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ANOTACE

Tato bakalai'ska prace se vénuje analyze struktury a funkce genomu u vybranych patogennich
bakterii. V ivodni Casti jsou popsany zakladni vlastnosti téchto mikroorganismi. Nasledné jsou

shrnuty vybrané metody sekvenovani a jejich vyuziti pii studiu genomu bakterii.
KLiCOVA SLOVA

genom, patogenni bakterie, sekvenovani, [llumina, Ion Torrent

TITLE

Analysis of the structure and function of pathogenic bacteria genomes

ANNOTATION

This bachelor thesis aims to analyze structure and function of genome within chosen pathogenic
bacteria. In the preamble basic properties of these microorganisms are described. Subsequently,
selected sequencing methods and their aplication in the study of bacteria genomes are

summarized.
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Seznam zkratek a znacéek

A: adenin

ASLO: antistreptolysin O

ATP: adenosintrifosfat

C: cytosin

CCD: detektor citlivy na elektricky naboj (z angl. charge-coupled device)
ddNTP: dideoxynukleotidtrifosfaty (z angl. dideoxynucleoside triphosphates)
DNA: deoxyribonukleova kyselina, zfidka 1 DNK (z angl. deoxyribonucleic acid)
dNTP: deoxynukleotidtrifosfaty (z angl. deoxynucleotide triphosphates)

G: guanin

MRSA: methicilin- rezistentni Staphylococcus aureus

NGS: sekvenovani nové generace (z angl. next-generation sequencing)

PCR: polymerazova fetézova reakce (z angl. polymerase chain reaction)

PGM: osobni genomovy piistroj (z angl. personal genome machine)

RNA: ribonukleova kyselina (z ang. ribonucleic acid)

8. aureus: Staphylococcus aureus

8. epideirmidis: Staphylococcus epidermidis

S. pneumoniae. Streptococcus pneumoniae

S. pyogenes: Streptococcus pyogenes

SAB: bakteriémie Staphylococcus aureus (z angl. Staphylococcus aureus bacteremia)

SMRT: sekvenovani jednotlivych molekul v redlném case (z angl. single molecule real- time

sequencing)

SMS: sekvenovani jednotlivych molekul (z angl. single-molekule sequencing)



T: thymin
TAD: topologicky asociované domény

ZMW: vinovody nulového modu (z angl. zero-mode waveguides)



Uvod

Patogenni bakterie predstavuji zdvazny zdravotnicky problém, nebot jsou schopné
vyvolavat Siroké spektrum infek¢nich onemocnéni u lidi i1 zvifat. Schopnost téchto
mikroorganismi zpisobovat onemocnéni (patogenita) je vysledkem specifickych genetickych
vlastnosti, které jsou zakddovany v jejich genomu. Studium bakterialnich genomi je proto

klicové pro pochopeni mechanismil infekce, pfenosu a rezistence vici antibiotiktim.

Tato prace se zaméfuje na studium genomu u vybranych patogennich bakterii,
konkrétné rodt Staphylococcus, Streptococcus a Pseudomonas. Tyto bakterie patfi mezi
klinicky vyznamné patogeny, které mohou zplsobovat jak bézné komunitni infekce, tak
zévazné nozokomialni nédkazy. Znalost jejich genetické vybavy je nezbytna nejen pro vyvoj
novych diagnostickych a terapeutickych ptistupti, ale i pro sledovani epidemiologickych trenda

a efektivni kontrolu Sifeni infekci.

V Gvodni ¢asti prace jsou popsany zékladni vlastnosti uvedenych mikroorganisma
a jejich vyznam v medicin€. Dale jsou shrnuty metody sekvenovani DNA, které umoznuji
detailni analyzu genomu téchto patogenti. Prace se vénuje jak tradi¢nim metodam sekvenovani,
tak 1 modernim pfistupiim, v€etné technologii tfeti a Ctvrté generace, které piinaSeji nové

moznosti v oblasti mikrobialni genomiky.

Sekvenovani  bakteridlnich genom dnes predstavuje nedilnou soucést
mikrobiologického vyzkumu 1 klinické praxe. Tato prace si klade za cil pfiblizit vyznam

a praktické vyuziti téchto poznatkl a metod v kontextu soucasné biomediciny.
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1. Bakterie

Bakterie jsou jednobunécéné prokaryotické organismy s pomérné¢ jednoduchou
strukturou. Jejich tvar je kokovity (kulaty) nebo tyCinkovity. Podle slozeni bunécné stény je
mizeme rozdélit na grampozitivni a gramnegativni. Grampozitivni bakterie maji bunécnou
sténu sloZenou ze silné vrstvy peptidoglykanti, gramnegativni bakterie maji bunécnou sténu
slozenou z tenké vrstvy peptidoglykani a tu piekrytou vnéj§i membrénou. Bakterie jsou
v pfirodé nenahraditelné, ve vyznamu kolobéhu latek, symbiozy s ¢lovékem ¢i pozitivnim
vlivem na ekosystém. Vedle téchto prospéSnych bakterii jsou nckteré bakterie spojovany
s nemocemi neboli patogenitou. Na zéklad¢ toho Ize bakterie obecné rozd¢lit na nepatogenni,

oportunn¢ patogenni a primarné patogenni [1].

Primarni patogeny napadaji zdravého jedince, zatimco oportunni patogeny vyvolaji
infekci jen pokud je poSkozen obranny mechanismus jedince, s ¢imZ samoziejmé souvisi
oslabena imunita. Nepatogenni mikroorganismy jsou nekonfliktni, nezptisobuji onemocnéni ani
jiné Skodlivé reakce a mizeme sem zaradit mikroorganismy vzdusné flory nebo normalni
mikroflory (naptiklad na kizi, sliznicich ¢i ve stfevé). Z oportunné patogennich bakterii
se v této praci zam&fim na Pseudomonas aeruginosa. Primarné patogennich bakterii neni
mnoho a onemocnéni jimi zplsobenym se snazime zabranit ockovanim, v této praci se vice

zamé&fim na rod Staphylococcus a rod Streptococcus [2].

Patogenita bakterii je schopnost vyvolat onemocnéni u hostitele. Mirou patogenity jsou
faktory virulence, které vyjadiuji, do jaké miry dokaZe mikroorganismus hostitele poskodit, jak
dobie dokédze unikat imunitni obrané hostitele a jak rychle se dokaze replikovat. Mezi virulentni
faktory fadime vylucované latky mikroorganismu, jako jsou toxiny a enzymy, ale také struktury
bunééného povrchu jako jsou kapsle nebo lipopolysacharidy. Dalsi faktory virulence jsou
adheziny, které umoznuji prichyceni k hostiteli, a invaziny zajistujici schopnost vstoupit
do organismu. Pfitomnost téchto faktor byva podminéna specifickymi geny, které jsou casto

soucasti tzv. ostrovil virulence [3].

Zkoumani bakterii vyrazn¢ rozvinuli Robert Koch a Louis Pasteur. Louis Pasteur
dokazal v roce 1859, ze kvaSeni zpiisobuji bakterie, a také zastaval ndzor, ze bakterie jsou

pricinou nemoci. Toto tvrzeni potvrdil Robert Koch, ktery studoval pivodce cholery
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a tuberkuldzy a nasledné prokézal, ze bakterie opravdu zptsobuji tuberkulézu. Za tento objev

v roce 1905 obdrzel Nobelovu cenu [1].

1.1 Rod Staphylococcus

Stafylokoky fadime mezi grampozitivni bakterie, kulovitého tvaru. Pokud je budeme
pozorovat pod mikroskopem, uvidime shluky ve tvaru hroznl. Nej€astéji se vyskytuji v nose
ana kizi ¢lovéka. Nejrozsitenéjsi druhy, na které se zamétim v této praci, jsou Staphylococcus

aureus (S. aureus) a Staphylococcus epidermidis (S. epidermidis) [4].

1.1.1 Staphylococcus aureus

Tuto bakterii najdeme nejCastéji v nosni dutiné nebo na kizi. S. aureus fadime mezi
fakultativné anaerobni bakterie. Pti kultivaci na bohatém zivném médiu tvoii S. aureus

pomérné velké zluté kolonie. Pti kultivaci na krevnim agaru zpusobuje ¢asto hemolyzu [4].

Projevy patogenity tohoto mikroorganismu jsou velmi Siroké. Zahrnuji rezistenci
k antibiotikiim, produkci velkého mnozstvi extracelularnich proteinti (enzymt 1 toxinil) a také
tvorbu biofilmu. Pravé tvorba biofilmu umoziuje pfezivat na plastovych materidlech
a zpusobovat tak nozokomidlni nakazy. S. aureus zplsobuje rizné¢ zavazné infekce
a onemocnéni, od povrchovych infekci kiize az po tézké systémové stavy. Mezi typické projevy
patii enterotoxikozy (zpiisobené produkovanym enterotoxinem), a syndrom opafené kuze
neboli Ritteriv syndrom (zpiisobeny exfoliatinem, coZ je epidermolyticky toxin). Z dalSich
produkovanych toxinl 1ze jesté¢ zminit hemolyziny (alfa, beta, gama, delta), které zptsobuji

Iyzu erytrocytt [1, 5].

