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Abstract: This paper deals with identification and analysis of genetic variability in treponemal
strains. We include thirteen strands of three subspecies of Treponema pallidum. The proposed work-
flow identify variable spots in resequenced genomes and proposed a comparision by using whole-
genome aligning.
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UvVoD

Vyuziti sekvenacnich dat nespocivd pouze v ureni dané sekvence zkoumaného organismu. Diky
mnohandsobnému cteni jediné pozice, jsme schopni odhalovat i mista v genomu, kterd se u dané
sekvence svou bazi li§i. V pfipadé, Ze jsme schopni odfiltrovat zmény vzniklé sekvenacni chybou a
ndhodnou mutaci, pak se bavime o identifikaci variabilnich mist genomu. Vyskyt alternativnich alel
je disledkem evoluc¢niho adaptacniho tlaku vyvijeného na dany organismus. Alternativni alela mize
meénit strukturu i funkci daného exprimovaného produktu a tfm ménit chovani organismu. [1]

V nasi préci se zaméfime na organismus Treponema pallidum a jeho poddruhy pallidum (TPA), perte-
nue (TPE) a endemicum (TEN). V rdmci n€kolika genomii provedeme identifikaci variabilnich pozic
a predevsim jejich srovndni napfi¢ vSemi zpracovdvanymi genomy.

METODOLOGIE IDENTIFIKACE VARIABILNICH MIST

K identifikaci variabilnich mist vyuZijeme jejich osekvenované soubory. Sekvenace probihala pro-
stfednictvim technologie Illumina paired-end. Zvolili jsme inovativni metodiku umoZziiujici ndm fil-
traci skute¢né variabilnich mist od mist, kde je variabilita zpGsobena ¢isté ndhodnou mutaci, ¢i jde o
chybu zptisobenou pouzitou technologii. Identifikace variability probihd zv1ast’ u kazdého zahrnutého
genomu a nasledné je variabilita porovndvana napfii¢ genomy pomoci celogenomového zarovnani
sekvenci.

2.1 SESTAVENI A FILTRACE

Jednotlivé soubory Cteni jsou pfedem zkontrolovdny pomoci programu FastQC [2]. K samotnému se-
staveni pouZijeme program BWA s algoritmem mem [3]. Nédsledné pomoci Samtools [4] odstranime
nenamapovand a duplikovana ¢teni. Ze souboru rovnéz odstranime ¢teni, u kterych neni namapovan
cely par. Soubor si pfevedeme do pozicné orientovaného *.vcf (variant call format) souboru. Zahr-
neme vSak pouze Cteni s vysokym Phred skore, kde mame jistotu, Ze je baze na dané pozici ur¢ena
spravné.

Z analyzovaného souboru vyradime vSechny pozice, jeZ maji nizkou hloubku ¢teni nebo je referencni
baze ve vice jak 99 % cCteni, takovyto dsek povaZujeme za vysoce konzervovany. Alternativni baze
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mus{ byt podpofena alespoii 8 ¢tenimi, abychom zamezili vyskytu faleSné pozitivni identifikace vari-
ability. Pomér ¢teni pfimého a reverzniho vlakna se musi pohybovat mezi 0,4-2,3 (maximalni pomér
je 30/70), v pripadé, Ze tomu tak neni povaZujeme tusek za vysoce chybové Cteny. Ze souboru vy-
fadime také veskeré pozice nachdzejici se v homopolymernich dsecich (>5 bp) nebo v jejich okoli
(£ 5 bp), kde je chybovost technologie mnohem vySssi. Pro kaZzdy genom zvI4s$t' navic uréime prah
variability jako odhad sekvenacni chyby a odstranime pozice, na kterych je vyskyt alternativni alely
pod timto prahem. Prah stanovime na takovou hodnotu, kdy by jeho dal§{ sniZovani zpiisobilo vice
jak 10% narist 1. diference poctu identifikovanych variabilnich mist v okné o délce 4, pfi zvoleném
vzorkovani prahu 0,01. Pfi téchto hodnotach jsme schopni oddélit malo variabilni mista, kde nejsme
schopni rozlisit variabilitu od ndhodné mutace, ¢i chyby zplisobené pouZzitou technologii. Ostatni
pozice oznacime za variabilni. Pfehled prahd a nalezenych pozic je ukdzan v tabulce 1.

