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Abstrakt

Nekteré druhy paraziti véetné helminti mohou v hostiteli inhibovat karcinogenezi.
Protinadorovy efekt byl v minulosti prokdzan u tasemnic Taenia crassiceps a Echinococcus
granulosus, u kterych byly identifikovany geny souvisejici s regresi rakoviny. V ramci
vyzkumu Helmintologické laboratote katedry Parazitologie Pif UK byl zjistén efekt suprese
melanomu u tasemnici Mesocestoides corti, avSsak mechanismus uc¢inku zatim zustava
neznamy. Pro navazujici vyzkum bylo dilezité ziskat komplexni molekularni data v podobé
transkriptomu vyvojovych stadii M. corti. Tato prace se zabyva studiem transkriptomického
profilu tasemnice M. corti a rozdilem v genové expresi u tasemnic kultivovanych in vitro
a v mysSich hostitelich (inbredni a outbredni kmen) pomoci metody RNA-seq. Cilem bylo
nalézt upregulované transkripty tasemnic v mySich hostitelich, které by mohly mit
potencialni vliv na regresi rakoviny. Byla provedena analyza diferencidlni genové exprese,
ze které vyplyva, ze tasemnice v mySich hostitelich (bez ohledu na kmen) maji vice
upregulovanych transkripti nez tasemnice kultivované in vitro. Analyzou vysoce
upregulovanych transkriptii tasemnic v mySich hostitelich bylo identifikovano nékolik
transkriptt, které byly zminény ve védeckych ¢lancich jako mozné supresory rakoviny. Mezi
n¢ patii naptiklad KATNAI, PTPRJ, ZC3HI14 a CD148. Analyza genového obohaceni (gene
enrichment analysis) ukézala, Ze vétSina upregulovanych drah u tasemnic v mySich
hostitelich souvisi s metabolismem. Naproti tomu u tasemnic kultivovanych in vitro souvisi
nejvice upregulované drdhy s bunénymi, environmentalnimi a genetickymi procesy.
Studium protirakovinného efektu tasemnic a jeho pochopeni na molekularni Grovni miize

vyrazn¢ pomoci v budoucim vyzkumu 1é¢by nadorovych onemocnéni.

Kli¢ova slova: transkriptom, diferencialni genova exprese, rakovina, bioinformaticka

analyza, tasemnice, Mesocestoides corti



Abstract

Some species of parasites, including helminths, can inhibit carcinogenesis in their hosts.
The antitumoral effect has been discovered in the tapeworms Taenia crassiceps
and Echinococcus granulosus, which genes associated with cancer regression have been
identified. The effect of melanoma suppression has also been observed in tapeworm
Mesocestoides corti by the Laboratory of Helminthology, Department of Parasitology,
Faculty of Science, Charles University, however the mechanism-of-action, remains
unknown. For the upcoming research it was essential to have the complex molecular data
such as transcriptome of the developmental stage s of M. corti. This work is focused
on the transcriptomic profiling of the tapeworm M. corti and the differential gene expression
in two different strains of murine hosts (inbred and outbred) using the RNA-Seq. The main
goal was to identify upregulated transcripts in the tapeworms from the murine hosts
that could have a potential effect on cancer regression. Differential gene expression analysis
was performed, and the results showed that tapeworms in murine hosts (regardless of strain)
had more upregulated transcripts than tapeworms cultured in vitro. Analysis of highly
upregulated transcripts in the tapeworms that were grown in the murine hosts identified
several transcripts that have been previously described as potential tumor suppressors. Some
of these proteins/genes include: KATNAT1, PTPRJ, ZC3H14 and CD148. On the other hand,
in in vitro cultured tapeworms, the most upregulated pathways are related to cellular,
environmental, and genetic processes. Studying of the anticancer effect of tapeworms
and understanding the molecular mechanisms could significantly help in further research of

the cancer treatment.

