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Abstrakt

Identifikace virt je problematicka, jelikoz nemaji zadnou sekvenci v genomu, ktera by byla pro
vSechny viry spolecna. Diky NGS a virové metagenomice byla ziskana spousta sekvenci, ale
ne vSechny se dosud podaftilo identifikovat. Sekvenovani s vyuzitim hybridiza¢nich sond se
specializuje na vychytavani virovych sekvenci pravé pomoci specifickych sond pfipravenych
podle virovych genomt a je velmi sensitivni. Pfi studii viromt ze vzorku stolice, krve a vzorku
stolice. Povedlo se ale objevit napt. novy pikornavirus, novy lidskych papillomavirus nebo
crAssfag. K identifikaci a analyze téchto dat napomahaji bioinformatické nastroje jako jsou

tteba SURPI, Taxonomer, RIEMS a MG-RAST.

Klic¢ova slova: virom, identifikace, nezndmé sekvence, virovy genom, ,,assembly*

Abstract

A virus identification is problematic, because viruses do not have any sequence in genom,
which would be common for all of them. Thanks to NGS viral metagenomic is able to gain lots
of sequences, but not all of them have been identified yet. Sequencing using hybridization
probes specialises in capture of viral genomes and it is very sensitive. Studying viromes from
stool and blood samples and samples from respiratory tract has shown that the hardest
identification of metagenomic data is from stool samples. Despite this new viruses has
successfully been discovered, for example new picornavirus, new human papillomavirus or
crAssphage. Bioinformatic pipelines are helpful for identification and analysis of those data,

such as pipelines like SRPI, Taxonomer, RIEMS and MG-RAST.

Key words: virome, identification, unknown sequences, viral genome, assembly
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1. Uvod

v

Viry jsou nejhojnéj§imi entitami na Zemi, v lidském téle se jich vyskytuje az 100nasobné
vice nez je lidskych bun&k (kterych je piiblizné 10'?). Piedpokladd se, Ze bylo dosud
prozkoumano méné€ nez 1 % vsech virdt (Mokili, Rohwer, et Dutilh 2012). Historie virologie
neni tak dlouhd, i kdyz virové onemocnéni byly objeveny ddvno pfed samotnymi viry
(Rascovan, Duraisamy, et Desnues 2016a). Viry hraji velmi dalezitou roli v lidském i zvifecim

zdravi i v enviromentalni ekologii.

Tradi¢ni metody pro detekci viri jako péstovani na bunééné kultuie, elektronova
mikroskopie nebo sérologie nejsou vzdy dostacujici, a tak bylo zapotiebi vyvinout dalsi
metody. S rozvojem sekvenovani nové generace (NGS) bylo umoZnéno ziskat i sekvence zatim
neznamych virli, prvni virovd metagenomicka studie s lidskymi stolicemi byla provedena
skupinou Breitbart et al. (2003). Pfedtim bylo mozné sekvenovat viry pomoci Sangerova

sekvenovani (Kumar, Murthy, et Kapoor 2017).

Cilem této prace bylo shrnout vSechny body dulezit¢é pro objeveni nového viru

z metagenomickych dat:

e shrnout rlizné typy sekvenovani viromu
e shrnout vyznam piipravy vzorku na vysledny pocet virovych ¢teni

e shrnout bioinformatické strategie a nastroje pro analyzu sekvenci vedouci k ziskani

nového virového genomu.



2. Objevovani a charakterizace novych viru

Prvnim objevenym virem byl virus tabdkové mozaiky na konci 19. stoleti. Na jeho objeveni
pracovali nezévisle 3 védci: Adolf Mayer, Dmitrij Ivanovsky a Martinus Beijerinck. V roce
1892 Dmitrij Ivanovsky prokézal, ze prefiltrovana $t'dva z nemocnych rostlin, kterd by méla
byt zbavena bakterii, je stale infek¢éni pro zdravé rostliny a v roce 1903 publikoval studii, ve
které popsal abnormalni intracelularni inkluzni téliska v hostitelskych buiikkdch nakazenych
rostlin (Lustig et Levine 1992). O n¢kolik let pozdéji nizozemsky védec Martinus Beijerinck
oznacil jako plvodce virus. Vroce 1935 dokazal Wendell Meredith Stanley cisty virus
vykrystalizovat (Artenstein 2012). K vyzkumim virovych onemocnéni také slouzily zvifeci
modely, naptiklad pii pokusech Louise Pasteura s virem vztekliny na konci 19. stoleti, kdy
inokuloval virus ptimo do krali¢iho mozku (Fields et Knipe 1991), nicmén¢ az v roce 1940 byly

poprvé pozorovany virové ¢astice v elektronovém mikroskopu (H.-W. Ackermann 2011).

Postupem casu doslo k rozvoji metod, které umoziiuji nalezené viry blize charakterizovat,

jakou jsou metody:

e sérologické: umoznuji sledovat vyskyt protilatek v séru pacienta proti zndmému, napft.
virovému antigenu, nebo naopak prukaz vyskytu virového antigenu pomoci setu
protilatek. Primarnim vzorkem je sérum, ale lze pouzit také vzorky moce, slin, likvoru
a jinych (Smarda et al. 2010).

¢ molekulirné-genetické metody: z téch se ve virologii hojné pouZziva polymerazova
fetézova reakce (PCR). Principem je detekovat znamy Usek nukleové kyseliny pomoci
paru specifickych primerd. Timto zpisobem si Ize vzorek namnozit a pouzit k dalSim
analyzam a reakcim, napf. sekvenovani nebo detekovat jeho kvantitu v plivodnim
vzorku (Waters et Shapter 2014). Pouziti téchto metod je vSak vazano na jiz zndmy virus
a pouzivaji se hlavné v jeho diagnostice a jsou vysoce sensitivni.

e péstovani viru na bunéénych kulturach: tato metoda je problematickd, protoze ne
vSechny viry se v nich mnozi (Tang et Chiu 2010). Vyuziva se také k jejich prukazu a

mnozeni, ale zejména ke studiu virulence, napt. ve studii Anderson et al. (2012).

Az rozvoj NGS a s nim i bakteridlni a virové metagenomiky umoznil ziskat sekvence
novych, dosud neznamych vird nebo sekvencné velmi vzdalenych variant znamych virh

(Rascovan, Duraisamy, et Desnues 2016a). Problémem vSak zistava jejich identifikace.



3. Sekvenovani nové generace

Sekvenovani nové generace umoziuje paralelni sekvenaci velkého mnozstvi sekvenci
najednou na rozdil od Sangerovo sekvenovani, kde se sekvenuje pouze jeden PCR produkt

v reakci. Existuje mnozstvi sekvenacnich platforem, napt. Roche (www.roche.com), Oxford

Nanopore (www.nanoporetech.com) a [llumina (www.illumina.com), a kazda nabizi mnozstvi

zpusobu pripravy knihovny k sekvenovani podle typu vychoziho vzorku. Ve vSech ptipadech
je vsak nutné vychozi nukleovou kyselinu nafragmentovat a k fragmentiim musi byt pfipojeny

indexy, kter¢ jednotlivé vzorky oznaci, jako je shrnuto v Metzker (2010).

Dnesni nejcastéji pouzivanou sekvenacni technikou je sekvenovani na platformé Illumina
s fluorescen¢né znacenymi nukleotidy. Tato technika vyuziva k pomnoZeni fragmentt desticku
(,,flow-cell”), na které se jednotlivé fragmenty pfichyti a pomnozi do tzv. klastrt (tzv. ,,bridge
amplification®, Obrazek 1), ¢imz se docili zesileni signdlu. Pro vlastni sekvenovani jsou
vyuzivany fluorescenéné znac¢ené nukleotidy (Obrazek 2). Prvnim krokem bioinformatické
analyzy je tudiZz spojeni téchto polovin do jedné sekvence. Kvalita sekvenci ziskanych
z platformy Illumina je niz$i, coz ale vyrovnavd mnozstvi ziskanych ¢teni (az 25 milionti pfi
sekvenovani na piistroji MiSeq).
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4. Sekvenovani viromu

Virom je soubor vSech virti, které se nachazi v biologickém vzorku a je soucésti celého
spektra organismil vyskytujicich se ve vzorku jako jsou bakterie (bakteriom/mikrobiom) nebo
houby (mycobiom). Zahrnuje jak prokaryotické viry (viry bakterii nebo—li bakteriofagy), tak
eukaryotické viry jako jsou napt. zvifeci a lidské viry (Obrazek 3). Soubor genl vSech
organismil ve vzorku se nazyva metagenom, sekvenovani ndhodnych fragmentti nukleovych

kyselin pak metagenomické sekvenovani.

