam a Gilbert, 1977), ve které je sekvence
dvouretézové DNA urc¢ena pomoci aplikace chemikalii, které ji nastépi v urce-
nych nukleotidovych pozicich

Obé metody byly ze zacatku stejné popularni, ale Sangerova metoda zacala postupné
prevazovat. Ze zacatku obé metody pouzivaly radioaktivni znaceni, coz predstavo-
valo riziko pro védce, kteri praci provadéli. Duvodem pro rozmach Sangerovy metody
byl nejen vynéalez fluorescencnich barviv, ale automechanizace metody, ktera byla
nezbytné nutna z divodu zpracovani obrovského mnozstvi sekvenacnich dat, které

by bylo naro¢né zpracovavat rucné.

2.1.1 Sangerova metoda

DNA sekvenace metodou ukoncovani retézce je zalozena na faktu, ze jednoretézcové
vlakna DNA, ktera se lisi v délce jen o jeden nukleotid, lze separovat jedno od
druhého pomoci gelové elektroforézy. To znamend, ze po probéhnuti elektroforézy
jsou na gelu viditelné bandy ruzné dlouhych fetézci DNA (v dnes$ni dobé az 1000
bp). Pro tuto metodu je nezbytné nutnd priprava identickych kopii jednoretézcovych
DNA molekul (templati), existuje vice variant pripravy:
e DNA klonovani plazmidovym vektorem - Plazmidy jsou malé kruhové mole-
kuly DNA, prirozené se vyskytujici v bakteriich. Timto zptusobem pripravena
DNA je dvouretézcova, takze musi byt pred pouzitim denaturovana. Jedna se

o hojné pouzivanou metodu, hlavné kvili jeji nendroc¢nosti.
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o DNA klonovani pomoci fagového M13 vektoru - Bakterie hostitelského kmene
je infikovana bakteriofagem s vlozenou cizi DNA. V priubéhu lytického cyklu
je namnozena cela fagova DNA véetné té cizi. Metoda je specialné navrzena k
pripravé jedno-tetézcové DNA. Nevyhodou je, Ze pri pouziti delsiho fragmentu
DNA muze dochazet k delecim, takze je vhodnd jen pro pripravu kratkych
tsektt DNA (do 3 kb).

o DNA klonovani fasmidem (=fagemidem) - Bézné bakterialni plazmidy, které
nesou navic ¢ast genomu nékterého bakteriofaga. Obsahuji jak pocatek repli-
kace ColE1, které zajistuji produkci dvouretézcové plasmidové DNA, tak po-
¢atek replikace bakteriofaga M13 (nebo jiného), ktery umoznuje vznik jednote-
tézcové DNA. Tento systém predchézi chybam ke kterym dochazi v predchozi
moznosti a je proto vhodny pro fragmenty vétsich délek (10 kb a vice).

o DNA klonovani kosmidem - Modifikované plazmidové vektory, specialné navr-
zené pro pripravu velkych fragmentia DNA (az do 45 kb).

o Vyuziti PCR - polymerazova retézova reakce muze byt také pouzita k ziskani
jednoretézcové DNA.

Prvnim krokem Sangerovy metody je nasednuti kratkého oligonukleotidu na
stejné misto na vsSech vldknech, tento oligonukleotid pak slouzi jako primer pro
syntézu druhého (komplementérniho) fetézce DNA. Syntéza komplementu probihé
pomoci DNA polymerdzy, za pritomnosti ¢tyt deoxyribonukleotidtrifosfati (ANTPs
- dATP, dCTP, dGTP a dTTP). Terminace Tetézce je umoznéna piitomnosti ma-
1ého mnozstvi dideoxyribonukleotidtrifosfati (ddNTPs), které se lisi chybéjici OH
skupinou nezbytné nutnou pro pokracovani replikace. DNA polymeraza nerozlisuje
mezi ANTPs a ddNTPs, coz znamena ze dideoxyribonukleotid miize byt kdykoli za-
¢lenén do rostouciho fetézce, ale zptisobi tim jeho ukonceni. Tato reakce historicky
probihala ve ¢tyTech zkumavkach - v kazdé je zastoupen jiny dideoxynukleotid. V
pripadé, ze je pritomny ddATP je fetézec ukoncen v misté vyskytu thyminu v tem-
platovém retézci, ale protoze je pritomny i dATP, syntéza neni vzdy ukoncena hned
pri prvnim vyskytu T v templdatu - mize pokracovat dokud neni templat dlouhy
nékolik stovek nukleotid, nez dojde k zaclenéni ddATP. Vysledkem je tedy nékolik
novych fetézct, lisicich se jen v délce, ale konéicich vzdy ddATP. To stejné se déje
ve vsech ostatnich zkumavkach, vzdy jen s tim rozdilem, Ze jsou fetézce ukoncené ji-
nym dideoxyribonukleotidem. Proto je pouzita gelové elektroforéza. Retézce vzniklé
syntézou v pritomnosti ddATP jsou naneseny do jednoho radku gelu a stejné je na-
lozeno i s fetézci vzniklymi syntézou s dalsimi tfemi dideoxyribonukleotidtrifosfaty.
Po probéhnuti elektroforézy mtze byt DNA sekvence prectena primo z jednotlivych
prouzki pritomnych v gelu. S tim, ze prouzek, ktery na gelu doputoval nejdéle, je
nejkratsi. Jedna se tedy o retézec, ktery byl ukoncen pripojenim komplementarniho
ddNTP pii prvnim vyskytu nukleotidu v DNA templatu. [14] [15] [16] Kratky oligo-
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nukleotid (primer), ktery nasedd na templatové vldkno v prvnim kroku metody je
nezbytné nutny. Hlavné protoze DNA polymeraza nemiize zahajit replikaci vlakna
bez pfitomnosti 3’ konce na ktery pak navazuje dalsi nukleotidy. Primer zaroven
urcuje od kterého mista bude replikace zahdjena - ktera ¢ast molekuly bude repli-
kovana.

Postup popsany vyse uz se v dnesni dobé nepouziva, Sangerova metoda je pouzi-
vana v upravené formé. Uz neni potreba probihajici reakce délit do vice zkumavek,
probihaji dohromady, to je umoznéno vynalezem fluorescencnich znacek. Ty se pou-
zivaji ke znaceni ddNTPs - ¢tyti rizné znacky (s riznymi emisnimi spektry), kazda
pro jiny dideoxynukleotid. Po dostatecném mnozstvi reakei je sekvenovana DNA pri-
tomna v rtizné dlouhych molekulach. Diky fluorescencénim barviviim je mozné prejit
z klasické elektroforézy na kapilarni. Pti ni se vyuziva kapilara naplnéna polyacryla-
midovym gelem. Molekuly DNA jsou sefazeny podle zvysujici se délky, kazda z nich
méa na konci ddNTP s odpovidajici fluorescenéni znackou. Simultanné je provadéna

detekce fluorescencnich barviv CCD detektorem (Charge-Coupled Device).

2.1.2 Maxam-Gilbertova metoda

Tato metoda je zaloZzena na poznatku, ze lze na konci znacenou DNA molekulu
sekvenovat po jejim rozstépeni v urceném misté. Metoda pracuje s molekulou jed-
notetézcové DNA (nebo dvoutetézcové, kterd je denaturaci nebo Stépenim upravena
na jednoretézcovou), kterd je na jednom konci (bud 3’ nebo 5’) radioaktivné znacena
pomoci 32P. DNA sekvence je $tépena v misté adenosinu, cytosinu, guaninu nebo
thyminu v zavislosti na pouzité chemikalii. Reakce opét probiha ve ¢tyrech zkumav-
kéch, jedna pro puriny (A + G) jedna pro pyrimidiny (C + T) a po jedné pro G a
C. Céstecné stépeni v kazdé z uréenych bazi vede ke vzniku sady radioaktivné zna-
cenych sekvenci odlisujici se v délce, které lze odlisit pii pouziti gelové elektroforézy.
14, [17]

Na obrazku je priklad sekvenace DNA oznacené na 5 konci. Gel po elek-

Vv

bandy pro jednotlivé baze), ale i tak je snadno citelny.

2.2 Druha generace

I presto, ze byly predchozi dvé metody upraveny a zautomechanizovany, jsou ome-
zeny délkou sekvence, kterou jsou schopny sekvenovat (do stovek pari bazi) v rameci
jednoho experimentu. Ve srovnani s lidskym genomem to znamené, Ze jsou v jednom
béhu schopny sekvenovat jednu pétimiliontinu genomu. Proto nastupuje takzvana

next generation sekvenovani, ktera umoznuje sekvenovat mnohonasobné vetsi ¢teni.
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5 radiclabeled sequence

“ACGTTGGAC:

Chemical cleavage Ard [ | o [ ¢ |
5" AC 5" AC "5 A 5" A
5" ACGTT 5" ACGTT 5" ACG 5" ACGTTGGA
5" ACGTTG 5 ACGTTG *5" ACGT
5" ACGTTGG 5" ACGTTGGA

Autoradiogram

Read direction

W OO-EH-EOOP>0

Obr. 2.1: Maxam-Gilbert sekvenovéani [17]

Metody druhé generace mohou byt rozdéleny do dvou kategorii:

» sekvenace hybridizaci - Pouziva filtry se znamymi oligonukleotidovymi sekven-
cemi, na které je hybridizovan znaceny vzorek DNA. Po odplaveni nezadouci
DNA, je mozné urcit zda sekvence zachycenych znacenych fragmentt odpovida
sekvenci DNA oligonukleotidi na filtru.

« sekvenace syntézou (SBS) - Vyuzivaji polymerazu nebo ligazu k navazani (flu-
orescencné znacenych) nukleotidi.

Metody druhé generace jsou bez vyjimky zavislé na amplifikaci DNA pred sa-
motnym sekvenovanim. Tento krok vede k tvorbé dostatecného mnozstvi kopiit DNA
a diky tomu je pak zajistén dostatecny signal pti stanoveni jednotlivych bazi. K apli-
fikaci DNA se konvenc¢né vyuzivaji metody:

o Emulzni PCR (polymerase chain reaction - polymerazova fetézova reakce):
Funguje na podobném principu jako klasickda PCR, jen s tim rozdilem, zZe cela
reakce probiha v kapénkach vody v emulzi s olejem. Amplifikovanda DNA je
navazéna na specialni adaptéry (syntetické kulicky) a pouzita jako templat
pro PCR. Na kazdé kulicce se v pribéhu reakce vytvori az 10 miliéona kopii
puvodni DNA. [I8| [19]

« Mistkova amplifikace: K amplifikaci slouzi sklenéna desticka s navazanymi pri-
mery dvou typu. Predpripravené fragmenty DNA jsou jednotretézcové a maji
na koncich navazany adaptér komplementarni k oligonukleotidovym prime-
rim na desticce - dochdazi k jejich navazani. Diky DNA polymeraze dochazi k
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DNA fragments Primers

DNA strands are attached

1o cell surface at one end Ends are attached to surface

by complimentary primers

g0 00
ol U
Denaturation forms two Repetition forms clusters
Enzymes create double strands separate DNA fragmen‘ts of identical strands

Obr. 2.2: Miustkova amplifikace - princip [19]

vytvoreni komplementarniho feztézce. Dvouretézcovda DNA je denaturovana,
noveé vytvorené vldkno se ohyba a druhym koncem se navazuje na druhy typ
primeru, dochézi k syntéze komplementarniho vldkna, to vede k vytvoreni
dvoutetézcového miistku, ktery je néaslednou denaturaci znicen a cely proces
se od zacatku opakuje. [I8, 19] Princip mustkové amplifikace je zndzornén na
obrazku 2.2

o Nanokulicky: Tato metoda nepouziva k amplifikaci PCR, ale klonuje DNA
fragmenty pomoci retrovirového vektoru. DNA spolu s adaptory je pomoci
urcitého oligonukleotidu zformovana do kruht, cirkularni DNA je replikovana
phi29 DNA polymerazou. Nové sekvenovana vlakna spolecné s tamplatovou

cirkuldrni DNA vytvaii nanokulicku, ktera je dale sekvenovana. [18]

2.2.1 454 Pyrosekvenovani

Pyrosekvenovani je zalozeno na principu sekvenace syntézou, pri které je synteti-
zovano komplementarni vlakno. Narozdil od predchozi metody zalozené na tomto
principu (Sanger) zde nejsou vyuzivainy ddNTP. Sklad4 se ze série reakei, které vedou
k tomu, ze jakmile je do nového komplementarniho vldkna vlozen novy nukleotid,
je vyzareno viditelné svétlo.

