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Abstrakt:

Diplomova prace se zabyvd automatickou genotypizaci bakterii metodou rep-PCR.
V teoretické cCasti jsou predstaveny rGzné metody typizace DNA, zakladni informace
o elektroforéze a uvedeny moderni elektroforetické piistupy i s jejich problémy, zavadéjici
zkresleni dat. Za ucelem automatické typizace je navrzen program pro fylogenetickou
Klasifikaci vzorka dat z rep-PCR vhodny i obecné pro data z cipové kapilarni elektroforézy.
Program se sklada ze tii zakladnich casti: digitalizace, Gpravy pozic bandi a samotné
fylogenetické klasifikace. Vysledkem programu je dendrogram znazornujici podobnost
vzorkl. K sestavenému programu je vytvoreno uZzivatelské rozhrani pro mozné zavedeni
do praxe v Détské nemocnici, na jejichz popud byl program sestavovan. Na zavér je
vyhodnocena UspéSnost programu na standardizovanych a realnych datech poskytnutych

z Détské nemocnice.

Klicova slova: genotypizace, rep-PCR, ¢ipova kapilarni elektroforéza

Abstract:

This thesis deals with automatic bacteria genotyping by rep-PCR method. Its theoretical part
presents various methods of DNA typing, basic information on electrophoresis and modern
electrophoretic approaches, including their problems, misleading data distortion. In order to
automate typing, there has been introduced a program for phylogenetic sample classification
from rep-PCR, also applicable for data from chip capillary electrophoresis. The program
consists of three main parts: digitization, bandmatching and clustering apparatus to bacterial
type classification. The result of the algorithm is a phylogenetic tree, which indicates the
cluster of sapmles according to bacterial type. The program has a graphical user interface for
possible use in the Children's Hospital. Finally, the program is tested with data from the
Children’s Hospital.

KBYWOI'dS: genotyping, rep-PCR, chip capillary electrophoresis
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Uvod

V dnesni dobég, 90 let po objeveni penicilinu, znovu nartsta bakterialnich infekci, které velmi
Casto komplikuji plivodni onemocnéni pacientii. Proto je tfeba charakterizace bakteridlnich
kmend. NejCastéjSimi plvodci onemocnéni jsou Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli
a Psudomonas aeruginosa. Tyto multirezistentni kmeny bakterii zptisobuji zejména zapal plic
¢i zanét mocovych cest. Jsou velmi ¢astym zdrojem nozokomialni infekce. OhroZeni jsou
zejména pacienti se snizenou imunitou. U nich mlZe byt infekce velmi vazna az smrtelna.
V Détské nemocnici v Brné, na jejiz popud je tato diplomova prace zpracovana, maji pacienty
po chemoterapii ¢i transplantaci krvetvornych bunék, ktefi jsou infekci ohroZeni. V nemocnici
predpokladaji, Ze zisk metody porovnani profili kmenid (pro screening téchto pacientti)
by mél velky vyznam pri preventivnich opatifenich proti kolonizujicim kmenim bakterii.
Program pro automatickou genotypizaci bakterii metodou rep-PCR je zaloZen na typizaci

bakterialnich kment a porovnani jejich profil.

Metody typizace musi spliiovat vysokou diskriminacni silu (s vysokou presnosti rozlisit
rizné kmeny bakterii, shodné oznacit stejné kmeny bakterii) a reprodukovatelnost (tvorba
databazi a moznosti Klasifikace). Reprodukovatelnost mize byt problémem zejména
pro virulentni patogeny, které jsou schopny prizplsobit se antibiotikiim.

Ve vétsiné pripadl jsou metody typizace zaloZeny na modifikaci PCR a nasledném
hodnoceni pomoci elektroforetickych metod. Prestoze velké mnoZstvi laboratoii vyuziva
primarné klasické ,planarni“ gelové elektroforézy, stale vice pracovist prechazi na kapilarni
elektroforézu, ktera slibuje lepsi vysledky. Moderni Cipova kapilarni elektroforéza umoznuje
ziskat jesté kvalitnéjsi signal a je maximalné automatizovana. Presto dochazi k problémim
(pri¢inam zkresleni) a nadslednému zavadéni chyb do hodnoceni. Navic protoze je cely proces
vyhodnoceni c¢asto zcela automatizovany, jsou tato zkresleni tézko zjistitelna atim

i problematicka jejich kompenzace.

Jednou z metod typizace je rep-PCR. Pfi této metodé se vyuZziva repetitivnich tsekit
v genomu bakterii, které se v rtiznych kmenech li$i délkou. Useky jsou namnoZeny a pomoci
elektroforézy jsou separovany fragmenty stejné délky. Ziskanym signalem jsou velikosti
usekl v jednotlivych vzorcich, které je nutné porovnat a urcit, zda jsou vzorky stejného
¢ijiného kmene, fylogeneticky je klasifikovat. Samotné fylogenetické klasifikaci predchazi
ohodnoceni jednotlivych vzorkd, jemuz musi byt prediazen tzv. bandmatching, tj. iprava
pozic bandd. Data maji totiZ velké rozptyly u hodnot, které by mély byt totozné. Ukolem
diplomové prace je najit vhodné predzpracovani dat a sestaveni Klasifikacniho aparatu
k vytvoreni dendrogramu, ktery reprezentuje fylogenetickou Kklasifikaci. Pro komfortnéjsi

pouziti algoritmu, by mél byt navrzeny program opatien uzivatelskym rozhranim.



1 Typizace DNA

Molekuldrni typizace DNA slouzi kurceni bakteridlniho kmene nebo poddruhu podle
genetické variability. Existuje velké mnoZstvi metod zamérujicich se na odliSné aspekty
v genetickych datech. Nékteré jsou pro jisté druhy vhodnéjsi, jiné se pro typizaci daného
druhu hodi méné. Je treba vidy vybrat nejspecifictéjSi metodu. V nasledujici ¢asti budou

nékteré zakladni metody popsany.

1.1 Metody typizace

Vétsina typizacnich metod je zaloZena na amplifikaci DNA spojenou s elektroforetickym
vyhodnocenim. Casto se li§i zptisobem ptipravy k amplifikaci DNA. Ve spousté metod je
vyuzivana PCR ([2]) k namnoZeni Zddanych tusekd DNA.

Aby bylo metodu mozné pouZzivat ke genotypizaci druhu ¢i poddruhu, musi spliiovat
nékteré podminky. Metodou by mély byt typizovatelné vSechny organismy druhu. Nékteré
poddruhy se urcuji fenotypové (napf. reakci na protilatku). V genomu nemusi byt tato reakce
odliSitelnd. Pro takové kmeny se genotypizace nehodi. Dal$i nutné podminky pro metody
patii vysokd schopnost diferenciace, reprodukovatelnost, jasna, co mozna nejsnadnéjsi
interpretace méteni. DalSimi klady pro metodu jsou rychlost, cenovd dostupnost,
automati¢nost a jednoduchost provedeni metody. [1]

PFGE

Pulzni gelova elektroforéza byla poprvé popsana Schwartzem a Cantorem roku 1984. Metoda
je Casto oznacCovana za zlaty standard molekularni typizace. Pfred samotnym pouZzitim
specifické elektroforézy se pouZziva restrikcni Stépeni specifickymi enzymy. Vzorky jsou poté
naneseny na gel a vloZeny do specidlni vany hexagonalniho tvaru. Po spusténi procesu je gel
vystaven pulsujicimu elektrickému poli, které meéni orientaci. Vzorky meéni konformaci a jsou
separovany useky DNA. Vanu svloZenym gelem muzeme vidét na Obr. 1. Vpravé cCasti
obrazku je naznaceny gel po pisobeni elektrického proudu ze tfi sméri po obarveni

a zobrazeni pod UV. [1]

Metoda se hodi zejména pro delsi useky genomu (10-800kb). Po dokonceni béhu
elektroforézy je DNA obarvena pomoci barviva ethidium bromid k dalSimu zpracovani.
To probiha v expertnich softwarech, které pracuji se snimkem gelu. Velkou nevyhodou
metody PFGE je doba zpracovani, ktera je v rozmezi 2 az 3 dni. Vyhodnoceni PFGE ma velikou
diskrimina¢ni u¢innost. Je snaha vytvorit knihovnu vysledki z PFGE, ktera by obsahla vétsinu

ZivocCicht, tim padem by bylo mozZné porovnavat vzorky a snadnéji je klasifikovat.[1][3]
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Obr. 1: Hexagondlni vana pro PFGE a nasledné zobrazeny gel po obarveni ethidium bromidem

(viditelny pod UV) (prevzato z [4])

Southern blotting a RFLP

Southern blotting je metoda pro separaci usekli DNA, ziskanych Stépenim restrikéni

endonukledzou. RFLP (Restriction fragment length polymorphism, polymorfismus délky

restrik¢nich fragmentti) se pouziva k separaci cilovych sekvenci DNA. Princip je znazornén

na Obr. 2. Fragmenty rozdélené pomoci elektroforézy, jsou nasledné denaturovany

a preneseny vzlinanim (metodou

southern blotting) pomoci pufru na hybridiza¢ni

membranu (nitrocelulosova nebo nylonovd membrana), ktera je stabilnéjsi nez gelovy nosic.

Po uchyceni na membranu jsou vzorky fixovany a radioaktivné znaceny. Poloha fragmenti

je vyhodnocena autoradiograficky. Metoda RFLP-southern blotting byla pouzivana

k diferenciaci bakterialni RNA riznych podtypt. Technika je ale prekonana. [1][4]

DNA + restrikéni
enzymy

= e =

Restrik¢ni
fragmenty

-t

i | |

Stépeni restrikénimi enzymy

Elektroforéza

Sloupnuti nitrocelulézy s
navazanymi fragmenty

Hybridizace s raioaktivni sondou

Obr. 2: Princip metody southern blotting s RFLP (prevzato z [4])
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PCR a Locus-Specific RFLP

Amplifikace pomoci PCR spojena s vyuzitim konkrétnych restrik¢nich enzymi k separaci
zadanych lokusi DNA, tedy PCR v kombinaci s RFLP, byla jedna z metod, které nahradily
RFLP-souther blotting. Mnohonasobné namnozeni zajmovych usekli pomoci specifickych
primerdi umoznilo sledovat napf. rezistenci bakterii na antibiotika. Nastfihané

a amplifikované tseky jsou pri této technice elektroforeticky oddéleny a dale vizualizovany.

[1]

RAPD

Zakladem metody RAPD (The random amplified polymorphic DNA, ndhodna amplifikace
polymorfni DNA) je ziskani dat pomoci ndhodné volenych primera (délka 9 az 10 bazi).
Nédhodnosti primerti jsou uréeny amplifikované useky (pomoci PCR), které maji pro dany
druh stejnou délku, u rtznych druhl se ale délky amplifikovanych usekd lisi. Ziskané
namnoZené useky se hodnoti elektroforeticky. Tim se odliSuji velikosti tsekii DNA

jednotlivych vzorki. Graficky znazornény postup je na Obr. 3. [1][7]

Elektroforéza

>
=i
=3
=
&
P
>

‘i

\

]

| | ]}

B

—_—
Nahodnéprimery
DNApolymeraza B —

Obr. 3: Princip pribéhu RAPD (upraveno podle [8])

CFLP

U CFLP (Cleavase fragment length polymorphism, polymorfizmus délek fragmenta
vytvorenych kleavazou) se uziva k nastépeni vzorku restrik¢ni termostabilni endonukleazou
kleavazou I. Tato endonukleaza se vaze na struktury, které vzniknou po denaturaci vyssi
teplotou. Po ni je reakéni smés zchlazena a pro kleavazu I jsou jiz sestavené smycky odlisné
pro rizné druhy. Kleavaza I se na né vaze, pomoci PCR jsou tuseky namnoZeny a jako
u ostatnich nasleduje elektroforetické vyhodnoceni. Postup pri CFLP je znazornén na Obr. 4.

[1][9]

Ochlazeni
Restrikéni $tépenikleavazoul
Denaturace ) A ~ A B

) ) PCR ] —
A FKaca AR~ &)&,f RS e —— T
- —TN T gl Elektroforéza __ = ____

B MW B sk~ o~~~ —>» B —>

—_—TTN T TN ™ O —

0 O
* D A DO

Obr. 4: Princip CFLP (prevzato z [9])
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AFLP

Metoda AFLP (Amplified fragment length polymorfism, polymorfismus délky
amplifikovanych fragmentti), zvefejnéna Vosem a kol. [10], je zaloZena na Stépeni DNA dvéma
odliSnymi restrikénimi enzymy. Princip metody je patrny z Obr. 5. Po $tépeni vznikaji kohezni
konce. Nasleduje ligace adaptorti (kratkych, znamych tsekli DNA) na DNA k umoZzZnéni
nasednuti primerd pti nespecifické amplifikaci (prvni béh PCR). Amplifikaci vznikne velké
mnozstvi jeSté nespecifickych lokustd. Druhy béh PCR, specifickd amplifikace, je dan dvojici
primerd. Tyto primery jsou delsi, specifictéjsi, a snizuji pocet amplifikovanych usekd.