- vliv na lidské zdravi
- definice mistni integrace - interakce s imunnitnim
a genove exprese systémem a ostatnimi

'\ patogeny

Lidské
endogenni
retroviry

LN
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geny antibiotické
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nemocemi X X X
- epidemiologie

- vliv na strukturu bakterialni
komunity a metabolicky
potencial

- identifikace gend moznych
ovlivnit lidské zdravi

Obrazek 3: Slozky lidského viromu, kruhy predstavuji slozky viromu, které mohou byt
charakterizovany metagenomickym sekvenovanim, upraveno podle Wylie, Weinstock, a Storch (2012)

Sekvenova viromu bylo umoznéno az s rozvojem sekvenovani nové generace. Podle
zvolené sekvenaéni techniky je mozné osekvenovat az miliony ¢teni najednou (Kumar, Murthy,
et Kapoor 2017), diky ¢emuz tak ziskame nejen informaci o vyskytu virth v daném vzorku, ale
1 pfiblizné poméry jejich kvantit, viz. studie Holtz et al. (2014); Moustafa et al. (2017); Yang
et al. (2011). Sekvenovani viromu je technicky obtizné. Jelikoz viry nemaji zadnou sekvenci

podobnou napiiklad genu pro bakteridlni 16S ribosomalni ribonukleové kyseliny (rRNA), ktera
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by byla pfitomna ve vSech virech a byla by natolik variabilni, abychom podle ni mohli
rozliSovat jednotlivé druhy, musi tak byt osekvenovan cely virovy genom nebo jeho fragmenty,
fikame tedy, Ze technika je sekvencné nezavisld (Kumar, Murthy, et Kapoor 2017). Ptipravu
nahodnych fragmentli virového genomu ze vzorku stolice shrnuje obrazek 4 zabyvajici se
separaci virovych castic od zbytku vzorku (bakterii, lidskych bunék, pfipadné rostlinnych
zbytki) a néasledné vznik ndhodnych fragmentl vyizolovanych nukleovych kyselin. V praxi je
vsak toto velmi problematické a vysledné sekvence obsahuji mnozstvi kontaminujicich
sekvenci ze zbytku vzorku pochazejicich z rozpadlych buné¢k, které je tézké odseparovat.
Separaci virti pomoci gradientu (Zwartouw, Westwood, et Appleyard 1962) také nelze pouzit,
kdyz se snazime ziskat viry o riznych velikostech, a jesté k tomu se né¢kdy nachazeji ve vzorku
v nizkych kvantitdch. Proto jsou ¢asto ve vyslednych sekvencich detekovany velké mnozstvi
sekvenci nevirového ptivodu (Mokili, Rohwer, et Dutilh 2012; Kumar, Murthy, et Kapoor 2017,
Kramna et al. 2015; Lysholm et al. 2012; Popgeorgiev et al. 2013). Na druhou stranu je

vyhodou, ze ziskdme sekvence neznamych a nepopsanych virti.
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Obrazek 4: Schématicky struény popis techniky obohacujici virom, upraveno podle (Conceigdo-Neto
et al. 2015); Separace virovych ¢astic od zbytkd vzorku nejprve za¢ina homogenizaci vzorku, po které
jsou centrifugaci a filtraci odstranény napt. organické velké odpady, nasledné ptisobenim nukledz jsou
odstranény volné nukleové kyseliny. Po extrakci riznych virovych genomt jsou dale nahodné
amplifikovany a z t€chto ndhodnych fragmentt je vytvofena knihovna virového genomu, ktera je
nakonec sekvenovana.

I pfes komplikace vsak lze touto technikou sledovat komplexni vzorek, detekovat vSechny
viry, které se ve vzorku nachdzi, ziskat jejich sekvence bez nutnosti je amplifikovat na
bunéénych kulturach. Velky potencidl mé metoda pfi objevovani novych virii: napf. ve skupiné
Mokili et al. (2013) se podafilo identifikovat novy lidsky papillomavirus pfi analyze
nasalnich/oropharyngeéalnich vytéri od pacientli s respiratnim onemocnénim za ucelem
vyvinout standardni postup pro objevovani viri pomoci metagenomiky. Také skupina

Popgeorgiev et al. (2013), ktera se zamétila na studium vira fadu Megavirales, které pti analyze



po filtraci vzorku ptes 0,22um filtr mohly byt odfiltrovany, popsala novy virus z Celedi
Marseilleviridae (tad Megavirales) nalezeny v krvi od zdravych darcti. Metoda byl vyuzita pfti
snaze popsat rozdily mezi viromem u zdravého a nemocného jedince (napt. plazma pacientu
s virem lidské imunitni nedostate¢nosti (HIV)/syndromem ziskaného selhanim imunity (AIDS)
obsahuje velké mnozstvi bakteridlnich virti, neboli bakteriofagii, endogenni retroviry a také byl
nalezen virus bézné¢ se nevyskytujici u ¢loveéka, zatimco v plazmé u zdravého jedince byly
nalezeny pouze nekteré druhy anellovirh a nebyly nalezeny zadné bakteriofagy (Li et al. 2012))
nebo nové asociovat nalezeny virus s uréitou nemoci, jako tieba zvyseny vyskyt viru hepatitidy

C (HCV) u pacientt s diabetem 1. typu (Gebrekristos et al. 2018).

4.1 Sekvenovani pomoci nahodnych fragmenti

Proces piipravy vzorku a vznik ndhodnych fragmentl jiz byl znazornén na obrazku 2
v predchozi kapitole. Jednotlivé kroky, které néasleduji po izolaci celkové deoxyribonukleové
kyseliny (DNA)/ribonukleové kyseliny (RNA) jako je pouzili v publikacich Blinkova et al.
(2009, 2010) zahrnuyji:

e piepis RNA pomoci ndhodnych primert a reverzni transkriptdzy do komplementarni
DNA (cDNA). Pro DNA viry vyuziva zbytkove aktivity reverzni transkriptazy k DNA.
Nahodné primery jsou opatieny sekvenci nazvanou ,,tag”, coz je vzdy stejna sekvence

pouzita v poslednim kroku k amplifikaci téchto fragmentt.

e syntéza druhého Fetézce: v publikaci Blinkova et al. (2009) k tomu pouzili Klenowlv
fragment (fragment DNA polymerazy 1 Escherichia coli, ktery méa 5’-3" polymeraéni
aktivitu, 3’-5’exonukledzovou aktivitu, ale postradd 5°-3’exonukledzovou aktivitu

(Smarda et al. 2010)) a ndhodné primery (z piedchozi reakce).

o amplifikace nahodnych fragmentu: vyuZivaji se pfipojené sekvence ,,tagh, ndhodné
fragmenty jsou amplifikovany pomoci PCR. Castym problémem sekvenovani virli je
jejich nizka kvantita nutna pro ptipravu knihovny a k NGS. Tento krok pfekonava tento

problém.

e priprava knihovny podle zvolené sekvenacni platformy: napf. NexteraXT Library

Preparation kit od firmy [llumina, kdy jsou k nim pfipojeny indexy, aby byly jednotlivé
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vzorky v sekvenacnim béhu od sebe rozliSeny a adaptéry. Takto ptipravena knihovna je

poté sekvenovana.

Po sekvenaci jsou jednotlivé ¢teni bioinformaticky de novo spojovany do kontigii (Obrazek
5), které jsou porovnavany s databazemi virovych sekvenci, nejcastéji se pouziva databaze

NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov). Sekvence, které nemaji zadnou shodu s databazi, mohou byt

nevirového ptivodu, coz lze detekovat rozsifenim vybéru referencnich sekvenci na vSechny
sekvence v databazi. I pies to se ve vzorcich nachazi mnozstvi sekvenci neznamého ptivodu
(Kramna et al. 2015; Popgeorgiev et al. 2013; Finkbeiner et al. 2008), mezi kterymi by mohly

byt i nové, dosud neobjevené viry.

prekryv cteni
GIC. ——
. AC% ———— — e ——
2 e — ==ﬁ
———— —— _—_—
e kontig >
’..