DNA templat je v pritomnosti nékolika enzymu (DNA plymeraza, ATP sulfury-
laza, luciferaza a apyraza) replikovan. Pti nasednuti deoxinukleotidtrifosfatu kom-
plementarnimu k templatu, je uvolnén pyrofosfat. Ten slouzi jako komponent pro
tvorbu ATP, pravé diky enzymu ATP sulfurylaze. ATP je vyuzito enzymem lucife-

razou k preméné luciferinu na oxyluciferin, tato reakce vede k produkci svétla primo
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umeérného k poc¢tu bazi, které byly navazany. Nenavazané nukleotidy jsou okamzité
degradovany nukleotidazou. [14} 20} 21]

Technologie 454 pyrosekvenovani vyuziva této metodiky, ale posouva ji dal. Sek-
venovana DNA je nejprve amplifikovana pomoci emulzni PCR, poté je kazda kapicka
uzaviena do samostatné komtrky, ve které jsou pritomné vsechny latky potiebné pro
pyrosekvenovani. Tyto komurky jsou soucésti sekvenacéni desticky (PicoTiterPlate),
kterda mize obsahovat az jeden milion takovych komurek. Desticka je opakované
omyvana deoxinukleotidtrifosfaty (T, A, C, G), kdyz je dany nukleotid komplemen-
tarni k templatu, je navazan DNA polymerazou a dfive popisovanou reakci dojde
k chemoluminiscenci. Svétlo je zachycovano kamerou, intenzita je prepocitana na
takzvanou flow-value a vice méné odpovida mnozstvi pridanych bazi. Informace o
bazi a flow-value jsou ukladany do pocitace. Ze sekvence bazi a hodnot intenzity lze

zkonstruovat flowgram. Priklad je na obrazku 2.3 [211, 22]
1.25 pmol pUC19

A so4

50 4

5A

404 SA
41

304

204

ATGCATGLCATGCATGLCATGCATGUCATGOCATGCATGCATGCATGCATGOCATGE

Obr. 2.3: Flowgram - ukdzka [22]

2.2.2 lon torrent

Ion torrent sekvenovani bylo uvedeno v roce 2010. Velky tspéch této metody byl
zpusoben pouzitim ¢ipu (desticky), ktery obsahuje az milion CMOS (Complemen-
tary Metal-Oxide-Semiconductor) senzoru v matici a umoznuje tak zpracovavat data
najednou jednoduse a pomérné levné. Dalsi velkou inovaci bylo predstaveni elek-
trochemického ISFET (ion field sensitive transistor - iontové senzitivni tranzistor
(tranzistor Fizeny polem)) senzoru, ktery je na dné kazdé komurky. Tato metoda
je, stejné jako predchozi, zalozena na konceptu sekvenace syntézou, ale na rozdil od
dalsich metod druhé generace nevyuziva detekci svétla nebo fluorescenéniho znaceni.

Namisto toho vyuziva detekci protonu (HT), ktery je uvolnén pii kazdém zaclenéni
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nukletidu do nové sekvenovaného vlakna. Uvolnéni vodikovych ionti vede ke zmé-
nam pH, které mohou byt detekovany jako zmény napéti pomoci CMOS-ISFET sen-
zoru. Pokud do syntetizovaného tetézce neni nukleotid pripojen, neobjevi se zadny
napétovy signal, diky tomu, na rozdil od predchozich metod, neni nutné nevyuzité
nukleotidy chemicky degradovat.

Sekvenovani na této platformé probtha podobné jako u predchozi metody. DNA
sekvence je amplifikovana vyuzitim emulzni PCR a je nanesena na sekvenac¢ni polo-
vodic¢ovou desticku. Pravidelnym omyvanim komurek dNTP (vzdy jen jednim dru-
hem) je stanovovdna DNA sekvence pomoci detekce napéti. Dojde-li k navazani
dvou stejnych nukleotidii hned po sobé je detekované napéti dvakrat vétsi. Problém
ovsem nastava (stejné jako u predchozi metody) pri stanovovani repetetivnich bazi
(naptiklad "AAAAAAAAAA’), kde je tézké rozliit presny pocet po sobé jdoucich
nukleotidu jen na zdkladé napétového tudaje. [19, 20, 23]

2.2.3 SOLiD

Sekvenovani ligaci je metoda vyuzivajici DNA ligdzu, enzym hojné vyuzivany v bio-
technologiich, diky schopnosti vazat dvouretézcové DNA vldkno. SOLiD (Sequencing
by oligonucleotide ligation and detection) stejné jako fluorescenéni tiprava metody
Sanger, je zalozen na detekci fluorescenc¢nich signalii, narozdil od Sangerova sekve-
novani, kde je fluorescencni barvivo vazano na kazdy dideoxinukleotid, je u SOLiD
sekvenovani fluorofor pouzit k oznaceni dvou nukleotidi. Na rozdil od predcho-
zich metod tedy neni vystup této metody snadno citelny, pro oznaceni vsech Sest-
nacti moznych kombinaci nukleotidi, jsou pouzivany jen ¢tyri fluorescencéni sondy.
[19, 14, 23]

SOLiD sekvenovani probiha v nékolika krocich. V prvnim kroku na sekvenovany
fragment DNA tetézce hybridizuje jedna ze 16 znacenych sond. Ta sestava ze dvou
znamych nukleotid v polohéch n a n+1, komplementarnich k sekvenovanému frag-
mentu, nasledovanych sekvenci degenerovanych bazi s fluorescenéni znackou. Sonda
je navazana DNA ligazou na pouzity primer. Ve druhém kroku dochazi k rozstépeni
sondy, je uvolnén fluorescen¢éné znaceny konec (detekce fluorescence), na misté zu-
stava pét nukleotidti dlouhy fetézec s 5’ fosfatovou skupinou na konci . Nasleduje
série 10 cykli hybridizace ligace a stépeni diky ¢emuz miize cely proces probéhnout
znovu. Po dokonceni prvniho cyklu sekvenace, probiha nékolik dalsich, pokazdé s
krat$im/del$im primerem (o jeden nukleotid, o dva, atd.).

Na rozdil od Sangerovy metrody, kde bylo ¢teni kazdé baze spojeno s fluorescenc-
nim signalem, zde je k urceni sekvence bazi potieba sada signali. Technika color-
space byla novinkou predstavenou platformou SOLiD, ktera je jedina, ktera ji vyu-

ziva. V této technice kazdy fluorescencni signdl predstavuje dva nukleotidy. Kazdy
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nukleotidovy par mé svoji znacku, ale jak je vidét v druhé éasti obrazku 2.4 barva ur-
¢end pro ruzné pary neni nadhodné. Reverzni (napiiklad AC a CA), komplementarni
(AC a TG) a reverzné komplementarni (AC a GT) dvojice sdileji stejnou znacku.

23
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Universal seq primer n F nF

Universal seq primer n+1 3 F nF nF nF

Universal seq primer n+2 F F nF  nF nF
Universal seq primer n+3 F F nF nF nF

(a)
Target sequence

5°’ACGAA 3’
Colorsequence M Colorsequence M
Alcla T . 00 ..0
AT AG AT AA AA
A.“ CACGCTCC CGCTCCCC
GT GC GA GG GC GA GG GG
C . . ‘ TA TC TT TT
L L C — Cycle 1 — Cycle 2
G ’ . . Possible sequences Possible sequence
T ‘ ’ . 5°’ACGAA 3’ ¥ 7
5'ACGAA3
5°CATCC 3’
5'GTAGG 3’
5 TGCTT 3’

(b)

Obr. 2.4: SOLID sekvenace - princip fluorescenéniho znaceni [23]

Na obrazku je zndzornén princip fluorescencniho znaceni a vyuziti techniky
color-space ke stanoveni poradi nukleotidi. F: dva fluorescentné znacené nukleotidy

(dohromady jednim fluoroforem), nF: neznacené béze.

2.2.4 Illlumina

Opét se jedna o sekvenaci syntézou, na rozdil od Sangerovy metody, pouziva Illu-
mina fluorescentné znacené reverzibilni terminatory, diky tomu je terminace fetézce
u této metody vratna. Na rozdil od jinych diive zminovanych metod, se zde k am-
plifikaci DNA pouziva mustkova PCR. Fragmenty sekvenované DNA jsou spojeny s
primery imobilizovanymi na povrchu. V kazdém cyklu jsou soucasné pridany ctyrti
fluorescentné znacené nukleotidy, které maji na 3’ konci misto OH skupiny 3’-o-
azidomethylovou skupinu, tato chemicka blokace vede k ukonceni fetézce. Po za-
¢lenéni nukleotidi je metodou TIRF detekovana fluorescence. V dalsim kroku jsou

vymyty nenavazané nukleotidy a chemicka blokada 3’ konce je odstranéna pouzitim
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tris-(2-karboxyethyl)fosfinu (TCEP), diky ¢emuz lze pokracovat v syntéze Tetézce.
Tento postup se cyklicky opakuje dokud neni sekvenovan cely fragment DNA.[19] 23]

TIRF (Total Internal Reflection Fluorescence - Fluorescence s totdlnim vniti-
nim odrazem) je metoda vyuzivajici odrazu excitaéniho paprsku od rozhrani dvou
prostiedi. Diky tomu je fluorescence odklonéna od ohniskové roviny, coz vede ke
zvyseni SNR (Seignal to Noise Ratio - pomér signdlu k sumu). Dochéazi ke vzniku
evanescentni viny, kterd excituje tenkou vrstvu vzorku (100 nm). Hlavni prednosti
této metody je praveé to, ze je schopna detekovat fluorofory, které jsou velmi blizko
pevného povrchu (sekvenacni desticky). [23] 25]

V soucasnosti jsou Illumina sekvenatory nejrozsirenéjsi. To je zptusobeno nejen
nizkymi naklady na sekvenaci a jejich vysokou presnosti, ale také tim ze maji na
trhu celou fadu moznych variant, prizpusobenych riznym projekttm.[26]

Dostupné varianty:

e iSeq 100 (maximalné 1.2 Gb, délka cteni do 150 bp)

e MiniSeq (max 7.5 Gb, délka ¢teni do 150 bp)

o MiSeq (az 15 Gb, délka ¢teni do 300 bp)

o NextSeq 550 (az 120 Gb, délka ¢teni do 150 bp)

o NextSeq 1000 a NextSeq 2000 (do 540 Gb, délka ¢teni do 300 bp)

» NovaSeq 6000 (do 3 Th, délka ¢teni do 250 bp)

» NovaSeq X (az 8 Th, délka c¢teni do 150 bp)

2.3 Treti generace

Ackoli neexistuje zadna zretelna hranice mezi druhou a treti generaci sekvenatori,
za specifikaci tfeti generace by Slo povazovat sekvenovani v redlném case a SMS
(Single molecule sequencing - sekvenace jedné molekuly). Klicovou vlastnosti metod
treti generace je schopnost presné sekvenovat dlouhé fetézce DNA bez nutnosti ji

predem néjak zpracovavat a amplifikovat. [27]

2.3.1 Pacific Biosciences

Sekvenator od firmy Pacific Biosciences, vyuzivd metodu SMRT (Single molecule real
time - sekvenace jedné molekuly v redlném case) a stale se jedné o nejvice vyuzivanou
platformu pro tento typ prace. Na trh byl uveden roku 2011 pod nazvem PacBio RS
sequencer. Tento sekvenator generoval pomérné kratka ¢teni (s pramérnou délkou
1.5 kb) s velkou chybovosti (13 %). V pribéhu let doslo k rozvoji technologie a vysel

novy sekvenator (PacBio Sequel System), ktery prodlouzil délku ¢teni vice nez 10x.
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Jako templat pro metodu SMRT slouzi uzaviena (cirkuldrni) jednofretézcova
DNA| kterd je vytvorena navazanim (hairpin - vldsenkovych) adaptorti na oba konce
molekuly (SMRTbells).