Keywords: transcriptome, differential gene expression, cancer, bioinformatics analysis,
tapeworm, Mesocestoides corti
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Slovnik pouzitych pojmu

Adaptéry Kratké sekvencné specifické oligonukleotidové sekvence,
pfipojené k fragmentim nukleové kyseliny, kterd bude
sekvenovana. Poskytuji vazebné misto pro primery pfi

amplifikaci
Assembly Slozeni sekvenacnich readi do delSich usekl na zdklad¢ jejich
piekryvu
RNA-Seq read Zdznam sekvence nukleotidi ziskanych z RNA-Seq sekvenacnich
platforem

e Single-end ready — sekvena¢ni ready pochéazi zjednoho
konce fragmentu
e Paired-end ready — sekvenacni ready pochazi z obou konct

stejného fragmentu
Referenéni Sekvence genomu, ktera mize byt pouzita pro mapovani
genom vstupnich readt pro naslednou analyzu

Referencni Celkovy soubor syntetizované RNA (pfedev§im mRNA a
transkriptom nekddujici RNA) ptitomné v dané bunce za urcitych podminek
v uréitém case



1 Uvod a cile prace

Paraziti¢ti helminti infikuji miliony lidi po celém svété. Tito parazité mohou byt
puvodci nékolika typd rakoviny (karcinom mocového méchyte, cholangiokarcinom,
kolorektalni hepatoceluldrni karcinom a spinocelularni karcinom). Novodobé studie vSak
poukazuji na to, ze infekce parazitem mohou vést ke zpomaleni nékterych druht
rakovinotvornych bujeni ¢i k Gplné regresi rakoviny. Piesné mechanismy ovlivnéni rakoviny
vSak nejsou zcela zndmé. Parazit miize vyvolat protirakovinny ucinek sekreci specifickych
molekul nebo aktivaci imunitni odpovédi hostitele. Studium protinadorové aktivity muze

vést k novym zpisobiim 1é¢by nadorovych onemocnéni.

Protinddorovéa aktivita byla prokdzana u tasemnice Echinococcus granulosus, u které
byl nalezen napiiklad protein EgKI-I, ktery je schopen piimo zabijet rakovinné bunky
(Ranasinghe a McManus 2018). Tato prace se zabyva transkriptomickou analyzou
vyvojového stadia tasemnice Mesocestoides corti a vlivem prostiedi na genovou expresi.
Mesocestoides corti na rozdil od jinych druhii tasemnic neni vysoce patogenni pro ¢lovéka,

coz umoznuje bezpec¢nou laboratorni manipulaci.

Literarni ivod prace je zaméfen predevSim na zpracovani a analyzu RNA-Seq dat
ziskanych ze sekvenac¢ni platformy Illumina, protoze v porovnani s ostatnimi sekvena¢nimi
platformami ma relativné nizkou miru chyb sekvenovani a nabizi vétsi hloubku sekvenovani,
coz umoznuje detekci malo exprimovanych transkriptii (Chu a Corey 2012). Dalsi vyhodou
je1niz$i cena za sekvenovani oproti jinym sekvenac¢nim platformam a pomoci této platformy

byly sekvenovany data pro praktickou ¢ast prace.
Cile diplomové prace:

e Shrnuti jednotlivych krokii analyzy diferencialni genové exprese s priklady
dostupnych softwart.

e Analyza transkriptomu vyvojového stadia tasemnice M. corti kultivované
in vitro a ve dvou kmenech mysich hostiteld (inbredni, outbredni).

¢ Diferencidlni genova analyza a s ohledem na vliv prostiedi na genovou expresi.

e Analyza genového obohaceni biologickych drah (gene enrichment analysis).

e Analyza diferencidlné exprimovanych geni zaméfend na geny s moznou

supresorovou aktivitou vici rakoving.



2 Literarni prehled

2.1 Parazit jako supresor rakoviny

Parazité a lidé spolu koexistuji jiz miliony let. Rada druh®i parazitii jsou zndmymi
puvodci rakoviny u savct. Novodobé studie vSak poukazuji na to, Ze nékteré druhy parazitii
vcetné helmintli mohou vyvolat protinddorové u¢inky v hostitelském organismu (7ab. 2).
Helminti jsou také soucasti hygienické hypotézy. Ta v piivodni podobé poskytuje vysvétleni
nariistu alergickych a autoimunitnich onemocnéni v ekonomicky vyspélych zapadnich
statech ve 20. stoleti, kde nejsou déti v raném détstvi tolik vystaveni ur¢itym typtim patogenti
(Strachan 1989). Rozsifeni této hypotézy spociva vtom, Ze jedinci vystaveni infekci
helminti maji nizsi sklon k alergiim, astmatu, autoimunitnim chorobam a rakoviné (Finlay

et al. 2014).