Souvislost s nozokomialnimi ndkazami ma také MRSA, coz je methicilin-rezistentni
kmen Staphylococcus aureus, ktery v posledni dobé predstavuje velké problémy. Pro obecnou
populaci neni piili§ nebezpecny ale pro pacienty s oslabenou imunitou ¢i s otevienymi ranami
uz nebezpecny je. V soucasné dobé se k1é¢bé vyuziva vankomycin, ovSem vzhledem
k neustale se zvysujici minimalni uc¢inné koncentraci, vznik4a obava z vybudovani rezistence
i pro toto antibiotikum. Proto se k 1é€b¢ antibiotiky pfistupuje jen ve vaznych ptipadech jako je

nekrotizujici pneumonie, infek¢ni endokarditida, apod. [5, 6].

14



o 24

(SAB). Bakteriémie obecné znamena, ze v krvi jedince koluje dana bakterie ale ne jeji toxiny.
Tato konkrétni bakteriémie je nejcastéjsi infekci krevniho fecisté s vysokou incidenci (tj. pocet
nemocnych za urcity ¢asovy usek neboli pravdépodobnost onemocnéni s urcitou diagndzou)
a letalitou (tj. smrtnost, pomér po¢tu zemielych na danou chorobu vici celkovému poctu zivych

osob s danou chorobou) [4].

1.1.2 Staphylococcus epidermidis

Jedna se o bakterii nejcastéji se vyskytujici na kizi, jak 1ze odvodit z nazvu. Pivodné
byla pojmenovéna Staphylococcus albus diky tomu, Ze pfi kultivaci na bohatém zivném médiu
tvofi malé bilé a kulovité kolonie. Pfi kultivaci na krevnim agaru nezptisobuje hemolyzu, coz
je jednou z odliSnosti od S. aureus. Pii bé&Zzném vyskytu na pokoZce neni S. epidermidis
patogenem, ovSem v nemocni¢nim prostiedi patogenem byt muze. Stejné jako S. aureus
produkuje biofilm, ktery ho chrani pfed plisobenim antibiotik a také obrannymi mechanismy
hostitele. Diky tvorbé biofilmu poté ulpiva na katetrech a dalSich pfistrojich a nacinich. VétSina
onemocnéni, které zpisobuje, je chronického charakteru, napiiklad infekce intravaskularniho

katetru nebo protetického kloubu a jejich komplikace [1, 7].

1.2 Rod Streptococcus

Jde o rod kokovitych grampozitivnich bakterii, charakteristického fetizkovitého
uspofadani. Najdeme zde zastoupeni bakterii pfirozené¢ se vyskytujicich u lidi i zvitat, bakterie
vyuzivajici se v potravindiském prumyslu, ale i patogenni bakterie. Patogenni bakterie tohoto
rodu zptsobuji infekce predevsim hornich a dolnich dychacich cest. Tento rod mizeme rozd¢lit
na tfi skupiny, a to skupinu A, B a pneumokoky, podle pfitomnych antigenti. Do skupiny A
fadime streptokoky, jejichZ rozpoznavaci antigen je M-protein, ktery inhibuje fagocytozu
a je zodpovédny za jejich virulenci. Streptokoky, které fadime do skupiny B, maji na svém
povrchu antigen kapsularni polysacharid, ktery je diilezity pro jejich virulenci a rozpoznani.
Tyto streptokoky jsou rizikové pfedevS§im pro novorozence, t¢hotné Zeny a star$i jedince,
konkrétné jsou piivodcem napi. meningitid a sepsi. Pro pneumokoky je typicky pouzdrovy

polysacharidovy antigen, ktery je kli¢ovy v jejich virulenci [1, 2].
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1.2.1 Streptococcus pyogenes

Streptococcus pyogenes (S. pyogenes) je grampozitivni bakterie, kterd se kultivuje
na krevnim agaru, kde roste v drobnych koloniich se zénou uplné B-hemolyzy. Radi se mezi
streptokoky skupiny A, je to vyhradné lidsky bakterialni patogen, zplsobujici lehké infekce
kize a sliznic, az hnisavé toxicko-invazivni onemocnénti, ktera ¢asto byvaji smrtelna. Virulentni
potencial je u tohoto druhu opravdu vysoky. S. pyogenes se dokdze vyrovnat
se vSemi Urovnémi imunitni obrany hostitele, tudiz ho povazujeme za velmi nebezpecny

patogen [1, 8].

Mezi vyznamnd onemocnéni spojend se S. pyogenes mizeme zatadit postsreptokokovou
glomerulonefritidu, coZ je autoimunitni onemocnéni vétSinou vyvolané opakovanymi

infekcemi S. pyogenes. Dale akutni revmatickou horecku a revmatické onemocnéni srdce [9].

Revmaticka horecka je zanétlivé systémové onemocnéni pojivovych tkani, které
se vyznacuje horeCkou, postizenim kloubti, kiize a srdce. V Evropé se skoro nevyskytuje,
je spise problémem rozvojovych zemi. Ov§em revmaticka horecka miize ptejit az v revmatické
onemocnéni srdce, coz je velmi vazny stav. Nazev je odvozen na zaklad¢ podobnosti ptiznaka
s revmatem. Pfi t€z8ich piipadech miZe dojit az k selhani srdce. Problém vSak ptedstavuje
1 samotné zjizveni tkan¢ chlopni. Diagnostika se poji s anamnézou prodélané streptokokové

infekce a detekci protilatek ASLO, které jsou pro tuto infekei typické [10].

v

Na tyto onemocnéni ro¢n¢ umfie puil milionu lidi, v celosvétovém métitku. Ucinnymi
latkami, kterymi se zatim S. pyogenes 1&é¢1, jsou peniciliny a cefalosporiny, ovSem rezistence

vici vSem ostatnim antibiotikiim neustale stoupa [9].

1.2.2 Streptococcus pneumoniae

Streptococcus pneumoniae (S. pneumoniae) patii také mezi grampozitivni bakterie, pii
kultivaci na krevnim agaru je alfa hemolyticky, netvoii spory a je nepohyblivy. S. pneumoniae
je soucasti prirozené mikroflory hornich cest dychacich. Pokud vSak hostitel mé slabou imunitu,
kolonizace S. pneumoniae se $iti do dolnich cest dychacich a dalSich organd, tkani a stava se
tak patogennim. Obzvlast’ nebezpecny je pro malé déti, seniory a imunokompromitované

osoby. S. pneumoniae zpusobuje pneumokokovd onemocnéni jako naptiklad: pneumonii
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(obvykle lobarniho typu), paranaséalni sinusitidu, meningitidu (ta je vétSinou az sekundarni

infekci tohoto patogenu), septickou artritidu nebo mozkové abscesy [9, 11].

1.3 Rod Pseudomonas

Rod Pseudomonas byl popsdn v roce 1894 a je jednim z nejrozmanitéjSich
a nejrozsifengjSich bakterialnich rodd, jehoz druhy byly izolovany po celém svété ve vSech
typech prostiedi od Antarktidy po tropy. Zastupci rodu Pseudomonas jsou vétSinou pohyblivé
gramnegativni tyCinky. Rozsahlé rozsifeni tohoto rodu je zplisobeno nenarocnosti na prostredi
anutri¢ni v§estrannost. Jsou schopny vyuzivat velké mnozstvi organickych sloucenin jako zdroj
uhliku a dusiku. Nékteré druhy jsou dokonce schopny zit v destilované vod¢ diky pfitomnosti
stopovych Zivin. Jsou odolné vici vétSin€ pouzivanych antibiotik. Nastésti jsou nékazy timto

rodem spiSe oportunni neboli omezené na pacienty se Spatnou imunitou ¢i jinymi vaznymi stavy