Narozdil od predchozich metod, kde dochazelo k sekvenaci DNA sekvenci na-
vazanych na sekvenacni desticku, nebo kulicku pomoci DNA polymerazy, ktera se
pohybovala podél templatu, u této metody je DNA polymeraza fixovana na dno
specidlni sekvenacéni komurky (SMRTcell). Komtrky, kterych je v rdmci sekvena-
toru tisice, maji na svém dné takzvané ZMW (zero mode waveguides), které slouzi
k usmérnovani svétla. V pritbéhu sekvenace je k templatovému tetézci, prochazeji-
cimu DNA polymerazou, navazan komplementarni fluorescen¢né znaceny nukleotid.
Po osviceni laserem dojde k emitovani svétla, které je detekovano kamerou. Velikost
ZMW je mensi nez vlnova délka excitac¢niho svétla, coz vede k jeho exponencidlnimu
utlumu. Ozareno je tedy jen dno komirky, coz zamezuje detekci svétla pochazejiciho
z ostatnich fluorescenéné znacenych dN'TPs, které jsou v roztoku. PacBio umoznuje
sledovat detekci svétla, emitovaného nové navazanymi nukleotidy v redlném case
formou kontinualniho zaznamu. Diky pouziti cirkularnich SMRTbells je umoznéno
temlatovou DNA sekvenovat v jednom béhu hned nékolikrat, pokud to zivotnost
DNA polymeréazy dovoli. Takovyto dlouhy kontinualni read lze pak rozdélit do vice

’subreadit’, diky odstranéni adaptori. To vede k vyssi presnosti ¢teni. |28 29] B0]

2.3.2 Oxford Nanopore

Technologie sekvenace pomoci nanopoéru se zacala rozvijet uz na konci 80. let.
Nicméné kvuli technickym obtizim bylo prvniho tspésného vysledku dosazeno az
v roce 2012. Dva roky na to vydala firma Oxford Nanopore Technologies (ONT)
sekvenator zalozeny na této metodé.

Sekvenace nanoporem vychézi z detekce zmén elektického proudu, vyvolanych
pruchodem jednoretézcové molekuly DNA nebo RNA. Jednoretézcova sekvence pro-
chézi pérem a jeji prichod reguluje motor protein. Zména elektrického signalu je
detekovana a je charakteristicka pro kazdy nukleotid.

Sekvenace probihd v pritokové komurce (flow cell), ta obsahuje elektricky odol-
nou membranu ze syntetického polymeru, obsahujici nanopér. Membrana je pono-
fena do iontového roztoku a je na ni privedeno napéti. To zpusobi staly prichod
iontu skz kanal, ktery je narusovan prichodem jednotlivych bazi sekvenované DNA.
Elektricky signal z nanopéru je zaznamenavan a graficky reprezentovan ve formé
takzvaného squiggle plotu.

Na rozdil od SMRT sekvenovani neni tato metoda limitovana technologii, ale
délkou sekvenované molekuly (DNA/RNA). Diky tomu je mozné ziskat extrémné
dlouhd ¢éteni (v posledni dobé az 1 Mb). Nevyhodou je vysokd chybovost (15 %).
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U sekvenovani nanopérem neni mozné sekvenovat jeden retézec nékolikrat po sobé
jako u SMRT sekvenovani, kde je tento postup pouzivan k urc¢ovani konsenzu s vyssi
kvalitou. Pro vétsi presnost byl vyvinut postup pro sekvenovani obou vldken DNA.
Na jeden konec dvouretézcové DNA byl navazan vlasenkovy adaptér, coz vedlo k
sekvenaci komplementarniho vlakna hned po templatovém. Tento systém se nazyval
dvousmérné sekvenovani (2D), v posledni dobé byl ale nahrazen 1D?, ktery vyuziva
normalni adaptory s navazanou specifickou sekvenci, ktera podporuje vstup druhého
Fetézce.[28, 29, 30, 3]
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3 Typovani

Typovani bakteridlnich kment hraje vyznammnou roli pti uré¢ovani rozmanitosti pa-
togeni a epidemiologickych infekci. Muze potvrdit epidemiologickou souvislost a
poskytnout pohled na dynamiku populace. Existuje nékolik tradi¢nich metod, které
zustavaji prvni volbou pri urcovani fetézce. Jednu z téchto metod predstavuje ge-
lova elektroforéza s pulsnim polem (PFGE). Tato metoda pouziva k separaci velkych
DNA molekul elektrické pole riizné intenzity, které v pravidelnych intervalech méni
smér, ze kterého puisobi na gel. Zkoumana DNA je nejprve nastépena pomoci speci-
alnich restrik¢énich enzymu. Po probéhnuti elektroforézy jsou na gelu prouzky tvorici
specifické vzory. Tato metoda je znama jako zlaty standard, ale je narocnd, jak co se
tyce standardizovanych protokol pro zpracovani patogent, tak na laboratorni cas
(priprava vzorkt, gelu a nasledné zpracovani). Dalsi metodou vyuzivajici restrikéni
stépeni je REA (Restriction endonuclease analysis). Predstavuje jednu z prvnich me-
tod urcovani retézce, vyuziva enzym (obvykle HindIIl), ktery DNA sekvenci nastépi
a diky tomu je mozné rozlisit po probéhnuti klasické gelové elektroforézy casti te-
tézce ve formé prouzku (bandi). Diky pokroku v sekvenac¢nich technikéch se preslo
k charakterizaci na zakladé sekvenovani, jako je multilokusové sekvencéni typovani
(MLST), sekvenéni metoda stanovujici typ sekvence na zékladé provoznich gen.
Tato metoda poskytuje jednoznacné vysledky a umoznuje jejich porovnani mezi la-
boratofemi pomoci centralizované databdze (PubMLST - kapitola {4.2)). [32]

3.1 MLST typovani

Multilokusové sekvenéni typovani (MLST typing) je metoda, kterd umoznuje charak-
terizaci bakterialnich izolatu na zakladé vnitinich sekvenci jejich provoznich (house-
keeping) gent.

To obvykle znamena systematické sekvenovani Sesti az sedmi dobre zachovava-
nych lokusu (gent) bakteridlniho genomu. Variace v aleléch jednotlivych lokost jsou
katalogizovany a typ sekvence je urcen na zakladé porovnani s profily jinych izolatt
v databazi.[33]

Dejme tomu, Ze organizmus typujeme na zékladé (obvykle) sedmi geni, které
poskytuji pro dany organismus nejvétsi diferenci v sekvencich. Z kazdého z téchto
provoznich gentu je nasekvenovan vnitini fragment o délce 450 az 500 bp, odvijejici
se od pouzitych primerti.Pro kazdy z nich je stanovena ¢islovana tabulka moznych
alel, které mohou pro dany gen nastat. Alele, ktera se jakkoli lis{ od ostatnich, uz
zaznamenanych, je pridéleno nové unikatni cislo.

Kazdy predstavitel druhu je tedy jednoznacéné charakterizovan sérii sedmi cisel

alel jednotlivych house-keeping genti. Typ sekvence je urcen na zakladé porovnani
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7 housekeeping genes

Strain A
abcZ adk arak gdh pdhC pgm fumC
G ACTG A c [ cT TG G TGA
1 1 1 1 1 1 1
Strain B
c CCAG G T C AG TG G AGA
2 2 2 1 2 1 2
Strain C
abed adk araf gdh pdhC pgm fumC
G ACTA G T T cr GA A TGT
1 3 2 2 1 3 3

Obr. 3.1: Princip MLST typovéni [35]

s alelovymi profily jinych izolati v databazi. Tento postup je jednoduSe znazornén
na obrazku [B.11

Velkou prednosti MLST typovani je to, ze sekven¢ni data a alelické profily jed-
notlivych bakterii mohou byt snadno porovnany s témi uz uloZenymi v centralni
databédzi na internetu. Alelické profily lze navic sestavit z klinickych materidla (z
CSF (cerebrospinal fluid - mozkomisni mok) nebo krve) pomoci PCR amplifikace

predem urcenych sekvenci z house-keeping genu. [33],[34]

3.2 CDCT

Jde o typizacni metodu navrzenou pro Treponema pallidum subsp. pallidum védci z
CDC (Centers for Disease Control and Prevention) v roce 1998. Metoda je zalozena
na stanoveni poctu 60 bp dlouhych repetic v genu arp (acidic repeat protein) a
na sekvencnich rozdilech v genech tprE (TP0313), tprG (TP0317) a tprJ (TP0621),
patficich do skupiny Treponema pallidum repetetivnich genii. Rozdily jsou stanoveny
na zakladé analyzy polymorfismu délky restrikénich fragmneta (RFLP). Oznaceni
podtypu je stanoveno pomoci poctu repetic a vzoru RFLP - napriklad 14a pro
kmen Nichols. Pfidanim genu TP0548 je zvysena rozliSovaci schopnost této metody
- ECDCT (enhanced-CDCT).
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3.3 MLST typovani Treponema pallidum subsp. pal-

lidum

Syfilis predstavuje dilezity problém pro sirokou verejnost. Vzristajici incidence této
nemoci vede k potfebé charakterizovat zmény v genotypu bakterie, pomoci ¢ehoz
by bylo mozné dopredu predpokladat jeji patogenitu a chovani k farmaktim. Navic
Ize diky molekularnimu typovani ziskat strukturni data riznych populaci a na jejich
zakladé urcovat jejich geografické rozlozeni, podobnost mezi organismy s podobnym
typem sekvence. [37]

V dnesni dobé se k MLST typovani Treponema pallidum subsp. pallidum vyuzi-
vaji tii geny, jde o TP0136, TP0548 a TP0705. Prvni dva z téchto house-keeping genti
kéduji proteiny vnéjsi membrany, zatimco posledni koduje protein vazajici penicilin.
Protein TP0136 hraje navic dilezitou roli pii replikaci, protoze vaze fibronectin,
dilezitou slozku extracelularni matrix hostitele a umoznuje tim adherenci. [37], [38],
[39]

V databéazi PubMLST lze k témto housekeeping geniim dohledat alely. Pro gen
TP0136 je dostupnych 38 moznych alel, které se od sebe krom jiného lisi i délkou -
minimalni 859 bp, maximalni 1051 bp. Alely s ¢islem 8 a 38 v souboru chybi. Pro
gen TP0548 je dostupno 81 moznych alel opét s variabilni délkou (879 - 891 bp), v
souboru referenci stazenych z PubMLST databaze chybi alela ¢islo 21. Gen TP0750
mé fixovanou délku 21 dostupnych alel (732 bp). Jak jiz bylo dfive zminovano,
postup se neustdle rozviji, posledni zmény v databazi probéhly 22. zari minulého
roku, kdy byl aktualizovan dataset pro lokus TP0136.

Jako referen¢ni byly pouzity sekvence kmene Nichols a kmene SS14 dostupné z
[41] a [42]. Skupina SS14 zahrnuje kmeny SS14, Grady, Mexico A a Philadelphia 1.
Skupina Nichols zahrnuje kmeny Nichols, Bal 73-1, DAL-1, MN-3, Philadelphia 2,
Haiti B a Madras. Pro zastupce SS14 byla nejvétsi variabilita pozorovana v genu
TP0705, zatimco zastupci Nichols projevovali nejvyssi variabilitu v genu TP0548.
371, [43]
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4 Prace s daty

Pro ziskéni a pri zpracovani genomickych dat Treponema pallidum subsp. pallidum
bylo vyuzito nékolik databazi a programi, které k tomuto ucelu slouzi. V této ka-

pitole je naznaceno jakym zplisobem se daji vyuzit a jak s nimi pracovat.

4.1 SRA databaze

The Sequence Read Archive (SRA) je databaze spadajici pod NIH (National Institu-
tes of Health) obsahujici surova sekvenacni data. Je soucasti INSDC (International
Nucleotide Sequence Database Collaboration), kterda propojuje tento archiv s EBI
(European Bioinformatics Institute) a DDBJ (DNA Database of Japan). Jakakoli
data nahrana do jedné z téchto databazi jsou sdilena s ostatnimi.

V databézi bylo v dobé vydani této prace k dispozici 2242 vzorka pro dotaz
Treponema pallidum subsp. pallidum. Sekvenacni data pochéazela prevazné z pristroju
[lumina (MiSeq, HiSeq 2500, NextSeq 500, NovaSeq 6000), ale i ze sekvenatoru pac-
bio, 454 Roche a MinION.