Po specifické PCR je moZné data hodnotit opét pomoci elektroforetické separace. [1][11]

@ Stépenidvéma A _ ] A"' —o m —"a
restrikénimi enzymy — —— Ligaceadaptord “‘&=F —ha__p
_— —_—
® e
Nastépena DNA
s koheznimi konci A
Nespecificka A —— Specificka A =——  Elektroforéza -
amplifikace —  —— _amplifikace 4, 00— > | _ —
PCR B—_——— —— PR B — —

Obr. 5: Princip metody AFLP (upraveno podle [8])

DNA Sekvenace

Sekvenovanim DNA nam jde o zisk potadi bazi v retézci DNA. Sekvenacnich metod je v dnesSni
dobé jiz cela rada a stale se vyskytuji nové a nové piistupy (Max-Gilbert sekvenace, Roche
454, Nlluminia, Pacific Biosence, Oxford NAnopore, aj.). ProtoZe v této praci neni pracovano
s primarni strukturou nukleotidd, nebude tato skupina metod predstavovana. O jejim vyuZziti
pro typizaci nemtZe byt pochyb. V konkrétnim retézci DNA Ize nalézt nejdetailnéjsi rozdily

mezi genomy. [1]

rep-PCR

Jako posledni typizacni metodu uvadim rep-PCR (The repetitive extragenic palindromic PCR,
interrepetitivni PCR). Data, ktera jsou v ramci praktické ¢asti vyhodnocovana, jsou ziskané
pravé touto metodou. Roku 1991 ji uvedl tym pana Versalovice [12]. Metoda je zaloZena
na predpokladu existenci hojné se opakujicich repetitivnich sekvenci v intergennich
oblastech genomu. Tyto repetititvni oblasti jsou vhodné pro nasedani primert pii PCR.
Amplifikované jsou Casti mezi témito useky. K hodnoceni se vyuziva rozliSna délka oblasti

repetitivnich Useki jednotlivych kment bakterii. [1][12]

Prvnim krokem je zisk DNA, pri pripravé PCR je nutné zvolit vhodny primer, ktery bude

komplementarni krepetitivnim oblastem. Za timto ucelem se vyuZivd nékolik typi
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specialnich primera (napf. repetitivni intergenomovy palindrom- REP, mozaikové repetitivni

BOX elementy, enterobakteridlni intergenomové repetice ERIC, dlouhé roztrousené

repetitivni elementy RepMP3, tandemové opakované polynukleotidové sekvence (GTG)x)

pro PCR. Ziskané amplifikované Casti jsou vyhodnoceny pomoci elektroforézy. Rozdilnost

kment bakterii je v délkach amplifikovanych tuseki. [1][12]

Primer

Opakujicise
sekvence

Detekce
fragmentt
_—

Obr. 6: Princip rep-PCR (prevzato z [13])

1.2 Porovnani metod

Témér vSechny diive jmenované metody se zaklddaji na namnoZeni usekii DNA a jeho

nasledném elektroforetickém hodnoceni. Lisi se zejména pristupem PCR, rliznymi primery,

opakovanim PCR, pouzitim restrik¢nich enzymi, aj. Dilezitym parametrem je v dnesSni dobé

mino jiné rychlost a cena metody, jejich porovnani je uvedeno v Tab. 1.

Tab. 1: Porovnani typiza¢nich metod [14]

Cas
ObtiZnost ObtiZnost | Diskriminacn .| Cena jednoho
) L provedeni
metody interpretace isila testu
[dny]

PFGE stredni snadna vysoka 3 stredni
Southern blotting RFLP snadna snadna stredni 1 nizka
Lokus specific RFLP snadna snadna strednf{ 1 nizka
RAPD snadna snadna vysoka 1 nizka
CFLP stredni stredni stredni 2 vysoka
AFLP stredni snadna vysoka 2 stredni
DNA sekvenace obtiZna stfedni vysoka 2 vysoka
rep-PCR snadna snadna vysoka 1 nizka
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Z dtive jmenovanych metod ma nejvyssi diskriminacni silu PFGE, RAPD, sekvenace
DNA arep-PCR. Nejpresnéjsi vysledek bude davat sekvenace DNA, tato metoda je ale velice
naroc¢na z mnoha hledisek (financni, Casova, interpretacni, dovednostni). Co se tyce rychlosti,
uplatiiuji se nejlépe metody RAPD, rep-PCR, Locus-specific RFLP a Souther-Blotting s RFLP.
[1][14]

Metodu na urcity experiment je vZdy nutné volit nejen z téchto hledisek, ale i s ohledem

na uroven laboratoi'e, moznosti zdroji laboratore, druh vzork k typizaci.

Pokud bychom chtéli tvotit referen¢ni databazi, je vhodné volit PFGE (zlaty standard),
presto Ze je Casové narocna, nebo AFLP, vhodna napf. pro bakterialni poddruhy. Zpracovani
virovych databazi by bylo zase nejvhodnéjsi typizovat pomoci sekvenace DNA, kde jsou

nejlépe patrné genetické zmény, mutace. [1][14]

Tab. 2: Oblast pro interpretaci jednotlivych typizacnich metoda [1]

PFGE cely genom

Southern blotting RFLP cely genom

Lokus specific RFLP specifické lokusy genomu

RAPD rozdilné dlouhé tseky vzniklé stépenim nahodnych primert
CFLP fragmenty po Stépeni kleavazou

AFLP specifické useky znacené adaptory

DNA sekvenace cely genom

rep-PCR opakujici se useky v genomu
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2 Elektroforeticka separace DNA

Elektroforéza je separacni metoda, pii niZ 1ze rozdélit latku na jednotlivé fragmenty podle
vlastnosti jednotlivych c¢asti v elektrickém poli. Jako vlastnost pro separaci se vyuZiva naboj,
velikost, Clenitost, aj. V predchozi kapitole jsme si mohli vS§imnout, Ze prfi typizaci je
elektroforéza naprosto zasadni. Je poslednim krokem pfti ziskavani dat pred samotnym

zpracovanim.

Metoda byla poprvé sestavena Arnem Tiseliem roku 1937 [17]. Za tento prevratny
objev ziskal Tiselius Nobelovu cenu. Elektroforéza je velmi castd metoda. Pouziva se jeji
ptvodni podoba i modifikované postupy. Trend vyvoje je stejny jako v ostatnich oborech
zejména miniaturizace, zrychleni, automatizace. Vysledky elektroforézy nejsou za normalnich
okolnosti ve vétSiné pripadi okem viditelné, proto jsou také dilezité techniky pro detekci
vysledkd, zviditelnéni koncového stavu elektroforetického béhu.

2.1 Zakladni princip

Zakladni princip elektroforézy bude vysvétlen na klasické gelové elektroforéze, od niz jsou

vSechny dals{ typy odvozeny.

Nejdtlezitéjsi casti je pri kazdém pokusu piiprava vzorku. Prestoze se ve své praci této
¢asti nevénuji, je nutné uvédomovat si, Ze ani sebelepsi metoda nebude v ptripadé Spatné

ziskaného ¢i upraveného vzorku dobie vychazet.

Gel je pripravovan sohledem na vzorek. Zda separace bude probihat na zakladé
velikosti, pritomnosti antigent, naboje, aj. Komercné se nejcastéji pouziva polyakrylamidovy
Ci agar6zovy gel. Gel neni nutnou podminkou elektroforézy, jako nosi¢ je mozné pouZzit

napft. i papir.

Dalsi dilezitou soucasti je pufr. Ten unasi fragmenty vzorku po nosici. Jeho slozeni je
naprosto zasadni zddvodu ovlivnéni vlastnosti separovaného vzorku. Naboj vzorku
v nékterych ptipadech zavisi na tom, v jakém prostiedi se vyskytuje. Pfi nevhodném pH pufru

by elektroforeticka separace mohla byt scestna.

Po ptipravé vySe jmenovanych casti je gel umistén do elektroforetické vany naplnéné
pufrem. Na gel jsou naneseny vzorky, nastavime napéti a vlivem stejnosmérného elektrického
pole, které ve vané vznika, je vzorek separovan na fragmenty podle ptripraveného schématu.
Nejcastéjsi separace probiha na zakladé velikosti. Nejkrat$i fragmenty se nejsndze dostavaji

skrze zesitované gelové Castice, tudiz se pti béhu elektroforézy dostanou nejdale.

Vysledkem je rozlozeni fragmentli na gelu (2D obraz). Pro vyhodnoceni je zasadni
zviditelnéni oblasti a aplikace ladderu na gel, jako ,kalibra¢ni prvek” pii kvantifikaci vzorku.
Pro zobrazeni jsou pouZzivana rlizna barviva, UV svétlo, fluorescence, radiac¢ni znaceni, aj.
Laddery jsou vdneSni dobé soucasti kitl. Obsahuji fragmenty o znamych velikostech.

Po separaci je moZné porovnani vzorku s timto ladderem.
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Pti elektroforéze se uplatnuji zejména dvé sily: elektrickd (urychlujici) a odporova.
Rychlost separace je dana elektroforetickou pohyblivosti per [cm?2 st V-1], pro jeji definici je
dilezity predpoklad rovnosti urychlujici a odporové sily ve stacionarnim stavu, po dodrzeni
této podminky byl odvozen vzorec (1).

v Q

Hef =+

E=6-n-17-r (1)

kde vje rychlost [m-s], E intenzita elektrického pole [V-m-1], @ naboj molekuly [C],

n viskozita prostredi [cm2:s-1], r velikost ¢astice [cm]. [15][18]

2.2 Typy elektroforézy

Elektroforetické principy maji v dnesni dobé Sirokou S$kalu technik. VyuZivaji se gelové
elektroforézy, izoelektricka fokusace, volna ¢i zénova elektroforéza na rtznych typech nosicy,
denaturacni SDS gelova, dvojrozmérnd, vysokorozliSovaci nebo kapilarni elektroforéza. Data
pro praktickou ¢ast této prace byla ziskdna pomoci Cipové kapilarni elektroforézy. V dalsi

Casti se zaméfim na kapilarni elektroforézu, z niz ¢ipova kapilarni elektroforéza vychazi.

Kapilarni elektroforéza (Capillar electrophoresis, CE)

Pocatek kapilarni elektroforézy je oznacovan v roce 1967 Stellanem Hjerténem [19]. Pouzival
oteviené milimetrové trubice. Mensi kapilary jeSté nebyly k dispozici. Postupem casu
dochazelo k miniaturizaci. Virtanem, Mikkers a Lukacs pouzili k elektroforéze kapilary
o vnitinim prameéru 200 pm z teflonu a skla. V 80. letech 19. stoleti bylo pouZito kfemenné

sklo a priimér se zmensil jiz na 75 p. Jorgenson tenkrat popsal teorii kapilarni elektroforézy

s jejimi principy. [20]

zdroj

® ©

vysokého napéti

S

+— VStup l vystup .

kapildra ¥
A/D
t pocitac t
vzorek a rezervodr pufru
rezervoar pufru

Obr. 7: Schéma kapilarni elektroforézy (pirevzato z [21])
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Ke kapilarni elektroforéze jizZ neni potreba ,vana“ ale pristroj, ktery se sklada z kazety
s kapilarou, nddobkou pro vzorek a pro elektrolyt, zdroj napéti, elektrody, detektor. Casto je

nezbytny také pocitac, kterym se cely déj ovlada.

Na Obr. 7 je znazornéno schéma sestaveni kapilarni elektroforézy. Dvé nadobky
s pufrem jsou propojeny kapilarou, ktera je stejnym pufrem vyplnéna. Do jedné z nadobek je
pridan vzorek a vlivem priloZzeného vysokého napéti je v pribéhu kapilarou rozdélen
na fragmenty, které jsou zaznamenavany pomoci detektoru. Ziskem neni 2D obraz (jako

u gelové elektroforézy), ale 1D signdl, nejcastéji intenzita fluorescence zavisla na Case.