[1].
1.3.1 Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa je gramnegativni bakterie, kterd je zndma predevsim kvuli
své prirozen¢ vysoké rezistenci vici antibiotikim. Dale ma schopnost udrzet plazmidy
s informaci o rezistenci vici dalSim antibiotikim, tudiZ je obavanym a nebezpecnym
patogenem. Také mé tendenci kolonizovat povrchy ve formé biofilmu, kvili kterému jsou jeji
buniky neprostupné vici terapeutickym koncentracim antibiotik. Konkrétné zptisobuje rizné
druhy infekci, at” uz se jedna o infekce mocovych cest nebo respiracni infekce, vzhledem
k rezistenci na antibiotika jsou tyto infekce té€Zce léCitelné a problematické. Nakaza touto
bakterii je nejcastéjsi u pacientii s cystickou fibrézou. Kolonizace P. aeruginosa se zvysuje
s vékem pacienta a také tim, Ze kolonizace jinych mikroorganismt je ¢asto nahrazovana prave
timto patogenem. Dle novych studii jsou Casté kolonizace zpisobené hlavné tim, Ze se patogen
nevyskytuje pfevazné v plicich ale kolonizace pfichdzi z dutiny Ustni. Pacienti s cystickou
fibrozou si navic &asto tento patogen predavaji mezi sebou. U&innych antibiotik je opravdu
malo napf. gentamicin. Bohuzel vii¢i nékterym kmentim nejsou ucinné zadna antibiotika, takze

v nékterych piipadech je infekce nevylécitelna a Casto smrtelnd [12].
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2.Genom

Genom je Uplny soubor vSech genti ulozenych v DNA (v ptfipadé¢ nékterych viri
1 v RNA) obsazenych v bunkach organismu. Sekvence genomu ptedstavuje kompletni potradi
vsech nukleotidi v DNA. Nukleotidy se skladaji z dusikaté baze (adenin, guanin, thymin,
cytosin, uracil), pétiuhlikatého monosacharidu (rib6za nebo deoxyribdza) a jednoho nebo vice
zbytkl kyseliny fosfore¢né. Struktura genomu a genetickd sekvence jsou hlavnimi
rozliSovacimi znaky celedi, druhu a kmene daného organismu. Jednotlivé kmeny
mikroorganisml tak mohou byt odliSeny nejen na zakladé mikrobiologické kultivace, ale také

pomoci sekvenovani [1].

2.1 Struktura genomu

uspofadanych do specifického ramce, které tvoii kompaktni trojrozmérné struktury
tzv. chromozomy. Genom zahrnuje jak kodujici, tak nekodujici sekvence DNA a predstavuje
celkovou genetickou vybavu organismu. Rekonstrukce trojrozmérné struktury chromatinu
(komplexu DNA a proteini) z jednorozmérné linearni sekvence DNA piedstavuje vzhledem
k fyzikalnim omezenim prostorového uspotfadani v bunééném jadie ponckud nesnadny ukol.
Vizualizace této trojrozmérné struktury genomu je uvedena na Obr. 1. Genom prokaryotnich
bakterii je zpravidla tvofen pouze jednim kruhovym chromozomem, ale faktory patogenity
mohou byt lokalizovany i1 na plazmidech, ostrovech virulence nebo byt soucasti mobilnich
genetickych elementtl, jako jsou profagy a transpozony. Tyto faktory zahrnuji naptiklad geny
pro toxiny, adheziny, invaziny, enzymy nebo sekrecni systémy, které umoZiuji patogenu

kolonizaci hostitele a vyvolani onemocnéni [13].

Chromozom ma v jadie své konkrétni misto, které je dale rozdéleno na chromozomové
kompartmenty, topologicky asociované domény (TAD) a chromatinové smycky. Skladani
chromatinu hraje zdsadni roli v genové regulaci, pfi¢emz transkripcni kontrola je
zprostiedkovana fyzickymi kontakty mezi cilovymi geny a ptisluSnymi enhancery - oblastmi
DNA, na které se vadzou regulacni proteiny. Funkéni smycka mezi genem a regula¢ni doménou
obvykle probihd v rdmci jedné TAD. Genetickd informace a funkce genomu jsou ovlivnény

nejen epigenetickymi markery v jednorozmérnych linearnich sekvencich DNA, ale také jejim
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nendhodnym prostorovym uspofadanim. Organizace trojrozmérné struktury chromatinu

tak pfimo souvisi s funk¢nosti genomu [13].

YOOI — ey ) — 990

Mukleozom
Dvousroubovice DNA Chromatinova smycka

. Kompartment A
protein —

Kompartment B

Chromozomy

1 'Jadern& membrana
jaderny pdr

Genom uspofadany uvnitf jddra bufiky

Obr.1: Trojrozmérna organizace genomu [13].

2.2 Funkce genomu

Hlavni funkei genomu je udévani specifity dané buiiky. Jednotlivé typy bunck jsou
definovany urcitymi programy genové exprese a lisi se také vzorci globalni organizace genomu,
napfiklad rozsahem a umisténim heterochromatinovych domén. Jednim z piedpokladii
vyplyvajicich z funkce genomu jako hnaci sily jeho prostorové organizace je, Ze celkovy
morfologicky vzhled genomu by se mél liSit mezi jednotlivymi bunéCnymi typy a také
s rostouci evolu¢ni vzdalenosti bunéénych linii. Struktura genomu jasné souvisi s jeho funkci,
jak ukazuji rozsihlé korelace mezi stavem kondenzace chromatinu a transkripcni aktivitou
gentl. Stejné tak je vSak ziejmé, Ze samotna struktura neurcuje funkéni stav genu. K dal$im
funkcim genomu patii replikace a obnova, pficemz ob¢ tyto funkce zéaviseji na struktuie
chromatinu. Déle pak transkripce a translace, které jsou ovliviilovany regulacnimi oblastmi

genomu [14].
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3. Analyza struktury a funkce genomu
Od roku 1995, kdy byly zvefejnény prvni dvé kompletni sekvence bakteridlnich

genomil, se véda o bakteriich dramaticky zménila. Pomoci sekvenovani DNA tfeti generace je
dnes mozné kompletné sekvenovat bakteridlni genom bc¢hem nékolika hodin a také
identifikovat n¢které typy metyla¢nich mist podél genomu. Sekvenovani bakteridlnich genomut
je nyni standardnim postupem a informace ziskané z desitek tisic bakteridlnich genoma maji
zéasadni vliv na na$ pohled na svét bakterii. V sou€asnosti jsou k dispozici sekvence vice nez
50-ti tisic genomu raznych bakteridlnich kmeni. Jejich rozlozeni je vSak zna¢né€ nevyvazené
ve prospéch nékolika kmentim, které zahrnuji modelové organismy. Rozsah dostupnych dat se
vSak stale rozSifuje, pricemz probihajici projekty se zaméiuji na dopliovani méné
charakterizovanych taxonomickych skupin. Nutno zminit, Ze na tento pokrok mé¢la a ma velky
vliv metagenomika zabyvajici se izolaci DNA a naslednou sekvenaci genomu z jakéhokoli
vzorku ptimo z prosttedi (napt. vzorky pidy, vody nebo obsah zaludku). Pravé diky této metod¢

bylo objeveno velké mnozstvi novych druht mikroorganismi [15].

Diivodem, proc je sekvenovani genomu tak dilezité je, ze umoziuje mnoho praktickych
aplikaci, naptiklad modelovani metabolismu v métitku celého genomu, biodohled, bioforenzni

analyzu, aj. [15].

3. 1 Metody sekvenovani

Sekvenovanim rozumime urcovani pofadi nukleotid v molekuldch nukleovych
kyselin. Metody sekvenovani miizeme rozd¢lit na klasické metody a metody nové generace.
Mezi klasické metody fadime metodu dle Sangera (1977) a metodu Barnesa (1978). Tyto
metody byly schopné zjistit jen ptiblizné potadi bazi u kratkych fragmentii DNA. Metody nové
generace jsou zalozené na masivni paralelni syntéze pomoci DNA polymerazy s cyklickym

zaclenovanim bazi [16].

Hlavni rozdil mezi tradi¢nimi metodami a sekvenovanim nové generace spociva
v objemu dat, ktery 1ze analyzovat. Zatimco tradi¢ni metody umoziiuji sekvenovat pouze jeden
fragment DNA v case, NGS technologie dokaze ve jednom béhu zpracovat velké mnozstvi
fragmentii soucasné. To pifinasi vyhody nejen z hlediska Casu, ale 1 nédkladi. Tudiz pro

sekvenovani vétSiho objemu dat je lepSi NGS ale pokud se zamétujeme na nizky pocet cill
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bude vhodnégjsi tradicni sekvenovani. NGS ma nevyhodu oproti tradi¢énimu sekvenovani

