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Abstract: This paper describes the preparation of data obtained from Illumina sequencing platform
to analyze low frequency genetic changes within population of Treponema strains, i.e. DNA hete-
rogeneity. A method of characterization of raw sequencing data is proposed. The method includes
data filtering to achieve better quality of the collected data and calculation of parameters determi-
ning which ones of the DNA changes should be considered as heterogeneity.
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. UVOD

Vyskyt genomové heterogenity (zahrnujici bodové mutace, indely a mobilni elementy jako plasmi-
dy a fagy) je znamy u kmenti mnoha patogennich bakterii. Heterogenni oblasti mohou pfispivat
k obrané vi¢i imunitni reakci hostitelského organismu, piipadné reprezentuji adaptivni zmény jako
reakci na rtznorodé prostiedi infikovaného organismu a jeho ¢asti. Identifikace heterogennich ob-
lasti je dulezitym krokem ke studiu infekénich mechanismi, Sifeni infekce, imunitnich reakci
a identifikaci kmenovych subpopulaci [1].

V této praci popisuji zpusob identifikace heterogenity ze sekvencnich dat genomi bakterii rodu
Treponema. Tento rod zahrnuje nékolik nekultivovatelnych lidskych a zvifecich patogenti zpusobu-
jicich syfilis, endemicky syfilis nebo frambézii. Ze vzorkli nakazenych hostitelt byla odhalena pii-
tomnost riznych subpopulaci u jednoho hostitele, projevujicich se naptiklad jako rezistentni viici
fagocytoze. Geneticka diverzita uvnitt jednotlivych kmeni byla objevena v genech z tpr rodiny.
Pfedmétem vyzkumu je hledani dalSich heterogennich useki.

. PRIPRAVA DAT

Genom Treponmy pallidum subsp. pallidum byl osekvenovan metodou pooled sequencing, kdy je
cely genom rozdélen do nékolika mensich ¢asti — poolu tak, aby vzajemné podobné geny lezely
Vv jinych sekvenovanych castech. Takovéto rozdéleni na pooly odstrani nejednoznac¢nost identifika-
ce puvodu sekvence ¢éteni (jednotlivé osekvenované subsekvence). Pooly jsou vyhodné i z hlediska
rozdéleni velmi objemného datového souboru (desitky GB textovych souborti) do nékolika men-
Sich, Iépe zpracovatelnych souborti.

Jednotlivé pooly se vzajemné piekryvaji, protoze pokryti genomu jednotlivymi Ctenimi byva vy-
razné¢ nizsi na zacatku a na konci sekvenovaného fetézce. Pti sestaveni celého genomu se pak pou-

vy

Ziji ¢teni z obou piekryvajicich se ¢asti poolu a tim dojde k navySeni poctu ¢teni v oblasti.

2.1. SESTAVENIi GENOMU

K sestaveni sekvenacnich dat zahrnujicich ptes 20 milionu ¢teni je pouzivan BWA aligner [2] s al-
goritmem MEM, ktery je vhodny pro pouziti na data z platformy Illumina. Genom se sestavuje vi-
¢i referencni sekvenci. Po namapovani ¢teni k referenci jsou ze souboru odstranény veskera nepou-
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zitd (nenamapovana) ¢teni. Dale jsou identifikovany potencialni PCR duplikovana ¢teni a tyto ko-
pie jsou také odstranény. Data z jednotlivych pooli je tfeba sloucit do jednoho souboru
a konsolidovat oblasti spadajici do piekryvajicich se casti jednotlivych pooll. Po prvotni filtraci
dostavame soubor asi 19 miliont subsekvenci, Citajicich pres 2 miliardy ¢teni jednotlivych pozic.

(A) Hloubka pokryti referencni sekvence (B) Pocet heterogennich pozic dle vysky prahu
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Obrazek 1: Hloubka pokryti sekvence (A), pocet nalezenych pozic dle vysky prahu (B), Phred kvalita (C).

2.2. SKORE PHRED KVALITY

Phred skore je vyjadienim kvality identifikace nukleobazi z automatického sekvenatoru. Piivodné
byl tento systém méteni kvality vytvoien pro Human Genome Project, poté se vSak Siroce rozsitil
a je pouzivan vétSinou automatickych sekvena¢nich technik, pro stanoveni kvality ziskanych sek-
venci.

Phred kvalita Q je logaritmickou zavislosti pravdépodobnosti P, Ze méfena nukleobaze je uréena
chybné. Zavislost ukazuje obrazek 1(C).

Q=-10:log,, P (1)

2.3. ANALYZA KVALITY SOUBORU

Kvalitu sestaveného souboru hodnotime z nékolika hledisek. Prvnim hodnocenym parametrem je
délka osekvenované ¢asti kompletniho genomu. V idealnim ptipadé 100 %, vzhledem k "N" (neur-
¢itym) bazim v referenci (z ditvodu vysoce variabilni tprK oblasti genomu, pro kterou nebyla zis-
kéna referencni sekvence) nelze hodnoty 100 % dosédhnout. Snazime se vSak k této hodnoté ptibli-
zit, aby bylo mozné nalézt v idedlnim ptipad¢€ veskeré heterogenni oblasti genomu. V nasem analy-
zovaném genomu dosahujeme hodnoty 99,98 %.

Dalsim hodnocenym parametrem je kvalita uréeni ptivodu (namapovani) jednotlivych sekvenci
cteni. Kvalita je udédvana v Phred skore. Vzhledem k pomérn€é dlouhym ctenim (primérné
118+12nt) je jejich ptivod urcen pomérné piesné€ a jejich Phred kvalita se pohybuje nad hodnotou
Q50, coz povazujeme za vice nez dostacujici, nebot’ mame jistotu, ze je dané ¢teni hamapovano
spravné s pravdépodobnosti vyssi jak 99,999 %.