Rakovina je stav, kdy se buiiky abnormalné¢ déli a mohou napadat i jiné tkané. Tyto
bunky maji vyvinuté mechanismy, pomoci kterych se vyhybaji supresoriim ristu, odolavaji
bunécné smrti, udrzuji proliferativni signalizaci, maji replikacni nesmrtelnost a dalsi
(Callejas et al. 2018). Rlizné znaky rakoviny mohou byt ovlivnény parazity a jejich produkty
(Obr. 1). Protirakovinné mechanismy indukované parazity, nejsou zcela prozkoumany, ale
mohlo by se jednat o prezentaci béznych antigenti, zvySeni vrozené nebo ziskané imunity

nebo indukce angiogeneze (Darani a Yousefi 2012).



Makrofégy a

Zastaveni bunééného cyklu Chemokiny

E. granulosus

T. spiralis
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-
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odpovéd' a odpovéd’
typu Thl

Obr. 1: Paraziti a jejich potenciilni Gcinek na charakteristicky mechanismus rakoviny (Callejas et al. 2018,
upraveno). Toxoplasma gondii a Trypanosoma cruzi maji protinadorovy Gcinek na nékteré typy rakovinnych bunék
prostiednictvim indukce angiogeneze, reaktivace imunitni odpovédi a indukce apoptdzy. Taenia crassiceps ma
schopnost regulovat zanétlivou reakci podporujici nador. Echinococcus granulosus ma vice protirakovinnych
mechanismi jako je reaktivace imunitni odpovédi a antiproliferativni ti¢inek na nadorové buiiky a spolecné
s Trichinellou spiralis reguluji aktivaci invaze a metastaze.

Helminti se fadi mezi skupinu organismd, které mohou karcinogenezi inhibovat, nebo
vyvolavat. Potvrzené druhy karcinogennich helmintii (7ab. 1) vyvolavaji rakovinu pomoci
ne zcela objasnénych mechanism, jejichz hlavnim rysem je chronickd zanétliva odpovéd’
hostitele (Vennervald a Polman 2009). V tuto chvili je znamo nékolik helminth
s prokazanymi protinadorovymi aktivitami (7ab. 2). Protinadorova aktivita muze byt pfima
pomoci helmintem uvoliiovanych molekul nebo neptimd, kterd je vysledkem adaptivni
imunity generované proti specifickym parazitickym antigenim. Tyto nové poznatky mohou

pomoci k vyvinuti novych zpiisobl 1é€by rakoviny pomoci imunoterapie.



Tab. 1: Priklady jednozna¢nych karcinogennich helminti podle IARC (Benamrouz et al. 2012, upraveno).

Parazit Druh rakoviny

Clonorchis sinensis

Opisthorchis

viverrini

Schistosoma

haematobium méchyie

Cholangiokarcinom  Ptimé fyzické poskozeni a

Cholangiokarcinom

Karcinom moc¢ového

Mechanismus piisobeni Zdroj
(Parkin 2006)
chemické podrazdéni
zlu¢ovodu a okolnich
jaternich tkani
Ptimé fyzické poskozeni (Parkin 2006)

Zlu¢ovodu a chemické
podrazdéni,
imunopatologie
v dusledku zanétu

Nejasny (mozné
chronické podrazdéni
mocového méchyte)

(Vennervald a
Polman 2009)

Tab. 2: Paraziti a jejich pravdépodobna protinadorova aktivita. (Callejas et al. 2018, upraveno)

Druh rakovin
Karcinom prsu a
kolorektalni
karcinom
Fibrosarkom

Parazit
Echinococcus
granulosus

Kolorektalni
karcinom spojeny
s nespecifickymi
stifevnimi zanéty
Melanom

Taenia crassiceps

Toxoplasma gondii
Fibrosarkom
Melanom a karcinom

plic

Melanom

Trichinella spiralis

Bunééna linie
lidského hepatomu
(HT402) a lidské
chronické myeloidni
leukémie (K562)