vvvvvvvvvvvv

3.2 Sekvenovani prvni generace

James Watson a Francis Crick v roce 1953 na zaklad¢ krystalografickych dat Rosalindy
Franklinové a Maurice Wilkinse vyfeSili trojrozmérnou strukturu DNA, coz pfispélo
k vytvofeni koncepcniho rdmce pro replikaci DNA i kodovani proteini v nukleovych
kyselinach. Schopnost "¢ist" neboli sekvenovat DNA vSak nendsledovala ihned po objasnéni
jeji struktury. Ukézalo se, Ze strategie vyvinuté k urovani sekvence proteinovych fetézct
se nedaji snadno pouzit pro vyzkum nukleovych kyselin. Molekuly DNA byly mnohem delsi
je rozlisit. Pocatecni snahy se soustfedily na sekvenovédni nejsndze dostupnych populaci
relativné €istych druhit RNA, jako jsou mikrobidlni ribozomalni nebo transferovd RNA nebo
genomy bakteriofagii s jednofetézcovou RNA. Vyhodou bylo, Ze nejsou komplikovany
komplementarnim vlaknem a jsou casto podstatné krat$i nez molekuly eukaryotické DNA.
Navic jiz byly znamy a k dispozici enzymy RNazy schopné §tépit fetézce RNA na specifickych
mistech. Navzdory témto vyhoddm zistaval pokrok pomaly, dosavadni technika dokéazala
analyzovat pouze slozeni nukleotidl, nikoliv jejich potadi. V roce 1965 se Robertu Holleymu
a jeho kolegim podaftilo vytvoftit prvni sekvenci celé nukleové kyseliny. Soubézné s tim Fred
Sanger a jeho kolegové vyvinuli piibuznou techniku zaloZenou na detekci ¢astecné St€penych
radioaktivné znacenych fragmenti po dvourozmérné frakcionaci, ktera vyzkumnikim
umoznila postupné dopliiovat rostouci knihovnu sekvenci ribozomalni a transferové RNA.
Také diky této metodé dvourozmérné frakcionace se v laboratoti Waltera Firse podafilo v roce
1972 ziskat prvni kompletni sekvenci genu kddujiciho bilkoviny, o Ctyfi roky pozdéji pak

kompletni genom [18].

Metody sekvenovani prvni generace spadaji do kategorie tradi¢nich sekvenacnich
technik. V nasledujicich kapitolach budou popsany dveé nejvyznamnéj$i 2z nich,

a to sekvenovani podle Sangera a podle Maxama-Gilberta.
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3.2.1 Sekvenovani dle Sangera

Dalsi praktickou zménou, kterd méla velky dopad, bylo nahrazeni 2-D frakcionace
(ktera casto zahrnovala elektroforézu 1 chromatografii) jedinou separaci podle délky
polynukleotidu pomoci elektroforézy v polyakrylamidovém gelu, kterd poskytla mnohem vétsi
rozliSovaci schopnost. Tuto techniku vyuzili Alan Coulson a Frederic Sanger v roce 1975.
Technika vyuzivala DNA polymerazu k syntéze DNA z primeru, pficemz byly zaclenovany
radioaktivné znacené nukleotidy. Nésledn¢ byly provedeny dvé polymeracni reakce, které
umoznily detekci vzniklych fragmentii: "plusova" reakce, ve které je pfitomen pouze jeden typ
nukleotidu, takze vSechna rozsifeni konci touto bazi, a "minusova" reakce, ve které se pouzivaji
tii typy nukleotidd, které vytvaii sekvence koncici tésné pied chybéjicim tvrtym nukleotidem.
Préaveé touto technikou Sanger a jeho kolegové sekvenovali prvni DNA genom, ktery ma dodnes

v mnoha sekvenacnich laboratotich své misto jako pozitivni kontrolni genom [18].

Zasadni prulom, ktery navzdy zménil vyvoj technologie sekvenovani DNA, vSak pfisel
v roce 1977, kdy Sanger vyvinul techniku tzv. fetézového zakonceni. Tato technika vyuziva
chemické analogy deoxynukleotidtrifosfatd (dNTP), konkrétné¢ dideoxynukleotidtrifosfaty
(ddNTP), které slouzi jako terminatory syntézy DNA fetézce. Dideoxynukleotidtrifosfaty
(ddNTP) postradaji 3" hydroxylovou skupinu, kterd je nutna pro prodluzovani fetézcii DNA
pomoci vazby s 5’ fosfatem dalSitho ANTP. Z tohoto diivodu jejich zaclenéni do syntetizovaného
fetézce DNA vede k jeho ukonceni. Pfimichanim malého mnozZstvi radioaktivné zna¢enych
ddNTP do reakéni smési obsahujici bézné ANTP dochazi pii polymeraci k ndhodnému zatrazeni
ddNTP, coz vede ke vzniku fetézci DNA riizné délky — vzdy zakon€enych specifickym ddNTP.
Provedenim &tyt paralelnich reakci — kazdé s jinym typem ddNTP (ddATP, ddTTP, ddCTP,
ddGTP) — a néslednou elektroforézou v polyakrylamidovém gelu, kde kazdy pruh odpovida
jedné bazi, Ize pomoci autoradiografie odvodit sekvenci nukleotidl. Na piislusné pozici gelu
se zobrazi radioaktivni pas, ktery oznacuje zakonceni fetézce konkrétni bazi. Sekvenovani dle

Sangera je zobrazeno na Obrazku 2-b,d [18].

Ptestoze tato metoda, znama jako Sangerovo sekvenovani, pracuje na stejném principu
jako ostatni techniky (generovani fetézctu riznych délek a znaceni kone¢ného nukleotidu),
vynika svou piesnosti a relativni jednoduchosti. Diky témto vlastnostem se stala na dlouha 1éta

nejbéznéjsi technologii pouzivanou k sekvenovani DNA [18].
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3.2.2 Sekvenovani dle Maxama-Gilberta

Jednd se o metodu zalozenou na chemické fragmentaci DNA a jejim nasledném
zobrazeni pomoci elektroforézy. Tato metoda byla predstavena koncem 70. let 20. stoleti.
Prvnim krokem je pfevedeni vzorku DNA na jedno vlakno. Pomoci alkalické fosfatdzy se
odstrani fosfatova skupina v sekvenci DNA a na 5° konec jednofetézcové DNA se prida
radioaktivni fosfatova skupina (P*?). Nasleduje amplifikace pomoci polymerazové fetézové
reakce (PCR), vysledkem jsou miliony kopii templatové DNA. Pomoci chemickych latek,
specifickych pro kazdou bazi, se tyto fetézce rozpadnou na Ctyfi skupiny, kazda skupina je
specificka pro jednu bazi. Vysledkem tedy je, ze reakce probiha ve ¢tyfech zkumavkach, kazda
ze zkumavek obsahuje latku specifickou pro jednu bazi a radioaktivné znacenou templatovou

DNA. Nasleduje vizualizace pomoci elektroforézy [19], viz. Obr. 2-c,d.
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Obr. 2: Technologie sekvenovini DNA prvni generace: a) priklad DNA, ktera ma byt sekvenovana,
b) sekvenovani dle Sangera, c) sekvenovani dle Maxama-Gilberta, d) vizualizace obou metod

pomoci elektroforézy [18].
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3.3 Sekvenovani druhé generace

Sekvenovani nové generace (NGS) dalo moZnost pouZzivat sekvenovani pro rutinni
vySetiovani v klinickych laboratotich. Napfiiklad lidsky genom zvladne sekvenovat uz za jeden
den oproti projektu lidského genomu, ktery trval dvanact let. V klinice je velmi dilezité
ve screeningu genetickych onemocnéni, rizika i1 existence rakoviny, atd. Hlavni vyhodou je

moznost porovnani pacientova genomu s referenénim genomem [20].

Technologie NGS prosly vyvojem, v jehoZ rdmci se rozliSuji rizné generace (druha,
tieti, ¢tvrtd) podle technickych principt a urovné vykonnosti. Druha generace sekvenovani,
oznacovana jako klasické NGS, umoznuje hromadné paralelni sekvenovani miliont fragmentt
DNA soucasné. Typickymi zastupci jsou technologie pyrosekvenovani, Illumina, Ion Torrent,
popsané nize. Proces zahrnuje fragmentaci DNA, jeji amplifikaci a néasledné sekvenovani.
Hlavnimi vyhodami jsou vysoké propustnost, rychlost a nizkd cena za bazi. Nevyhodou je
nutnost amplifikace a relativné kratkd délka cteni (zpravidla 100-300 bp), coz muze

komplikovat analyzu slozitych genomi [20].

Sekvenovani druhé generace, se Casto vyuzivd v metagenomice (studium genetického
materidlu ziskaného pfimo ze zivotniho prostfedi). Pyrosekvenovani se vyuziva v projektu
lidského mikrobiomu, ktery méa za cil studovat provdzanost mezi sloZzenim lidského

mikrobiomu a vznikem riznych onemocnéni [21].