Pro préci s touto databdzi je nutné si nainstalovat sra toolbox [45], ktery umoz-
nuje data z databaze stahovat na zakladé ID kédu a nasledné je rozbalovat z archivu
.sra na .fasta/.fastq/.sff/.sam soubory. Samoziejmosti je také zpétnd konverce na
.sra archiv. Cely toolkit je urc¢en pro linux jako vétSina bioinformatickych aplikaci.
Jednoduse se d4 nainstalovat pres anacondu (distributor jazyka R a Python, ktery
zjednodusuje spravu a stahovani balicku) a pak rozjet pres prikazovy radek.

Tato prace byla navrhovana na zakladé dat pouzitych v clanku [46], ktera jsou
volné dostupné pravé v SRA databazi pod ID SRX1798946. [44] Jedna se o raw sek-
venacni data Treponema pallidum. Pomoci SRA toolboxu byla tato data prevedena
na fastq soubory. Tento textovy format obsahuje jak biologickou sekvenci, tak idaje
o kvalité ¢teni. Kazdy ze soubort obsahoval pres 3,5 miliéonti ¢teni s primérnou dél-
kou 251 bp. Pro ptijemnéjsi praci s daty byly soubory pomoci programu MATLAB
rozdéleny na 1760 mensich souborti - ptivodni velikost 995 064 kB snizena na 556
kB.

4.2 PubMLST databaze

Jde o vetejnou databézi ur¢enou pro molekularni typovani - sbirku otevienych da-
tabazi, které zahrnuji data sekvenci populace s informacemi o jejich ptivodu a feno-
typovém profilu pro vice nez 100 rtznych mikrobiologickych druhti. Cela databaze
obsahuje vice nez 33 miliéont alel. Pro Treponema pallidum subsp. pallidum obsahuje

skoro 5000 alelickych sekvenci.
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Pomoci této databéaze byly zjistény sekvence alel pro geny TP0136, TP0548 a
TP0705. Tyto geny jsou momentalné pouzivany pro MLST typovani Treponema
pallidum subsp. pallidum. Jedna se o postup navrzeny autory Grillova a kolektiv

[37]. V nésledujicich letech se po¢itd s rozsitenim postupu o dalsi geny.

4.3 Kvalita dat

Sekvenovani generuje vysoko objemova data, kterda muzou byt naroc¢na na zpra-
covani. Proto je dulezité urcit o jak kvalitni data se jedna. K tomuto ucelu slouzi
takzvané Phred skore, vyuzivané prevazné u druhé generace sekvenataru. Kazdé bazi
je pri ¢teni prirazeno hodnoceni kvality spravné identifikace. Tento ptistup byl po-
prvé pouzit v rdmci Human Genome projektu (autory Dr. P. Green a Dr. B. Erwing
[40]) a je to doposud nejvyuzivanéjsi pristup jak v akademickém tak v komercidlnim
DNA sekvenovani.

Existuje nékolik typt kédovani Phred skore v zavislosti na pouzitém typu sekve-
natoru. Pouzita data z [llumina MiSeq pouzivaji typ kédovani Phred+33. Na zédkladé
Phred skdre se urcuje kvalita baze (spravna identifikace baze ptistrojem). K vypoctu

kvality je pouzit vzorec:
Q(A) = =10 % log(Pa)

Kde P, znaci pravdépodobnost, ze pri urceni baze doslo k chybé. Vyssi skore tedy
znamend nizsi pravdépodobnost chyby. Napiiklad Q(A)= 10 odpovida pravdépo-
dobnosti, ze jedna béze z desiti je urCena Spatné. Q(A) = 30 pak fikd, ze 1 z 1000
bazi je chybna. To znamend, ze A (pravdépodobnost spravného precteni béze) je
99,9% [47], [48] Ve fastq souborech je Phred skére uchovavano pomoci jednomist-
ného ASCII kédu, ktery se lisi v zavislosti na typu kodovani.

4.4 FastQC

Predstavuje jednoduchy zptsob jak zkontrolovat kvalitu u raw sekvenacnich dat.
Nabizi sirokou nabidku analyz, které poskytuji prehled, o tom jaké problémy se
mohou vyskytovat v datech. Program dokéaze pracovat s daty v riuznych formatech
(jako jsou .SAM, .BAM nebo .FastQ soubory), samoziejmosti jsou také grafy a
tabulky hodnocenych dat.[50]

Pro vizualizaci kvality bazi napti¢ celou délkou ¢teni se velmi c¢asto pouziva kra-
bicovy diagram (takzvany Whisker plot). Zluté boxy predstavuji stfedni ¢ast dat,
jsou ohraniceny 1. a 3. kvartilem (25 - 75 %), linie vychazejici nahoru a dolu repre-
zentuji variabilitu dat pod prvnim a nad tretim kvartilem. Modra linka znazornuje

prumeérnou kvalitu ¢teni. Pozadi grafu je barevné rozliseno podle kvality ¢teni na:
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velmi dobrou (zelend), pfimérenou (oranzova) a Spatnou (¢ervend). Typicky se kva-
lita zhorsuje ke konci ¢teni.

Na obrazku je priklad vystupu FastQC pro data SRX1798946 konkrétné pro
¢teni 1559001 az 1560000. Kvalita dat vyrazné klesa ke konci éteni.

Quality scores across all bases (Sanger / lllumina 1.9 encoding)
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Obr. 4.1: FastQC - per base quality

Dalsim vystupem FastQC je hodnoceni zastoupeni nukleotidi G (guanin) a C
(cytosin) v DNA sekvenci, které ovliviiuje nékteré faktory, jako jsou napriklad stabi-
lita a teplota, pti které DNA denaturuje. Obvykle se predpokladd, ze bude nasekve-
novana DNA odpovidat normalnimu rozlozeni, je-li vSak distribuce neobvykle tva-
rovand muze to znamenat urcité zkresleni nebo kontaminaci pri pripravé knihovny.
To je napriklad vidét na obrazku kde je zastoupeni GC nukleotidi v sekvenci
vyrazné vyssi, nez je predpokladana hodnota.

Déle pak nastroj FastQC nabizi:

o graf zastoupeni N v sekvenci (predstavuje procento pozic, u kterych nelze bazi

s presnosti urcit)

o graf rozlozeni délek sekvenci (je potfeba vzit v iivahu v pribéhu piipadného

dalstho zpracovani)

o graf trovné duplikaci (udéva pocet opakovanych sekvenci, pokud je duplikace

vysokd muze se jednat o kontaminaci vzorku)
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GC distribution over all sequences

GC count per read
Theoretical Distribution
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Obr. 4.2: FastQC - per sequence GC content

Jiny zpisob, jak do jisté miry graficky zkontrolovat kvalitu dat, pfinasi i progra-
mové prostifedi MATLAB, kde se d& vyuzit funkce seqqeplot(), kterd generuje:

o graf primeérné kvality kazdé pozice sekvence

» graf zastoupeni bazi na kazdé pozici sekvence

« histogram distribuce primérné kvality sekvence

o histogram distribuce GC

o histogram délky sekvenci

Priklad vystupu této funkce je na obrazku kde byla touto funkci provérena
data SRX1798946 pro ¢teni 566001 az 567000. Tyto grafy nejsou tak moc prehledné
jako ty z FastQC toolboxu, ale stile predstavuji moznost, jak se na data podivat.
Zhodnoceni kvality dat je nezbytné nutné a slouzi pro dalsi zpracovani, jako je napri-
klad odstranéni nekvalitnich bazi, nebo jejich mensi vaha ve vytvareni konsenzudlni

sekvence. Priklad moznosti zpracovani dat je uveden v kapitole [5.3
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Quality Boxplot
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Obr. 4.3: Hodnoceni kvality - priklad vystupu funkece seqqeplot ()

4.5 BLAST

Basic Local Alignment Search Tool zkrazené BLAST slouzi k hledani oblasti lokal-
nich podobnosti mezi dvéma sekvencemi. Porovnava nukleotidové nebo proteinové
sekvence se sekvencemi v databazi a pocita statisticky vyznam nalezenych shod.

Nalezené podobnosti mohou mnohdy podat prvni informace o nové ziskané DNA

sekvenci.

BLAST vyuziva heuristického pristupu, coz umoznuje tak rychlé ziskani vy-
sledkti. Heuristicky pristup ve zkratce znamend, ze porovnavanou sekvenci rozbije

na nékolik kratsich tsekti a pak az hledd shodu. Zaroven pocita takzvanou e-value
se vyskytlo pti daném skére. To

(ocekavand hodnota), ktera urcuje kolik shod by

umoznuje uzivateli posoudit jak velkou duvéru k zarovnani mit.
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4.6 BWA

Burrows-Wheeler Aligner (BWA) je program slouzici k zarovnavani pomérné krat-
kych nukleotidovych sekvenci (napiiklad sekvenac¢nich ¢teni) k dlouhym referenénim
sekvencim (napriklad lidskému genomu, nebo v tomto ptipadé ke genomu Treponema
pallidum subsp. pallidum). Skl&ada se ze t¥{ program:

« BWA-Backtrack;

« BWA-SW;

« BWA/MEM;
Prvni algoritmus je urcen pro zpracovani sekvenacnich dat, ziskanych pomoci Illu-
mina sekvenatoru, pro ready kratsi nez 100 para bazi. Zatimco druhé dva jsou urceny
pro delsi ready (od 70 bp po 1 Mbp). BWA-MEM a BWA-SW jsou podobné a oba
zvladnou zpracovat i dlouhd ¢teni. BWA-MEM (nejnovéjsi z algoritmi) je ale do-
porucovan, protoze je rychlejsi a presnéjsi, pouziva se i pro Illumina ready s délkou
kolem 70 bp -100 bp.[49] BWA vraci namapovana data ve formé .sam soubort. Tento
textovy format umoznuje ukladat zarovnané sekvence, véetné popisu jejich kvality
a pozice v referenc¢ni sekvenci, na kterou se ¢teni mapovalo.

Tento program je opét urcen pro linux, navod na jeho instalaci se da najit nejen

na githubu, ale je dostupny i formou videi na youtube.
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5 Ptiprava algoritmii

Pro pripravu algoritmu poslouzila data stazena z PubMLST databaze, jak celé sek-
vence, tak sekvence genu TP0136, TP0548 a TP0705. A také cteni SRX1798946
stazend z SRA databaze.

5.1 Urceni alely

V programovém prostredi MATLAB byl navrzen jednoduchy postup pro urceni alely
daného genu, vyuzivajici lokalntho zarovnani pomoci funkce swalign(), do které vstu-
puji sekvence, které chceme zarovnat a kterd vraci skore nejlepsiho lokalniho zarov-

nani.

function [alelal36] = ml136(sekvence)

alelyT136 = fastaread(’alely/TP0136.fas’);

al = [1;

sc = [1;

for i = 1:length(alelyT136)
al = alelyT136(i).Sequence;
Align = swalign(al,sekvence,’Alphabeth’,’NT’);
sc = [sc, Align];

end

[~,a] = max(sc);

/» osetreni chyb vzniklych nepritomnosti dvou alel (8 a 38)

if a>7
a =atl;
if a>=38
a = atl;
end
end

alelal36 = a;

Sekvence stazené s PubMLST databaze maji znamé alelické profily a byly tedy
pouzity k ovéreni spravnosti pristupu. Na zdkladé znamych lokusti danych gent v
fetézci byly vybrany sekvence genu a jeho blizkého okoli, jak z testovanych sekvenci,
tak ze vzorovych sekvenci (Nichols a SS14). Tyto subsekvence byly lokalné zarovnany
s alelickymi sekvencemi a jako findlni alela byla urcena ta, kterd méla se vzorkem

nejvyssi skére. Tento jednoduchy pristup se ukazal byt pomérné efektivnim. Pro

36



lokus TP0136 pracovala funkce spravné v 70% ptipadu, problém predstavovaly alely
11, 12 a 8, 9 pfi jejichz urcovani dochazelo k zaménam.