Mechanismus pisobeni
Produkce protilatek pro
rozpoznavani nadorovych

Zdroj
(Berriel et al. 2013),
(Noya et al. 2013)

bun¢k
Neni znamo (Yousofi Darani et
al. 2012)
Snizeni rekrutovani (Leon-Cabrera et al.
zanétlivych monocytt a 2014)

zanétu v tlustém stieve

Aktivace CD8", NK (Baird et al. 2013)
bun¢k a exprese MHC-I a
MHC-II v APC
Zvyseni aktivity (Motamedi et al.
cytotoxickych T bunék 2009)
Potlaceni (Hunter et al. 2001),

neovaskularizace indukeci
hypoxie avaskularni
nekrozy
Redukce plicnich
metastaz prosttednictvim
CXCL9, CXCL10, IL-4,
CXCL1 a CXCL13
Zastaveni bunécného
cyklu v G1 nebo v S fazi

(Kim et al. 2007)

(Kang et al. 2013)

(Wang et al. 2009),
(Wang et al. 2013)



Karcinom prsu a
kolorektalni
karcinom
Experimentalni
adenokarcinom prsu

Karcinom prsu

Melanom

2.1.1 Mesocestoides corti (syn. M. vogae)

Aktivace CD4" a CD8*
bun¢k a produkce
protilatek proti
rakovinnym bunkam
Parazit pomaha odhalit
ptitomnost nadorovych
bunc¢k v imunitnim
systému
Inhibice proliferace a
migrace endotelidlnich
bunck
Rekombinantni protein
J18 indukuje apoptdézu
prostfednicim kaspazy 3

(Ubillos et al. 2016)

(Abello-Caceres et
al. 2016)

(Lopez et al. 2010)

(Atayde et al. 2008)

Mesocestoides corti je druh tasemnice patiici do tiidy Cestoda, ktera obsahuje ptes 3000

druhti stievnich parazitt infikujicich zejména savce véetné ¢lovéka. Zivotni cyklus (Obr. 2)

zahrnuje dvé larvalni stddia a dva mezihostitele. Prvnim mezihostitelem jsou pravdépodobné

zastupci Clenovce, ktetfi poziou vajicka s onkosférami a v jejich téle probihd vyvoj prvniho

larvalniho stadia cysticerkoidu. Druhé larvalni stadium tetrathyridium se vyviji v druhém

mezihostiteli, kterym miize byt maly savec, plaz, obojZivelnik ¢i ptak. Tetrathyridia jsou

vyznamné svym nepohlavnim rozmnozovanim pomoci bunééného dé€leni, diky némuz lze

snadno laboratorné studovat infekci larvalnimi stadii u mysi (Sileslucas a Hemphill 2002).

Definitnim hostitelem jsou zastupci masozravci, kde probihé proces strobilace neboli vyvoj

larvy v dospé€lce. Vyvinuta tasemnice se pomoci scolexu pfichyti k tenkému stievu (Saari et

al. 2019).



Obr. 2: Zivotni cyklus Mesocestoides corti (Saari et al. 2019). 1. Dospélec v tenkém stfevé definitniho hostitele
vylucujici zralé proglotidy, které jsou vylu¢ovany do prostiedi; 2. Vyloucené proglotidy s vajicky, vyvoj onkosféry;
3. Prvni mezihostitelé (Clenovci), vyvoj cysticerkoidu; 4. Vyvoj tetrathyridia (nepohlavni rozmnozovani) v druhém
mezihostiteli (plazi, obojzivelnici, drobni savci, ptaci); 5. Definitni hostitel (pes), ktery se nakazi pozfenim druhého
mezihostitele, proces strobilace (vyvoj larvy v dospélce).

Ve vhodnych kultiva¢nich podminkach lze pozorovat vyvoj larvy aZ do dospélce diky
¢emuz lze studovat komplexni zivotni cyklus, ktery je dulezity pro studium vztaha
mezi hostitelem a parazitem (Markoski et al. 2003). Dalsi vyhodou je i bezpecna laboratorni
manipulace, nebot’ je zde nizké riziko pfenosu parazita na ¢lovéka (Camargo de Lima et al.

2020).

K dispozici je osekvenovany referencni genom M. corti (Online zdroj €. 1), ktery byl
vytvoren jako soucast projektu 50 Helminth Genomes Project (Online zdroj €. 2). Z genomu
bylo odvozeno 22 265 transkriptii. Kvalita referen¢ni genomové assembly (Obr. 3) je
dostatecn¢ dobra pro provedeni procesu anotace. Na tomto organismu byl jiz studovéan
transkriptomicky profil dvou vyvojovych stadii (tetrathyridia a dospélce) pomoci RNA-Seq
(Basika et al. 2019) a identifikace a profilace mikroRNA dvou vyvojovych stadii
(tetrathyridia a dospélce) (Basika et al. 2016).