Obrazek 5: De novo ,assembly” jednotlivych nahodnych ¢teni do vétSich celkth — kontigg.
Sekvence jsou skladany do vétsich celkd pouze na zaklad¢ identifikace piekryvi — shodnych mist
mezi sebou, jak charakterizuje ¢ast ,,prekryv*, upraveno podle Sohn a Nam (2016)


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

4.2 Sekvenovani s vyuzitim hybridizacnich sond

Princip této metody je zaloZen na vychytavani virovych sekvenci ze vzorku pomoci
specifickych oligonukleotidl (sond). Tento zptsob navrhla napt. skupina Briese et al. (2015).
Vychytavany jsou vSechny viry obratlovci, ale uz ne bakteriofagy, rostlinné viry nebo viry hub.
Sondy byly vytvotfeny tak, aby pokryvaly celé genomy viri — stazenim vSech vybranych
virovych genomt, klastrovanim sekvenci na zéklad€ podobnosti a rozStépenim na kratké tiseky
= sondy. Vysoka senzitivita této metody je zalozena na 2 milionech sond, které¢ mohou rozeznat
genomy 207 zndmych virovych taxont v rliznych typech vzorkl. Sondy se lisi alesponi z 10 %
a zachyti sekvence s az 40 % rozdilnosti, které¢ by mohly byt zmutované nebo jinak odliSné

(Briese et al. 2015).

Vyhodou pouziti sond pro sekvenovani viromu je, Ze jsou selektivné a prednostné ze vzorkl
vychytany hlavné virové sekvence. To je vyhodou pifedev§im u vzorkd, kde je velka
kontaminace jinou DNA/RNA, jako je tfeba vzorek tkané ¢i krve. V takovychto vzorcich
kontaminujici nukleové kyseliny natolik pfevysuji nukleové kyseliny viru, Ze je problematické
zachytit virus ve vyslednych sekvencich i pii jeho vysoké kvantité. Briese et al. (2015) uvadi,
ze s pouzitim sond miZeme ziskat 100-10 000x vice virovych sekvenci nez pii pouZiti béZného
metagenomického sekvenovani. Zvysuje tedy sensitivitu, ale detekuje jen to, s ¢im sonda
hybridizuje, proto to neni nejlepsi zplisob k objevovani novych virli, pokud nedetekuje néjaky

konzervovany virovy gen.



5. Priklady studii viromu v raznych typech vzorki s ohledem na

podil sekvenci neznamého piivodu

5.1 Studie viromu ve vzorku stolice

Stolice zdravého jedince se sklada pfevazné ze zhruba 75 % vody a 25 % pevného materialu
(Rose et al. 2015) a obsahuje piiblizné 10! bunék/g (Aggarwala, Liang, et Bushman 2017). Ve
studii Stephen a Cummings (1980) zjistili, Ze pevné latky jsou az z 55 % tvoreny bakteriemi.
Mezi nejhojnéjsi virové entity nalezené ve stolici patii bakteriofagy, dale se objevuji i RNA
viry rostlin (ziskané z potravy) a také eukaryotické (lidské) viry, jejichz diverzita na rozdil od
bakteriofagl v priibéhu Zivota jedince klesa (Zarate et al. 2017). Napf. ve stolici zdravého muze
(Minot et al. 2013) byly po metagenomické analyze nalezeny pouze bakteriofagy a zddné znamé
viry infikujici eukaryotické buiiky nebyly detekovany. Ani v nékterych dal§ich studiich
sttevniho viromu u zdravych jedinct (Minot et al. 2011; Reyes et al. 2010; Breitbart et al. 2003)
se lidské viry nenasly. Nemusi to ale znamenat, ze se eukaryotické (lidské) viry u zdravych
jedincti nevyskytuji, stolice zdravého jedince muZze obsahovat viry s asymptomatickym
prabéhem infekce, jako tomu bylo ve studii Kramna et al. (2015), kde byly nalezeny u zdravych
déti napft. viry ¢eledi Picornaviridae (enterovirus a parechovirus), které ¢asto zptsobuji infekce
u déti (de Crom et al. 2016a) nebo viry z ¢eledi Anelloviridae, viry se zatim nezndmym vztahem

k onemocnéni (tabulka 1).
Nejcastejsi bakteriofagové celedi nalezené ve vzorcich stolice (Minot et al. 2011) jsou:

e Microviridae — malé, neobalené fagy s cirkularni jednovldknovym (ssDNA) genomem
s T-1 ikosahedralni symetrii bez biciku. Hostiteli jsou enterobakterie, nékteré
intracelularni bakterie a spiroplasma.

e Podoviridae, Myoviridae, Siphoviridae — vSiechny patti do fadu Caudovirales a tvoti
nejpocetnéjsi skupiny fagh na svété¢ (H. W. Ackermann, s.d.). VSechny maji bi¢ik a
linearni dvouvlaknovy DNA (dsDNA) genom, hostitelem jsou bakterie a u Celedi

Myoviridae také archea. Ve stfeve jsou to napt. Escherichia coli nebo salmonely.

Na rozdil od studii viromu ze stolice zdravych jedinct bylo ve studii Finkbeiner et al.
(2008), ktera metagenomicky analyzovala vyskyt virG u déti s akutnim prijmem, nalezeno

dokonce 36 % sekvenci virového ptivodu a nékteré vzorky obsahovaly vice nez 90 % virovych
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sekvenci. Tohoto mnozstvi bylo dosazeno i pfesto, Ze bylo pouzito limitované sekvenovani
(pouze 384 ¢teni na vzorek) a ve vétsing piipadl se podatilo virus zachytit. Ve stolici déti, ktera
zadnou akutni infekei neprochazela, bylo z celkového poctu sekvenci pouze 2 % virovych a
vétSina z nich patfila bakteriofagiim (Kramna et al. 2015). Piitomnost virové slozky ve stolici
je tedy velmi variabilni (na rozdil od bakterii, které se jako komenzalové vyskytuji ve zdravé
stolici). Objev nového lidského viru tedy usnadni vybér vzorku s akutnim pribéhem infekce,

pokud tento virus infekci zptisobuje.

Eukaryotni viry, nalezené¢ ve vSech zminénych studiich viromu ze vzorku stolice

(Finkbeiner et al. 2008; Kramna et al. 2015; Holtz et al. 2014) byly:

Viry zpusobujici prijmova onemocnéni:

e Caliciviridae — neobalené viry s linearni jednovlaknovym RNA (ssRNA) (+) genomem.
Bézné zplisobuji gastroenteritidy.

e Reoviridae — neobalené viry se segmentovanym genomem s linearni dvouvlaknovou
RNA (dsRNA), nalezeny také ve studiich (Yinda et al. 2019; Siqueira et al. 2018).
Kromé priiyjmovych onemocnéni mohou také napt. zpisobovat onemocnéni dychacich
cest.

e Astroviridae — neobalené viry s linearnim ssRNA(+) genomem, nalezeny také ve
studiich (Yinda et al. 2019; Siqueira et al. 2018). Jsou pfi¢inou gastroenteritidy, hlavné
u déti a starSich dospélych, ktetfi maji oslabeny imunitni systém.

e Adenoviridae — neobalené viry s linearni dsSDNA genomem. Zpusobuji hlavné infekce
hornich dychacich cest, ale mohou byt také pfi¢inou gastroenteritidy.

e Picornaviridae — neobalené viry s linearnim ssRNA(+) genomem. Zpisobuji
gastroenteritidy, ale také napf. 1 meningitidu, encefalitidu, hepatitidu, infekci hornich
dychacich cest atd. Nejcastéji byly nalezeny enteroviry a parechoviry (Finkbeiner et al.
2008; Kramna et al. 2015; Holtz et al. 2014), které jsou hlavnimi pfi¢inami infekci u
déti a maji rGzné projevy od mirnych gastrointestindlnich infekci az po vazna
onemocnéni jako meningitida nebo sepse vedouci k smrti (de Crom et al. 2016b). Holtz
et al. (2014) se podatilo objevit virus, ktery nebyl v databazi detekovan, ale sdilel
nejvetsi sekvenéni podobnost s viry z fadu Picornavirales.

e Parvoviridae — neobalené viry s linearnim ssDNA genomem. Lidské bocaviry infikuji

také gastrointestinalni trakt, ale gastroenteritidy zptsobuji jen ziidka (Finkbeiner et al.
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2008). V malém mnozstvi byl z této celedi nalezen bocavirus a ,,adeno-associated* virus

(AAV).