3.3.1 Pyrosekvenovani

Soucasné s rozvojem rozsahlého Sangerova sekvenovani se objevila dalsi technika,
ktera piipravila padu pro prvni vinu sekvenatora DNA nové generace. Tato metoda se vyrazné
liSila od stavajicich metod tim, Ze neodvozovala identitu nukleotidi pomoci radioaktivné nebo
fluorescencné zna¢enych dNTP nebo oligonukleotidl pted vizualizaci pomoci elektroforézy.
Misto toho védci vyuzili neddvno objevenou luminiscencni metodu pro meéfeni syntézy
pyrofostatu. Ta spocivala ve dvouenzymovém procesu, pii némz se ATP-sulfurylaza pouziva
k preméné pyrofosfatu na adenosintrifosfat (ATP), coz je hlavni zdroj energie v bunce, ktery
se pak pouziva jako substrat pro luciferazu, ¢cimz vzniké svétlo umérné mnozstvi pyrofosfatu.
Tento pfistup byl pouzit k odvozeni sekvence méfenim produkce pyrofosfatu, odpovidajici

intenzit¢ luminescence, pii postupném promyvani kazdého nukleotidu systémem pies
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templatovou DNA imobilizovanou na pevné fazi. Postup pyrosekvenovani je zobrazen

na Obrazku 3 [18].

Tato technika pyrosekvenovani méla fadu vlastnosti, které byly povazovany
za prinosné. Bylo mozné ji provadét s pouzitim pfirozenych nukleotidi (namisto silné
modifikovanych dNTP pouzivanych v protokolech ukoncujicich fetézce) a umoziovala
sledovat reakci v realném case, ¢imz odpadla potieba zdlouhavé elektroforézy. Hlavnim
problémem této techniky vSak bylo ureni poctu po sobé jdoucich stejnych nukleotid
(tzv. homopolymerti). Intenzita uvolnéného svétla sice odpovidala délce homopolymeru,
ale Sum signalu zpusobil nelinearni odecet u sekvenci s vice nez ¢tyfmi nebo péti stejnymi

nukleotidy [18].

Pyrosekvenovani bylo pozdéji licencovano biotechnologickou spolecnosti 454 Life
Sciences, zalozenou Jonathanem Rothbergem, kde se vyvinulo v prvni vyznamnou a GspéSnou

komer¢ni technologii sekvenovani nové generace (NGS) [18].
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Obr. 3: Postup pyrosekvenovani [29]: A) zobrazuje 1. fragmentaci DNA a pripravu DNA
knihovny, II. kulicky s navazanym fragmentem se vlozi do zkumavky, kde dochazi
k amplifikaci pomoci PCR a v bodu III. se kulicky viozi do pikotitracni desticky. Cdst B)

zobrazuje samotnou sekvenacni reakci [22].
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3.3.2 [llumina

Metoda se zacCala pouzivat v roce 2006 a jejim principem je reverzibilni terminace
fetézce. Illumina je velmi rozSifenou platformou v genomickych studiich a zahrnuje Sest

riznych typt sekvenatort [16].

Sekvenatory vyuzivaji technologii sekvenovani syntézou. DNA knihovna s fixnimi
adaptéry je nejprve denaturovana na jednotliva vlakna a navdzana na povrch prutokové buiiky,
kde nasledn¢ dochéazi k mistkové amplifikaci. Tento proces vede ke vzniku klastrti, které
obsahuji klonalni fragmenty DNA. Pfed samotnym sekvenovanim se knihovna pomoci
lineariza¢niho enzymu roz$tépi, ¢imz vznikaji jednofetézcové templaty. Béhem sekvenacni
reakce jsou k templatu postupné piipojovany Ctyti druhy nukleotidl, z nichz kazdy je opatien
fluorescencnim barvivem a docasné blokujici skupinou, ktera brani ptfidani dals$i béze.
Po kazdém cyklu je zaznamenan fluorescencni signal pomoci CCD (charge-coupled device)
detektoru, ktery je citlivy na elektricky naboj a blokujici skupina je nasledné odstranéna, coz

umoziuje pokracovani syntézy [23].

Ze sekvenatoru Illuminy je mozné ziskat od 1,5 — 600 Gb dat na jeden béh dle vybéru
konkrétniho sekvenatoru (zalezi na typu). Chybovost je do jednoho procenta a kvalita
fragmentl klesd s nartistem poctu bazi. [llumina ma ptfesné vyhodnoceni v homopolymernich

usecich, ale v usecich obsahujicich C+G jeji spolehlivost klesa [16].

Hlavni vyhodou této metody je jeji vyuZitelnost v ramci studia riznych onemocnéni.
Zaméfuje se na sekvenovani celého exomu, ktery tvoii méné nez 2 % lidského genomu,
ale zahrnuje pfiblizné 85 % znamych variant souvisejicich s chorobami [16]. Proces

sekvenovani pomoci metody Illumina je zobrazeny na Obrazku 4.

26



I e e | Ao

|
TS L [
LU {
Y e e |
||||| s Ill'II
n | |||,'|l 1

L |
P g W RO ' —_ -
|ll|'|'li ‘ LA =

1

(Y I LY
TR
P Ly

I|1||'|'III lilll“

B Schématicky diagram mustkové PCR ' l . l

SEKVENOVANI ILLUMINA

Obr. 4: Proces sekvenovani pomoci metody Illumina: A) fragmentace DNA a vytvoreni
knihovny DNA, B) mustkova amplifikace, ve které vznikaji shluky tvorené mnoha klonalnimi
fragmenty DNA, C) do priitokové kyvety jsou pridany primery, specificky fluorescencné
oznacené dNTPs a DNA polymeraza, D) vizualizace fluorescencnich vysledkii sekvenovani.

Prevzato a upraveno podle [24].

3.3.3 Ion Torrent

Ion PGM (Personal Genome Machine) byl uveden na trh spolenosti Ion Torrent
koncem roku 2010. Pfedstavuje jednu z poslednich technik druhé generace sekvenovéani. PGM
vyuzivd polovodi¢ovou sekvenacni technologii, ktera detekuje zmény pH souvisejici
se zmeénami napéti vznikajicimi pii inkorporaci nukleotidfi. Pokud je ptidan spravny nukleotid,
dojde k uvolnéni vodikového iontu, coz zpisobi métitelnou zménu pH, a tudiz i zménu napéti,
ktera je detekovana senzorem. Pfi pfidani nespravného nukleotidu k Zadné reakci nedochazi
a zména pH se nedetekuje. Pokud jsou pfidany 2 identické nukleotidy za sebou, je detekovano

dvojnédsobné napéti [18].
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Pti ptiprave knihovny fragmentl se vyuziva parové usporadani. Nejprve se $tépi DNA
a liguji se adaptéry na oba konce fragmentii. Po imobilizaci na nosicové sféry nasleduje
amplifikace pomoci emulzni PCR. Poslednim krokem pfipravy knihovny je naneseni sfér
centrifugaci na desti¢ku s mikrojamkami. Nasleduje samotné sekvenovani, které probiha
na mikrocipu, ktery obsahuje vrstvu mikrojamek, pod nimiz je vodiva vrstva s integrovanym
detektorem, pfi€emz cely systém je umistén na kiemikové desticce. Schéma mikroc€ipu je
uvedeno na Obr. 5. MikroCip je ptekryty mikrofluidni vrstvou, ve které postupné proudi
jednotlivé baze a polymerazy. Sekvenovani probiha tak, ze baze vstupuji do systému v piesné
definovaném potadi. Prvni ¢tyfi odpovidaji ¢tyfem nukleotidiim na adaptéru pod primerem. Pti
kazdém zafazeni spravné baze béhem syntézy DNA se uvolni vodikovy kation, coz se projevi
jako zména pH v piislusné mikrojamce. Tato zména je zaznamenana jako elektricky signal diky
vodivé vrstveé, kterd je kovovym sloupkem spojena s detektorem. Zaznamenany signal
umoznuje ¢ipu uréit, ktery nukleotid byl praveé ptipojen, a tak postupné rekonstruovat sekvenci

templatové DNA [16].

Nukleotidy | i
| (AR SS S \
| Iy 80
| 2/ apht
Wkrojamka ~ Sféra _%
e | Ew
/ @

“o 1 2 @8 .4 5 8 71 =8
Cas

: ot= 2= dmyvani proud nukleotidli odmyvani
Kremikova desticka aaibddad e chiadie

Obr. 5: Schéma mikrocipu a zpracovani signalu technikou Ion Torrent [16].
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Prikladem pouziti sekvendtoru lon Torrent PGM je identifikace mikrobialnich
patogenti. V Némecku probehla v roce 2011 velkd nékaza patogenni Escherichia coli, diky
pouziti této technologie byly pomérné rychle nalezeny fungujici antibiotika. Z ¢ehoz vyplyva,
ze lon Torrent ma potencial rychlého, ale vykonoveé omezeného sekvenatoru v ptipadé vyskytu

nového onemocnéni [18].

PGM je prvni komer¢ni sekvendtor, ktery nevyuziva fluorescenéni znaceni a skenovani
kamerou, coz vede k vyss$i rychlosti a mensi velikosti ptistroje. Velkou vyhodou je 1 jednodussi
pracovni postup a dostupnéjsi cena. Nevyhoda spoc¢iva v obtizném ¢teni homopolymernich
extenzi a opakovani. Metoda je cenénd hlavné pro svoji rychlost a je urCena spiSe pro

sekvenovani mensich genomt [18, 29].