Velikost genomu 117 181 740 bp
Pocet kodujicich genu 14 704
Pocet nekodujicich geni 50
Pocet transkripti 22 265
Statistika scaffoldi Procentudlni zastoupeni para bazi
Délka vsech scaffoldd (celkem 117 Mb) I- GC (41.8 %)
I Nejdel3i scaffold (466.7 kb) AT (57.4%)

B Metrika NSO (65.9 kb)

N (0.8 %)
Metrika N90 (9.6 kb)

Obr. 3: Popis referen¢niho genomu organismu Mesocestoides corti (Online zdroj ¢. 1).

2.2 Bioinformatické zpracovani RNA-Seq dat

Sekvenovani RNA-Seq je metoda generujici velké mnozstvi RNA sekvenacnich dat,
kterou na rozdil od dfive hojné¢ vyuZivané metody microarrays (Murphy 2002) l1ze pouzit
1 pro detekci novych gent a izoforem pro jakykoliv organismus. Vyuziva se v celé fadé
analyz naptiklad analyza genové exprese, analyza alternativniho sestiihu, detekce genovych
fuzi a mnoho dalSich. Diky velkému mnozstvi aplikaci neexistuje univerzalni postup
zpracovani dat a univerzalni nastroje, které by byly vyuzitelné pro vSechny druhy analyz a

pro vSechny druhy organismt.

Jednou z aplikaci RNA-Seq je analyza diferencidlni genové exprese, kterd se pouziva
k identifikaci odlisné exprimovanych genil. Jedna se o kli¢ovy proces pro pochopeni zmén
fenotypt a vlastnosti bun¢k pfi onemocnéni ¢i pii odliSnych podminkach. Tato analyza
zahrnuje proces mapovani readii na referencni sekvenci (genom, transkriptom), kvantifikaci
namapovanych readii a detekci odlisné exprimovanych gent na zaklad¢ statistickych testi

(Obr. 4). K dispozici je fada softwarli a volba nejvhodnéjsiho softwaru zavisi predevsim
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na poctu replikatd, pouZzité sekvenacni technologii a slozitosti sekvenovaného organismu.
V nasledujicich podkapitolach jsou popsany jednotlivé kroky analyzy a je kladen diiraz

pfedevsim na softwary, které byly nasledné pouzity v praktické ¢asti prace.

* FastQC
* QuaCRS
* RSeQC

* Rcorrector
* Trimmomatic
* FASTX-Toolkit

* RSEM

Kvantifikace e Cufflinks
genove exprese R

* rQuant

) *DESeq2
Detekce odlisné | Cuffdiff

exprimovanych
genul

* edgeR
¢ limma

Obr. 4: Postup analyzy genové exprese s priklady nejcastéji pouzivanych softwari. Raw data
(nezpracovana) — kontrola kvality osekvenovanych readl; Predzpracovani readi — odstranéni adaptér a filtrovani
sekvenacnich chyb, které by mohly zkreslit celou analyzu; Kvantifikace genové exprese — na zaklad¢ procesu
mapovani readti na referencni sekvence jsou identifikovany Cetnosti jednotlivych genti nebo izoforem; Diferencialni
genova exprese — provedenti statistickych testl zalozenych na kvantifikaci genové exprese.

2.2.1 Kontrola kvality vstupnich dat

Kvalita nezpracovanych sekvenacnich dat odrézi spolehlivost vysledkii analyzy.
Pro kontrolu kvality sekvenacnich dat z platformy Illumina se nejcastéji pouziva program
FastQC (Online zdroj €. 3), ktery provadi kontroly kvality sekvenci, kontroluje obsah GC
part, pfitomnost adaptért a dalsi (Online zdroj €. 3). Program RSeQC (Wang et al. 2012) je
rozSiten o kontroly kvality specifické pro RNA-Seq data, jako je napt. kontrola hloubky
sekvenovani, distribuce readii a jednotnost pokryti (coverage uniformity)!. RNA-QC-chain
(Zhou et al. 2018) je software, ktery na rozdil od jinych nastrojii pro kontrolu kvality RNA-
Seq provadi i1 trimovéani readi, detekci kontaminace ribozomdlni RNA (rRNA) a

automatickou identifikaci readi pochazejicich z kontaminaci jinych organismt. Jednotlivé

! Jednotnost pokryti — metrika, kterd kontroluje rovnost distribuce readdi v cilovych sekvenénich oblastech,
pokud se ready primarné hromadi na 3 ‘konci transkriptti, znamena to nizkou kvalitu readd



kroky kontroly provadi bud’ postupné za sebou, nebo nezavisle na sob&, coZ umoziuje

moznost paralelizace, ¢imz je vyrazn¢ zvysena rychlost celého procesu (Zhou et al. 2018).