Viry bez znamé asociace s gastroenteritidou:

o Anelloviridae — neobalené viry s cirkularnim ssDNA(-) genomem. Maji vysokou
prevalenci, ale nebyly dosud spojeni s jakoukoliv nemoci. Ve studii Holtz et al. (2014)
byla celed’ Anelloviridae nejcastéji detekovanou celedi, a to ve 37 vzorcich z 87, a
nechybéla také u ostatnich skupin zabyvajicich se stfevnim viromem (Yinda et al. 2019;
Siqueira et al. 2018).

e Circoviridae — neobalené viry s cirkularnim ssDNA genomem. Tato ¢eled’ zptisobuje
onemocnéni hlavné u ptakl a prasat, u lidi je mozné, ze infikuji gastrointestinalni trakt
(Linlin Li et al. 2010).

o Orthomyxoviridae — obalené viry se segmentovanym genomem s linearni ssSRNA(-).
Neni bézné, aby ve vzorcich stolice byly nalezeny viry této ¢eledi, ale ve dvou studiich
se podafilo je detekovat (Holtz et al. 2014; Wootton et al. 2006). Jsou dv¢ teorie, jak se
mohly tyto viry v gastrointestindlnim traktu vyskytnout:

1. virus mohl byt produkovan uvnitf gastrointestindlnim traktu v pribehu casné
faze onemocnéni,
2. méné pravdépodobnou teorii je, Ze byl virus spolknut s dychacimi sekrety

(Wootton et al. 2006).

Studie viromu tedy obsahuji rizné mnozstvi sekvenci nevirového ptivodu. Tyto sekvence
mohou byt dale identifikovany jako lidska ¢i bakterialni DNA/RNA, nebo nukleové kyseliny
hub, jak shrnuje tabulka €. 1. Existuje vSak mnozstvi sekvenci neznamého plvodu, jinak
nazyvané jako ,,dark matter* (Aggarwala, Liang, et Bushman 2017) (Tabulka 1). Naptiklad ve
studii Kramn4 et al. (2015) nebyli schopni identifikovat az 74 % sekvenci, tzn. sekvence nemély
zadnou shodu s databdzi, se kterou byly porovnavany. Je tedy mozné, Ze vzorky obsahuji daleko
veétsi mnozstvi virt, jen jeSté nebyly objeveny. Procenta sekvenci neznamého ptivodu v riznych
studiich shrnuje také Aggarwala, Liang, a Bushman (2017) (Obrazek 6), kde shrnuji vysledky
své studie s dal§imi studiemi viromu stolice (Reyes et al. 2010; Minot et al. 2011; Brum et al.

2015).
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Dataset

Obrazek 6: Procenta sekvenci neznamého pavodu

Dataset

. Brum 2015
. Minot 2011

. Aggarwala 2017

. Reyes 2010

v riznych studiich viromu stolice (Aggarwala,

Liang, et Bushman 2017) — tzv. virova temna hmota (,,dark matter*), shrnuto ve studii Aggarwala, Liang,
a Bushman (2017) (shrnuji vysledky ze studii (Minot et al. 2011; Reyes et al. 2010; Brum et al. 2015) a

vlastni data)



Tabulka 1: Porovnani tfi studii viromu stolice (Finkbeiner et al. 2008; Kramna et al. 2015; Holtz et al. 2014)

celkowy pocet

% nevirovych sekvendci

sekwvence neznamsho

ocet uvodu (nebyl
typ charakteristika celkowy podet .p , malezenych | % virowych cteni (z ostatni (houby, . [ v.,"r nejvyskytovanéjsi
. virowych . P ] . ) - I nalezen protéjiek v . )
vzorku kohorty sekvenc . virowych toho bakteriofagl) | bakterie| lidské | rostlimy, savéi L o virové celedi
cten! druhd,/rodin sekvence, atd.) databazi pouzite k
T identifikaci)
96 vzorkil (od 19 déti | ?D.3 2?‘2 . 2 % |vEtEing patfici Picornaviridae
ladzich 2 let) ¥ (promérny pocet M M bakteriofgiim) 14% 2% 8% 7%
miladzic A Etenifvzorek) g Anelloviridoe
Reoviridae
B7 déti s prijmem, 5 _ 6,9% (4,4% Adenoviridae
N 1052 882 11232 22 rodin P 75,8% 7.0% 10,3% 16,4%
let a méné '~ bakteriofagu) o
stolice Astroviridae
Circoviridae
: Crth irich
4608 (limitované Omyxovindae
12 déti, 4-35 mésich s| sekvenovani - 519 N 35,6% (1,7% capm | 149 3 5o 283, L
akutnim prijmem ¥ | pouze 384 teni bakteriofagl) e P =40 Caliciviridoe
na vzorek)
Parvoviridae
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M Kramna et al. (2015) — Z celkového poétu sekvenci byly 2 % identifikovany jako virové, pfi¢emz byly nalezeny viry téchto &eledi: Anelloviridae,
Picornaviridae, Parvovirida a Caliciviridae. 74 % sekvenci nemélo Zadnou shodu se znamou sekvenci v databazi. (N = neuvedeno);
@ Holtz et al. (2014) — Z klasifikovatelnych sekvenci (162 784) identifikovali 6,9 % jako virovych (2,5 % patfily eukaryotickym virim a 4,4 %
bakteriofagtim). Mezi nalezenymi virovymi sekvencemi byly tyto ¢eledi: Reoviridae, Caliciviridae, Adenoviridae, Astroviridae, Anelloviridae,
Picornaviridae, Circoviridae a Orthomyxoviridae. 16,4 % sekvenci nebylo identifikovano.
@ Finkbeiner et al. (2008) — Téméf ve vSech 12-ti vzorcich byly nalezeny virové sekvence (vz.6.1: 65 %, vz.8.2: 46 %, vz.8.3: 2,8 %, vz.8.4: 23 %,
vz.€.5: 95 %, vz.C.6: 40 %, vz.C.7: 0 %, vz.C.8: 4,8 %, 0,34 %, vz.€.9: 0,68 %, vz.C.11: 100 %, vz.¢.12: 3,1 %) a identifikovali tyto Celedi: Adenoviridae,
Reoviridae, Caliciviridae, Parvoviridae a Astroviridae. U 28 % sekvenci nebyla nalezena shoda se znamymi sekvencemi. (N = neuvedeno)




5.2 Studie viromu ve vzorku Kkrve

Krev je bohatd na lidské krevni bunky, které v ni tvoii 45 % (hlavné erytrocyty, dale
leukocyty a trombocyty), a zbylych 55 % dopliiuje krevni plazma. Krev zdravého jedince byla
Casto povazovana za sterilni, ale metagenomické studie prokazali, Ze se v krvi skryvaji znacné

virové komunity (Rascovan, Duraisamy, et Desnues 2016a; Popgeorgiev et al. 2013; Moustafa

et al. 2017) (Tabulka 2).

Ve studii Moustafa et al. (2017), ktefi se rozhodli charakterizovat virom krve od 8240
zdravych jednotlivel za G¢elem zjiSténi vird u zdravych jedinci s ohledem na darovani krve,
nalezli né¢jaky virus u 42 % z nich. Celkem bylo identifikovano 94 riznych virti, z toho 19
lidskych DNA vird, proviri i RNA viry (herpesviry, anelloviry, papillomaviry, 3 rizné
polyomaviry, adenovirus, HIV, lidsky T-bunéény lymfotropni virus (HTLV), virus hepatitidy
B, C, parvovirus B19 a virus chiipky). Zdaleka nejc¢astéjSimi viry byly ty z Celedi Herpesviridae
a Anelloviridae, jejich pritomnost v krvi u lidi bez zjevného onemocnéni je Casta (Moustafa et
al. 2017; Segura-Wang et al. 2018). Viry velmi rizikové pro pouziti krve k transplantaci se
vyskytovali spiSe ojedinéle (nejCastéjSi byl Lidsky polyomavirus Merkelovych bunéck
(MCPyV) u 49 jedincti). Sekvence viru chiipky pochazely z DNA vakciny a hepatitida C se
ziejmé vyskytovala v integrované formé&. Pfevazné mnozstvi sekvenci v téchto vzorcich krve
tvotily lidské buiiky a pouze 0,01 % byly viry a 0,2 % bakterie (Tabulka 2). Byla také nalezena
fagova DNA, ktera ale byla asociovana s fagem phiX174, ktery se pouziva ke zvySeni kvality

sekvenacniho ¢teni (Moustafa et al. 2017).