2.2 ZAROVNANI SEKVENCI

Vsechny pouZité sekvence treponemadlnich kment je tfeba zarovnat. JelikozZ jde o sekvence genomi
stejného druhu (Treponema pallidum) jsou si vS§echny velmi podobné a nejsou od sebe fylogeneticky
pfili§ vzdalené. Pro zarovnani jsme vyuZili algoritmu MUSCLE [5], predevsim kviili jeho vyssi rych-
losti a niZ§i vypocetni ndro¢nosti. Zarovnani probihd v posuvném okné o délce 5 000 bp s prekryvem
2 000 bp. Pfed posunem okna jsou odstranény veskeré mezery, které jsou pfidany na konec aktudlné
zpracovdvaného okna. Nastavené hodnoty jsou zvoleny tak, aby byl cely postup rychly a zaroven do-
kazal zohlednit i pomérné dlouhé indely. Cely zarovnany soubor je poté jesté manudlné zkontrolovén.

VYHODNOCENI VARIABILITY

Identifikovand variabilni mista kazdého genomu promitneme do zarovnaného souboru a prevedeme
pozici v genomu na pozici v zarovnani.

Celkem jsme identifikovali 35 shodnych pozic, kde se vyskytuji variabilni mista v alesponl dvou ge-
nomech, jak je vidét na obrazku 1b. Z toho 30 spadd do kédujicich useki. Ve vSech genomech na
stejné variabilni pozici alternuji stejné baze. V 77% jde o substituce typu tranzice.

Provedenim shlukové analyzy (UPGMA) (obrdzek 1a) na zdkladé€ korelace vyskytu variabilnich mist
v genomech dochdzi k vytvoreni shlukti podle poddruhu. Do shlukt nezapadaji pfedev§im genomy

s vy$$im prahem identifikované variability, tedy s nizkou kvalitou sekvenace. Obecné se tedy vyskyt
variabilnich mist jevi jako druhové specificka charakteristika jednotlivych genomt.

Tabulka 1: Analyzované genomy

Genom Reference* Prah variability  Variabilnich mist
TEN IragB CP007548.1 (BosniaA) 4,20 % 99
TPA Grady CP004011.1 (SS14) 5,90 % 13
HaitiB LF BIO 8,80% 15
Madras CP004010.2 (Nichols) 2,70 % 117
Philadelpia-1 LF BIO 2,90 % 71
UZ1974 LF BIO (Philadelphia-1) 3,20 % 77
TPE CDC-1 LF BIO 8,30 % 18
CDC-2575 CP020366.1 5,20 % 53
Ghana-051 CP020365.1 7,50 % 47
Kampung Dalan LF BIO 5,40 % 56
M540 LF BIO 9,00 % 15
Sei Geringging LF BIO 3,40 % 70

* GenBank identifikdtor pouZité sekvence, v zdvorce je uveden referencni genom lisi-li se od zpracovavaného. LF BIO =
sekvence poskytnutd Biologickym ustavem Lékarské fakulty Masarykovy univerzity.
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a) Shlukova analyza b) Vyskyt variabilnich pozic
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Obrazek 1: a) Shlukova analyza metodou UPGMA na zakladé korelaci vyskytu variabilnich mist.
b) Vyskyt viceCetnych variabilnich pozic podle poctu genomi s vyskytem.

4 ZAVER
V préci jsme predstavili novy a uceleny postup identifikace variabilnich mist v genomech. Nalezené
pozice déle porovndvdme na zdkladé celogenomového zarovndni. Identifikovali jsme celkem 30 va-
riabilnich pozic v kédujicich usecich, jejichZ vyskyt je shodny ve vice zpracovdvanych genomech.
Shlukovou analyzou bylo ukdzano, Ze vyskyt variabilnich pozic je druhove zavislou charakteristikou.

Variabilni mista pfispivaji k adaptabilité daného organismu a svym vyskytem mohou ovlivnit mnohé
vnitini procesy organismu jako je tfeba rezistence vici vnéjsim vlivim. Analyza variability pfispiva
ke studiu infekénich mechanismt, ¢i k identifikaci kmenovych subpopulaci.

Pro ucely sestaveni a filtrace sekvenacnich dat vznikl skript v Bashi a dale soubor funkci v jazyce R,
pro zarovndni sekvenci a dalSi analyzu variabilnich mist pro potfeby Biologického tstavu LF MU.
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