Kapilary z tavného kifemene maji vnitini priméry 20-200 um, dlouhé 5-100 cm, jsou
zcela naplnény elektrolytem nebo gelem. Diky malému objemu v kapilare a velkému povrchu
stény kapilary Ize pouZit mnohem vétsi napéti nez u gelové elektroforézy. Pri vysSim napéti
vznika vyssi teplo (Joulovo teplo), které je nezadouci. Diky povrchu kapilary je mozZné sténu
ijeji obsah chladit. Pouziti kapilar umozZnuje nastavit vysS$i napéti a separaci provést
za mnohem krat$i ¢as. Nevyhodou kapildry je interakce se vzorkem. Sténa kapilary
se upravuje, aby neovliviiovala béh separace. K detekci byva nejcastéji pouzita absorpce UV,

VIS, fluorescence, piipadné vodivost. [15][18]

Si—OH—>Si—0" +H* (2)

N V2N VRN VAN VARRN VARRN VARRN VIRRN V
St Si S S S S S8
o O O O O O o O
@ ® ® ® ® ® ® ®
@ ® ® ® ® ® ® ®

* elektroosmoticky tok ———® -

anoda katoda

® ® ® ® ® ® ® ® Ty
® ® ® & ® & ® & pohybhva vrstva
¢ o o o o o o o
Si Si Si S S Si Si Qi fixnivrstva
ZIN 71N 71N ZIN 20N ZIN N 7)Y

Obr. 8: Elektroosmoticky tok (prevzato z [22])

Kapilarni elektroforéza podléha elektroforetickému pohybu, jak je popsan pomoci
vzorce (1) a Casto také elektroosmotickému toku, vznikajicimu vlivem adsorpce (disociace)
iontd nasténu kapilary vlivem stejnosmérného elektrického pole. Na vnitinim povrchu
kapilary vznika elektrickd dvojvrstva, kterou lze popsat rovnici (2). V kapilare se vytvori
difuzni vrstva kationt H+ (viz Obr. 8), mezi dvojvrstvou a difuzni vrstvou pilisobi zeta
potencial. Ten stoupa spolecné s pH uvnitt kapilary. Vrstva kationtli se po priloZeni napéti
zacne silné pohybovat ke katodé, spolecné s ni se pohybuje veSkera kapalina uvniti kapilary.
Diky tomuto jevu neni prodéni uvniti laminarni (ve stfedu vyssi rychlost proudéni), ale

proudéni o konstantni rychlosti v celém priirezu kapilary, az u stény rychlost klesa k nule
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(viz Obr. 9). Velikost elektroosmotického toku se da matematicky popsat pomoci zeta
potencialu, vlastnosti elektrolytu a rozméru kapilary, jak je patrné ve vzorci (3).
_&¢

= 3)

MGO

kde je & permitivita elektrolytu [CZN-1'cm-2], ¢ zeta potencial [V], 7 viskozita [cm?2-s1]
ar polomér kapilary [cm]. Velkou vyhodou tohoto toku je, Ze s sebou unasi ke katodé ¢astice,
které nemaji naboj a zaroven i zaporné nabité Castice. Diky spojeni obou principi jde

separovat podle velikosti vSechny typy iontf, i neutralni ¢astice. [15][18]

Elektroosmoticky tok Lamindrni tok

Obr. 9: Porovnani elektroosmotického a laminarniho proudéni (pievzato z [15])

Kapilarni zénova elektroforéza (CZE)

CZE je nejjednodusSi kapilarni elektroforézou. Kseparaci dochazi na zakladé
naboje a hmotnosti fragmentd. Pohyblivost fragmentu v kapilare je dan souctem per a leo.
Na Obr. 10 je znazornén princip vzniku vysledného signdlu pro rtzné nabité Castice.

Elektroosmoticka pohyblivost miiZe byt zvySovana spolu s napétim, pouZzitim pufru o vyssim

pH, sniZenim iontové sily (respektive zvySenim potencialu (), zvySenim teploty, aj. [15][18]

K

P
a3

N

X =z

=

N

_

~
>

cas

Obr. 10: Princip vzniku vysledného signalu pro kationty (K), neutralni molekuly (N) a anionty (A)
Cerna Sipka- vysledna pohyblivost, modra Sipka - elektroforeticka pohyblivost, cervena Sipka
elektroforeticka pohyblivost (pro kationty kladn4, pro neutralni molekuly nulov4, pro anionty

zaporna) (upraveno podle [15])
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Kapilarni gelova elektroforéza (CGE)

U kapilarni gelové elektroforézy je kapilara plnéna gelem (polymerem). Jako v klasické
elektroforéze se jedna o zesitovany polymer, ktery je pripraven s ohledem na analyzovanou
latku. Podle ni je volena velikost pért v ¢astech gelu a hustota. Pii GCE je vzorek délen
na zakladé relativni molekulové hmotnosti. S rostouci relativni molekulovou hmotnosti klesa
vysledna elektroforetickd pohyblivost. Vétsi molekuly hire prochazi hustou siti gelu a pory.
Plnéni kapilar gelem (agarézovym, polyakrylamidovym) je naro¢né. Proto se pouzivaji
fyzikalni gely, linedrni polymery (linearni polyakrylamid, derivat celulosy, dextran, aj.).
Ty vytvari sitovy efekt a kapilaru Ize jejim roztokem snadnéji plnit. Casto se pii CGE pouZivaji

kapilary, které jsou oSetfené tak, Ze v nich nevznika elektroosmoticka pohyblivost. [15][18]

Micelarni elektrokineticka chromatografie (MEKC)

MEKC je metoda plivodné vytvoiend kseparaci neutralnich molekul. Toho se dociluje
pridanim surfaktantu do elektrolytu ve vyssi mire nez je kritickd molekularni koncentrace
(napt. 8-9mM SDS). Neutralni molekuly se vazi na micelarni struktury, které maji na svém
povrchu naboj (v pripadé SDS je naboj zaporny). Ta se dale pohybuje jiz klasickym zpiisobem
podle svého naboje, bud stejnym, nebo opacnym smérem jako je elektroosmoticka
pohyblivost. V zavislosti na velikosti interakce s micelou je zménéna doba priichodu ¢astice
kapilarou. Jak je vidét na Obr. 11 jako prvni je zachycena elektroosmoticka pohyblivost,
nasleduji separované Casti a jako posledni se k detektoru dostava micelarni struktura, ktera
je nejvétsi. MEKC se pouziva v potravinarské, environmentalni, klinické, farmaceutické

analyze napf. ke stanoveni tcinné latky v 1éc¢ivu. [15][18]

Casové okno

M

S
>

Separované Castice Micelarni
o struktura
Elektroosmoticky
tok
| T T | I | "
0 to tri tr2 tr3 tm cas

Obr. 11: Pribéh detekce (upraveno podle [15])

Kapilarni izoelektricka fokusace (IEF)

Jak vyplyvd znazvu, kapilarni izoelektrickd fokusace separuje amfolytické latky
(napft. bilkoviny a peptidy) diky existenci izoelektrického bodu, ktery je pro danou castici

charakteristicky. Pro tyto ucely se vétSinou pouzivaji Kkapilary s potlacenym
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elektroosmotickym tokem. V kapilare je vytvoren elektrickym polem gradient pH
(katoda - bazické prostiedi, anoda- kyselé prostiedi). Latka v kapilare migruje, dokud neni
v oblasti pH, kde se chova neutralné (izoelektricky bod). Po ustaleni je potreba detekovat,
kde se jednotlivé casti zastavily. Dopraveni vzorkl k detektoru se uskuteCiiuje pomoci
hydrodynamického toku vyvolany pietlakem ¢i pod tlakem na jednom z koncl Kkapilary.
[15][18]

Kapilarni izotachoforéza (CITP)

Zakladnim principem izotachoforézy je separace na zadkladé elektroforetické mobility.
Vyuziva se k tomu dvou pufri. Jeden je vedouci a druhy koncovy. Mezi né se umistuje vzorek.
Je treba pufry vhodné zvolit, aby platilo, Ze vedouci pufr ma nejvyssi elektroforetickou
mobilita vzorku. Pfi rovnovazném stavu dojde k separaci latek podle jejich elektroforetické
mobility (viz Obr. 12), do dosazeni tohoto stavu je elektroforeticka mobilita rtizna. Postupné
poté putuji k detektoru (jiz se stejnou elektroforetickou mobilitou). Vysledky této metody
maji velice ostré hranice mezi vzorky. Pfi jednom béhu CITP mohou byt separovany pouze
shodné nabité ionty. [15][18]

= Al
K me| V t=0
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Obr. 12: Separace pomoci CITP (V vedouci puft, K koncovy pufr) (upreveno podle [15])

Kapilarni elektrochromatografie (CEC)

Kapilarni elektrochromatografie kombinuje Kkapalinovou chromatografii a Kkapilarni
elektroforézu. Kapildra je naplnéna stacionarni fazi (silikagel, obdoba kolony
v chromatografii), ktera je vystavena elektrickému proudu, diky nému vznika
elektroosmotickd mobilita (princip =z kapilarni elektroforézy). Mobilni faze je pufr.
Elektroosmoticky déj probiha i na povrchu molekul naplné (stacionarni faze). Diky tomu je
dosazeno rovného profilu pti prichodu kapilarou. Vyhodou oproti chromatografii je zisk
presnéjsich hranic vzorkl (mensi rozptyl zén). Metoda je nejvhodnéjsi pro neutralni ¢astice.
[15][18]
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Cipova kapilarni elektroforéza

VSechny vyse zminéné typy kapilarni elektroforézy je snaha miniaturizovat, automatizovat
a prenaset na Cip. Poprvé Cipovou kapilarni elektroforézu zverejnil roku 1992 Harrison a jeho
kolektiv [23]. Oproti kapilarni elektroforéze je na ¢ipu mozné 1épe chladit kapilary, respektive
leptané kanaly s rozméry 10-100 pm. Tim paddem je opét mozné zvysit intenzitu elektrického
pole, dosahnout zrychleni celého procesu. Za jeden béh elektroforézy je mozné separovat vice
vzorkli. Na Cip je potfeba velmi malé mnozZstvi reaktantli a vzorkid. Pohybujeme se
v nepatrnych rozmérech a objemech. S c¢ipovou kapilarni elektroforézou je zisk vysledkt
analyzy rychlejsi (v fadech sekund), za nizsi naklady. Vysledky jsou citlivéjsi a selektivnéjsi.
V Tab. 4 jsou porovnani klasické CE a ¢ipové CE. [24] [27]
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Obr. 13: Ukazka pro porovnani vysledki z ¢ipové (vlevo) a gelové (vpravo) elektroforézy

Cipy se vyrabi ze skla, kifemene litografickym leptanim. Dal$im a v dne$ni dobé&
CastéjSim materidlem jsou polymery (polydimethylsiloxan, polymethylmetrhakrylat), které
jsou levnéjsi, lehceji se vyrabi, maji dobré optické vlastnosti pro detekci skrz stény. Detekce
byva fluorescenc¢ni, spektrofotometricka, vodivostni, aj.[24] [25]

Pro cipovou CE je treba mit cely automatizovany systém. Na vyrobu plné
automatizovanych systémii se specializuje mnoho firem, napt. Capiler Life Sciences, Agilent
Technologies, Bio-Rad, GE Healthcare, Shimadzu Biotech, aj. [28]

K zisku dat byla pouzita sestava 2100 Bioanalyzer od firmy Agilent (na Obr. 14).
Parametry pristroje udavané vyrobcem jsou vypsany v Tab. 3.