2.2.2 Predzpracovani sekvenac¢nich readi (Preprocessing)

Ptitomnost chyb sekvenovani, nekvalitnich a adaptérovych sekvenci zkresluje celkovy
prabéh analyzy a mize vést knespravnym vysledkim. Kvalitu jednotlivych
osekvenovanych bazi v platformé Illumina vyjadiuje ,,phred quality score* (Phred, Q skore),
které nabyva hodnot 0 az 50. Vyjadiuje pravdépodobnost, Ze dané baze byla chybné pfectena
(Q =-10 log1oP, kde P je pravddpodobnost, z¢ dana baze byla chybné pie¢tena). Cim vyssi
hodnota, tim vyssi je kvalita osekvenované baze (Online zdroj €. 4). Odstranéni adaptérii
probihd na zakladé¢ shody sekvence s databazi nejCastéji pouzivanych adaptérovych

sekvenci.

Soucasti analyzy diferencidlni genové exprese je proces mapovani, pii kterém jsou
vstupni trimované ready mapovany na referen¢ni sekvenci. Bylo ukdzano, ze velmi kratké
ready, které mohou byt vysledkem trimovani, se mohou mapovat na vice mist a tim vyrazné
ztizit analyzu. Proto je vhodné pfi trimovani definovat minimalni délku readti (Williams et
al. 2016). Nékteré mapovaci softwary maji funkci soft-clipping?, ktera se provadi paralelné
béhem procesu mapovani. Byla provedena studie (Liao a Shi 2020), kterd se zamcfila
na presnost kvantifikace genové exprese s otrimovanymi ready a ready bez trimovani
s pouzitim mapovaciho softwaru s funkci soft-clipping. Tato studie ukazala, ze proces
trimovani nezlepSuje presnost kvantifikace (ovéfeno pomoci TagMan RT-PCR).
Pti vynechani kroku trimovani dat doslo k fddovému zrychleni cel¢ analyzy (Liao a Shi

2020).

V ramci predzpracovani sekvenac¢nich readti se provadi oprava chybné osekvenovanych
bazi. Vzhledem k rozdilné povaze genomovych a transkriptomovych sekvenacnich dat se

doporucuje pouzivat software navrzeny pfimo na RNA-Seq data (MacManes 2015).

Jednim z dostupnych softwarti je Rcorrector (Song a Florea 2015), ktery je navrzeny
pro opravu sekvenacnich chyb sekvenci ziskanych z platformy Illumina. Vyhodou je Casova

a pamét'ova slozitost, nebot’ nevyzaduje zna¢né hardwarové zdroje a Ize jej spustit prakticky

2 Soft-clipping — pfi procesu mapovéni jsou ignorovany &asti readdl, které se na obou koncich neshoduji
s referenci
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na jakémbkoliv stolnim pocitaci. Proto je vhodny pro analyzu druhii organismi s velkymi a
komplexnimi transkriptomy a genomy (Song a Florea 2015). Trimmomatic (Bolger et al.
2014) a ngsShoRT (next-generation sequencing Short Reads Trimmer) (Chen et al. 2014)
jsou trimovaci softwary, které slouzi k odstranéni adaptérovych sekvenci a k filtrovani
chybnych bazi sekvenacnich dat z platformy [llumina. Implementuji rizné druhy algoritma
a jejich vyhodou je paralelizace, ktera vyrazné snizuje ¢asovou i pamét'ovou slozitost celého
procesu. Nastroj ngsShoRT je lepsi, co se tyce jak asové sloZitosti, tak kvality trimovanych

readi (Chen et al. 2014).