3.4 Sekvenovani treti generace

O tom, co definuje rizné generace technologie sekvenovani DNA, se vedou rozsahlé
diskuse. Objevuji se argumenty, ze definujicimi znaky tfeti generace by mélo byt sekvenovani
jednotlivych molekul (z angl. single molecule sequencing, SMS), sekvenovani v redlném Case
a prosty odklon od piedchozich technologii. Zde jsou povazovany za technologie tieti generace
ty, které jsou schopny sekvenovat jednotlivé molekuly, ¢imz se eliminuje pozadavek
na amplifikaci DNA, ktery byl spolecny vSem pfedchozim technologiim. Hlavni vyhodou
sekvenovani tfeti generace jsou extrémné dlouhd Cteni (desitky kilobazi), coz usnadiuje

analyzu komplexnich genomi a strukturnich variant. Technologie navic umoznuje detekci

vewvr

komercializovala spolecnost Helicos BioSciences a fungovala v podstaté stejnym zptusobem
jako technologie Illumina, ale bez amplifikacniho mustku. Templaty DNA se pfipoji
k planarnimu povrchu a poté se vlastni fluorescencni reverzibilni terminatory dNTP
(tzv. "virtualni terminatory") promyji vzdy po jedné bazi a zobrazi se, nacez se odstépi a cyklus
pokracuje na dal$i bazi. Ackoli je tato technologie relativné pomaléd a draha, byla to prvni
technologie, kterd umoznila sekvenovani neamplifikované DNA, ¢imz se vyhnula vSem

souvisejicim zkreslenim a chybam [18].

29



3.4.1 SMRT

Jedna z nejcastéji vyuzivanych technologii tieti generace je platforma SMRT (z angl.
single molecule real time) od spolecnosti Pacific Biosciences, kterd je k dispozici na pfistrojich
fady PacBio. Bé¢hem analyzy SMRT probihd polymerizace DNA v soustavach
mikrofabrikovanych nanostruktur zvanych zero-mode waveguides (ZMW), coz jsou v podstaté
malé otvory v kovové folii pokryvajici Cip. Tyto ZMW vyuzivaji vlastnosti svétla
prochéazejicitho otvory o priméru mensim, nez je jeho vlnova délka, coz zpiisobuje jeho
exponencialni rozklad a osvétleni vyhradné samotného dna jamek. To umoZiuje vizualizaci
jednotlivych fluorofornich molekul v blizkosti dna ZMW, protoZe zona laserové excitace je tak
mald, a to i na pozadi sousednich molekul v roztoku. Béhem replika¢niho procesu dochazi
pii zaClenéni fluorescencné znacenych nukleotidii k uvolnéni fluorescen¢niho signalu (Obr. 6)
a tyto zéblesky jsou zaznamenavany kamerovym systémem v redlném case. Timto postupem

1ze sekvenovat jednotlivé molekuly ve velmi kratkém case [18, 25].

Pfinosem této metody, je 1 moznost sledovani jinych parametri studované molekuly
DNA. Napriklad detekci methylaci, methylenové baze miize snadno detekovat, protoze piimo
ovliviuji kinetiku polymerazy pti sekvenovani. Methylace je jedna z nejcastéjSich modifikaci
DNA bakterii, kterym slouzi pro odliSeni vlastni DNA od cizi. Pfed zavedenim technologie
SMRT, byly vSechny metody vyuzivané pro studium methylace velmi ¢asové i finanéné

narocné [21].
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znateny nuklmtid__'. v
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Zatlenény
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Polymeriza —

\—\

Obr. 6: Replikacni proces sekvenovani technikou SMRT [25].
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3.5 Sekvenovani ¢tvrté generace

Ctvrta generace sekvenovani zatim neni formalné standardizovana, ale zahrnuje nové
pristupy, které kombinuji nebo rozsifuji ptedchozi technologie. Tyto pfistupy uchovavaji
prostorové soufadnice sekvenci RNA a DNA az na Grovni subcelularniho rozliSeni, a umoziuji

tak zpétné mapovani sekvenacnich ¢teni do ptivodniho histologického kontextu.

Takto ziskané informace jsou aktudlné vyuzivany naptiklad ve vyzkumu mozku, kde
pomahaji Iépe chapat funkcni organizaci tkani. Také ve vyzkumu rakoviny ma sekvenovani
ctvrté generace potencial zasadné zménit moznosti mapovani molekularniho mikroprostiedi
nadort. Patii sem naptiklad sekvenovani in situ, tedy sekvenovani nukleovych kyselin pfimo
ve fixovanych buiikach, a také integrace s umeélou inteligenci. Cilem je dosdhnout jesté
rychlejsi, levnéjsi a piistupnéjsi sekvenovani v redlném case, s diirazem na personalizovanou

medicinu, klinické vyuziti a moznost mobilniho nasazeni [26].

3.6 Shlukova analyza
Shlukova analyza (clustering) je statistickd metoda pouzivand k seskupovani objektt

oy ee

(kmeny, druhy), takze tyto objekty uz samy tvoii shluky [27].

Obecné uznavané jsou Ctyii zakladni vyuziti techniky shlukové analyzy a to: vytvareni
klasifikaci homogennich skupin, objevovani novych vztahi anebo zkoumdani koncepcnich

schémat, testovani hypotéz a potvrzujici analyza diive identifikovanych klasifikaci [18].

V genomice patogennich bakterii se shlukovd analyza uplatiiuje pii analyze
sekvenacnich dat, kdy umoziuje identifikovat skupiny genti, které vykazuji podobné vlastnosti
— napft. podobnou expresi, pfitomnost v urcitém kmeni, nebo strukturalni motivy. V souvislosti
se strukturou genomu pomaha shlukova analyza rozlisit konzervované genové bloky, mobilni
genetické elementy nebo oblasti s vysokou variabilitou (napf. ostrovy patogenity). Z hlediska
funkce je klicova pro odhaleni funkéné souvisejicich geni — napf. genl zapojenych

do virulence, rezistence vici antibiotikim nebo metabolickych drah [29].
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Diky integraci s dal$imi bioinformatickymi metodami Ize pomoci shlukové analyzy
odhalit regulacni sit¢ a funkéni moduly, které jsou kli¢ové pro adaptaci a patogenitu bakterii.
Tato metoda tak vyrazné pfispiva k porozuméni evoluCnich strategii bakterialnich patogenu

a muze podpofit vyvoj novych diagnostickych ¢i terapeutickych nastrojt.

Vysledkem shlukové analyzy jsou Casto také tzv. dendrogramy, coz jsou ,,genealogické
stromy* studovanych sekvenci. Jedna se vlastné o grafy, které zndzornuji vztahy mezi
opera¢nimi taxonomickymi jednotkami a jejich hypotetickymi ptedky. Z tohoto grafu miiZzeme
vycist také evolucni vzdalenost, coz predstavuje odhad poctu mutaci, které oddéluji jednotlivé
generace. Kruhova forma dendrogramu neni vhodna k dal§im vypoctim, pokud tedy chceme
s daty nadéle pracovat analyticky, je lepsi pracovat se sadou standardné zapsanych znaki.
Na nésledujicich obrazcich (Obr. 7-9) jsou zobrazené dendrogramy vybranych druhti

mikroorganismi (druhu Staphylococcus aureus, rodu streptokokti a rodu Pseudomonas) [29].
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Obr. 7: Dendrogram homolognich chromozomii genomii S. aureus proti genomu S. aureus
subsp. aureus NCTC 8325 (NC _007795.1) [30].

Genom kmene S. aureus H29 mé nejvyssi pocet unikatnich (singletovych) genti, které
koduji 37 proteint spojenych s virulenci, rezistenci, a mobilnimi genetickymi elementy.
Dendrogram na Obr. 7 znazorfiuje srovndni dvou genomi (SA G5 a SA H29) a jejich
pribuznych kment proti referenénimu genomu Staphylococcus aureus subsp. aureus NCTC
8325 (NC _007795.1), kde kazdy genom je v kruhovém diagramu reprezentovan jinou barvou.
Tmavsi oblasti v kruhovém genomu oznacuji 100% sekvencni podobnost s referenénim
genomem, svétlejsi oblasti pak pfiblizné 70% podobnost. Z téchto vysledka vyplyva, Ze kmeny
SA G5 a SA H29 jsou si geneticky velmi podobné [30].
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Obr. 8: Dendrogram izoldtu 7 populace streptokokit [31].