Tab. 3: Technické parametry pristroje 2100 Bioanalyzer udavané vyrobcem [29]

Napajeci napéti 100-240 VAC
Napajeci frekvence 50-60 Hz
Spotreba 60 VA
Pracovni teplota 15-27 °C
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Obr. 14: Sestava 2100 Bioanalyzer (Agilent) pouzita k zisku dat (prevzato z [29])

Tab. 4: Porovnani CE a ¢ipové CE [27]

Kapilarni elektroforéza

Cipova kapilarni elektroforéza

Vstrikovani vzorku Hydrodynamicka, elektrokineticka Elektrokineticka
Ultrafialova, Laserem indukovana . }
Detekce Laserem indukovana fluorescence
fluorescence
Material kapilar Oxid kremicity Sklo nebo polymer

Separac¢ni médium

Pufr, sitované polymery, mikrocastice

Pufr, sitované polymery, mikrocastice

Rychlost analyzy Rychla (minuty) Velmi rychla (vteriny)
Kapacita pikt Vice pika (delsi kapilara) Méné pikia (kratka kapilara)
Obtizna (Ize Spatné propojit bez i y
Integrace i Snadna (napf. s PCR)
mrtvého prostoru)
. ) , Vysoce automatizované (komercni
Automatizace Vysoce automatizovane }
systémy)
Velikost vzorku Velmi mala (nl aZ pl) Velmi mala (nl az pl)

Pouziti reagencii

Velmi malé (pl az ml za den)

Velmi malé (pl az ml za den)
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2.3 Zkresleni a chyby

Ke zkresleni a chybam pfi elektroforéze mize dojit z mnoha davodd, diisledek byva casto
stejny a to, Ze dojde k rozmyti zény pii detekci, pripadné preryti dvou zén. Pro detekci je
zasadni, k dosazeni tizeného vysledku, udrzet dostatecny odstup z6n a ponechat pouze
drobny rozptyl v ramci jedné scény. Tohoto pozadavku neni snadné dosahnout, zejména kdyz
je méfeni vystaveno velkému mnoZstvi mechanismi, které to ovliviiuji. Nejvétsi vliv
na zkresleni vysledki je Spatna uprava vzorku, vneseni necistot, bubliny v kapilare, nevhodné
zvoleny nosic€, kapilara, aj. Tyto problémy jsou zasadni a vedou spiSe k naprosto Spatnym,
nebo zadnym vysledkiim. Jsou to chyby lidského faktoru a dale nebudou rozebirany. Dal$imi
dtlezitymi parametry jsou molekularni difuze, Joulovo teplo, doba vstiiku vzorku, velikost

vzorku, povrch kapilar, napli kapilar aj. [15]

Joulovo teplo

Elektroforéza, jako metoda vyuzivajici elektricky proud, je zatiZena joulovym teplem, které se
pti prichodu proudu vzorkem vytvari. Pri zahtivani je problémem mistni zména gradientu.
Ackoliv pii pribéhu elektroforézy dochazi k chlazeni, je pravé steplotnim gradientem
problém. Ten miZe byt odliSny u stén a uprostied kapilary. Teplota ovliviiuje zejména
viskozitu (pufru, gelu, vzorku), jeji zménou muze dojit k rozmyvani zén vlivem zmény
mobility. Zména teploty o jeden stupein milize vyvolat zménu o 2-3 % viskozity. K regulaci
joulova tepla (teplotniho gradientu) se pouzivaji zdkladni ¢tyfi metody: zména velikost
elektrického pole, zména vnitifniho kapilarniho prirezu, zména koncentrace pufru a aktivni

kontrola teploty (napt. termostatem). [15]

Obr. 15: Elektroforeticky gel ovlivnény joulovym teplem (prevzato z [16])

Vstrikovani vzorku

P vstrikovani vzorku je duleZité, dbat na velikost otvoru pro vstiikovani, dobé vstiikovani,
velikosti objemu vzorku. S rostoucim otvorem pro vstirikovani klesa rozliSeni, velikost otvoru
by se méla volit také s ohledem na difuzni koeficient vzorku. Objem vstiikovaného vzorku je

treba urcit podle velikosti kapilary, vhodné je 1 az 2 % z celkového objemu. [15]
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Vzorek a povrch kapilary

Zakladem kapilarni elektroforézy je dirive zminény elektroosmoticky tok, ktery je zaloZen
na interakci povrchu kapilary a pufru. Je zfejmé, Ze zasadni vliv na celkovou tcinnost metody
bude mit i adsorpce vzorku ke kapilate. Se zvySenim povrchu kapilary je mozné 1épe sniZovat
joulovo teplo, jak bylo reCeno diive, ale zaroven je zvySend pravdépodobnost adsorpce
vzorku ke sténé, coZ je nezadouci. K interakci mezi kapilarou a vzorkem dochazi zejména
v podobé hydrofilnich a hydrofobnich interakci. [15]
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3 Prakticka cast

Cilem praktické casti diplomové prace je sestaveni programu s uzivatelskym rozhranim pro
automatickou Kklasifikaci vzorki zrep-PCR formou dendrogramu. Vstupnimi daty
do programu jsou hodnoty ziskané z Cipové kapilarni elektroforézy (té predchazi priprava
vzorkli metodou rep-PCR). Vystupem algoritmu je dendrogram (resp. fylogeneticky strom),
umoznujici rozhodnuti, zda jsou si vzorky podobné a patfi do stejného kmene. Navrzeny
program pro analyzu byl pojmenovan GenTyBa, Genova typizace bakterialnich kmenda.
Blokové schéma programu je zndzornéno na Obr. 16.

Spojity signdl z éipové elektroforézy

Naéteni dat

Detekee piki

Urceni hodnoly podle
ladderu

Transformace dat

Seskupeni bandii

Podminkova funkce

Seslaveni asociacni
malice

Fylogeneticka
klasifikace

Fylogeneticky strom

Obr. 16: Blokové schéma programu GenTyBa
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3.1 Vstupni data

V Détské nemocnici byla naméfena data ksestaveni algoritmu. Izolace DNA ze vzorkil
probihala pomoci komerc¢niho kitu UltraClean Microbial DNA isolation kit (MO Bio
Laboratories). Amplifikace DNA a zarovein $tépeni na unikatni fragmenty pro dany kmen
probihalo metodou rep-PCR za pouZiti rep primert (REP 1R-I (5°-IIIICGICGICATCIGGC-3"),
REP 2-1 (5"-ICGICTTATCIGGCCTAC-3")). PCR produkty podléhaly dalsi analyze na DNA ¢ipu
(Obr. 17) pristroje Bioanalyzer (Obr. 14) fungujictho na principu kapilarni elektroforézy.
Vystupem je spojita zavislost fluorescence na Case (viz Obr. 18). Ziskana data jsou vstupem

pro program k automatické klasifikaci.

. ()
[ 75
L_ﬂ

DNA LabChip”

Sizing f Anahsis

Obr. 17: DNA chip firmy Agilent pouzity k zisku dat [29]

i

Data pro sestaveni algoritmu nebylo nutné amplifikovat. Standardizované DNA
markery maji presné sestavené profily o rtznych velikostnich fragmentech a byly pouze
analyzovany pomoci Cipové kapilarni elektroforézy. PouZité markery mély rGzné rozpéti
avelikosti DNA fragmentd. Jejich charakterizace je v Tab. 6. Kazdy marker byl proméfen
vicekrat. Celkové bylo pouzito pro sestavovani algoritmu pres 100 meéreni svice nez
3000 bandy.
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Obr. 18: Vstupni data programu. Vystup z kapilarni ¢ipové elektroforézy Bioanalyzer
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Dale bylo extrahovano 72 vzorkl od pacientl. Vzorky patii do 13 kment bakterie

Klebsiella pneumoniae. V Tab. 5 jsou uvedena pracovni oznaceni a pocty vzorkii kment

bakterii ziskanych ze vzorkd pacientl. Tyto vzorky podléhaly celému procesu (rep-PCR

a Cipové kapilarni elektroforéze).

Tab. 5: Kmeny redlnych vzorkd

Kmen

G| H| 1| ]

K L M N 0

Pocet vzorku

5 6 10 7

6 4 |10 5 5

Tab. 6: DNA markery

GeneRuler100 bp [bp]

GeneRuler50 bp [bp

O'GeneRuler 1 kb [bp]

GeneRuler 1 kb [bp]

A B C D
3000 1000 10000 10000
2000 900 8000 8000
1500 800 5000 6000
1200 700 4000 4000
1000 600 3500 3500
900 500 3000 3000
800 400 2500 2500
700 300 2000 2000
600 250 1500 1500
500 200 1000 1000
400 150 750 750
300 100 500 500
200 50 250 250
100

Se spojitym signalem se da pracovat jako s celkem. Jedna z moznosti byla, porovnavat

celé signdly, nefesit jednotlivé piky, bandy, nevytvaret gel. Realizace tohoto postupu

se neosveédcila. Po drobné filtraci signalu byla sestavena asocia¢ni matice porovnani korelaci

dvou signald, jejich diferenci, kovariance. Zadny z pokust nevedl k uspokojivym vysledkém.

Proto byl zvolen postup vytvoieni umélého gelu. SoucCasné se jedna o tradicni metodu, ktera

je mikrobiologlim dobte znama.
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3.2 Digitalizace

Ziskany spojity c¢asové zavisly signal je potieba prevést na diskrétni signal zavisly
na velikosti fragmentd, vytvorit tzv. umély gel. Na Obr. 19 je zobrazeny signal (konkrétné
vzorek g18 patiici do kmenu K). Z této podoby signalu je tieba ziskat casové okamziky pikt
a prevést je na velikosti fragmentt. Tento postup umi jiz program Bioanalyzer. Avsak data,
obsahujici pouze piky, nebyla vhodna pro algoritmus. Nastaveni detektoru nebylo dostate¢né
citlivé, drobné piky nebyly detekovany. Proto program GenTyBa pracuje se surovymi daty
(Obr. 19) a detektor pikd ma vlastni.

500 T | |

400 - ‘I‘
300 |
200

100 f

Fluorescence [FU]

\ n N \ |
o — — | | N | VP | A S W R S A

-100 I 1 I I
20 30 40 50 60 70 80 90

Cas [s]
Obr. 19: Spojity ¢asové signdl, vstupni data programu GenTyBa

Na Obr. 20 mlzeme vidét porovnani detekce pikli v programu GenTyBa a softwaru
patiicimu k ¢ipové elektroforéze Bioanalyzer. Detektor Bioanalyzer detekuje 9 piki,oproti
tomu GenTyBa oznacil 15 pikd, je citlivéjsi i k méné vyraznému signalu. To se projevi
i na vytvoreni umélého gelu po prevodu na velikostni fragmenty, jeZ je provedeno pomoci
zadanych hodnot ladderu, které jsou prirazeny k casovym okamzikiim. Mezi jednotlivymi
znamymi piky ladderu dochazi k proloZeni oblasti kubickou zavislosti. Casovy okamzik
vzorku je porovnan s ¢asovymi okamziky fragmentii ladderu a nasledné pomoci proloZenych
hodnot je urc¢ena velikost daného fragmentu.

500 T T T T T T T
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400 % detektor piku v programu GenTyBA |
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o
=
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Obr. 20: Porovnani detekce piki u signalu g18 (kmen K); cerveny krizek detektor programu GenTyBa;
modré kolecko detekce programu Bioanalyzer firmy Agilent
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Detektor v programu GenTyBa vyuZiva funkce findpeaks. Musi spliiovat podminku
velikosti piku min. 4,25 FU (Fluorescent unit) a prominenci min. 4,5. Tyto hodnoty byly
ziskany rozsahlym testovanim a jejich nastaveni se ukazalo jako dostatecné citlivé pro
rozliSeni i malych rozdili v signdlech. Dva kmeny bakterii (I a J) maji témér shodny profil
(viz Obr. 21), rozdil je v pritomnosti jediného piku navic (Cerna ¢arkovana ¢ara v Obr. 21). Pik

neni nijak zvlast vyrazny, ale program jej dokaze detekovat a pritradit.
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Obr. 21: Pivodni data vzorku z kmene I (nahote) a z kmene | (dole)
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Na Obr. 22 je na prvni pohled vidét, Ze porovnani gelu z programu Bioanalyzer (vlevo)
neni smérodatné. 1. a 2. vzorek obsahuje pouze 4 bandy, oproti tomu vzorek 5 ma 7 bandu.
Porovnani takového gelu nemiiZe vést ke spravné Klasifikaci. V pravé Casti je sestaveny gel
programu GenTyBa, profily jsou si na prvni pohled vyrazné podobnéjsi, nez v predchozim
pripadé. Je patrné, Ze sestaveni vlastniho detektoru bandt byl dobie zvoleny krok.
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Obr. 22: Uméle vytvorené gely kmenu K po detekci pikl; vlevo gel detektoru Bioanalyzer; vpravo

detektor v programu GenTyBa
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3.3 Uprava pozic bandi

Pti zisku dat dochazi k nepresnostem. Data, kterd by méla byt stejna, nemaji vZdy tutéz
hodnotu. Pfed samotnym ohodnocenim vzorki a fylogenetickou klasifikaci je nutné zajistit
korekci DNA fragmenti. Na Obr. 23 je vykreslen originalni gel, hodnoty, které byly ziskany

digitalizaci.
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Obr. 23: Originalni gel

Na Obr. 24 je jeSté vice patrné, Ze bandy, které by mély mit tutéZ hodnotu, maji velky
rozsah, nékdy je rozsah v ramci jednoho velikostniho fragmentu vétsi nez samotna mezera
mezi nimi. Mezi barevnymi znackami (vodorovné ¢ary) se nachazi bandy ze stejné velikostni
skupiny fragmenti. Tmavé modra skupina ma nejvétsi rozsah (912 bp), druhy nejvétsi
(578 bp) patti cervené skupiné. Mezera mezi témito skupinami (173 bp) je mensi nez jejich
rozsahy. Dale zelena skupina ma rozsah 395 bp, ofekavali bychom, Ze v pripadé vétsich

hodnot bude i rozptyl vétsi. Uloha tpravy pozic je proto velice ztiZena.

7855 | = = =
7496 -

=N
o™
(o)}
w
|

;831
[¥3N]
~J1
[ee
|
|

|

000 = =

Velikost fragmentu [bp]
[
|
|
|
I
|
I

5

4443 — = = =

4093 == - == - === =

3868 — .