Naopak ve studii Popgeorgiev et al. (2013) mély virové sekvence zastoupeni 67,7 %,
protoze ziskanou krev nejdiive zcentrifugovali a pro sviij vyzkum dale pouZili jen krevni
plazmu, kterd byla uz zbavena lidskych bun¢k. Téchto 67,7 % obsahovalo zejména sekvence
virt z ¢eledi Anelloviridae, viry s cirkuldrnim ssDNA genomem, které jsou nalézany v rtiznych
typech tkani, zatim s nejasnym vyznamem pro lidské zdravi. Dalsi nejcastéjsi sekvence patiily
viru z ¢eledi Marseilleviridae ktery patii do tzv. velkych viri (,,giant viruses*) a v sekvencich
se Casto nevyskytuje, protoze miize byt zachycen 0,22um filtry k odstranéni bakterii pii

zpracovani vzorku. Autofi poprvé nalezli virus z této celedi v lidské krvi.

Ve studii Segura-Wang et al. (2018) analyzovali krevni plazmu od jedincii podstupujicich
transplantaci plic. Imunosuprimovani pacienti ¢asto podléhaji virovym infekcim, které se

rozvinou z perzistujicich virli (zejména herpesviry). U vSech jedincl (pacientli i zdravych
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kontrol) byly nalezeny viry Celedi Herpesviridae, Anelloviridae, ale u imunosuprimovanych
pacientll v mnohem vétsi kvantité (Segura-Wang et al. 2018). Zajimavé je, ze také kvantita
anellovirti se také s imunosupresi zvysila, tudiz by mohla byt v budoucnu vyuzivana jako
biomarker imunokompetence. Ve vzorcich imunosuprimovanych pacientii byly nalezeny i dalsi
viry, nejcCastéjsi byla ¢eled” Coronaviridae. Kromé eukaryotickych virit byly v této studii

nalezeny také bakteriofagy z Celedi Myoviridae a Siphoviridae.

Dalsi virové Celedi, které se mohou nachazet u asymptomatickych jedinct jsou celedi
Picornaviridae, Poxviridae, Flaviviridae a Phycodnaviridae (shrnuto v Rascovan, Duraisamy,
et Desnues (2016b)). A kone¢né existuje také mnozstvi endogennich retrovirt, integrovanych

v lidském genomu jako provirus.

Obecna charakteristika nejéastéjSich nalezenych viru z krve u jedincu bez zjevného

onemocnéni:

e Herpesviridae — neobalené viry s linearnim dsDNA genomem. Nejcastéj$i nemoci je
opar a jsou také ptivodci onemocnéni jako je tfeba mononukleoza.

o Anelloviridae — viz. kapitola Studie viromu ze vzorku stolice

Hledéani novych virt ze vzorkl krve komplikuje velké mnozstvi lidské DNA z rozpadlych
krevnich bun€k po zamraZeni a rozmraZeni. Pokud vSak mame mozZnost ziskat krevni sérum
nebo plasmu z nezamraZené krve, podil virovych ¢teni se mnohonasobné zvysi. MnoZstvi
sekvenci neznamého ptivodu bylo uvedeno pouze ve studii Popgeorgiev et al. (2013), kterym

se ze vzorku krevni plasmy nepodaftilo identifikovat 14,7 % sekvenci.
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Tabulka 2: Porovnani tfi studii viromu krve (Moustafa et al. 2017; Popgeorgiev et al. 2013; Segura-Wang et al. 2018)

celkovy pocet

% nevirovych sekvenci

sekvence neznamého

o L pocet ) % virovych . plvodu (nebyl ) .
typ charakteristika celkovy pocdet . nalezenych . ostatni (houby, o nejvyskytovanéjsi
) virovych . £teni (z toho ] o ) .1 malezen protéjiek v L. )
vzorku kohorty sekvenci o virowvych . oo | bakterie] lidské rostliny, savéi L o virové celedi
cteni . ] bakteriofagu) databazi pouiité k
druhd/rodin sekvence, atd..) ] o
identifikaci)
20 zdravych darcd Anelloviridae
1 20238 13701 M 67,70% 9,50% M 8% 14,70% Circoviridae
krevni Marseilleviridae
plazma 15 pacientd 703 242 Polyomaviridae
podstupujici (pramérny pofet M N 3,11% 10,80% | 37,20% | 0,36% (houby) N Herpesviridae
transplantaci plic *!|  éteni/vzorek) Coronaviridae
8 240 zdravych Parvoviridae
jedincd, vék od 2 5 94 riznych Flaviviridae
krev 10" M Y 0,01% 0,20% | 95% N N

mésicld do 102 let
(3]

vird

Papillomaviridae

Adenoviridae

() Popgeorgiev et al. (2013) — Z krevni plazmy od 20 zdravych jedinch bylo ziskano po sekvenovani 20 238 &teni, ze kterych 14,7 % nebylo indentifikovano.
13 701 (67,7 %) ¢teni naslo shodu s virovymi sekvencemi v databazi z nasledujicich ¢eledi: Anelloviridae, Circoviridae a Marseileviridae, a byly také nalezeny

sekvence faga A, jehoz hostitelem jsou enterobakterie. (N = neuvedeno)

@ Segura-Wang et al. (2018) — celkovy pocet &teni na vzorek &inil 703 242, ze kterych po kontrole kvality a filtraci zbylo 39,6 % na dalsi analyzu. Po odstranéni
lidskych, bakteridlnich a fungalnich ¢teni byly zbylé ¢teni porovnavany s virovou databdzi. Z celkového poctu sekvenci bylo 3,11 % virového pivodu. Byly
nalezeny tyto virové ¢eledi: Anelloviridae, Herpesviridae a Coronaviridae. (N = neuvedeno)

) Moustafa et al. (2017) — Podafilo se v nich najit 94 riiznych vird, z nichz nejast&ji zastupovali ¢eledi jako Herpesviridae, Polyomaviridae, Parvoviridae,
Anelloviridae a Papillomaviridae a v mensi mite Celedi Adenoviridae,a Flaviviridae. (N = neuvedeno)
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5.3 Studie viromu ve vzorcich ziskanych z dychacich cest

Neni jednoduché studovat virom dychacich cest. Ziskani vzorku muze byt nékdy
problematické, jako napt. u dolnich dychacich cest, které nejsou lehce ptistupné a nekdy je
zapotiebi pouzit invazivni metody pro ziskani vzorkt, jako je napt. bronchoalveolarni lavaz
(BAL) nebo-li vyplach prudusek a plicnich sklipkt (Wylie 2017). Naproti tomu stér z nosni

dutiny ¢i z krku nepfedstavuje dost reprezentativni vzorek.

Také ve vzorku BALu se vyskytuje mnozstvi lidskych bunék, proto pouzili ve studiu
Segura-Wang et al. (2018) postup, kde byl vzorek BALu po odebrani zcentrifugovan, pelet
resuspendovan v solném roztoku fosfatem pufrovanym (PBS) a pfefiltrovan ptes 0,45um filtr.
Dale bylo zapotiebi se zbavit volné DNA a RNA pomoci ribonukleazy A (RNasa) a
deoxyribonukleazy (DNasy) a po extrakci nukleovych kyselin byl vzorek pfipraven na
metagenomické sekvenovani. Nasofaryngedlni aspirat (vytér) byl ve studii Lysholm et al.

(2012) zpracovan podobnym zptsobem.

Ve studii viromu u jedinct, kteti podstoupili transplantaci plic, byl analyzovan vzorek
z BALu a nejabundantnéj$imi celedémi byly Herpesviridae, Anelloviridae a Coronaviridae a
bakteriofagy z celedi Myoviridae a Siphoviridae (Segura-Wang et al. 2018), stejn¢ jako ve

vzorcich krve u stejnych pacientd (viz. predchozi kapitola).

Studie, které pouzili k vyzkumu vzorky z nasofaryngedlniho aspirdtu od pacientl
s infekci dolnich dychacich cest, mély srovnatelné vysledky (Lysholm et al. 2012; Yang et al.