Tento dendrogram zobrazuje izolat rodu Streptococcus. Dendrogram byl zkonstruovan

hierarchickym shlukovanim na zaklad¢ rozdila v obsahu genli mezi 138 kmeny Streptococcus

s pouzitim parovych Jaccardovych vzdalenosti, které se pohybuji od 0 do 1. Rizné barevné

odliSené vétve oznacuji rizné druhy [31].
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Obr. 9: Dendrogram izoldtu z populace Pseudomonas aeruginosa [32].

Tento dendrogram zobrazuje kruhové shlukovani 55 izolath P. aeruginosa na zakladé

profilt typu sekvence. Sekvence ve stejném klondlnim komplexu jsou stinovany stejnou barvou

[32].
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Zavér

V této praci jsem se zaméiila na analyzu struktury a funkce genomu patogennich
bakterii, konkrétné rodi Staphylococcus, Streptococcus a Pseudomonas. Uvedla jsem zakladni
vlastnosti téchto mikroorganismii a popsala metody sekvenovani, které se pouzivaji

pro studium jejich genomu.

Momentéalné nejvyuzivangj$i jsou v klinické praxi 1 ve vyzkumu metody sekvenovani
druhé¢ a tieti generace. Nicméné¢ prostor zacina postupné dostavat i sekvenovani Ctvrté generece,
které jeste podléha technologickému vyvoji a ladéni. Do budoucna ma vSak velky smysl hlavné
pro studium mikroprostfedi karcinomi ale 1 pro sekvenovani genomu bakterii, jelikoZz

umoziiuje sekvenaci DNA piimo ve fixovanych burikach.

Sekvenovani DNA umoziuje detailni analyzu genetické informace a je kliCovym
nastrojem pro pochopeni patogenity, mechanismili rezistence vici antibiotikiim a pro vyvoj
novych terapeutickych strategii. Prace shrnuje soucasné poznatky o struktuie a funkci genomu
téchto bakterii a zdiiraziiuje vyznam sekvenovani pro vyzkum a medicinu. Detailni analyza
genomu patogennich bakterii ptispiva k lepSimu pochopeni jejich biologie a mechanismt, které
vyuzivaji k infikovéani hostitele a vyhybani se imunitnimu systému. Tyto poznatky jsou zasadni

pro vyvoj novych lécebnych postupii a prevenci infek¢nich onemocnéni.

36



Seznam informacnich zdroju

1.

MURRAY, Patric R., Ken S. ROSENTHAL a Michael A. PFALLER. Medical
Microbiology [online]. 1. Canada: Elsevier, 2016 [cit. 2021-12-20]. ISBN 978-0-323-
29956-5. Dostupné z: https://iums.ac.ir/files/microb/files/Murray.pdf

. BEDNAR, Marek et al. Lékaiskd mikrobiologie: Bakteriologie, virologie,

parazitologie. 1. Praha: Marvil, 1996 [cit. 2021-12-20]. ISBN 8023802976.

. LEITAO, Jorge H., 2020. Microbial Virulence Factors. International journey of

microbial  sciences. [online] No. 21(15). [cit. 2025-06-09]. Dostupné
z: https://www.mdpi.com/1422-0067/21/15/5320.

TONG, Steven Y. C., Joshua S. DAVIS, Emily EICHENBERGER, Thomas L.
HOLLAND a Vance G. FOWLER. Staphylococcus aureus Infections: Epidemiology,
Pathophysiology, Clinical Manifestations, and Management. Clinical Microbiology
Reviews [online]. 2015, 28(3), 603-661 [cit. 2022-03-17]. ISSN 0893-8512. Dostupné
z: doi:10.1128/CMR.00134-14

BRECKOVA, Adéla, 2022. Exprese toxinii u Staphylococcus aureus béhem infekce
terapeutickymi bakteriofagy. [online], diplomova prace. Brno: Masarykova univerzita
Piirodovédecka fakulta Ustav experimentalni biologie [cit. 2025-05-27]. Dostupné
z: https://is.muni.cz/th/lco8h/Exprese toxinu u_Staphylococcus aureus behem infek
ce_terapeutickymi_bakteriofagy.pdf.

LIU, George Y., 2009. Molecular Pathogenesis of Staphylococcus aureus Infection.
[online] Pediatric Research. C. 65, s. 71-77 [cit. 2025-05-28].  Dostupné
z: https://doi.org/https://doi.org/10.1203/PDR.0b013e31819dc44d.

OTTO, Michael, 2011. Molecular basis of Staphylococcus epidermidis infections.
[online] Seminars in Immunopathology. Vol. 34, s. 201-214 [cit. 2025-05-28].
Dostupné z: https://link.springer.com/article/10.1007/s00281-011-0296-2.

. FIEDLER, Tomas, Thomas KOLLER a Bernd KREIKEMEYER. Streptococcus

pyogenes biofilms-formation, biology, and clinical relevance [online]. 2015 [cit. 2022-
03-24]. Dostupné z: doi:10.3389/fcimb.2015.00015

37


https://iums.ac.ir/files/microb/files/Murray.pdf
https://www.mdpi.com/1422-0067/21/15/5320
https://is.muni.cz/th/lco8h/Exprese_toxinu_u_Staphylococcus_aureus_behem_infekce_terapeutickymi_bakteriofagy.pdf
https://is.muni.cz/th/lco8h/Exprese_toxinu_u_Staphylococcus_aureus_behem_infekce_terapeutickymi_bakteriofagy.pdf
https://doi.org/https:/doi.org/10.1203/PDR.0b013e31819dc44d
https://link.springer.com/article/10.1007/s00281-011-0296-2

10.

1.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

WALKER, Mark J., Timothy C. BARNETT, Jason D. MCARTHUR, et al. Disease
Manifestations and Pathogenic Mechanisms of Group A Streptococcus. Clinical
Microbiology Reviews [online]. 2014, 27(2), 264-301 [cit. 2022-03-24]. ISSN 0893-
8512. Dostupné z: doi:10.1128/CMR.00101-13

MRAZ, Tomés, 2025. Revmatickd horecka. [online], [cit. 2025-05-30]. Dostupné
z: https://www.homolka.cz/nase-oddeleni/11635-kardiovaskularni-program/11635-
kardiologie-kar/informacni-portal-pro-pacienty/17-revmaticka-horecka.

BROOKS, Lavida R. K. a George 1. MIAS. Streptococcus pneumoniae’s Virulence and
Host Immunity: Aging, Diagnostics, and Prevention. Frontiers in Immunology [online].
2018, 9 [cit. 2022-03-31]. ISSN 1664-3224. Dostupné z:
doi:10.3389/fimmu.2018.01366

PARKINS, Michael D., Ranjani SOMAYAIJI a Valerie J. WATERS. Epidemiology,
Biology, and Impact of Clonal Pseudomonas aeruginosa Infections in Cystic
Fibrosis. Clinical Microbiology Reviews [online]. 2018, 31(4), e00019-18 [cit. 2022-
03-31]. ISSN 0893-8512. Dostupné z: doi:10.1128/CMR.00019-18

MOHANTA, Tapan Kumar, Awdhesh Kumar MISHRA a Ahmed AL-HARRASI. The
3D Genome: From Structure to Function [online]. 2021 [cit. 2022-06-13]. Dostupné z:
do0i:10.3390/ijms222111585

MISTELI, Tom. The self-organizing genome: Principles of genome architecture and

function [online]. 2020, 28-45 [cit. 2022-06-13]. Dostupné zZ

doi:10.1016/j.cell.2020.09.014

LAND, Miriam; HAUSER, Loren; JUN, Se-Ran a NOKAEW, Intawat, 2015. Insights
from 20 years of bacterial genome sequencing. [online] Funct Integr Genomics.
27.2.2015, vol. 15, S. 141-161. [cit. 2022-06-12]. Dostupné
z: https://doi.org/10.1007/s10142-015-0433-4.

KOVAROVIC, Vojtéch, 2015. Aplikace sekvenovdni nové generace pro fylogenetickou
analyzu bakterialnich genomu a metagenomiku. [online], Bakaléaifskd prace. Brno:
Masarykova univerzita. [cit. 2022-04-01]. Dostupné z: file:///C:/Users/HP%20-
%20PC/Downloads/BP_- Vojtech Kovarovic Archive.pdf.