V piipadé zamény alely ¢islo 9 za alelu ¢islo 8 se jednalo o banédlni chybu. Alela
¢islo 8 v souboru alel pro gen TP0136 neni, na jejim misté se nachéazi alela ¢islo 9.
Tato chyba byla v kédu funkce oSetiena jednoduchym if() cyklem. O stejnou chybu
se jednalo i v pripadé zameény alely 12 za 11. Alela ¢islo 12 je ulozena v datasetu na
misté 11.

Pro lokus TP0548 dochazelo k zaménam v alelach 22, 23, 24 a 56, 57. Coz bylo
opét zptisobeno nepritomnosti alely ¢islo 21 v datasetu. Do funkce pro stanoveni
alely genu TP0548 byl proto priddn obdobny if() cyklus jako tomu bylo u funkce
pro gen TP0136. Pro lokus genu TP0705, ktery se nachazi na komplementnim vlakné
pracoval program spravné. Ukazka zdrojového kdédu obsahuje funkei slouzici k urceni

alely genu TP0136. Obdobné pak vypadaji funkce pro ostatni geny.

5.2 Mapovani dat

V semestralni praci na toto téma byla vsechna ¢teni SRX1798946, stazend z SRA
databaze, nejprve namapovana na referencéni sekvenci s vyuzitim Burrows-Wheeler
Aligner a az poté bylo urcovano které z dostupnych ¢teni se namapovalo na referenéni
genom. Tento pristup se ukézal byt velmi vypocetné narocény — slo o zpracovavani
kapacitné velkych dat, ktera byla narocna, jak co se tyce nacteni, tak nasledného
zpracovani. Postupné prochazeni jednotlivych pozic mapovani se ukazalo jako ne-
mozné, z duvodu nedostatecné vypocetni kapacity pouzitého pocitace.

Tento pristup byl v této praci prehodnocen. Data byla nejprve srovnana s refe-
ren¢ni sekvenci daného genu za pomoci BLAST a teprve potom déle zpracovavana.
Coz se ukéazalo byt jednodussi a rychlejsi co se programu tyce. Samoziejmé tento
pristup je neredlny v momenté, kdy je potieba zpracovat vetsi mnozstvi dat z SRA

databéze.

5.3 Zhodnoceni kvality dat

Jednotliva ¢teni nalezend pomoci BLAST byla zhodnocena s vyuzitim FastQC tool-
boxu. Cteni byla nejprve pomoci programu MATLAB ulozena do spole¢ného fastq

souboru a teprve potom pouzita k hodnoceni.

talianova@gecko:~$ fastqc tpl36_5.fastq
Started analysis of tpl36_5.fastq
Analysis complete for tpl36_5.fastq
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Ukazka kdédu [5.3| obsahuje prikaz fastqe a odpoved programu. Vysledek béhu pro-
gramu je ulozen v archivu zip do ptvodni slozky, neni-li specifikovano jinak. Po
rozbaleni archivu lze ziskat obrazky grafi uvadénych v kapitole [4.4]

Zéaroven probeéhla i kontrola mapovanych ¢teni ziskanych pomoci BWA. V ziska-
ném .sam souboru byla zkontrolovana hodnota mapovaci kvality, takzvané MAPQ
skére, které udava s jakou jistotou bylo ¢teni spravné mapovano na danou pozici.
Toto skére muze dosahovat hodnot 0-255 (255 znamend ze MAPQ neni dostupné),
ale obvykle je vétsinou mapovacich nastroju (véetné BWA) pouZivano skére v roz-
sahu 0-60. Mapovana ¢teni méla bez vyjimek hodnotu MAPQ = 60, coz indikovalo,
ze bylo ¢teni mapovano na spravné misto (urcené v souboru jako possition) referen¢ni
sekvence. Diilezitou roli hréla také proménna flag, kterd v .sam souboru reprezen-
tuje rizné informace o daném cteni. Jedna se o bitovou hodnotu, kde kazdy bit
reprezentuje jinou vlastnost. V tomto pripadé méla ¢teni bez vyjimek hodnotu flag
= 0/16. Hodnota 0 znamen4d, ze bylo ¢teni mapovano primo na referenéni sekvenci.
Hodnota 16 znamend, ze bylo ¢teni mapovano na reverzni vldkno (komplementarni)

a proto je nutné ho pred dalsim zpracovanim prevést na reverzni komplement.

5.4 Prace s geny TP0136 a TP0548

Z NCBI byly stazen genom kmene SS14, ktery slouzil jako reference. Z dostupnych
materialii bylo vyhodnoceno, Ze icidence tohoto kmene napii¢ populaci je vyssi. Na
NCBI jsou uvedeny mista obou genti, diky nim byly geny indexovany v referenc¢ni
sekvenci a ulozeny jako reference danych gent. Tyto sekvence byly v BLASTu po-
rovnany se vSemi ¢tenimi z SRX1798946 v SRA databazi. Pro kazdy z genu bylo
vybrano pét ¢teni s nejvyssi shodou.

SRA databaze umoznuje stahovat jednotliva ¢teni piimo, pouze s vyuzitim krat-
kych nukleotidovych sekvenci, nebo pomoci ID které se v daném .sra souboru na-
chazi. Bohuzel velikost dat pravdépodobné znemoznila nalezeni uré¢eného c¢teni, takze
bylo pristoupeno k pouziti SRA-toolboxu a stazeni vSech readu. Tento soubor byl
nejprve rozdélen do vice mensich soubort, tak jak je popsano v kapitole [4.1]

Nalezena cteni byla ulozena do spoleéného souboru. Byla provedena kontrola
kvality ¢teni pomoci FastQC (obrazky uvedeny v kapitole @ Pripadné nekvalitni
konce sekvenci byly odstranény. Nasledovalo mapovani readl na referencéni sekvenci
SS14. Mapovani probihalo pro vSechny geny na celou tuto referenéni sekvenci, coz
slouzilo jako zpétna kontrola. Startovni pozice namapovanych cteni lezela v roz-
mezi daného genu. Teprve potom probihalo uréovani konsenzudlni sekvence (podle
postupu uvedeném v kapitole [5.6).

38



5.5 Prace s genem TP0705

Vv

retézci DNA a ten mnohdy neni sekvenovan. Ale jeho nalezeni je i tak mozné.

Ziskani reference genu TP0705 je mozné dvéma zpusoby. Prvni moznosti je vyu-
ziti funkce seqrcomplement/(), kterd v prostiedi MATLAB slouzi k ziskani reverzniho
komplementu. A nasledna indexace pozice genu. Druha varianta je prevedeni indext
genu. Komplementéarni vlakno je rovnéz ¢islovano ve sméru od 5’ ke 3’ konci, coz ale
znamena, ze se komplementarni sekvence genti nachazi ve forward sekvenci na pozici
délka_sekvence - pozice genu. Pro prvni variantu je na konci nutné jesté prevést
ziskanou sekvenci na reverzni komplement.

Referenc¢ni sekvence genu byla poté pouzita k nalezeni ¢teni z SRX1798946 po-
moci BLAST. Prvnich pét ¢teni s nejvyssi shodou bylo pouzito k dalsimu zpracovani
za ucelem nalezeni konsenzu.

Tato ¢teni byla nejprve nalezena v souboru .fastq ziskaném pomoci SRA-toolboxu
a nasledné ulozena do spolecného .fastq souboru, ktery byl dale pouzivan. Byla
zkontrolovana kvalita ¢teni a nekvalitni konce sekvenci byly ze souboru odstranény.
Mapovana ¢teni byla pouzita k ziskani konsenzualni sekvence, ktera byla poté pre-
vedena na komplement funkei seqcomplement(), ktera slouzi k ziskani komplementu

DNA (nebo i protinové) sekvence, a teprve poté doslo k uréovani alely.

5.6 Ziskani konsenzualni sekvence

Zpracovavani sekvenci probihalo opét v prostifedi MATLAB. Ulozené .sam soubory
(mapovani) byly nac¢teny a poslouzily k ziskani sekvenci a pozice pocatku zarov-
nani. Poc¢atky se nachazely na pozici daného genu (TP0136: 157993-159471, TP0548:
593141-594457, TP0705: 772313-774967), bylo tedy nutné odeéist od nich pocateéni
misto genu. Zaroven bylo potieba ovérit jestli se dané ¢teni mapovalo dopredné
nebo na vedlejsi Tetézec, proto byla déle pouzivana proménné flags, ziskana z .sam
souboru mapovani.

Upravené zacatky zarovnani, sekvence ¢teni a flags byly pouzity jako vstup pro
vytvorenou funkeci consensus(), kterd sekvence ulozené v buiikovém poli nejprve

Y

zarovna podle pocatecéni pozice a doplni je na stejnou délku (znakem: -’), v pripadé
flag 16 provede pred doplnénim prevod na reverzni komplement a nasledné tvori
konsenzualni sekvenci podle néasledujiciho popisu.

Prochézi sekvence od pocatku do maximélni délky sekvence (tim, Ze jsou sek-
vence predpripraveny podle pocatecni pozice, délka stoupne z ptvodnich 250 bp -
respektive z 230 bp po pripadném upraveni podle kvality ¢teni). Znaky sekvenci

na pozici i ulozi do vektoru bases, ktery nasledné prochazi dalsim for cyklem. Urci
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o jaky znak se jedna a pricte ho k hodnoté znaku (A_count, C_count, G_ count,
T _count), ktery je na zac¢atku cyklu nastaven na hodnotu = 0. Tyto hodnoty na-

konec ulozi do vektoru se kterym se dale pracuje.

counts = [A_count,C_count,G_count,T_count];

max_value = max(counts);

if max_value==
consensus_base = ’'-7;
else
possit = find(counts==max_value);
if length(possit)==
consensus_base = out_base(possit);
elseif length(possit)==2
if (possit == [1 2])
consensus_base="M’;
elseif (possit == [1 3]
consensus_base=’R’;
elseif (possit == [1 4]
consensus_base="W’;
elseif (possit == [2 3]
consensus_base=’S’;
elseif (possit == [2 4]
consensus_base=’Y’;
elseif (possit == [3 4]
consensus_base=’K’;
end
elseif length(possit)==3
if (possit == [1 2 3])
consensus_base=’V’;
elseif (possit == [1 2 4]
consensus_base="H’;
elseif (possit == [1 3 4]
consensus_base=’D’;
elseif (possit == [2 3 4]
consensus_base=’B’;
end

end

Urcuje se maximalni hodnota ve vektoru, pokud je maximum = 0, znamena to
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ze je ve vsech sekvencich na misté i znak ’-’ a do konsenzualni sekvence se zapisuje
znak -’ Pokud se maximum lisi od 0, urci se pozice maxima. Pokud je vektor pozic
(possis) dlouhy pravé jeden prvek, znamend to Ze v sekvencich na pozici i prevazuje
jedna baze. Pozice ulozenad ve vektoru pozic possis urcuje pozici baze ve vektoru
moznych bazi out_base. Ta je uloZena nakonec konsenzuélni sekvence (napriklad
je-li pozice maxima = 2, pak je jako cosensus_base ulozena druha baze z vektoru
out_base = ["A’C’G’T’] — 'C’) V pripadé, Ze je vektor pozic delsi nez jedna,
znamend to Ze na pozici i v sekvencich prevazuje vice bazi (napiiklad 2x A’ a 2x
'G’). I tato varianta je osetfena sérii cyklu if(). Pro tyto pfipady slouzi takzvané

UIPAC koédovani, které zavadi spoleéné znaky pro vice bazi viz obrazek

W=2Ao0rT (‘Weak’ base pairing)
S =Cor G (*‘Strong’ base pairing)
R =2A or G (Purine)

Y =Cor T (Pyrimidine)

K=Gor T (Keto group on base)
M =2 or C (Amino group on base)
B=C, G, or T (Not A)

D=24A, G, or T (Not Q)

H=2A C, or T (Not G)

V =24, C, or G (Not T)

N =24, C, G, or T (Any base)

Obr. 5.1: UIPAC kéd [51]

Pokud se tedy pozice maxima nachézely v prvnim a druhém znaku byla jako
konsenzualni baze urcena baze 'M’, pokud v prvnim a tfetim znaku baze 'R’ a
podobné pro vSechny dalsi moznosti.