3414+ ——— —— = = — -

S

| | | | | | |
5 10 15 20 25 30 35
Vzorek

Obr. 24: Znazornéni rozsahi u ladderu v ramci velikostnich fragment(, mezi shodné barevnymi

znackami se jedna o stejny velikostn{ fragment
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Hlavnim uUkolem je najit transformaci dat, ktera pomuze rozptyly hodnot vyrovnat
vhodnym zplisobem. Za timto ticelem bylo vyuzito naméfenych dat hmotnostnich markeri
k provedeni analyzy rozptylu dat. Bylo zjiSténo, Ze rozptyly v ramci jedné velikostni skupiny
nejsou linearné zavislé na velikosti fragmentli. To doklada i ukazka na Obr. 24. Nejdelsi
fragmenty okolo 8000 bp (rozdil mezi nejkrat$im a nejdel$im fragmentem této skupiny je
359 bp) nemaji tak velky rozptyl jako hodnoty okolo 6000 bp (rozdil mezi nejkratSim
a nejdelsim fragmentem této skupiny je 912 bp). Rozdil délek je aZ 15%. Dale na Obr. 25 je
vidét, Ze kratké fragmenty se také odliSuji. Bandy okolo 280 bp maji nejméné 277 bp a nejvice

285 bp, rozpéti 8 bp (rozdil cca 3% z rozsahu).
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Obr. 25: Cast namétenych ladderi, kratké fragmenty

Pii Upravé pozic bandl, respektive oznaceni podobné velkych bandd jako jedna
skupina, dochazelo ke dvéma zasadnim problémtim. Prvnim znich je rozdéleni jedné
velikostni skupiny na vice. Na Obr. 26 miZeme vidét rozdéleni dvou laddert na tri
(cca 6000 bp, predposledni skupina, barvy zelendA modra a cernd). Videalnim pripadé

by k tomuto rozdéleni nemélo dojit a hodnoty by mély byt oznaceny jednou barvou.

Dal$im moznym problémem je velka tolerance, kdy jsou dva a vice fragmentti zarazeny
do jedné skupiny (viz Obr. 27, bandy zluté barvy (cca 2500-5000 bp) a riZové barvy
(cca 5000-10000 bp). Velkou toleranci se miiZe stat, Ze v jednom vzorku bude oznaceno vice

bandi za fragment jedné délky.
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Obr. 26: Problémova situace - rozdéleni jednoho fragmentu
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Obr. 27: Problémova situace - slouceni dvou rozdilnych fragmentt

Diky analyze rozptylu byla sestavena po Castech linedrni transformacni funkce (viz
Obr. 28), ktera se snazi odstranit rozdily v odchylkach fragmentl. Funkce je ddna smérnici,
ktera se 125 krat méni (minimalni smérnice je -0,0018 a maximalni 0,0198). Diky tupravée
transformacni funkci je mozné pouzit konstantni prah pti shlukovani bandd, respektive jejich
euklidovskych vzdalenosti, pomoci metody WPGMA. Dalsi nedilnou ¢asti je podminkova
funkce, ktera je zarazena kvili vySe zminénému druhému problému. Vjednom vzorku
nemohou byt dva bandy zatrazeny do stejné velikostni skupiny. Zakladem podminkové funkce

je shlukovani k-means.
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Obr. 28: Transformacni funkce

Obr. 29 ukazuje dendrogram po shlukové analyze metodou WPGMA euklidovskych
vzdalenosti transformovanych pozic bandi (transformované pozice bandt viz Obr. 30 vlevo)
s prahem 0,7 pro odliSeni shlukd (na obrazku barevné odliSeni). Je vidét, Ze ve 4 vzorkach
jsou nalezeny vzdy 4 bandy. Ve dvou pripadech je ale do shluku zarazeno 8 bandi. Na Obr. 30
je vidét, Zze bandy okolo hodnoty 80 (svétle modré) a okolo 70 (zelené) jsou si velice blizké.
Euklidovska vzdalenost ve stromu téchto bandi je mensi nez 0.7. Tyto bandy jsou zarazeny
do jedné skupiny velikosti fragmentt. Na Obr. 30 vpravo je zfejmé, Ze podminkova funkce,
zarazena na Konci bloku dpravy pozic bandi, tuto chybu zachytila a vSechny bandy jsou

zarazeny do spravné skupiny velikosti fragmentd.
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Obr. 29: PribliZeny dendrogram shlukové analyzy WPGMA euklidovskych vzdalenosti

transformovanych pozic bandi
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Obr. 30: Ukazky z priibéhu tpravy pozic bandd, vlevo vzorky po transformaci dat; vpravo vzorky po

celé upravé pozic bandd

Na Obr. 32 jsou ukazany riizné pozice bandt. Je vidét, Ze bandy nemaji tutéz velikost,
ackoli by mély mit. Na Obr. 32 jsou pozice upraveny a velikosti odpovidajicich si bandt jsou
shodné. Diky transformaci dat, shlukovani bandd a podminkové funkce bylo docileno

tizeného vysledku.
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Obr. 31: Uméle vytvoreny gel pred tipravou pozic banda
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Obr. 32: Uméle vytvoreny gel po Gpravé pozic bandi

3.4 Fylogeneticka Kklasifikace

—
—_

S il

K fylogenetické Klasifikaci je mozné pristoupit aZ po Upravé pozic bandi. Pri pouziti

puvodnich dat, bez dprav, je vysledek shlukovani Spatny. Na Obr. 33 je ukazka Klasifikace

bez Gpravy pozic bandd.

Ke klasifikaci je pouzita shlukova analyza UPGMA. Vstupem do ni je asocia¢ni matice

sestavena podle pozic bandi, které jsou pirevedeny do binarni podoby. Pozice v asociacni

matici odpovida neshodam (0,1) ve dvou vzorcich podélené neshodami (0,1) a pozitivnimi
shodami (1,1).
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Obr. 33: Klasifikace vzorki bez pouziti Upravy pozic bandi
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; ] Y : : Ik
Ukazka vypoctu asociacni matice M: Velikost - - -
bandd [bp]

V1aVv2: 01/10=3
11=3 100 1 1 1
M12=M2:=3/(3+3)=0,5 250 0 1 0
V1aVa3: 01/10=3 255 0 0 1
11=3 400 1 0 0
M13=M31=3/(3+3)=0,5 750 1 1 1

V2aVa3: 01/10=2
11=3 1000 1 0 0
M12:M21:2/(2+3):0,4 3000 1 1 1

3.5 Uzivatelské rozhrani

Pro lepsi orientaci a manipulaci s algoritmem bylo vytvoreno uZzivatelské rozhrani, které je
mozné nainstalovat jako samostatnou aplikaci do PC. Logo programu je na Obr. 35. Vstupni
data je mozné vybrat ze slozky a jsou pozadovana v souboru .csv. Podoba tohoto souboru je
dana vystupem zprogramu Bioanalyzer, ktery je nutny kzisku dat z¢ipové kapilarni
elektroforézy. Vystup ze programu lze uloZit a to formou .m souboru, ktery lze
v programovém prostiredi Matlab opét oteviit.

Zasadni pro fungovani programu je nastaveni pouZitého ladderu pti ziskavani dat.
Po spusténi programu je nutné zvolit soubor, ktery obsahuje ¢asovy priibéh ladderu. Po volbé
souboru jsou ihned automaticky nedetekovany piky a je nutné k nim dopsat standardizované
velikosti fragmentd, které ladder ma. Je nutné jej zadat k casovym okamziklim ve vzristajicim
poradi. Aby bylo moZné pokracovat dale, nesmi byt v Zadném poli velikosti fragmentu nulova
hodnota a charakter hodnot musi byt vzristajici. Az kdyZ je toto splnéno zobrazi se tlacitko
pro pokracovani dale.

Na Obr. 34 je zobrazeno, jak uzivatelské rozhrani v dal$im kroku vypada jizZ vyplnéné.
Vlevé casti jsou vstupni data. Po zvoleni jednoho ¢i vice soubort jsou do tabulek nahrana
data. Vmalé tabulce uplné vlevo je jméno souboru a pocet nalezenych bandl. Jméno je
editovatelné, jakmile je zménéno, upravi se nazev i v druhé tabulce a na ose pod umélym
gelem. V druhé tabulce v Casti nacitini dat je mozZné ménit a upravit pozice band.
V prostredni ¢asti jsou jiz upravena data, ty se do tabulek a grafu pirepocitaji po stisku tlacitka
sTransformovat data“. Lze zde také upravit prah pro shlukovani pri dpravé pozic bandd.
V pravé casti je poté znazornén fylogeneticky strom odpovidajicim datlim. Fylogeneticky

strom se otevira v novém okné po stisku tlacitka , Klasifikace dat".

Na konci prace je priloZena uZzivatelska prirucka pro lepsi manipulaci s programem.
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3.6 Navrh a testovani programového rozhrani

Program GenTyBa detekuje v signalu piky, které maji vySku vétsi nez 4,25 FU a prominenci
min. 4,5. Dale uchovava casové okamziky téchto pikli a nasledné je prevadi na velikost
fragmentl podle uzivatelem zadaného ladderu. Mezi dvéma znamymi hodnotami ladderu,
jsou hodnoty prolozeny kubickou zavislosti. V prolozené oblasti je nalezena tiZzena hodnota
pro naSe bandy, resp. vzorky. V tuto chvili lze jiZ vykreslit umély gel. Pri feSeni této casti
algoritmu nebylo moc inspirace v odborné literatuie. Vétsina ¢lankl o typizaci je doposud
vyhodnocovana pomoci klasického gelu, proto se zabyva Gpravou obrazu, ne spojitou casovou
zavislosti. Nékteri autori prevadi gel na spojity signal diky intenzité odpovidajici prouzku

vzorku (napft. [30] a [31]), prace se signalem se ale lisi.

Umeéle vytvoreny gel je nezarovnany a pri fylogenetickém shlukovani v tento okamzik
by dochazelo ke zkreslovani neshodnosti pozici bandt. Vzorky jsou upraveny transformacni
funkci podle vzorce (4).

H (4)

= s

kde HZ2 je upravena hodnota bandu, H je pivodni hodnota bandu a f(H) je hodnota
transformac¢ni funkce pro pozici H. Uprava pozic pokratuje vypoétem euklidovskych
vzdalenosti (viz vzorec (5)) mezi bandy a naslednou shlukovou analyzou metodou WPGMA.
Tento krok byl volen podle subjektivniho testovani vice metod pro shlukovani. Nasledné byla
zafazena podminkova funkce kontrolujici prislusnost max. jednoho bandu ze vzorku k jedné

velikostni skupiné. Ziskame upraveny gel.

Vypocet euklidovské vzdalenosti probiha nasledovné

e =/(x1—x2)(x1 — x2) (5)
kde e je euklidovska vzdalenost, x1 je velikost prvniho bandu a x2 druhého.

Z upraveného gelu je mozZné sestavit asociacni matici pro shlukovani. Nabizelo se velké
mnozstvi Koeficientd, které bylo mozno pouzit. Zvolen byl takovy koeficient, aby jim byla

vyjadrena vzdalenost. Proto je asociacni matice pocitana podle nasledujicitho vzorce

b+c

m; = ——— 6

Y a+b+c (6)
kde m;; je odpovidajici pozice v asociacni matici, b (c) je neshoda pritomnosti bandu 01
(10) a ¢len a je shoda pritomnosti bandu 11. Je naprosto vynechan ¢len 00. Ten je soucasti
problému double zero, v tomto pripadé je vhodné jej vynechat. 00 znaci nepritomnost bandu
v obou vzorcich, je to shoda. Neptitomnost bandu pro nas ale neni smérodatnym ukazatelem,

zbyteCné by sniZoval vzdalenost dvou nepodobnych vzorkd.

Fylogeneticka klasifikace pomoci sestavené asociani matice je provedena metodou

UPGMA. Volba typu shlukové analyzy probéhla inspiraci v ¢lancich [30], [32] a testovanim.
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Vysledkem je jizZ dendrogram, podle néjz je mozné urcit podobnost vzorki a jejich zatrazeni

do podtypt kmenti bakterii.

Na Obr. 36, Obr. 37 jsou zobrazeny fylogenetické stromy vybranych realnych vzorki.
Stromy byly sestaveny rlznymi zpisoby, vjejich nadpisu je zkracena specifikace zmény
oproti programu GenTyBa. Prvni fylogeneticky strom, nazvany Origindl je sestaven primo

programem. Pfi podrobném porovnani vSech stromi je nejlépe sestaven.