2011), nalezli béZné respiracni patogeny:

e Paramyxoviridae — obalené viry s linedrnim ssRNA(-) genomem. Lidsky respira¢ni
syncycialni virus (HRSV) patfil mezi nejvice abundantni viry.

e Picornaviridae — lidsky rhinovirus (HRV) byl dal$im hojné¢ zastoupenym virem.

e Ojedinéle byly také nalezeny sekvence lidského bocaviru (HBoV) z ¢eledi Parvoviridae
(viz. kapitola Studie viromu ze vzorku stolice) nebo polyomaviru z celedi
Polyomaviridae (neobalené viry sdsDNA genomem, nejrozsifencjSim lidskym

polyomavirem je MCPyV).

Virom z dychacich cest od zdravych pacientl v této kapitole neni porovnavan. Dvé ze

tii studii shrnuté v tabulce 3 uvadi pouhych 5 % a 6,8 % sekvenci, které nebyly schopny
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vV

identifikovat. V tomto ohledu se zda, ze nejt¢zSim vzorkem pro identifikaci
metagenomickych dat je vzorek stolice. I pfes snahy o odfiltrovani bun¢k bylo mnozstvi

sekvenci identifikovano jako lidskd DNA.
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Tabulka 3: Porovnani tfi studii viromu ve vzorku pochazejiciho z dychacich cest (Segura-Wang et al. 2018; Lysholm et al. 2012; Yang et al.
2011)

% nevirovych sekvenci
kovy podet sekvence neznaméeho
celkovy poce .
o . pocet Y p' % virowych i puvodu (nebyl . .
charakteristika celkovy pocet ., nalezenych e ostatni (houby, e nejvyskytovanéjsi
typ vzorku X virovych o ¢teni (z toho ] o ) 2" nalezen protéjiek v L ]
kohorty sekvenci L virovych . o | bakterie| lidské rostliny, savdi . o virove celedi
cteni . ) bakteriofagu) databazi pouiité k
druhid/rodin sekvence, atd..) ] .
identifikaci)
210 pacientd s Paramyxoviridae
infekci dolnich
dychacich cest 703 790 110931 39 druhd 15% 9% 60% 11% 5% Orthomyxoviridae
s aduiici
nasofaryn- vyzaauie " i iri
gealni hospitalizaci | Picornaviridae
3SPIrEt | 16 détiod 2 mésica | PTU™- 37 ] -
. miliond > 100 druhd Parvoviridae
do 10 let 5 akutni . .
] . i sekvenci, 2,9 N (89 druhd 0,05% 1% 91,6% 0,5% 6,8%
infekci dolnich cest o £ ich)
. . miliona Agovyc Hovirid
dvch h (2) lAnelloviridae
yenacic validnich/vzorek
. 703 242 Coronaviridae
15 pacientu L.
BAL podstupujici Epmnje;w N N 3,11% 11% 37,2% D,36% N Adenoviridae
Lo ) poce
transplantaciplic® | _ ©
cteni/vzorek) Herpesviridae

() Lysholm et al. (2012) — Z celkovych 703 790 &teni bylo 15 % virového piivodu. Ve virovych sekvencich identifikovali 39 druhii virt, které byly
klasifikovany do n¢kolika ¢eledi: Paramyxoviridae, Picornaviridae a Orthomyxoviridae. 60 % sekvenci mélo ptivod v lidské DNA, 9 % sekvenci bylo
bakterialnich a 5 % se nepodafilo identifikovat.

@ Yang et al. (2011) — Primé&rné bylo ziskano 2,9 milioni validnich sekvenci na vzorek. VétSina sekvenci (91,6 %) méla piivod v lidském genomu, pouze 1 %
sekvenci bylo z bakterialniho genomu a 0,05 % z virového. 6,8 % z validnich sekvenci neni znamého ptvodu. Identifikované viry patii do Celedi:
Pneumoviridae, Picornaviridae, Orthomyxoviridae, Adenoviridae, Paramyxoviridae, Parvoviridae a Herpesviridae. (N = neuvedeno);

® Segura-Wang et al. (2018) — Ze vSech &teni se podafilo identifikovat sekvence liského (37,2 %), bakterialniho (11 %) a virového plivodu (3,11 %) a byly
identifikovany tyt virove Celedi: Anelloviridae, Herpesviridae, Coronaviridae a Picornaviridae. (N = neuvedeno)
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6. Identifikace novych virovych genomii z metagenomickych dat

6.1 Ziskani celého virového genomu z metagenomu

Ziskat cely virovy genom z metagenomickych dat mize byt technicky a ¢asoveé narocné 1
pro znamé virové genomy (vyzaduje vétSinou dosekvenovani mezer Sangerovym
sekvenovanim, obrazek 7). U nezndmych virti nebo velmi odlisnych variant je nutné ke slozeni
genomu pouzit dal$i bioinformatické strategie, které se Casto lisi podle typu vzorku i viru.
Pfitom je ziskani celého genomu vétSinou zasadni pro identifikaci jeho cteni ve vzorku

(Obrazek 8). Smits et al. (2015) dé€li tyto strategie do ¢ty nasledujicich krokd.

1 5.0‘00 ID‘.ODO 15.?00 :D.‘ODU '_‘S.DlUU JCI.O‘DO JS.SOIZ‘
Konsensus

8
Rkt Ol -l“l. i llh-. ih i l a I‘il n a a ] 1 A R (] l
1 5.000 10.000 15,000 20,000 25,000 33.802
Ce KF268119 W B Ty J— L1 gene L2 gene L3 gene E.. L4 gene — T =y e
TS ] [E3 gene 5
™, — L3 CDS E.lL4... L
E. E2B CDS *

Obrazek 7: Genom adenoviru, v fadku ,,Pokryti* modré mista zobrazuji pokryti referen¢ni sekvence,
kde modra neni, tam je mezera. Material laboratofe molekularni genetiky (2.LF UK).

60 —
40
i
) —M
DRV

RFFRV PNV

éteni (%)

v

Obrazek 8: Porovnani procent identifikovanych ¢teni pfed (Cervené sloupce) a po sestaveni celého
genomu (modré sloupce). DRV — delfini rhabdovirus, RFFRV — fekalni rhabdovirus lisky obecné, PNV
— nidovirus krajt, upraveno podle (Smits et al. 2015)
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»Assembly*“: je prvnim krokem k nalezeni virového genomu. Jednd se o skladéani
kratkych fragmentti do vétsich celkti = kontigti, po kterém nésleduje jejich identifikace.
Soucasné pouzivané programy nejsou pivodné navrzeny pro vysoce diverzni virové
genomy a neumgji pracovat s nerovnomérnym pokrytim (Smits et al. 2015). Proto, i
kdyz je cely virus ve vzorku ptitomny ve velké kvantité, vysledkem de novo ,,assembly*
je spousta kratkych kontigi. Efektivnim zptisobem, jak zvysit Sanci na slozeni co
nejdelSiho kontigu je opakované skladdani (,.iterative assembly*), kdy se opakovanym
skladanim prodluzuje kontig na jeho obou koncich, pfi¢emz je v kazdém kroku mozné
pouzit jiné parametry pro skladani (Smits et al. 2015). VétSinou se také nehledi na velké
pokryti. Je také dobré, pokud zndme sekvence hostitelského genomu a cilovy virus neni
endogenni, Ze mohou byt hostitelské ¢teni pred skladanim odecteny, coz mize zvysit
délku virovych kontigti (Daly et al. 2015). Vhodnymi programy opakovaného skladéani
jsou napiiklad PRICE (z anglického ,,Paired-read iterative contig extension®), ktery je
zéavisly na kontigu nebo Cteni se sekvenéni podobnosti ke zndmému viru (Ruby, Bellare,
et DeRisi 2013), program IVA (z anglického ,,Iterative virus assembler*) byl vytvoren
pro viry s RNA genomy (Hunt et al. 2015) nebo OLC (z anglického ,,Overlap-layout-
consensus), ktery se pouziva pro dlouha ¢teni generované napiiklad sekvenatory firmy

Roche.

Identifikace ,,seed“: cilem tohoto kroku je identifikovat alespon jeden fragment, ktery
pochazi z cilového viru, na zakladé sekvencni podobnosti se zndmym virem (Smits et
al. 2015). K tomuto je nejvhodnéjsi algoritmus BLAST a databdze zndmych virti.
Prodluzovanim nebo zafazenim tohoto fragmentu do prodluzujiciho se kontigu je
mozné odtud odvodit identitu viru. Pokud neexistuje identifikovatelny fragment, pak se
1ze zaméfit na délku kontigu ¢i pocet Cteni, ze kterého se sklada. Napovi také znaky pro

cirkularni genom.