Vystupem funkce je tedy konsenzus ve formé stringu dlouhy jako maximalni délka
upravenych sekvenci. Ve funkci je priddna i moznost automatického ulozeni stringu
do .fasta souboru s nazvem Consensus.fasta, ktera je zakomentovana a momentalné

se nepouziva, ale diky tomu lze funkci snadno modifikovat.

5.7 Urceni kmene

V této praci bylo vyuzito poznatku z ¢lanku [37], kde je uvedeno, ze geny TP0136
a TP0705 rozlisuji mezi obéma kmeny.

Bylo vyuzito dat v pubMLST databézi k ziskani prehledt o alelickém rozlozeni
typovanych genti. V grafu je zobrazeno procentualni zastoupeni alel gent pro
kmen SS14. Je zde vidét, ze pro gen TP0136 prevlada alela ¢islo 1, kterd se ve sto
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Kmen SS14 - zastoupeni alel
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Obr. 5.2: Alely gent TP0136, TP0548 a TP0705 kmene SS14

vzorcich objevila v 90 pripadech. U genu TP0548 prevlada alela ¢islo 3, ktera se
objevila v 54, ale zde neni prevaha tak jasna. Pro gen TP0705 opét prevlada alela
¢islo 1, ktera se vyskytla celkem 70x.

Graf slouzi k zobrazeni alelického rozlozeni geni kmene Nichols. V genu
TP0136 byla pozorovana vétsi variabilita, z padesati vzorki bylo 22 alely ¢islo 9 a
16 alely cislo 3.

Gen TP0548 mél pro padesat vzork zastoupené pouze tii alely - 2, 7 a 20. Stejné
tomu bylo i pro gen TP0705, ktery mél zastoupeny pouze alely ¢islo 3, 8 a 10.
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Obr. 5.3: Alely genu TP0136, TP0548 a TP0705 kmene Nichols
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6 Vyuziti navrzenych algoritmi

Predmétem této prace bylo vyvinuti postupu pro MLST typovani Treponema palli-
dum subsp. pallidum vyznamného organismu, jehoz zkoumani umoznuje nahled do
problematiky Sifeni a incidence nemoci sifilis.

K MLST typovani se v dnesni dobé pouziva identifikace alelického profilu genti
TP0136, TP548 a TP0705. V této préaci byly vyuzivany raw sekvenacni data do-
stupnd ve vefejné SRA databazi.

Navrzené algoritmy byly pouzity pro MLST typovani SRA dat:

o SRX1798946
SRX1798900
SRX1798896
SRX1798886
SRX1798883
Tato data byla nejprve stazena z SRA databaze pomoci sra-toolboxu a rozbalena z

.sra archivu do fastq souborti.

1:~% conda activate
@ $ conda activate sra-tools
(sra-tools) iska@Hal:~$ prefetch SRX1798883

2024-05-14T :84 prefetch.2.10.8: 1) Downloading °'SRR3584839°...

2024-05-14T :04 prefetch.2.18.0: Downloading via https..

2024-05-14T prefetch.2.10.8: https download succeed

2624-05- prefetch.2.10.8: 1) 'SRR3584839' was downloaded successfully

2024-05-14T15: prefetch.2.18.8: 'SRR3584839' has @ unresolved dependencies

(sra-tools) eliska@Hal:~$ fasterq-dump --split-files SRX1798883 --outdir /media/eliska/E45CBB@45CBAD112/pro_diplomku/5_srx
spots read 2,568

reads read

reads written

(sra-tools) eliska@

Obr. 6.1: Piiklad postupu stazeni dat SRX1798883 z SRA databéaze)

Postup stazeni dat SRX1798883 z SRA databaze s vyuzitim sra-tools je na ob-
razku [6.1] stazena data byla segmentovana v programu MATLAB na mensi c¢asti

pomoci kédu uvedeného nize.

%% nacteni sra dat
hdata 1
hdata = fastqread(’C:\pro_diplomku\5_sra\SRR3584965_1.fastq’);

%index = 5;

%% zpracovani na menSi soubory
delka = [1760, 1951, 1755, 1427, 1422];

1:delka(index)

for i
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mistol i*1000 + 1;

misto2 = mistol-1 + 1000;

m = int2str(i+1);

fastqurite(strcat (’C:\pro_diplomku\5_sra\3584 cut\’,m,’.fastq’),

data(mistol:misto2));

end

6.1 Data SRX1798946

Slouzila jako referen¢ni data, na kterych byl testovan postup, proto jsou v pri-
béhu prace nékolikrat zminovana. Zpracovani dalsich dat uvadénych v nasledujicich
kapitolach probihalo stejné.

Jedna se raw sekvenacni data Treponema pallidum subsp. pallidum ziskana ve
studii [44]. Sekvenovani probéhlo na pfistroji Illumina MiSeq, cely soubor obsahuje
néco pres 882 miliont bazi. Publikovan byl 29.srpna 2016.

Data byla stazena z SRA databaze a ulozena do mensich soubort, jak uz bylo
zminovano. Byl vyuzit BLAST a prvnich 10 ¢teni bylo dale zpracovano. Naproti
puvodni myslence, kde bylo vyuzivano jen pét c¢teni, bylo vyuzito deset z divodu

snahy o veétsi pokryti lokusu a zaroven lepsi kvalitu konsenzualni sekvence.

6.1.1 Kvalita dat

Cteni ziskand po porovnani referencnich sekvenci s SRX1798946 pomoci BLAST,
byla po upravé zhodnocena pomoci nastroje FastQC.

Pro gen TP0136 je vysledek analyzy kvality bazi na obrazku[6.2] Kvalita postupné
klesa, ale stéle zustava dobra.

Na obrazku je kvalita bazi pro gen TP0548, zde kvalita ¢teni ziistava po celé
délce dobra.

Podobné tomu je i u éteni genu TP0705, jak je vidét na obrézku [6.4] Data tedy

nebylo nutné ofezavat a byla pouzita pro urceni konsenzualni sekvence.

6.1.2 Urceni alelického profilu

Mapovana data byla zpracovana v prostredi MATLAB tak jak je popisovano v ka-
pitole 5.6l Byla provedena post-aligment kontrola, MAPQ skdre bylo pro vSechna

¢teni vSech tif gentt = 60. Funkei consensus() byly ziskdny konsenzudlni sekvence
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Quality scores across all bases (Sanger / lllumina 1.9 enceding)
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Position in read (bp)

Obr. 6.2: Kvalita ¢teni genu TP0136 (SRX1798946)
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Obr. 6.3: Kvalita cteni genu TP0548 (SRX1798946)

pro vSechny tfi geny. Délka konsenzu se ménila na zakladé pozic mapovani vybra-
nych ¢teni. Pro gen TP0136 byla délka 1133 bp, pro gen TP0548 to bylo 1151 bp a
pro gen TP0705 1890 bp.

Postupem uvedenym v kapitole byla urcena alela pro vsechny tii geny z
jejich konsenzudlni sekvence. Pro gen TP0705 bylo potfeba nejprve ziskany kon-
senzus prevést na komplement funkei seqcomplement(), kterd je soucasti programu
MATLAB.

Alelicky profil dat SRX1798946 je uveden v tabulce [6.1] Na zakladé dostupnych
dat bylo urceno, ze tento konkrétni vzorek patii do kmene SS14. Toto urceni bylo

konzultovano s pubMLST databazi, ktera umoznuje typovani na zakladé alelického
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Quality scores across all bases (Sanger / lllumina 1.9 enceding)
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Obr. 6.4: Kvalita ¢teni genu TP0705 (SRX1798946)

profilu, po zadani c¢isel alel vypise vzorky s nejvyssi podobnosti. V tomto pripadé

pouze jeden, ktery pattil do kmene SS14.

6.2 Data SRX1798900

Vzorek byl odebran v roce 2014 v Portugalsku, sekvenovani probéhlo na pristoji
[Nlumina MiSeq. Data byla zvefejnéna v roce 2016 a obsahovala skoro 4 miliony
¢teni (979 Mb). Opét se jedna o raw sekvenac¢ni data ze studie [46].

Primérnd délka c¢teni byla opét 251 bp. Data byla stazena z SRA databaze za

pomoci sra-toolboxu.

6.2.1 Kvalita dat

Cteni vyhodnocen4 za pomoci BLAST jako nejvice podobnd referen¢énim sekvencim
byla ulozena do soubori .fastq, pomoci programu MATLAB. Hodnoceni kvality dat
pak opét probihalo pomoci nastroje FastQC.

Na obrazku je kvalita bazi napri¢ délkou ¢teni pro gen TP0136 tohoto
vzorku. Kvalita kolisa, ale zustava prijatelna. Obrazek zobrazuje kvalitu cteni
genu TP0548, zde kvalita klesa ke konci ¢téni, ale stale zistava prijatelna. Dobré
kvalita dat je i u genu TP0705, ke kterému patii obrazek [6.7]

6.2.2 Urceni alelického profilu

Diky piijatelné kvalité dat bylo mozné soubory dale zpracovavat bez tpravy. Cteni

byla mapovana pomoci BWA na referenéni genom SS14 a uloZena ve formé .sam
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Obr. 6.5: Kvalita ¢teni genu TP0136 (SRX1798900)
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Obr. 6.6: Kvalita cteni genu TP0548 (SRX1798900)

soubort. Ty byly nac¢teny do programového prosttedi MATLAB, kde bylo ovéreno,
ze byla ¢teni s dostatecnou kvalitou (MAPQ) mapovina do pozice daného genu.
Od pocatku mista mapovani byl odecten pocatek genu (napriklad pro gen TP0548:
¢teni mapovano na 593548 - pocatek genu: 593141) a nasledné byla provedena tvorba
konsenzualni sekvence. Délka konsenzu pro gen TP0136 byla 1195 bp, gen TP0548
mél 793 bp dlouhy konsenzus a gen TP0705 2064 bp.

Alelicky profil dat SRX1798900 je opét dostupny v tabulce na konci kapitoly.
Na zakladé alelického profilu bylo urceno, ze tento vzorek patii do kmene SS14. V
pubMLST databézi byl opét nalezen jen jeden zastupce s timto alelickym profilem,

ktery nalezel do téhoz kmene.
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Quality scores across all bases (Sanger / lllumina 1.9 enceding)
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Obr. 6.7: Kvalita ¢teni genu TP0705 (SRX1798900)

6.3 Data SRX1798896

Data byla vysledkem celogenomového sekvenovani pomoci nastroje Illumina MiSeq,
zvefejnéna v roce 2016 spolu s vydanim ¢lanku [46].

Jedna se o sekvenacni data Treponema pallidum subsp. pallidum z klinickych
vzorkil. Tato data obsahovala pres 3,5 miliont ¢teni. V SRA databazi jsou dostupné
pod identifikdtorem v nazvu kapitoly, ale daji se najit i pod identifikatorem béhu -
SRR3584879.

6.3.1 Kuvalita dat
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Obr. 6.8: Kvalita ¢teni genu TP0136 (SRX1798896)
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Cteni nalezena za pomoci BLAST, byla vyhleddna v piedpfipravenych (mensich)
souborech a ulozena do formatu fastq, aby bylo mozné hodnotit jejich kvalitu pomoci
nastroje FastQC. Na obrazku [6.8]je kvalita bazi napti¢ délkou ¢teni pro gen TP0136
tohoto vzorku. Obréazek zobrazuje kvalitu ¢teni genu TP0548. Stejné jako pro

Quality scores across all bases (Sanger / lllumina 1.9 encoding)
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Obr. 6.9: Kvalita ¢teni genu TP0548 (SRX1798896)

Quality scores across all bases {Sanger / lumina 1.9 encoding)
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Obr. 6.10: Kvalita ¢teni genu TP0705 (SRX1798896)

predchozi dva geny je i pro gen TP0705 kvalita ¢teni dobra po celé délce. Diky tomuto
nebylo nutné dana ¢teni dale upravovat a bylo mozné je pouzit pro mapovani na

referencni sekvenci a urceni konsenzualni sekvence gent.
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6.3.2 Alelicky profil

Predptipravend data byla mapovana na referencni genom Treponema pallidum subsp.
pallidum kmene SS14 pomoci BWA. V ziskaném souboru byly nalezeny indexy po-
catku mapovani a bylo zkontrolovano, ze lezi v misté genu. Probéhla kontrola kvality
mapovani. Pomoci funkce consensus() byla ziskdna konsenzualni sekvence vsech genti
z indexovanych ¢teni a byla pouzita pro urceni alelického profilu dat, ktery je uveden
v tabulce [6.1] Délky konsenzudalni sekvence byly:

e pro gen TP0136: 1228 bp

o pro gen TP0548: 1128 bp

o pro gen TP0O705: 1787 bp

6.4 Data SRX1798886

Jedna se o raw sekvenacni data Treponema pallidum subsp. pallidum ziskana sekve-
novanim klinicky ziskaného vzorku na platformé Illumina MiSeq. Data opét pochazi
z Portugalska a byla publikovana spolecné se ¢lankem [46].