Strom z Obr. 36 s titulkem ,Detektor Bioanalyzer” je sestaven bez vlastni detekce pikt
programu. Vstupni data byla ve formé diskrétnich velikosti fragmentl, definované
detektorem zprogramu Bioanalyzer. Ve stromu jsou pouze kmeny L, P a S zarazeny
stoprocentné spravné. Kmeny I a ] nejsou rozliSeny, odliSnost téchto kment je velice nepatrna
(kmen ] ma pouze o jeden pik navic, jak bylo zminéno diive na Obr. 21 a bude poukazano
i dale viz Obr. 41). U kmene H a N je uspésnost klasifikace nulova. Naopak, a to je jediny

pozitivni ikaz stromu, kmen S ma u obou vzorki naprostou shodu, nejsou od sebe vzdaleny.

Dalsi strom s titulem ,Detekce pouze vysky pikid“ je ukazkou kvality detektoru. Strom
pti detekci pouze vySkou bez dalSich podminek je pro kmen ], P, L a H stoprocentni. Nulova je
klasifikace kmenu S a kmenu M ma 50% tuspésSnost (2 ze 4 vzorkl jsou zatfazeny do shluku).
Testovani a priprava detektoru probihaly s ohledem na velké mnozstvi parametrd, aby byla
nalezena optimalni hodnota. Je ukazano, ze pouziti detekce s ohledem pouze na velikost piku

je nevhodné.

Strom s nazvem ,Bez trans. f,, zvySeny prah 20“ napovida, Ze pfi jeho sestavovani byla
z programu vyjmuta transformacni funkce pro dpravu dat. Prah pro shlukovani bandi je pri
jejim pouziti nastaven na 0,7. Vtomto piipadé nebyla transformacni funkce pouzita
azminény prah byl velmi navySen (na hodnotu 20). 100% vzorkl bylo spravné zatrazeno
ukmend M, I, ], S a P. Bez barevného oznaceni vzorkt by kmeny I a ] byly brany spiSe jako
jeden shluk. Vzorky z kmenu L jsou od sebe velice vzdaleny. Transformacni funkce zlepsuje

klasifikaci a diky ni jsou zvyraznény rozdily mezi kmeny.

Jak bylo zminéno dfive, jednim z mozZnych postupli bylo porovnani celych signald.
Pro ukazku je zde zarazen strom, ktery je sestaven na zakladé asociacni matice pievracenych
hodnot korelaci signald (Obr. 37, strom ,Asocia¢ni matice korelaci“). AZ na kmeny I, ] a M jsou
vSechny shlukovany spravné. Bez spravného oznaceni vzork(, by shluky nebyly rozdéleny
(zejména kvili délce vétvi stromu). Kmeny L, Ka S by jisté byly zarazeny do spole¢ného
shluku. Kmen M je vmichan mezi I a ]. Nejvétsi nevyhodou stromu shledavam ve velkych

délkach vétvi, neumoziujicich stanoveni priblizného prahu pro oddéleni shlukii.

Dal$im stromem je ,Shluk bandG complete linkage“. Jde o strom, na némz chci
demonstrovat testovani pouzitych metod pro shlukovou analyzu pii Upravé pozic bandi.
Metoda nejvzdalenéjsich sousedi nevhodné shlukovala bandy. Asocia¢ni matice je tim padem
zkreslena a celkova fylogeneticka klasifikace scestna. Tézko bychom hledali jednotny prah

pro volbu odlisnych shlukti kmen.
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Predposledni fylogeneticky strom ,Asociacni matice Dice Kkoeficient® se lisi
od programu GenTyBa pouzitym Kkoeficientem pro sestaveni asociacni matice. Pro tento
piipad se sklada z prevracenych Dice koeficientli (pouzity k porovnavani vzorka v [30]). Dice
koeficient se lisi od koeficientu pouzitého v algoritmu GenTyBa jmenovatelem. Dava diraz
na shody, proto je pouzita jeho prevracend hodnota, aby byl dodrzen koncept fylogenetické
klasifikace probihajici na zakladé vzdalenosti. Zarazeni vzorki do shluki vice méné odpovida
realité. Pouze kmen M je rozdélen do dvou samostatnych shlukti a kmen N je neseskupeny.
Opét je zde ale problém ve volbé prahti pro rozdéleni shlukd. Ukazuje se, Ze postavit

hodnoceni na shodé, neni idealni.

Posledni ukazka ,Fylogeneticka klasifikace single linkage“ ukazuje zménu v samotném
zavéru algoritmu. UPGMA je nahrazeno metodou nejblizsiho souseda. Kmeny I, ], S a P jsou
dostatecné odliSitelné a 100% spravné klasifikované. Kmen M a N se nepodatilo vhodné
zaradit. Pfi porovnani stromu s ,Origindlem” je vidét, Ze vSechny kmeny kromé M a N maji
shluky stejné, s odliSnosti délky vétvi. Metoda se opét ukazuje pro klasifikaci méné vhodna
nez UPGMA.

Na téchto prikladech byl demonstrovan zlomek testovanych moZnosti. Je hodné
parametri (pouzitd vstupni data, zplsob nastaveni detektoru, shlukovaci metriky,
koeficienty, transformacni funkce, a dalsi), které celkovy proces automatické getonypizace
bakterii metodou rep-PCR ovlivni. VSechny sestavené stromy na Obr. 36 a Obr. 37 se
od originalniho programu lisily pouze v jednom parametru. Pfi kombinaci vice nevhodnych
parametrl zvyraznuje chyby a dochazi kjesté k horSim vysledkim. Program GenTyBa byl
sestaven z nejvhodnéjsi kombinace parametrd, které z testovani vyplynuly.

GenTyBa

Obr. 35: Logo programu GenTyBa
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Original Detektor Bioanalyzer

Obr. 36: Ukazky fylogenetickych stromu sestavenych odliSnymi zplisoby
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3.7 Vysledky a diskuze

Program byl sestaven na standardizovanych métenich DNA markerd. Laddery mély rtzné
rozsahy velikosti fragmentli. U dvou ladderti se rozsahy shodovaly, dalsi dva obsahovaly
vyrazné krats$i délky fragmenti. Konkrétni délky fragmentd byly uvedeny drive v Tab. 6.
Klasifikace téchto laddert je bezchybna. Na Obr. 38 je vidét cely dendrogram
s porovnavanym umélym gelem. Je vidét, Ze profily ladderi se dost vyrazné odlisuji a jejich
klasifikace je spravna. Ve fylogenetickém stromu se vytvori 4 klastry.

Pii nahlédnuti o krok zpét pred Klasifikaci do tipravy pozic band je accurency nizsi nez
by se oCekavalo. Mlizeme si vSimnout i velké délky vétvi ve shlucich, zejména pak u skupiny

ladderti C (Obr. 38). Predzpracovani neni stoprocentni, presto je vidét, Ze zatrazeni malého

mnozstvi bandl do jiné skupiny velikosti fragmentt neovlivni vyslednou klasifikaci.

Tab. 7: Vysledky fylogenetické klasifikace standardizovanych DNA markert

Procentudlni
Jméno Velikost Pocet ACC uspésnost
hmotnostniho fragmentd mérenych (Gprava fylogenetické
markeru [bp] vzorkl pozic bandii) Kklasifikace
[%]
A GeneRuler 100 bp DNA Ladder 100-3000 30 0,975 100
B GeneRuler 50 bp DNA Ladder 50-1000 36 0,932 100
C O’GeneRuler 1 kb DNA Ladder 250-10000 12 0,979 100
D GeneRuler 1 kb DNA Ladder 250-10000 24 0,993 100
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Z Détské nemocnice byla poskytnuta data 72 vzorkii a vysledky fylogenetické
klasifikace (programu BioNumerics [33], ktery v Détské nemocnici pouZili) velké ¢asti téchto
ke spravné klasifikaci v 79,16% (prisnéjsi hodnoceni, které bere jako spravné zatazen pouze
kmen, ktery ma vSechny vzorky spravné klasifikovany). Vysledek je to velice dobry s ohledem

na nameérena data.

Na Obr. 39 je znazornéna klasifikace nékolika vzorki. Klasifikace kmeni probéhla
spravné az na jeden vzorek N9. Pii prohlédnuti umélého gelu je ale patrné, Ze profil vzorku se
od ostatnich vzorkd daného kmene odliSuje. Pii zkoumani divodu této Spatné Klasifikace
bylo zjiSténo, Ze Spatna jsou jiz vstupni data. Na Obr. 40 je patrné, Ze vzorek N9 ma velmi
odliSny pribéh nez vzorek N8. Proto je vlastné zarazeni vzorku N9 mimo kmen N spravné. Pri
celkovém hodnoceni (tj. 79,16% uspésnost klasifikace) nejsou chyby méreni vstupnich dat

brana v potaz, i proto hodnotim tento vysledek jako velice dobry.

Tab. 8: Vysledky fylogenetické klasifikace realnych dat

Kmen Pocet Procentualni ispésSnost Procer.1t.uélni lispeSnost
Klebsiella pneumoniae vzorkul Kklasifikace [%] kla51f1kace. z Detske

nemocnice [%]

G 5 100 40

H 6 100 83

[ 10 100 50

J 7 100 43

K 6 100 100

L 4 100 100

M 10 100 90

N 5 80 Neklasifikovano

0 5 40 100 (4 ze 4)

P 5 100 100 (3 ze 3)

Q 5 40 0(0ze3)

R 2 100 Neklasifikovano

S 2 100 Neklasifikovano

Celkova Kklasifikace je znazornéna na Obr. 42. Umeély gel realnych dat neni tak
jednoznacné odliSitelny, jako v pripadé Klasifikace ladderd. Piesto jsou patrné odliSnosti

v datech a Kklasifikace probéhne ve vétsiné pripadli uspésné.

V Tab. 9 jsou uvedeny uspésnosti klasifikace pro jednotlivé realné vzorky. Statistické

vyhodnoceni specificity pro realna data vyslo na 0,999 a sensitivita na 0,903.
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Tab. 9: Statistické hodnoceni spravnosti klasifikace vzorku

(TP spravné pozitivni; TN spravné negativni; TF Spatné negativni; FP Spatné pozitivni)

G H I ] K L M N 0 P Q R S Soucet
TP 5 6 10 7 6 4 10 4 2 5 2 2 2 65
TN | 67 66 62 65 66 48 62 67 67 67 66 70 70 796
FP 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1
FN 0 0 0 0 0 0 0 1 3 0 3 0 0 7
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Obr. 39: Ukazka klasifikace s Spatné namérenymi vstupnimi daty
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Obr. 40: Ukazka vstupnich dat vzorki N8 a N9
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Dalsi priklad (Obr. 41) znazortiuje UspéSnost Kklasifikace velmi podobnych profili
kmena bakterii. Kmen S ma od prvniho pohledu jiny profil, je zafazen do samostatné skupiny
s velkou vzdalenosti vzorkid od kmeni I a J. Kmeny I a ] maji na prvni pohled shodné umélé
gely. Pfi podrobnéjSim prozkoumdani je ale u kmenu ] vyraznéjs$i band navic. Program

GenTyBa dokazal tuto odliSnost zachytit a kmeny Kklasifikoval spravne.
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Obr. 41: Ukazka klasifikace velmi podobnych profild bakterii
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Obr. 43: Analyza dat v programu BioNumerics - vysledek poskytnuty z Détské nemocnice
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4 Zaver

V ramci diplomové prace byl sestaven novy algoritmus pro automatickou genotypizaci
bakterif metodou rep-PCR, vytvoreny pro ucely Détské nemocnice v Brné. Program, nazvany
GenTyBa (Genova typizace bakterialnich kment), je opatien uzivatelskym rozhranim pro
jednodussi uzivani v klinické praxi. Lze jej nainstalovat samostatné do PC, aniZ by mél
uzivatel software Matlab. Diky programu je mozné vyuzit vysledky z rep-PCR a tim zrychlit
azjednodusit fylogenetickou Kklasifikaci vzorkli oproti PFGE, ktera je zlatym standardem
neZ rep-PCR (zhruba 11 hodin ¢istého ¢asu). Rep-PCR je diky programu GenTyBa moZné

pouZit pro rutinni srovnavani bakterialnich profild.

Predpokladand jsou vstupni data v rawe formatu v podobé spojitého signalu zavislosti
fluorescence na case, jak je sestavi program Bioanalyzer, prislusejici k ¢ipové kapilarni
elektroforéze Agilent Technologies. Program je sestaven ze tfi zasadnich blokt - digitalizace
dat, upravy pozic bandi a fylogenetické klasifikace. VSechny kroky byly testovany
a optimalizovany, aby bylo dosaZeno co nejlepsich vysledkd fylogenetické Kklasifikace

bakterialnich kmenu.

Digitalizace dat spociva v detekci pikd a prevodu ¢asovych okamzikd na velikostni
fragmenty podle standardizovaného hmotnostniho markeru. Detektor pikd, sestaveny
specialné pro program GenTyBa, je pro klasifikaci vhodnéjsi a citlivéjsi nez detektor obsazeny

v softwaru Bioanalyzer patiici k ¢ipové kapilarni elektroforéze.