2.2.3 Kvantifikace genové exprese

Pti kvantifikaci genové exprese se provadi mapovani sekvenac¢nich readl na referencni
genom nebo transkriptom. Pfi studiu exprese transkripti Ize mapovat ready na referencni
transkriptom, ¢imz se vyrazné snizi ¢asova sloZzitost (nebot’ velikost referen¢niho genomu je
daleko vétsi). Nicméné mapovanim readd na referencni genom Ize studovat expresi daleko
Sirsi Skaly transkriptd, diky alternativnimu splicingu. Pokud neni k dispozici referencni
sekvence, 1ze pomoci readii ze vSech replikatii za vSech zkoumanych podminek sestavit
de novo ,referencéni transkriptom (Raghavan et al. 2022). Metoda Illumina RNA-Seq
generuje  relativné  kratké sekvenacni ready v pfipadé pair-end sekvenovani
2 x 151bp — 2 x 301bp (Online zdroj €. 5), coz mapovani vyrazné komplikuje. Ready se
mohou mapovat na vice genl ¢i izoforem. Kvantifikacni softwary tyto nejednoznacné
namapované ready bud’ do analyzy nezahrnuji, nebo se je snazi identifikovat pomoci metody

Maximum likelihood ¢i Bayéské metody (Garber et al. 2011).

S vyvojem sekvenacnich metod souvisi i rozvoj mapovacich softwart (7ab. 3). Volba
nejvhodnéjsiho softwaru pro konkrétni analyzu spociva v kompromisu mezi piesnosti a
rychlosti procesu. Pfesnost mapovani Ize aste¢né urcit podle procenta namapovanych readii
¢i podle odhadovaného genového pokryti. Rychlost procesu je vedlejsSim problémem,
nicméné s rostoucim mnozstvim dat je casova sloZitost dilezity faktor analyzy (Musich et
al. 2021). Mapovaci softwary jsou rozdé€leny do 2 kategorii: ,,splice-unaware* (zarovnavaji
k referenénimu transkriptomu, nemoznost rozdélit ready na hranicich intron-exon),
»Splice-aware (zarovnavaji k referencnimu genomu, moznost rozdélit ready na hranicich

intron-exon).
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Tab. 3: Priklady mapovacich softwari (Online zdroj ¢. 6).

Mapovaci  Reference Aktualni Citace
software verze

(2022)

e Transkriptom  Ultrarychly, pamétové efektivni, 1.3.1 (Langmead et
zaméteny na velké soubory al. 2009)
kratkych readi s velkymi
transkriptomy
Transkriptom  Ultrarychly, pamétove efektivni, 244 (Langmead a
vhodny pro zarovnani readi Salzberg 2012)

k dlouhym referen¢nim sekvencim
(napf. sav€im genomiim)

Transkriptom Vhodny pro mapovani malo 0.7.17 (Li a Durbin
divergentnich sekvenci proti 2009)
velkému referencnimu genomu
(napt. lidsky)

HISAT2 Genom Rychly software pro mapovani 2.2.1 (Kim et al.
readtl sekvenovani nové generace 2015)
na referenéni genomy, nastupce
TOPHAT
STAR Genom Ultrarychly a univerzalni mapova¢, 2.7.10a (Dobin et al.
schopnost hledat fizni geny> 2013)
TOPHAT Genom Vhodny pro mapovani RNA-Seq 2.1.1 (Trapnell et al.
readt s velkymi referenénimi 2009)
genomy

Pii porovnani softward pro mapovani na referen¢ni genom jsou softwary TOPHAT a

HISAT2 vhodnéjsi spiSe pro organismy s nizkou sloZzitosti genomu®, zatimco software

vvvvvv

Piikladem diive hojné¢ vyuzivaného spojeni softwarl je spojeni mapovaciho softwaru
TopHat (Trapnell et al. 2009) a balicku softwarti Cufflinks (Trapnell et al. 2010). Program
TopHat provadi mapovani s referencni sekvenci a jeho vystupni soubor zpracovava program
Cufflinks, ktery provadi kvantifikacni analyzu a na vystupu pouziva normaliza¢ni metodu
FPKM (viz 1.1.4 Normalizace). Soucasti balicku Cufflinks je i program Cuffdiff2, ktery

provadi diferencialni analyzu (viz 1.1.5 Diferencidlni genova exprese). Tento protokol je

3 Flzni gen — hybridni gen vytvoreny ze dvou dfive nezavislych genti
# Slozitost genomu — odviji se od relativniho mnozstvi unikétnich a repetitivnich sekvenci

12



omezen na organismy s existujicim referenénim genomem a sekvenacni data z platforem

[llumina nebo SOLiD (Trapnell et al. 2012).