Data obsahovala pres 713 milionti bazi, sekvenovano bylo 1,4 milionu mist. Cely

dataset byl stazen z SRA databaze pomoci sra-tools.

6.4.1 Kvalita dat
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Obr. 6.11: Kvalita ¢teni genu TP0136 (SRX1798886)

Na obrazcich [6.11} [6.12] a [6.13] je znazornéna kvalita jednotlivych bazi napric
délkou c¢teni gentt TP0136, TP0548 a TP0705, ziskand pomoci nastoje FastQC.
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Quality scores across all bases (Sanger / lllumina 1.9 enceding)
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Obr. 6.12: Kvalita ¢teni genu TP0548 (SRX1798886)

Quality scores across all bases (Sanger / lllumina 1.9 enceding)
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Obr. 6.13: Kvalita ¢teni genu TP0705 (SRX1798886)

Kvalita ¢teni ztstava pro vsechny tri pripady v zelenych hodnotach, takze nebylo

potfeba ¢teni néjak orezavat.

6.4.2 Alelicky profil

Po probéhnuti BWA mapovani na referencni genom, byla stanovena konsenzudlni
sekvence vsech tii gentt. Konsenzus genu TP0136 byl dlouhy 1443 bp, genu TP0548
1061 bp a genu TPO705 1421 bp.

Alelicky profil ziskany na zakladé konsenzu jednotlivych gent je opét v tabulce
6.11
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6.5 Data SRX1798883

Data pochézela ze stejné série dat z roku 2016, ziskané ve védecké praci zminované ve
¢lanku [46]. Opét se jednd o raw data celogenomového sekvenovani klinickych vzork
Treponema pallidum subsp. pallidum néastrojem Illumina MiSeq. Dataset obsahoval

pres 1,4 milionu sekvenovanych mist.

6.5.1 Kuvalita dat

Quality scores across all bases (Sanger / lllumina 1.9 encoding)
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Obr. 6.14: Kvalita ¢teni genu TP0136 (SRX1798883)

Quality scores across all bases (Sanger / lllumina 1.9 encoding)
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Obr. 6.15: Kvalita ¢teni genu TP0548 (SRX1798883)

Na obrazcich a je hodnoceni kvality precteni baze napri¢ délkou cteni
pro geny TP0136 a TP0548. Kvalita ¢teni téchto genti ztistava po celou délku dobré.
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Obr. 6.16: Kvalita ¢teni genu TP0705 (SRX1798883)

Pro gen TP0705, jehoz kvalita cteni je na obrazku klesa kvalita bazi ke konci
¢teni k ¢ervenym hodnotam. Proto bylo pristoupeno k ofiznuti nekvalitnich konct

¢teni od 220 baze az do konce.

6.5.2 Alelicky profil

Po tpravé ¢teni bylo pristoupeno ke tvorbé konsenzuélnich sekvenci gentt TP0136,
TP0548 a TP0705. Na zakladé dat ziskanych pomoci BWA mapovani na referenéni
sekvenci kmene SS14. Cteni byla bez vyjimky mapovana s dobrou mapovaci kvalitou
na oblasti danych lokusti. Konsenzualni sekvence mély délky 1443 bp, 1061 bp a 1821
bp. Alelicky profil je opét v tabulce [6.1]

Tab. 6.1: Alelické profily dat

ID dat | gen TP0136 | gen TP548 | gen TP0705 | Urceny kmen

SRX1798946 1 1 13 SS14
SRX1798900 1 1 3 S5S14
SRX1798896 1 1 1 SS14
SRX1798886 1 1 3 S5S14
SRX1798883 1 1 1 SS14
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6.6 Uprava algoritmu

V pribéhu stanovovani alelického profilu dat SRX1798883 bylo zjisténo, ze predpri-
pravené funkce ml136(), ml548() a ml705() nejsou oSetfeny pro piipad, ze se vice
alel shoduje s konsenzudalni sekvenci ve stejné mire. Problém nastaval predevsim
v pripadé kdy byla ¢teni ziskand pomoci BLAST mapovana na vzajemné si blizké
useky genu. V takovém pripadé vysledna konsenzudlni sekvence obsahovala pomérné
dlouhé tseky mezer (znaku ’-’), které mohly byt zrovna v misté hledané alely, re-
spektive v misté, kde se dvé ruzné alely od sebe ligily (napiiklad jednou substituci).
V pripadé, ze bylo dosazené skére lokalniho zarovnani pro vice alel shodné, vracela
funkce na vystup prvni ¢islo alely s timto skdre.

Proto byl dany postup trochu upraven a jako vystup slouzil vektor vSech alel s
nejvyssim skore. Tabulka upravenych alelickych profili obsahuje vsechny moz-

nosti alel pro jednotlivé geny.

Tab. 6.2: Mozné alely

ID dat gen TP0136 gen TP548 gen TP0O705
SRX1798946 | 1, 2, 5, 7, 14, 17, | 1 13
21, 22, 25, 26, 27,
34, 35, 37, 39.
SRX1798900 | 1, 2, 5,17, 25, 34, | 1,3, 5, 11, 23,29, 32, | 3, 6, 8, 9, 10, 12,
37, 39, 40. 36, 47, 48, 57, 65, 68, | 14, 15, 17, 18, 19.
72,79, 82.

SRX1798896 | 1, 4, 5, 13,34, 40 | 1,3, 5,23,29,32,36, | 1,2,3,4,6,7, 8,
43, 47, 48, 68, 79, 82 | 9, 10, 11, 12, 13,
14, 15, 16, 17, 18,

19, 20, 21
SRX1798886 | 1, 4, 5, 13, 25, 37, | 1,3, 5, 11,22, 23,29, | 3, 6, 8, 9, 10, 12,
40 32, 33, 36, 38, 43, 47, | 14, 15, 17, 18, 19
48, 57, 65, 68, 72, 79,
82
SRX1798883 | 1, 2, 4, 5, 13, 17, | 1,3, 5, 23,32, 36,47, | 1,2, 3,4, 6, 7, 8,
25, 37, 39, 40 48, 68, 79, 82 9, 10, 11, 12, 13,
14, 15, 16, 17, 18,
19, 20, 21

Zaroven byla provedena kontrola procentualniho pokryti lokusti gentt a podob-
nosti zarovnanych pozic pro globalni zarovnani konsenzualni sekvence na referenc¢ni

sekvenci genu. Hodnoty pro vSechny vzorky jsou v tabulce [6.3] Nejlepsi pokryti bylo
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pro gen TP0548. Nejhorsi pokryti bylo u vzorku SRX1798946 pro gen TP0136, kde
kleslo pod 45 %. Podobnost konsenzudlni sekvence genu s referencni sekvenci byla

ve vsech pripadech nad 80 %.

Tab. 6.3: Pokryti a podobnost genti

gen TP0136 gen TP548 gen TP0O705

ID dat pokryti | podobnost | pokryti | podobnost | pokryti | podobnost
SRX1798946 | 43,1 % 97,9 % 87,4 % 97.0 % 54,9 % 100 %
SRX1798900 | 65,2 % 85,1 % 60,2 % 97.7 % 63,3 % 89,2 %
SRX1798896 | 74,2 % 86,5 % 85,6 % 92.2 % 57,8 % 90,1 %
SRX1798886 | 69,1 % 99,2 % 67,4 % 84,7 % 56,6 % 94,2 %
SRX1798883 | 54,9 % 100 % 80,6 % 98,0 % 63,2 % 99,6 %

Vzorky SRX1798946, SRX1798900, SRX1798896, SRX1798886 a SRX1798883
jsou zndmé i pod oznac¢enim kmene (PT_SIF...) a pod timto identifikitorem jsou
zaznamenané v PubMLST databazi. Jejich alelické profily jsou zndmé, byly do da-
tabaze pridany v srpnu roku 2018 pani Dr. L. Grillovou.

Tab. 6.4: Profil dat z PubMLST

ID dat gen TPO136 | gen TP548 | gen TPO705 | Kmen |

PT_SIF0857 7 1 9 S5S14
PT_SIF1299 1 3 1 SS14
PT SIF1278 1 3 1 SS14
PT_ SIF1183 1 1 1 SS14
PT_SIF1142 1 3 1 SS14

Alelicky profil pouzitych dat, jak je dostupny v PubMLST databazi, je uveden
v tabulce [6.4] Diky tomuto bylo mozné porovnat alely urcené pouzitim navrzeného
postupu s témi, které byly stanoveny jako spravné.

Pro vzorek SRX1798946 (PT_SIF0857) byla alela ¢islo 7 genu TP0136 mezi
patnacti moznostmi stanovenymi navrzenym postupem. Gen TP0548 byl vyhodno-
cen spravné. Pro gen TP0705 na druhou stranu program dosel ke spatné alele. Pro
zhodnoceni podobnosti alel 9 a 13 byl vyuzit nastroj Clustal Omega.

Na obrazku je cast vystupu z Clustal Omega pro porovnani alel ¢islo 9 a 13
genu TP0705. Na obrazku jsou patrné dvé odlisnosti - substituce A za G a G za A.
Jinak jsou obé alely totozné. Cely vystup tohoto nastroje je k dispozici [52].

26



TPE785_9 GGTAGAACCGATTGCAGTGCGTTCAGTGGAGGATCGTTTAGGGCGGGTGATTTTGGATCC 360

TPE785_13 GGTAGAACCGATTGCAGTGCGTTCAGTGGAGGATCGTTTAGGGCGGGTGATTTTGGATCC 360
TPE785_9 AGAACGGGAAGTGCGGGCCCGLCTGCGCGCGCAGGGTGCGGCAACGCAACTGATCTCTGE 420
TPE785_13 AGAACGGGAAGTGCGGGCCCGCCTGCGLGCACAGGGTGCGGCAACGCAACTGATCTCTGE 420
TPE785_9 GGAGAACGCGGCGCTCATGACGAATATGCTAGAGAAAACGGTAACGATGGGGACGTTGGE 430
TPE785_13 GGAGAACGCGGCGCTCATGACGAATGTGCTAGAGAAAACGGTAACGATGGGGACGTTGGL 450
TPE785_9 GGTGGCCTCTGAGCGGGGGCGCGCATTTACATACCAAGACCCTGCAACGGGGCGATCGTT 540
TPE785_13 GGTGGCCTCTGAGCGGGGGCGCGCATTTACATACCAAGACCCTGCAACGGGGCGATCGTT 540

Obr. 6.17: Usek porovnani alel 9 a 13 genu TP0705 néstrojem Clustal Omega

Pro vzorek SRX1798900 (PT_SIF1299) byly spravné alely genu TP0136, TP0548
mezi deviti, respektive Sestnacti moznostmi navrzenymi programem. U genu TP0705
nedosel program ke spravnému feseni.

Pro vzorek SRX1798896 bylo spravné feseni pro vSechny tii geny mezi Sesti, tTi-
nacti a dvaceti moznostmi. Zde je vidét, Ze algoritmus pro gen TP0705 mél pomérove
nejvetsi problém, z 21 moznych alel vratil 20.

U vzorku SRX1798886 se program pro urceni alely genu TP0705 opét nedostal
ke spravné varianté a misto toho navrhl jedendct jinych moznosti. Spravné alely
genti TP0136 a TP0548 byly mezi sedmi a dvaceti moznostmi. U tohoto vzorku mél
program pro urceni alely genu TP0548 nejvétsi problém (nejnizsi rozlisovaci schop-
nost) urcit z konsenzudlni sekvence o jakou alelu se jednd. Procentualni podobnost
konsenzualni sekvence tohoto genu s referencéni sekvenci byla v tomto pripadé jen
84,7 %.