Unikatnost celého navrzeného programového rozhrani je v ¢asti Upravy pozic bandu.
Ta je, na rozdil od vSech ostatnich technologii slouzicich k podobnému ucelu, zalozena
na transformaci dat pomoci transformacni funkce, kterd byla sestavena na 108
standardizovanych méreni DNA hmotnostnich markert. Diky nim bylo mozné presné zjistit
profil rozptyli velikosti bandd na konkrétnich hladindch a rozptyly kompenzovat. Na
realnych datech (72 vzorcich patricich do 13 kmenti) byl testovan vliv této korekce v aplikaci
fylogenetické klasifikace bakteridlnich vzorkl. VSechna méfeni byla provedena
certifikovanou laboratori v Détské nemocnici. Diky pouziti transformacni funkce, shlukové
analyzy WPGMA a podminkové funkce zaloZené na k-means shlukovani, jsou hodnoty bandt

upraveny a ziskavdme zarovnany umély gel.

Upraveny umély gel miize slouzit jako vstup do bloku fylogenetické klasifikace dat.
Podle gelu je sestavena asociacni matice, ktera porovnava vzorky podle shod a neshod
pritomnosti bandti, vynechava shodu typu 00, ¢imZ je reSen problém double zero, ktery
by mohl umeéle zvySovat shodu vzorki. Shlukova analyza UPGMA vytvorenou matici pouZije
k fylogenetické klasifikaci. Vysledkem je dendrogram (fylogeneticky strom) znazornujici

podobnost vzorkd.

Program byl sestaven na zakladé dat hmotnostnich standardt. Pri klasifikaci téchto

standardi jsou vSechny vzorky klasifikovany do spravné skupiny, ispésnost je 100 %.
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Otestovani programu pomoci redlnych dat dopadlo velmi dobre. Celkova dspésnost
klasifikace je 79 %. Pfi porovnani s programem BioNumerics, patfici k ¢ipové elektroforéze,
bylo dosaZzeno lepsich vysledkii. Program GenTyBa dokazal na rozdil od softwaru
BioNumerics rozlisit dva témét stejné kmeny liSici se v jednom bandu. Pouze u 3 kment doslo
ke 100% spravné Kklasifikaci u obou programii. Program GenTyBa Klasifikoval 6 kment
vyrazné lépe (5 kmenti 100 % vzorkd, 1 kmen 40 % vzorkil) a pouze v jednom pripadé doslo

k horsi klasifikaci oproti programu BioNumerics.

Specificita programu GenTyBa dosahuje 0,999 a senzitivita 0,903. S ohledem na chyby
meéreni, které se vsouboru dat vyskytuji (odliSné signdly patfici do stejného kmene), je
dosazeny vysledek velice dobry. Chybna vstupni data byla ve statistickém hodnoceni
ponechana, vdisledku toho dochazi k umélému snizovani i tak dobré uspésnosti. Pri
rutinnim pouziti bych doporucila opakovat méreni, kviili eliminaci téchto primarnich chyb.

Program je sestaven k moznému pouziti v klinické praxi. V Détské nemocnici by mohl
urychlit porovnavani bakteridlnich profilli, pomoci ke zjisténi Cetnosti infekci zplisobenych
kolonizujicimi kmeny, mapovat jejich Sifeni po nemocnici a tim zajistit pro pacienty lepsi

péci.

50



Literatura

[1]

OLIVE, Michael D. a Pamela BEAN. Principles and Applications of Methods for DNA-
Based Typing of Microbial Organisms. Journal of Clinical Microbiology. 1999, 37(6),
1661-1669.

MCDOWELL, D. 2006. The polymerase chain reaction patents: going, going,... still
going. Journal of the Royal Society of Medicine. 99(2), 62-64.

SCHWARTZ, David C. a Charles R. CANTOR, 1984. Separation of yeast chromosome-
sized DNAs by pulsed field gradient gel electrophoresis. Cell. 37(1), 67-75. DOI:
10.1016/0092-8674(84)90301-5. ISSN 00928674. Dostupné také zZ:
http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/0092867484903015

Pulsed Field Gel Electrophoresis [online]. UVM Genetics & Genomics Wiki is a FANDOM
Lifestyle Community. Available at:
http://uvmgg.wikia.com/wiki/Pulsed_Field_Gel_Electrophoresis

GOODWIN, Milo. RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) [online]. Available
at: http://slideplayer.com/slide/9282493/28

BOTSTEIN, DAVID, RAYMOND L. WHITE, MARK SKOLNICK a RONALD W. DAVIS, 1980.
Construction of a genetic linkage map in man using restriction fragment length
polymorphisms. American Journal of Human Genetics. 32(3), 314-331. PMC1686077.
Dostupné také z: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC1686077 /?page=2

Genetic analysis using random amplified polymorphic DNA markers, 1993. WILLIAMS,
John G.K., Michael K. HANAFEY, ]J. Antoni RAFALSKI a Scott V. TINGEY. Methods in
enzymology. San Diego, Calif: Academic Press, s. 704-740. ISBN 9780121821197.

CULTIVAR IDENTIFICATION AND VARIETAL TRACEABILITY IN PROCESSED FOODS: A
MOLECULAR APPROACH. 2013. Cultivars: chemical properties, antioxidant activities and
health benefits. Hauppauge, N.Y.: Nova Biomedical, p. 83-105.

HEISLER, Laura and Chao-Hung LEE. 2002. Cleavase® Fragment Length Polymorphism
Analysis for Genotyping and Mutation Detection. PCR Mutation Detection Protocols.

New Jersey: Humana Press, , 165-178.

Vos, P, Hogers, R, Bleeker, M., Reijans, M., van de Lee, T., Hornes, M., Kuiper, M. (1995).
AFLP: a new technique for DNA fingerprinting. Nucleic Acids Research, 23(21), 4407-
4414.

BLEARS, M |, S A DE GRANDIS, H LEE a ] T TREVORS, 1998. Amplified fragment length
polymorphism (AFLP): a review of the procedure and its applications. Journal of
Industrial Microbiology and Biotechnology. 21(3), 99-114. DOLI:
10.1038/sj.jim.2900537. ISBN  10.1038/sj.jim.2900537.  Dostupné  také z:
http://link.springer.com/10.1038/sj.jim.2900537

51


http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/0092867484903015
http://uvmgg.wikia.com/wiki/Pulsed_Field_Gel_Electrophoresis

[12]

[18]

VERSALOVIC, James, Thearith KOEUTH a R. LUPSKI, 1991. Distribution of repetitive
DNA sequences in eubacteria and application to finerpriting of bacterial
enomes. Nucleic Acids Research.19(24), 6823-6831. DOI: 10.1093/nar/19.24.6823.
ISSN 0305-1048. Dostupné také z: https://academic.oup.com/nar/article-
lookup/doi/10.1093 /nar/19.24.6823

DiversiLab strain typing. Biomérieux [online]. Lyon: bioMérieux. Available at:
http://microtyping.nl/content/2012/11/DiversiLab-strain-typing

TENOVER, Fred C., Robert D. ARBEIT a Richard V. GOERING, 1997. How to Select and
Interpret Molecular Strain Typing Methods for Epidemiological Studies of Bacterial
Infections: A Review for Healthcare Epidemiologists. Infection Control and Hospital
Epidemiology. 18(6), 426-439. DOI: 10.2307/30141252. ISSN 0899823x. Dostupné také
z: http://www.jstor.org/stable/info/10.2307 /30141252

LAUER, Henk H. a Gerard P. ROZING, 2014.High Performance Capillary
Electrophoresis. 2014. Germany: Agilent Technologies, 174 s. 5990-3777EN. Dostupné
také z: https://www.agilent.com/cs/library/primers/public/5990_3777EN.pdf

DICKERSON, Bernard. Supercritical Fluid Chromatography Introduction [online].
Available at: http://slideplayer.com/slide/7903082/

TISELIUS, A. 1937. Electrophoresis of serum globulin: Electrophoretic analysis of
normal and immune sera. Biochemical Journal. 31(9), 1464-1477. Dostupné také z:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC1267100/

VACLAV, Vaclav, 1997. Teoretické zaklady a separaéni principy kapilarnich
elektromigracnich metod. Chemické listy. 91(5), 320-329. ISSN 0009-2770. Dostupné
také z: http://ww.w.chemicke-listy.cz/docs/full/1997_05_320-329.pdf8

HJERTEN, Stellan, 1967. Free zone electrophoresis. Chromatographic Reviews. 9(2),
122-143. DOI: 10.1016/0009-5907(67)80003-6. ISSN 00095907. Dostupné také z:
http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/0009590767800036

Capillary Zone Electrophoresis, 1994. POMERANZ, Yeshajahu a Clifton E.
MELOAN. Food Analysis: Theory and Practice. Boston, MA: Springer, s. 228-242. ISBN
978-1-4615-7000-4.

Elektroforéza. 2004. Biochemie [online]. Rowan Design. Available at:

http://biochemie.sweb.cz/x/metody/elektroforeza.htm

Capillary electrophoresis. Wikipediea [online]. Wikimedia Foundation. Available at:

https://en.wikipedia.org/wiki/Capillary_electrophoresis

HARRISON, D. Jed., Andreas. MANZ, Zhonghui. FAN, LUEDI a WIDMER, 2002. Capillary
electrophoresis and sample injection systems integrated on a planar glass
chip. Analytical Chemistry. 64(17), 1926-1932. DOI: 10.1021/ac00041a030. ISSN 0003-
2700. Dostupné také z: http://pubs.acs.org/doi/abs/10.1021/ac00041a030

52


https://academic.oup.com/nar/article-lookup/doi/10.1093/nar/19.24.6823
https://academic.oup.com/nar/article-lookup/doi/10.1093/nar/19.24.6823
https://www.agilent.com/cs/library/primers/public/5990_3777EN.pdf
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC1267100/
http://ww.w.chemicke-listy.cz/docs/full/1997_05_320-329.pdf8
http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/0009590767800036
http://pubs.acs.org/doi/abs/10.1021/ac00041a030

[24]

[25]

DOLNIK, V., S. LIU a S. JOVANOVICH, 2000. Capillary electrophoresis on
microchip. ELECTROPHORESIS. 21(1), 41-54. DOI: 10.1002/(SICI)1522-
2683(20000101)21:1<41::AID-ELPS41>3.0.CO;2-7.

VANDAVEER, Walter R,, Stephanie A. PASAS-FARMER, David ]. FISCHER, Celeste N.
FRANKENFELD a Susan M. LUNTE, 2004. Recent developments in electrochemical
detection for microchip capillary electrophoresis. ELECTROPHORESIS. 25(21-22), 3528-
3549. DOI: 10.1002/elps.200406115. ISSN 0173-0835. Dostupné také z:
http://doi.wiley.com/10.1002/elps.200406115

HENRY, Charles S, 2006. Microchip Capillary  Electrophoresis: An
Introduction. Microchip Capillary Electrophoresis. New Jersey: Humana Press, 339(1), 1-
10. DOI: 10.1385/1-59745-076-6:1. ISBN 1-59745-076-6. Dostupné také z:
http://link.springer.com/10.1385/1-59745-076-6:1

LI, S. FY, 2006. Clinical Analysis by Microchip Capillary Electrophoresis. Clinical
Chemistry. 52(1), 37-45. DOI: 10.1373/clinchem.2005.059600. ISSN 0009-9147.
Dostupné také z: http://www.clinchem.org/cgi/doi/10.1373/clinchem.2005.059600

ZITKA, Ondfej, Sotia KRIZKOVA, Vojtéch ADAM, Ale§ HORNA, Jiti KUKACKA, Richard
PRUSA, Véra ZIZKOVA a René KIZEK, 2010. PouZiti automatizované elektroforézy na
Cipu pro studium laktoferinu a matrixovych metaloproteinas. Chemické Listy. 104(3),
197-201. Dostupné také z: http://www.chemicke-listy.cz/docs/full/2010_03_197-
201.pdf

Agilent [online]. 2018. Santa Clara: Agilent Technologies.

PAVEL, Ana Brandusa and Cristian loan VASILE. 2012. PyElph - a software tool for gel
images analysis and phylogenetics. BMC Bioinformatics. 13(1), 9-.

INTARAPANICH, Apichart, Saowaluck KAEWKAMNERD, Philip ] SHAW, Kittipat
UKOSAKIT, Somvong TRAGOONRUNG and Sissades TONGSIMA. 2015. Automatic DNA
Diagnosis for 1D Gel Electrophoresis Images using Bio-image Processing
Technique. BMC Genomics. 16(Suppl 12), S15-.

KHAKABIMAMAGHANI, Sahand, Ali NAJAFI, Reza RANJBAR and Monireh RAAM. 2013.
GelClust: A software tool for gel electrophoresis images analysis and dendrogram
generation. Comput Methods Programs Biomed. 111(2), 512-518.