Klastrovani segmenti ¢i spojovani fragmentii jednoho genomu: existuji zpisoby
jak identifikovat, Ze nespojené kontigy, které uz se dale neprodluzuji, pochéazi z jednoho
virového genomu. Tyto zpusoby se také hodi pro viry se segmentovanym genomem,
kdy je nutné identifikovat, ze vSechny tyto segmenty pochdzi z jednoho viru. Jednim z
nich je hledani opakujicich se sekvenénich motivi, jako jsou naptiklad misto zacatku
mitochondridlni RNA (mRNA) a polyadenylovy konec (fad Mononegavirales),
»leader* sekvence nebo sekvence regulace transkripce (fad Nidovirales). Vyznamnym
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a velmi pouzivanym zplisobem je také analyza spolecného vyskytu kontigi (,,co-
occurance analysis® nebo také ,,coverage profile binning“, Obrazek 9) nebo k-mer

profilovani, které tfidi sekvence podle frekvence k-merti (Smits et al. 2015).

vzorky l

T Ty T oI

T kontigy
Obrazek 9: Priklad analyzy spolecného vyskytu. Horizontalné jsou sefazeny kontigy a vertikalné
jednotlivé vzorky. Cim je pole ervengjsi, tim vice ¢teni kontigu ve vzorku bylo. Predpoklada se, Ze
stejné silné kontigy, vyskytujici se spole¢n¢ v jednom nebo vice vzorcich (Zluté vyznacené oblasti) by
mohly znamenat, ze pochazi ze stejného organismu (napi. viru). Material laboratofe molekularni
genetiky (2.LF UK).

e Finalizace genomii: nakonec je potfeba sefadit kontigy tak, aby jejich kodujici
sekvence odpovidaly potfadi genil v genomu, tzn. vytvofit pfesahy mezi kontigy. K tomu
lze kombinovat riizné typy bioinformatického skladani (,,assembly* a ,,alignment®).
Nekteré kontigy mohou mit chyby na svych koncich, a proto je nelze dale prodluzovat,

¢1 pifadit k jinému kontigu. Toto se d4 napravit ipravou konct kontigi

6.2 Priklady nalezeni nového viru z metagenomickych dat
6.2.1 Novy pikornavirus asociovany s gastroenteritidou

Skupiné L. Li et al. (2009) se podafilo identifikovat novy pikornavirus pii analyze virovych
sekvenci (z 95 vzorka stolice od déti trpicich nonpolio akutni chabou obrnou) pomoci
sekvenéné nezavislé PCR amplifikace, pyrosekvenovani a vyhledavani sekvenéni podobnosti.
Nasledna asociace s gastroenteritidou se ukézala po testovani ptitomnosti tohoto viru v dalSich

vzorcich riznych populaci.
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Kontigy dvou pacientii obsahovaly individudlni sekvencni ¢teni, které byly vzdalené
ptibuzné k sekvencim aichi viru (rod Kobuvirus, Celed’ Picornaviridae) a byly docasné
pojmenovany jako salivirus (stool Aichi-like virus). Pouzitim PCR spojenou s reverzni
transkripci (RT-PCR) byly propojeny mezery mezi virovymi fragmenty slozenymi z NGS dat,
primery k tomu navrzené byly podle konzervovanych oblasti hovéziho, praseciho a lidského
kobuviru. Genom objeveného viru koédoval prekursor domnélého polyproteinu z 2374
aminokyselin, 5" nepfekladanou oblast (UTR) a 3" UTR (Obrazek 10). Porovnanim saliviru
s ostatnimi pikornaviry se zjistilo, Ze ma nejvétsi sekvencni podobnost s aichi virem:
aminokyselinova podobnost P1, P2 a P3 oblasti byla 42,6 %, 35,2 % a 44,6 %. Aby mohl byt
soucasti rodu z pikornaviri, mél by mit podobnost P1, P2 a P3 oblasti 40 %, >40 % a >50 %,

je tedy salivirus na hranici mezi novym rodem a vysoce odliSnym druhem v rod¢ Kobuvirus.

3A3B
IRES
L VPO VP3 VP1 |2A (2B 2C 3C 3D AAA
114aa 224aa 119aa 346aa 29aa 474aa
367aa 276aa 153aa 77aa 195aa
P1 ) P2 ) P3

5’'UTR ORF JUTR
(709 bp) (7125 bp) (148bp)

Obrazek 10: Organizace genomu lidského saliviru (L. Li et al. 2009)

6.2.2 Novy lidsky papillomavirus asociovany s febrilnim respiraénim onemocnénim

Pomoci metagenomického ptistupu se podatilo Mokili et al. (2013) identifikovat novy typ
lidského papillomaviru (HPV) u pacientd s febrilnim respiratnim onemocnénim.
Z nasalfaryngealnich a orofaryngealnich stérti bylo celkem ziské&no ptes 2 miliony ¢teni, z nichz
bylo 92 % sekvenci neznamého plvodu, které byly déale analyzovany. Pomoci vlastniho
pocitacového skriptu vybrali ty kontigy, které byly cirkuldrni (na zékladé¢ podobnosti mezi
ptesahujicimi fragmenty na 5" a 3" koncich). DNA cirkulérni strukturu mélo 193 z 2075 kontigl
(9,3 %). ProtoZze kromé& mnoha virt také i1 bakterialni plasmidy jsou cirkularni, musely byt od
sebe rozliSeny. Plasmidy maji charakteristicky znak — pocatek replikace, pomoci kterého
mohou byt rozpoznany od virti, u kterych se tyto znaky vyskytuji jen zfidka. Zadny takovyto
znak vSak nebyl nalezen, a tak byly dale tyto kontigy analyzovany pomoci algoritmu tBLASTx

s velmi relaxovanou E hodnotou (urcuje ptesnost identifikace) pro urceni taxonomie.

24



Kontig o délce 7299 bp mél znacnou podobnost k HPV sekvencim a byl pojmenovan jako
HPV_SD2. Jeho genom zahrnuje sedm otevienych Ctecich rdmct (produkty L2, L1, E6, E7,
El, E2 a E4) stejné jako maji diive popsané lidské papillomaviry. Fylogeneticka analyza celého

genomu a L1 genu ukazala, ze HPV_SD2 je vzdalen¢ piibuzny gamma papillomaviru.

6.2.3 Objev vysoce abundantniho bakteriofaga

Vyznamny objev ucinila skupina Dutilh et al. (2014), ktefi objevili nového bakteriofaga
reanalyzou sekvenci ziskanych diivéjSim metagenickym sekvenovanim stolice (Reyes et al.
2010). Celkem sekvenovali 12 stolic zdravych subjektii. Novym piistupem bylo kombinovat
¢teni vSech vzorkl najednou, pouzit tzv. ,,cross-assembly” (Dutilh et al. 2012). Z virovych
metagenomu bylo diky de novo ,.cross-assembly* ziskano 7 584 vyslednych kontigii, nacez
jeden z kontigii obsahoval ¢teni od vSech 12-ti jedincii. Mezi timto kontigem a ostatnimi
kontigy bylo vypocitdno Spearmanovo korelacni skore, jehoz vysledkem bylo, Ze spousta
kontigh ma velmi podobné struktury a mohly by tedy mit podobny vyskyt v origindlnich
vzorcich. Dale kontigy porovnavali s vefejné dostupnymi databazemi sekvenci a byly nalezeny
shody mezi 1 591 kontigy a sekvencemi v databdzi Genbank. Sekvence, kterd se s témito
sekvencemi kontiglh shodovala nej¢astéji, pochdzela z naprosto nesouvisejiciho sekvenovani
metagenomu stolice. Z toho vyplynulo, Ze se jedna o kontigy né€eho, co se nachazi ve stolici

velmi Casto napfic subjekty.

Dutilh et al. (2014) ziskali nasledné genom nového bakteriofaga dlouhy cca 97 kbp
(Obrazek 11), ktery byl cirkularni a tohoto faga nazvali podle pouzité metodiky crAssfag
(crAssphage). Podle pfitomnosti otevienych ¢tecich ramct (ORFs) urc€ili kodujici oblasti a jako
kontrolu, ze doslo ke spravnému sloZeni sekvenci bioinformatickym zpisobem nasledné cely

genom piesekvenovali pomoci specifickych primert a Sangerova sekvenovani.