Kromé délky osekvenované ¢asti genomu je dulezita i hloubka jeho pokryti. Pojmem hloubka po-
kryti zde rozumime pocet Cteni, které pokryvaji danou oblast osekvenovaného genomu. V naSem
pfipadé sledujeme pocet &teni jednotlivych nukleotidii referenéniho Fetézce. Cim vyssi hloubka po-
kryti, tim lepsi statisticka podpora pro stanoveni heterogennich oblasti.

Dal$im hodnocenym parametrem je kvalita ¢teni jedné referencni baze v jednotlivych subsekven-
cich [3]. Zavislost hloubky pokryti na kvalité ¢teni této pozice u ¢asti analyzovaného genomu je
zobrazena na obrazku 1(A). Vzhledem k povaze heterogenity, ktera se vyskytuje i ve velmi malém
procentu populace, jsou do dalsi analyzy zahrnuty jen ta ¢teni pozice, ktera maji chybovost mini-
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malné o fad nizsi, tedy minimalné Q30 (chybovost 0,1 %), 1épe vsak az Q50 (chybovost 0,001 %).
Timto dojde k vyfazeni az 65 % ¢teni a hloubka pokryti se snizi v medianu z 1 745 na 613.
Z ptvodnich 2 miliard ¢teni jednotlivych pozic pracujeme dale jen s 800 miliony vysoce kvalitnimi
¢tenimi jednotlivych pozic.

3. STANOVENI HETEROGENNICH OBLASTI

Pro oznaceni oblasti jako heterogenni jsme stanovili nasledujici podminky. Za prvé, pokryti oblasti
musi byt aspon 50 bazi, aby byla zaruc¢ena dostate¢na statistickd podpora pro vysloveni zavéru. Za
druhé, vyskyt dominantni baze je mensi nebo roven 99 % pokryti pozice. Od hodnoty 99 % a vyse
povazujeme danou pozici za silné konzervovanou. Za dalsi, alternativni baze je podpotena alespon
8 bazemi, abychom mohli vyloucit fale$né€ pozitivni ¢teni alternativni baze na dané pozici, zpuso-
bené chybou v sekvenovani. A nakonec vyskyt alternativni alely je vyssi jak stanoveny prah. Zavis-
lost poétu pozic oznacenych jako heterogenni na zvolené vysce prahu ukazuje obrazek 1(B). Prud-
ky narust po¢tu pozic v levé ¢asti grafu je ziejmé zpuisoben vys$sSim zastoupenim nahodnych mutaci
nebo chybou sekvenovani. Prah uréime bud’ okometricky tak, aby nebylo zahrnuto prudké stoupani
v levé Gasti grafu, nebo jej uréujeme vypocetné jako hodnotu, kdy jeho nasledujici snizovani o jed-
nu tisicinu zptisobi nartst poctu pozic oznacenych jako heterogenni o vice nez 5 %.

Zjisténé pozice oznafené jako heterogenni srovnavame s referenénim genomem a zjistujeme, zda
jde o synonymni, ¢i nesynonymni zaménu a také zda jde o transici, ¢i transverzi, a které proteiny
jsou ptipadnou zmé€nou zasazeny.

4. ZAVER

Byl pifedstaven navrzeny zpisob predzpracovani a filtrace surovych sekvenacnich dat pro identifi-
kaci heterogennich oblasti genomu Treponemy. Pro praci se sekvena¢nimi daty bylo pouZito néko-
lik volné dostupnych programi (BWA [2], Samtools [3]) a pro dalsi analyzu bylo zvoleno progra-
mov¢ prostiedi R.

Byly vytvoteny funkce pro extrakci poétu a obsahu jednotlivych &teni referenéni sekvence z vcf
formatu (variant call format), slouceni jednotlivych poold, uréeni dominantni baze, vypocet pozicni
frekvence vyskytu alel a funkce pro filtraci souboru dle zadanych podminek pro heterogenni oblas-
ti. Dale vznikl skript pro urceni zasazeného genu Vv heterogennich oblastech a urceni o jaky druh
zmény se jedna. Uvedeny postup vznikl ve spolupraci s Biologickym tstavem Masarykovy univer-
zity a lze jej aplikovat pro dalsi analyzu heterogennich oblasti v genomech treponemalnich kment
a jejich srovnani.

PODEKOVANI

Rad bych zde pod&koval prof. MUDr. Davidu Smajsovi, Ph.D., z Biologického ustavu Lékaiské
fakulty Masarykovy univerzity za odborné vedeni, ¢etné konzultace a poskytnuti sekvenaénich dat.

REFERENCE

[1] CEJKOVA, D., M. STROUHAL, S. J. NORRIS, G. M. WEINSTOCK, D. SMAJS and M.
PICARDEAU. A Retrospective Study on Genetic Heterogeneity within Treponema Strains:
Subpopulations Are Genetically Distinct in a Limited Number of Positions. PLOS Neglected
Tropical Diseases [online]. 2015-10-5, 9(10). DOI: 10.1371/journal.pntd.0004110.

[2] LI, H.and R. DURBIN. Fast and accurate long-read alignment with Burrows-Wheeler trans-
form. Bioinformatics [online]. 2010, 26(5), 589-595. DOI: 10.1093/bioinformatics/btp698.

[3] LI, H., B. HANDSAKER, A. WYSOKER, et al. The Sequence Alignment/Map format and
SAMtools. Bioinformatics [online]. 2009, 25(16), 2078-2079. DOl:
10.1093/bioinformatics/btp352.

157