Vzorek SRX1798883 mél sice spravné alely mezi vystupy programii, ale rozlisovaci
schopnost funkce ml705() pro urceni alely genu 705 byla opét skoro nulova - program
nabidl 20 z 21 moznosti.

Byla ovérena délka lokalniho zarovnani alel s geny. Pro gen TP0136 byla délka
skoro vzdy vétsi nez 830 bp. Samoziejmé s variabilni délkou mezer, ktera vsak ne-
prekrocila 250 znak. Naproti tomu u genu TP0705 byla délka lokalniho zarovnani
mnohonasobné nizsi u vzorka 3 a 5, kde byla diskriminac¢ni schopnost navrzené
funkce m1705() velmi nizkd, byla délka zarovnani jen 64 bp. Z toho samoziejmé vy-
plyva neschopnost programu urcit o jakou alelu se jedna, nebot alely genu TP0705 se
lif jen velmi malo. CoZ je patrné i na obrazku[6.20] kde je odlisnost jednotlivych alel
genu naznacena formou fylogenetického stromu vygenerovaného nastrojem Clustal
Omega.
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Obr. 6.18: Fylogeneticky strom alel genu TP0136

Na obrazcich a jsou fylogenetické stromy alel dalsich dvou genti. Jak
je patrné, alely genu TP0705 jsou si velmi podobné, proto by bylo potfeba mnohem
vyssiho pokryti k alespon ¢astecnému omezeni moznosti. Alely genu TP0548 kterych
je dohromady 81 by se daly rozdélit do dvou vice odlisnych skupin. V tomto pripadé
je program schopny minimalné rozlisit o kterou z téchto dvou skupin se jedna. V
pripadé alel genu TP0136, které jsou navzajem nejvice odlisné, dochazi program ke
spravnému zarazeni do skupiny pomérné si podobnych alel, které jsou na obrazku
dole.

Cely vystup nastroje Clustal Omega, pouzitého pro analyzu téchto dat je do-
stupny: [53], 54, [55]

Na zakladé téchto informaci bylo vyzkouseno o kolik lepsich vysledkt by se dalo
dosdhnout pti pouziti 20 ¢teni pro kazdy gen. Jako testovaci byla zvolena data z
SRA databaze s ID SRX1793059. Jejich alelicky profil byl vyhledan v PubMLST
databazi - gen TP0136: alela ¢islo 7, gen TP0548: alela ¢islo 1 a gen TP0O705: alela
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Obr. 6.19: Fylogeneticky strom alel genu TP0548

¢islo 9. Zpracovani dvaceti ¢teni probihalo obdobnym zptsobem jako v predchozich
pripadech. Mapovaci kvalita byla opét = 60 pro vSechna ¢teni, pro gen TP0136 mélo
12 ¢teni flag = 16 a bylo je proto nutné prevést na reverzni komplement. Kvalita ¢teni
bazi byla pro lokusy vSech tif gent velmi dobra - Q(A) nad 30. Pokryti lokusu genu

TP0136 bylo 66,9 % - zadné vyznamné zvyseni, podobnost globalniho zarovnani s
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Obr. 6.20: Fylogeneticky strom alel genu TP0705

referencni sekvenci byla 97,3 %. Algoritmus pro urceni typu alely opét doSel k deseti
vysledkim - 1, 2, 4, 5, 7, 17, 25, 37, 39, 40. Konsenzualni sekvence o celkové délce
1311 bp obsahovala 321 bp dlouhou mezeru. Pokryti genu TP0548 bylo na druhou
stranu 99.9 %. Konsenzudalni sekvence délky 1308 bp neobsahovala mezery a byla
jen 0 9 bp kratsi nez referencéni sekvence tohoto lokusu. Podobnost byla 91,3 % a
algoritmus pro urceni alely genu TP0548 spravné urcil alelu ¢islo 1. Zde se diky
vyssimu pokryti lokusu podarilo dojit ke spravné varianté. Pokud by se tedy pro
vlivem vyssiho pokryti by rostla i diskriminacni schopnost navrzeného algoritmu.
Pokryti genu TP705 bylo 88 %, konsenzudlni sekvence délky 2438 bp obsahovala
dvé mezery s celkovou délkou 278 bp. Podobnost globdlniho zarovnani konsenzu s
referenci byla 100 %. Algoritmus pro uréeni typu alely opét nefungoval, nabidl t¥i
moznosti - 3, 5, 17.

Navrzeny ptistup by bylo samoziejmé mozné aplikovat i pro typovani jinych
gentl. Stacilo by znat jejich polohu na referenc¢ni sekvenci. Referen¢ni sekvence genu
by byla pouzita pro vyhledani ¢teni, které spadaji do oblasti zajmu. A dale by
byl postup stejny. Stejnym zptsobem by se dala mapovat i sekvenac¢ni data kmene

Nichols. Pokud by chybéla informace o tom o jaky kmen se jednd, bylo by mozné
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pouzit k zpracovani referenéni sekvence ziskané s vyuzitim kmene SS14, jen by bylo

tfeba pocitat se snizenou kvalitou takto ziskanych vysledki.
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Zavér

Tato préace se zabyva problematikou typovani Treponema pallidum subsp. pallidum.
V prvni kapitole je ¢tendtr seznamen s bakteriemi Treponema pallidum ze skupiny
spirochet, s jejich strukturou a nemocemi, které tyto bakterie zptsobuji. Treponema
pallidum subsp. pallidum jako zastupce této skupiny zplisobuje nemoc sifilis. Inci-
dence této nemoci stale roste, WHO udava, ze v roce 2020 bylo nakazenych 7,1
miliént dospélych (mezi 15 a 49 lety). Proto za¢ind byt nezbytné nutné bakterie
typovat. Urcovat do jaké skupiny patii, odkud pochazi.

Pro tyto ucely slouzi typovaci techniky. Téchto technik existuje rada. V minulosti
se hojné pouzivaly metody vyuzivajici rizné modifikované verze gelové elektroforézy.
Avsak diky pokroku v sekvenénich metodach, které jsou v této praci také rozebirany,
bylo pristoupeno k technikam vyuzivajicich pravé sekvenaci. Jednou z takovychto
technik je i MLST (Multilocus sequence typing - Multilokusové sekvenc¢ni typovéni),
metoda stanovujici typ sekvence, tedy druh kmene, na zdkladé provoznich gent.
MLST typovani se obvykle déje formou sekvenovani vnitinich fragmenti dobre za-
chovavanych gent a naslednym urc¢ovanim o jaky typ alely (z dostupného seznamu)
se jedna. Urceni typu alel pro vsechny tyto geny vede k ziskani alelického profilu
dané bakterie. Na jehoz zakladé lze pak urcit o jaky kmen bakterii se jedna. V pri-
padé MLST typovani Treponema pallidum subsp. pallidum byl pani Dr. L. Grillovou
a kolektivem autort alelicky profil sestaven ze tii gent - TP0136, TP0548 a TP0705.
S jejich pomoci lze pak stanovit o ktery ze dvou hlavnich kmentu (SS14 a Nichols)
jde.

V této praci je proveden pokus o stanoveni alelického profilu Treponema pallidum
subsp. pallidum na zakladé verejné dostupnych raw sekvenacnich dat. Proto je v této
praci ¢tenar seznamen s databazemi a nastroji, které se v ptipadé prace s témito daty
daji vyuzit. Je zde zminéna SRA databaze, ve které 1ze dohledat surova sekvenacni
data vcetné informaci k nim, moznosti ovéreni kvality dat a algoritmy vyuzivané pro
mapovani ¢teni na referencni sekvenci.

Prace se déle snazi navrhnout postup pro zpracovani takovychto dat. Pro omezeni
vypocetni naroc¢nosti vyuziva nastroj BLAST k urceni ¢teni spadajicich do oblasti
zajmu, které jsou dale vyhledavany ve stazenych souborech a zpracovavany. Pomoci
nastroje FastQC je kontrolovana kvalita precteni baze napri¢ délkou ¢teni. Zaroven
v programu zohlednuje variantu nizké kvality ¢teni (26 a méné) a takovato ¢teni déle
zpracovava. K mapovani na referenci vyuziva prace BWA (konkrétné algoritmus bwa-
mem), mapovand ¢teni slouzi pro ziskani konsenzudlni sekvence (s vyuzitim UIPAC
kédovéani), kterda je déle pouzitd pro urceni typu alely daného genu (z datasetu
ziskaného v PubMLST databazi).

Na zacatku zpracovani této prace byl vyvinut jednoduchy program slouzici pro
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urceni typu alely. Jako podklad poslouzily data z PubMLST databéze - sekvence
danych gentu. V ptipadé vyuziti na tyto data pracoval program, vyuzivajici lokdlni
zarovnani, velmi dobre. Bohuzel v pripadé takovych dat, jako jsou surova sekvenacni
data, zacalo dochazet k chybam a nepresnostem. Konsenzualni sekvence skoro nikdy
nezacina na zacatku lokusu daného genu, obsahuje mezery a nejednoznacné baze.
Je mozné, ze hledany tsek genu lezi v misté, kde je v konsenzudlni sekvenci vlivem
nedostatecného pokryti mezera. Jak se ukazalo dalsim sSetfenim, deset ¢teni pro
kazdy gen ani zdaleka nestaci pro dostatecné pokryti lokusi. Dvojnasobné zvyseni
poctu pouzitych ¢teni sice vede ke zvysSeni pokryti danych lokust, ale konsenzuélni
sekvence stale obsahuje mezery, které spravnému urceni alely. Navrzeny postup pro
urceni typu alely sice vice ¢i méné omezuje varianty, ze kterych lze pro dany gen
vybirat, ale neni jednoznac¢ny a obcas je dokonce chybny. Nejhorsi diskriminacni
schopnost ma algoritmus pro urceni alely genu TP0705. Coz je samoziejmé dano
podobnosti referencnich alel, které se mnohdy lisi jen velmi mélo (napiiklad jen
jednou substituci).

Je mozné, ze pokud by byl navrzeny postup pouzit pro data ziskana zpusobem
obvyklym pro tento pristup - sekvenace vnitinich fragment danych gent, byla by
uspeésnost programu vyssi. Ale vSe by opét zalezelo hlavné na kvalité ziskané konsen-
zudlni sekvence (at uz jde o kvalitu ¢teni, ¢i o dostatecné pokryti lokusu). Bohuzel
pro takto zpracovavana data je navrzeny postup urceni alely velmi nevhodny. Pro ur-
¢eni typu alely by nejspis mnohem lépe poslouzila néjaka neuronova sit, natrénovana
na datech dostupnych v PubMLST databazi.
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Seznam symboli a zkratek

arp

bp
BLAST
BWA
CCD
CDC
CMOS
CSF
DDBJ
DNA
ECDCT
EBI
HMEC-1
INSDC

ISFET

MLST
NCBI
NIH
PCR
PNC
RPR
REA

SMS

acidic repeat protein

base pair - par bazi

Basic Local Aligment Search Tool
Burrows-Wheeler Aligner

Charge-Coupled Device

Centers for Disease Control and Prevention
Complementary Metal-Oxide-Semiconductor
cerebrospinal fluid - mozkomisni mok

DNA Database of Japan

Deoxyribonukleova kyselina
enhanced-CDCT

European Bioinformatics Institute

Human microvascular endothelial cells
International Nucleotide Sequence Database Collaboratio

ion field sensitive transistor - iontové senzitivni tranzistor (tranzistor

Tizeny polem)

Multilocus sequence typing - Multilokusové sekvenéni typovani
National Center for Biotechnology Information

National Institutes of Health

polymerase chain reaction - polymerazova retézova reakce
penicilin

rapid plasma reagin

Restriction endonuclease analysis

Single molecule sequencing - sekvenace jedné molekuly
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SMRT

SNR

SRA

SOLiD

TCEP

TIRF

TPPA

ZMW

Single molecule real time - sekvenace jedné molekuly v redlném case
Seignal to Noise Ratio - pomér signalu k Sumu

Sequence Read Archive

Sequencing by oligonucleotide ligation and detection
tris(2-carboxyethyl)fosfin

Total Internal Reflection Fluorescence - Fluorescence s totalnim

vnitinim odrazem
Treponema pallidum particle agglutination

zero mode waveguides
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