Kromé toho se pokusili urcit hostitele tohoto fdga pomoci analyzy spole¢ného vyskytu
s riznymi stfevnimi bakteriemi, hledanim homologie a identifikace CRISPR (z anglického
,»Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats®) ,,spacers®. Z téchto analyz
vyslo, ze hostitelem crAssphaga jsou pravdépodobné bakterie rodu Bacteroides. Toto tvrzeni

se ale zatim nepodatilo nikomu prokézat laboratorné.
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Obrazek 11: Schématické zobrazeni cirkularniho genomu crAssfdga, upraveno podle (Dutilh et al.

2014)

26



7. Bioinformatické nastroje k identifikaci sekvenci

Ne vSechny vyzkumné tymy se chtéji zabyvat skladanim novych virovych genomt. VEtsingé

staci informace, jaky je obsah znamych mikroorganisma v ziskanych sekvencich. Také zde

vSak existuji rizné pristupy, jak tyto sekvence identifikovat, 1ze k tomu pouzit nukleotidové ¢i

proteinové databaze, databaze vybranych patogent ¢i vesSkerych dostupnych sekvenci.

Zptsobem analyzy mizeme zvySovat mnozstvi identifikovanych sekvenci (sensitivu), ale

pritom snizovat rychlost dosazeni vysledku, ktera je vSak duilezitd pro pozdéjsi pouziti NGS

v klinické praxi. Nize jsou uvedeny ptiklady vybranych dostupnych bioinformatickych

nastrojil, které umoznuji automatickou analyzu dat z metagenomického sekvenovani:

SURPI (z anglického ,Sequence-based ultrarapid pathogen identification®):
bioinformaticky nastroj navrzeny skupinou Naccache et al. (2014) k vyuziti v klinické
diagnostice. SURPI dokéze detekovat viry a bakterie z 7-500 milion ¢teni béhem 11
minut aZz 16 hodin, podle typu zvolené analyzy. Schéma tohoto nastroje je shrnuto
v priloze €. 1. Nastroj pracuje s dosud nezpracovanymi ¢tenimi, ze kterych jsou nejprve
odstranény adaptéry a sekvence s nizkou kvalitou a komplexitou (Naccache et al. 2014).
Nasledné jsou odecteny lidské sekvence a pro zbyla Cteni existuji dva typy analyz:
rychlé a Giplna. Pii rychlé analyze jsou pouZity pouze nukleotidové databaze virovych
a bakteridlnich sekvenci. Pfi uplné analyze jsou nejprve ¢teni srovndvany se vSemi
nukleotidovymi sekvencemi v NCBI a jsou identifikovany nejen viry a bakterie, ale 1
houby a paraziti. Cteni, které nebyly identifikovany jsou nasledné poskladany de novo
do kontigti, translatovany do sekvence proteinu a identifikovany pomoci proteinové
databaze. Timto zplsobem je mozné odhalit i novou variantu viru. Nastroj SURPI
vyuziva k identifikaci databdzi NCBI a vlastni programy pro alignment sekvenci

(vyhledava shodu). Praktickou nevyhodu zatim pfedstavuje nutnost instalace na serveru.

Taxonomer: dal$i néstroj, ktery umoziiuje velmi rychlou analyzu metagenomickych
sekvenci navrhli Flygare et al. (2016) a jeho nazev je Taxonomer. Kromé¢ identifikace
¢teni umoziuje také identifikovat odpoveéd’ hostitelského organismu na né¢ — mRNA
profilovani. Schéma je shrnuto v priloze €. 2. Je rozdélen do 4 modult, které identifiku;i

¢teni pomoci k-mert:
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1. ,,Binner*: tfidi sekvence DNA/RNA do $irSich taxonomickych skupin — hostitelské
a mikrobidlni sekvence (viry, bakterie a houby, ale také nezndmé sekvence, Spatné
zaraditelné sekvence a sekvence patogenti vybranych uzivatelem).

2. ,,Classifier: klasifikuje jak hostitelskou mRNA pomoci databaze genti, tak geny
bakterii a hub. Ke klasifikaci se pouzivaji nukleotidové sekvence.

3. ,,Protonomer*: tfidi sekvence virti a neznamé sekvence pomoci proteinové databaze
(Uniprot), ktera obsahuje proteinové produkty gent.

4. ,Afterburner: zvysuje senzitivitu k identifikaci vzdalené¢ homolognich virovych

proteini.

RIEMS (z anglického ,,Reliable information extraction from metagenomic sequence
dataset®): tento nastroj pro analyzu metagenomickych dat vyvinuli Scheuch, Hoper, et
Beer (2015) a je rozd¢€len na zékladni analyzu (,,Basic analysis®) a naslednou analyzu
(,,Further analysis®), schéma je shrnuto v priloze €. 3. Pti zakladni analyze dochézi
nejprve k identifikaci pozadi vzorku (hostitelské sekvence), ze zbyvajicich dat potom
k identifikaci hojné zastoupenych druht (viry, bakterie, eukaryota) a nakonec analyza
pomoci BLASTu se snizujicimi se naroky na ptfesné urCeni. Nasledna analyza
zpracovava vSechny neklasifikované sekvence ze zékladni analyzy. Nejprve dodate¢né
porovndva neznadma c¢teni v nukleotidové databazi, a pokud zlstanou néjaké sekvence
neklasifikovany, tak jsou prevedeny do aminokyselinové sekvence a porovnavany

v proteinové databazi.

MG-RAST (z anglického ,Metagenomic rapid annotation using subsystems
technology*): slouzi jako vefejny zdroj pro analyzu a anotaci dat po metagenomickém

sekvenovani (Meyer et al. 2008) a také vefejny zdroj dat. Jeho vyhodou je prace na

webovém rozhrani (www.mg-rast.org). Dokaze automaticky zpracovat sekvence ptimo
ze sekvenatoru. K identifikaci vyuziva nukleotidové databaze, databaze proteind, ale
také vefejné databaze sekvenci 16S ribosomalni DNA (rDNA) k ureni taxonomie

bakterii, databazi mobilnich elementi a jiné.
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8. Zavér

Tato prace shrnuje vSechny dulezité aspekty, které maji vliv na identifikaci virt

v sekvencich vzniklych po NGS.

Jsou zde uvedeny zplsoby sekvenovani viromt, jejich vyhody (identifikace viru ve vzorku,
kvantifikace viru) a limitace (viry nemaji zadny spolecny gen jako maji napt. bakterie gen pro
16S rRNA). Prikladem je sekvenovani pomoci ndhodnych fragmentl nebo sekvenovani

s vyuzitim hybridiza¢nich sond.

Porovnanim studii viromu z rGznych vzorkll vyplyva, Ze mnozstvi ziskanych virovych
sekvenci také zélezi na tom, jaky byl vychozi vzorek a jak byl zpracovan. V sekvenci
nalezenych ve zdravé stolici pfevazuji hlavné bakterialni a virové jsou v mensing. V krvi (i ve
vzorcich z dychacich cest) se nachazi velké mnozstvi lidskych buné€k, ale pokud se analyzuje
krevni plazma, Sance na zachyceni virovych sekvenci roste. Ve vSech vzorcich rtznych
vyzkumnych skupin bylo nalezeno zna¢né mnozstvi anellovirQ, jejichz vyznam neni dosud
jasny. VSechny typy vzorkd obsahovaly mén¢ i vice sekvenci neznamého ptvodu a je tedy

mozné, ze se v nich vyskytuji sekvence neobjevenych vira.

Posledni a ziejmé nejtézsi Casti pii objevovani nového viru je vlastni bioinformatické
zpracovani metagenomickych dat. Tyto zplisoby se mohou velmi liSit podle povahy virového
genomu, jak je ukdzano na ptikladech objeveni novych virti (crAssphagu, nového lidského
papillomaviru nebo nového pikornaviru). Pro rychlé zpracovani dat mize pomoci velké

mnozstvi dostupnych nastroji.

Dodnes bylo objeveno pouze malé procento virti (hlavné bakteirofagli) a je mozné, ze dosud
neobjevené viry zpusobuji rizna dal§i onemocnéni nejen u lidi, ale i u zvifat a rostlin. Je tedy
zapotiebi zdokonaleni metod jejich detekce a charakterizace, cozZ miize vést k nalezeni zpisobu

1é¢eni takovych onemocnéni.
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