Applied Maths [online]. ¢2018. Austin: Applied Maths NV. Available at:

http://www.applied-maths.com/bionumerics

53


http://www.clinchem.org/cgi/doi/10.1373/clinchem.2005.059600
http://www.chemicke-listy.cz/docs/full/2010_03_197-201.pdf
http://www.chemicke-listy.cz/docs/full/2010_03_197-201.pdf

Seznam obrazku

Obr. 1: Hexagondlni vana pro PFGE a nasledné zobrazeny gel po obarveni........enneeneen. 9
Obr. 2: Princip metody southern blotting s RFLP (PIrevzato Z [4]) ..cerenemsenreeseeseeseesesseessesssesseens 9
Obr. 3: Princip pribéhu RAPD (upraveno podle [8]) ...issesmsessssssssssssssssssssasees 10
Obr. 4: Princip CFLP (PIevzato Z [9]) .isississsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasses 10
Obr. 5: Princip metody AFLP (upraveno podle [8]) ...cneeeneereensesssesesseessesssesssssesssssssssssssessees 11
Obr. 6: Princip rep-PCR (PIevzato Z [13]) ciiesssssmsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasess 12
Obr. 7: Schéma kapilarni elektroforézy (Prevzato Z [21]) ..ceeenmeenseeseessseesseessesssessssssssssssssens 15
Obr. 8: Elektroosmoticky tok (PIreVzZato Z [22]) o eeeeesmmernmersseesseesseesssesssesssessssssssssssesssssssssssssssesssees 16
Obr. 9: Porovnani elektroosmotického a laminarniho proudéni (prevzato z [15]) ..cceemmermeenees 17
Obr. 10: Princip vzniku vysSledného SIZNAIU ...t sssessssssssssssesssesssssssssssssssens 17
Obr. 11: Priibéh detekce (Upraveno POdle [15]) . erreeesmesssesssseesssessssssssssssessssessssssssssssssssssasees 18
Obr. 12: Separace pomoci CITP (V vedouci pufr, K koncovy pufr) (upreveno podle [15])........ 19
Obr. 13: Ukazka pro porovnani vysledki z ¢ipové a gelové eleRtroforézy.........inneeenees 20
Obr. 14: Sestava 2100 Bioanalyzer (Agilent) pouZita k zisku dat (pifevzato z [29]).....cccouemreenees 21
Obr. 15: Elektroforeticky gel ovlivnény joulovym teplem (pievzato z [16])...cccereerreeenmerseennens 22
Obr. 16: Blokové schéma programu GENTYBA .......coceeeneinneeeeseeeseeesseisssssesssssssssssssessssssssssssssssssees 24
Obr. 17: DNA chip firmy Agilent pouZity K Zisku dat [29].....cceeeereeenmernmeeseernsersseeseesseesseesssesssessens 25
Obr. 18: Vstupni data programu. Vystup z kapilarni ¢ipové elektroforézy Bioanalyzer............. 25
Obr. 19: Spojity casoveé signdl, vstupni data programu GeNnTYBa .......cconenenmeenneenecsneesnsersneenens 27
Obr. 20: Porovnani detekce pikill u SINAIU G18.......ocuiereneeeneirreireesecerecesseese s sssesssesssssesssasssssees 27
Obr. 21: Pivodni data vzorku z kmene I (nahote) a z kmene J (dole) .....ccweenmeermeeeseeeneeesseeesnnens 28
Obr. 22: Uméle vytvorené gely RMENU Ku......oncrienisectnsseseessscssesesssisssssessssssssssssssssssssssssssssssnens 28
ODY. 23: OTIGINAINT ZEL.cuuieiirieerecereeeseie et sees et ss b ss s bbb bbbt 29
Obr. 24: Znazornéni rozptyld u ladderu v ramci velikostnich fragmentl........cocoeeneeeneeerseeeennens 29
Obr. 25: Cast naméienych ladder(, Kratké fragmenty .......uueeeeeeeeeeeeesssssssssssssssssssssssseessssssssssssssssssees 30
Obr. 26: Problémova situace - rozdéleni jednoho fragmentu ... 31
Obr. 27: Problémova situace - slouc¢eni dvou rozdilnych fragmentil.......ccueernmeeersneesesneesseeesnns 31
Obr. 28: TranSformacn fUNKCE ... sssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasess 32
Obr. 29: PribliZeny dendrogram shlukové analyzy WPGMA ........eneneneenseseensesssssssessesssssens 32
Obr. 30: UkazKy z pribéhu Gpravy pozic Bandil......eimernmresessessesssmssssssssssssssssssssssssssssssssssssssess 33

54



Obr. 31: Uméle vytvoreny gel pred Upravou pozic bandil........ccneennreseeenmeenmeessesseessssssssessesees 33
Obr. 32: Uméle vytvoreny gel po Uprave poziC Bandill .........cwenmeeemeeesssessmessssssssesssssssssssssssnees 34
Obr. 33: Klasifikace vzorki bez pouZiti ipravy pozic bandli.......ecnnsnmsennsessessssensssssssnens 34
Obr. 34: UZivatelské rozhrani programu GENTYBa.......ccoerieneeeneceneenseeseesessesssesssesssssesssssssssssassssees 36
Obr. 35: Logo programu GENTYBA ......eereeseeeseeeseessesseessssssssssesssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssens 39
Obr. 36: Ukazky fylogenetickych stromi sestavenych odliSnymi zpUisoby ......c.oemeenmeessmeesnnens 40
Obr. 37: Ukazky fylogenetickych stromi sestavenych odliSnym zplisobem 2........cocveennrerrreennes 41
Obr. 38: Klasifikace laddert, v levé ¢asti fylogenoticky strom, v pravé ¢asti umély gel.............. 43
Obr. 39: Ukazka klasifikace s Spatné namérenymi vstupnimi daty ......coenenneeneeneeensernseennens 45
Obr. 40: Ukazka vstupnich dat vZorkill N8 @ NO........ceeeeeessnesssessssesssssssssssssessssssssssssssssssness 45
Obr. 41: Ukazka klasifikace velmi podobnych profilti DaKterii.......coeeeessmeessmeesneesmeeeseessseesnens 46
Obr. 42: Fylogeneticka klasifikace redlnych dat ... 47
Obr. 43: Analyza dat v programu BioNumerics - vysledek poskytnuty z Détské nemocnice...48

55



Seznam tabulek

Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.

—_

O© 0 N O U1 » W N

: Porovnani typizacnich Metod [14] . sesssessessessssssssssssesssssssssssssessssssssssssssanes 12
: Oblast pro interpretaci jednotlivych typizacnich metoda [1] ...cccconemenreneeneenneneenseeseennes 13
: Technické parametry pristroje 2100 Bioanalyzer udavané vyrobcem [29]......cccocrvuennns 20
: Porovnani CE a CIPOVE CE [27] s sssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnes 21
: KINENY reINyCh VZOTKI ...t isssssssessssssssssss s sssesssssssssssssssssssssssssssssssssesssassssssssses 26
I DINA INATKETY cottrvivscseisesssssessssssss s sssssss s s sssssssssssssssssssss s sssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnssnes 26
: Vysledky fylogenetické klasifikace standardizovanych DNA markert ......c.ccooeeoneeenneenneens 42
: Vysledky fylogenetické klasifikace realnych dat .......oeneneenneeneeneessseeseeseesssesseeeseens 44
: Statistické hodnoceni spravnosti Klasifikace VZOTrKU......cooncnenensennensesssnsesssssesssens 45

56



Uzivatelska prirucka programu GenTyBa

Autor programu: Veronika Pelikanova

GenTyBa

GenTyBa je program urceny pro automatickou Kklasifikaci bakterii metodou rep PCR.
Nainstalovat si jej mliZete pomoci instala¢niho souboru GenTyBa_instalace, ktery je umistény
ve slozce GenTyBa\for_redistribution. Pro instalaci je nutny pristup k internetu. Vstupnimi
daty pro program jsou soubory ve formatu .asv z programu Bioanalyzer, ktery slouZi
k obsluze Ccipové Kkapilarni elektroforézy. Ukazkova data jsou uloZena ve sloZce
GenTyBa\Data. Predlozeny ladder, pouzity kzisku dat, ma standardizované hodnoty
[50, 100, 300, 500, 700, 1000, 1500, 2000, 3000, 5000, 7000, 10380].

Po spusténi programu nabéhne prostiedi znazornéné na Obrazek 1. Vlevém hornim
rohu je tlacitko ,Nacteni ladderu®. Po jeho stisknuti vybéhne moZnost vybéru souboru .csv
obsahujici soubor ¢asového priibéhu ladderu z ¢ipové kapilarni elektroforézy. Po nacteni se
vyplni tabulka. Ddle je nutné doplnit do pravé ¢asti tabulky velikosti fragmenti. Ke kazdému
Casovému okamziku je tieba doplnit vzestupné velikost standardizované hodnoty udavané
vyrobcem ladderu, ktery byl pouzit pii béhu elektroforézy, znéjz budou dalsi data
analyzovana. Po spravném zadani se zobrazi v pravé casti tlacitko ,Velikosti fragmentl

upraveny". Po zadani hodnot a stisknuti tohoto tlacitka program zobrazi dalsi ¢ast.

Naéteni ladderu

Casovd pozice|Velikost fragmentu Do sloupce Velikosti fragmentt napiste velikosti fragmentd ladderu,
ktery byl pouZit. Hodnoty musi mit vzristajici charakter a Zadna
hodnota se nesmi vyskytnout dvakrat.

Po vhodné (pravé se zobrazi tlacitko Velikosti fragmentld upraveny. Po
jeho stisknuti bude moZné pokradovat.

Obrazek 1: Uvodni obrazovka programu (nacteni ladderu)
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Obrazek 2: Zakladni obrazovka programu

Dalsi prostredi programu je zndzornéné na Obrazek 2. Vlevém hornim rohu je tlacitko
»,Nacteni dat“. Po jeho stisknuti vybéhne moZnost vybéru souboru .csv, v niZ jsou nahrané

soubory c¢asovych pribéht z ¢ipové kapilarni elektroforézy. Je mozné zvolit jeden Ci vice

pribéh.
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: Cast programu pro naéteni dat




Po nalteni dat se vyplni tabulky v sekci ,Nacteni dat“ (viz Obrazek 3). V seznamu
vzorkl Ize upravovat jména vzorkd. Po jejich Gpravé se automaticky zméni nazev v grafu i
v tabulce s velikostmi fragmentti. Tabulka ,Velikosti fragmenti vzorki“ je také editovatelna.
Personal miiZe zasahnout do namérenych vzorkl. Mize umazat nesmyslnou hodnotu apod.
Po upravé se hodnota ihned automaticky prepiSe i v grafu. V grafu je mozné zménit méritko
z linearnitho na logaritmické a naopak. Po kontrole dat je moZné pristoupit k dpravé pozic

v 7

bandi, ta se provede stiskem tlacitka ,Transformovat data“ a vyplni se dalsi ¢ast programu
(viz Obrazek 4). Transformovand data se zapi$i do tabulky ,Transformovana data velikosti
vzorkl“. Tuto tabulku je moZné opét editovat a zasahnout tim do fylogenetické klasifikace
pracovnikem dle subjektivniho zvazeni. Zména hodnoty se opét upravi v grafu
a to pripadnym piehodnocenim prislusnosti k dané skupiné velikosti fragmenti.

Transformovana data
. N f
Transfermovana data velikosti vzorkd

Prah
rﬂ 11 12 13 14 15 _
07 Klasifikace dat
1 803887 50.3887 90.5286 890.2519 92 A
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Obrazek 4: Transformovana data

Po transformaci dat probiha automaticky uprava pozic bandd. Pro tu je ddlezity prah
shlukovani bandi shodnych velikostnich fragmentd. Ten je nastaven na 0,7, je ale mozné jej
upravit. Po jeho zméné je nutné znovu nechat transformovat data, a tim nasledné upravit
pozici bandli podle zménéné hodnoty, aktualnitho v poli ,Prah“. Vgrafu je barevné
znazornéno, které bandy byly vyhodnoceny jako stejné veliké. Graf opét miliZeme mit

v linearnim nebo logaritmickém méritku.



Vysledna fylogeneticka klasifikace je vyhodnocena po stisknuti tlac¢itka , Klasifikace dat”
v pravém hornim rohu. Po jeho stisknuti se zobrazi fylogeneticky strom vzorka (ukazka na
Obrazek 5).

Data je mozné uloZit v souboru .mat. Po jeho opétovném spusténi se zobrazi uzivatelské

rozhrani ve stavu, v jakém byla data uloZena (tlacitko ,UloZit vysledky*).
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Obrazek 5: Vyslena Kklasifikace vzorki