SLABY, Ondiej, 2018. Technologie sekvenovdini nové generace: celogenomové,

celoexomové a cilené — hotspot — sekvenovani. [online], [cit. 2025-06-03]. Dostupné

38


https://www.homolka.cz/nase-oddeleni/11635-kardiovaskularni-program/11635-kardiologie-kar/informacni-portal-pro-pacienty/17-revmaticka-horecka
https://www.homolka.cz/nase-oddeleni/11635-kardiovaskularni-program/11635-kardiologie-kar/informacni-portal-pro-pacienty/17-revmaticka-horecka
https://doi.org/10.1007/s10142-015-0433-4
file:///C:/Users/HP%20-%20PC/Downloads/BP_-_Vojtech_Kovarovic_Archive.pdf
file:///C:/Users/HP%20-%20PC/Downloads/BP_-_Vojtech_Kovarovic_Archive.pdf

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

z: https://www.prolekare.cz/tema/precizni-medicina/detail/technologie-sekvenovani-
nove-generace-celogenomove-celoexomove-a-cilene-hotspot-sekvenovani-105628.
HEATHER, James M. a Benjamin CHAIN. The sequence of sequencers: The history of
sequencing DNA. Genomics [online]. 2016, 1-8 [cit. 2022-06-06]. Dostupné z:
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0888754315300410

EREN, Kiibra; TAKTAKOGLU, Nursema a PIRIM, Ibrahim, 2022. DNA Sequencing
Methods: From Past to Present. [online], Eurasian Journal of Medicin. [cit. 2025-06-
08] Dostupné z: https://doi.org/10.5152/eurasianjmed.2022.22280.

MUZZEY, Dale; EVANS, Eric A. a LIEBER, Caroline, 2015. Understanding the Basics
of NGS: From Mechanism to Variant Calling. [online], Genetic Counseling and
Clinical Testing. Vol. 3 [cit. 2025-06-08] Dostupné
z: https://link.springer.com/article/10.1007/s40142-015-0076-8.

PAVLIKOVA, Magdaléna, 2013. Vyuziti metod paralelniho sekvenovini v
mikrobiologii. [online], Bakalarska prace. Praha: Univerzita Karlova Ptirodovédecka
fakulta. [cit. 2025-06-23]. Dostupné
z: https://dspace.cuni.cz/bitstream/handle/20.500.11956/56386/BPTX 2012 1 11310
0319328 0 130268.pdf?sequence=1&isAllowed=y.

BACOVA, Zuzana, 2015. Transkriptomové sekvenovani u akutni lymfoblastické
leukémie. [online], diplomova prace. Olomouc: Katedra bunécné biologie a genetiky,
PiF UP Olomouc. [cit. 2025-06-08]. Dostupné z: https://theses.cz/id/1k5cp3/15449316.
LIU, LIN, YINHU LI, SILTIANG LI, et al. Comparison of Next-Generation Sequencing
Systems. Journal of Biomedicine and Biotechnology. [online], 2012, 1-11 [cit. 2022-
06-07]. ISSN 1110-7243. Dostupné z: doi:10.1155/2012/251364

ZHANG, Lu; CHEN, FengXin; ZENG, Zhan a XU, Mengjiao, 2021. Advances in
Metagenomics and Its Application in  Environmental Microorganisms.
[online], Frontiers in Microbiology. Vol. 12. [cit. 2025-06-08]. Dostupné
z: https://doi.org/10.3389/fmicb.2021.766364.

MAJZLIKOVA, Gabriela, 2020. Analyza struktury genomu a genetické variability
triploidnich bananovnikii - plantainii (genom AAB). [online], Diplomova prace.
Olomouc: Univerzita Palackého v Olomouci. [cit. 2022-04-03]. Dostupné
z: https://theses.cz/id/nddzhr/Majzlikova.Gabriela.2020.pdf.

39


https://www.prolekare.cz/tema/precizni-medicina/detail/technologie-sekvenovani-nove-generace-celogenomove-celoexomove-a-cilene-hotspot-sekvenovani-105628
https://www.prolekare.cz/tema/precizni-medicina/detail/technologie-sekvenovani-nove-generace-celogenomove-celoexomove-a-cilene-hotspot-sekvenovani-105628
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0888754315300410
https://doi.org/10.5152/eurasianjmed.2022.22280
https://link.springer.com/article/10.1007/s40142-015-0076-8
https://dspace.cuni.cz/bitstream/handle/20.500.11956/56386/BPTX_2012_1_11310_0_319328_0_130268.pdf?sequence=1&isAllowed=y
https://dspace.cuni.cz/bitstream/handle/20.500.11956/56386/BPTX_2012_1_11310_0_319328_0_130268.pdf?sequence=1&isAllowed=y
https://theses.cz/id/1k5cp3/15449316
https://doi.org/10.3389/fmicb.2021.766364
https://theses.cz/id/nddzhr/Majzlikova.Gabriela.2020.pdf

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

KE, Rongqin; MIGNARDI, Marco; HAULING, Thomas a NILSSON, Mats, 2016.
Fourth Generation of Next-Generation Sequencing Technologies: Promise and
Consequences. [online], Next Generation Sequencing. Vol. 37. [cit. 2025-06-24].
Dostupné z: https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1002/humu.23051.

Ucebni text ke kurzu APLBIO?2 [online]. 1-2 [cit. 2022-06-13]. Dostupné z:
https://is.muni.cz/ www/98951/41610771/43823411/43823458/Analyza_a hodnoc/445
63155/00_Shlukova analyza Hierarchicka FINAL.pdf

DUNN, Heather a Laurie QUINN. Cluster Analysis in Nursing Research: An
Introduction, Historical Perspective, and Future Directions [online], 2017, 10-11 [cit.
2022-06-13]. Dostupné z: doi:10.1177/0193945917707705

ALLENDES OSORIO, Rodolfo S., Lokesh P. TRIPATHI a Kenji
MIZUGUCHI. CLINE: a web-tool for the comparison of biological dendrogram
structures. [online], 2019, 20 [cit. 2022-06-13]. Dostupné z: doi:10.1186/s12859-019-
3149-y

NAOREM, Romen Singh; URBAN, Peter; GOSWAMI, Gunajit a FEKETE, Csaba,
2020. Characterization of methicillin-resistant Staphylococcus aureus through
genomics approach. [online], In: Springer nature link. [cit. 2025-06-08]. Dostupné
z: https://link.springer.com/article/10.1007/s13205-020-02387-y/figures/4.

GAO, Xiao-Yang; ZHI, Xiao-Yang; LI, Hong-Wei a KLENK, Hans-Peter.
Comparative Genomics of the Bacterial Genus Streptococcus Illuminates Evolutionary
Implications of Species Groups. [online], [cit. 2025-06-20]. Dostupné
z: https://doi.org/10.1371/journal.pone.0101229.

TAHMASEBI, Hamed; DEHBASHI, Sanaz; NASAJ, Mona a ARABESTANI,
Mohammad Reza, 2022. Molecular epidemiology and collaboration of siderophore-
based iron acquisition with surface adhesion in hypervirulent Pseudomonas aeruginosa
isolates from wound infections. [online], Scientific reports. C. 12. [cit. 2025-06-20].
Dostupné z: https://doi.org/10.1038/s41598-022-11984-1.

40


https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1002/humu.23051
https://is.muni.cz/www/98951/41610771/43823411/43823458/Analyza_a_hodnoc/44563155/00_Shlukova_analyza_Hierarchicka_FINAL.pdf
https://is.muni.cz/www/98951/41610771/43823411/43823458/Analyza_a_hodnoc/44563155/00_Shlukova_analyza_Hierarchicka_FINAL.pdf
https://link.springer.com/article/10.1007/s13205-020-02387-y/figures/4
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0101229
https://doi.org/10.1038/s41598-022-11984-1

	(projektu, uměleckého díla, uměleckého výkonu)
	Téma práce: Analýza struktury a funkce genomu patogenních bakterií

	Zásady pro vypracování
	Rozsah pracovní zprávy: 25 s.
	Forma zpracování bakalářské práce: tištěná
	Katedra biologických a biochemických věd
	Katedra biologických a biochemických věd
	prof. Ing. Petr Němec, Ph.D. v.r.
	prof. RNDr. Tomáš Roušar, Ph.D. v.r.

	Seznam ilustrací
	Seznam zkratek a značek
	Úvod
	1. Bakterie
	1.1 Rod Staphylococcus
	1.1.1 Staphylococcus aureus
	1.1.2 Staphylococcus epidermidis

	1.2 Rod Streptococcus
	1.2.1 Streptococcus pyogenes
	1.2.2 Streptococcus pneumoniae

	1.3 Rod Pseudomonas
	1.3.1 Pseudomonas aeruginosa


	2. Genom
	2.1 Struktura genomu
	2.2 Funkce genomu

	3. Analýza struktury a funkce genomu
	3. 1 Metody sekvenování
	3.2 Sekvenování první generace
	3.2.1 Sekvenování dle Sangera
	3.2.2 Sekvenování dle Maxama-Gilberta

	3.3 Sekvenování druhé generace
	3.3.1 Pyrosekvenování
	3.3.2 Illumina
	3.3.3 Ion Torrent

	3.4 Sekvenování třetí generace
	3.4.1 SMRT

	3.5 Sekvenování čtvrté generace
	3.6 Shluková analýza

	Závěr
	Seznam informačních zdrojů