Programy IsoEM (Nicolae et al. 2011) a RSEM (Li a Dewey 2011) jsou srovnatelné
z hlediska ptresnosti pii kvantifikaénich analyzach s pouzitim paired-end readd, ale
pii pouziti single-end readti je RSEM o néco piesnéjsi (Lia Dewey 2011). RSEM standardné
vyuzivd mapovaci software Bowtie (Langmead et al. 2009), naproti tomu program IsoEM
vyzaduje na vstupu jiz namapovany soubor ve formatu SAM. Vysledné odhady exprese genti
jsou u RSEM normalizovany v metrikdch TPM (viz 1.1.4 Normalizace) a FPKM (viz 1.1.4
Normalizace) a u softwaru IsoEM pomoci FPKM (viz 1.1.4 Normalizace). RSEM
nevyzaduje existenci referencni genomové sekvence a ve spojeni s de novo sestavovani

transkriptomu umoziuje analyzovat vSechny druhy organismii (Li a Dewey 2011).

2.2.4 Normalizace po¢tu readii

Uroveti exprese jednotlivych gentl miize byt zkreslena hloubkou sekvenovani (Robinson a
Oshlack 2010), velikosti sekvena¢ni knihovny, délkou jednotlivych gent a obsahem GC
para (Risso et al. 2011). Cilem normalizace je, aby rozdily v normalizovanych poctech reada
odpovidaly skuteénym biologickym rozdilim v expresi. Zadna nebo chybna normalizace
muZze mit za nasledek neptesné vysledky diferencialni genové exprese. K dispozici je
nékolik normalizacnich metod, které maji své predpoklady, pfi jejichz poruseni dochazi

k chybnym zavérim analyz (Evans et al. 2018).

Gen je diferencidlné exprimovany (DE), pokud je uroven jeho exprese zavisla
na raznych podminkach experimentu. Pomoci normalizace jsou vyrovnany urovn¢ exprese
nediferencidlné¢ exprimovanych genti (neDE) napii¢ experimenty. Velikost sekvenacni
knihovny a hloubka sekvenovani jsou hlavnimi faktory ovlivilyjici srovnavaci analyzy
mezi vzorky. Pii vétSi hloubce sekvenovani je generovano vétsi mnozstvi readd.
Bez provedeni procesu normalizace by byly neDE geny ve vzorku s vét§im poc¢tem readii

oznaceny jako DE (Robinson a Oshlack 2010).

K dispozici je fada normaliza¢nich metrik, které normalizuji rozdily v hloubkéch
sekvenovani mezi vzorky (7ab. 4). CPM (counts per million) je metrika, ktera normalizuje
namapované ready pouze na zakladé velikosti sekvena¢ni knihovny, ¢imZ umoZiiuje pouze

srovnavani poc¢tu genti mezi replikaty vzorki stejné skupiny (Robinson et al. 2010). Metrika
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RPKM/FPKM (reads/fragments per kilobase of transcript per million) nejprve normalizuje
namapované ready podle velikosti sekvenacni knihovny a nasledné podle délky geni
(Mortazavi et al. 2008). Obecné plati, ze ¢im vy$§i RPKM/FPKM genu, tim vyssi je exprese
daného genu. Hodnoty této metriky se vSak mezi vzorky vyznamné lisi, a proto neni vhodna
pro srovnavani exprese genu napii¢ vzorky (Wagner et al. 2012). Proto byla navrzena
alternativni metrika TPM (transcripts per million), kterd nejprve provede normalizaci
podle délky genu a podle téchto novych hodnot provede normalizaci podle velikosti
sekvenacni knihovny. Soucet normalizovanych hodnot readii je pro vSechny replikaty stejny,

proto je mozné tyto hodnoty porovnavat napiic vzorky.

Tab. 4: Priklady normaliza¢nich metod normalizujici rozdily v hloubkach sekvenovani.

CPM Velikost sekvenacni knihovny Srovnavani poctu genti mezi replikaty
stejné skupiny vzorku

RPKM/FPKM Velikost sekvenaéni knihovny, Srovnani exprese gentl mezi geny ve
délka gent vzorku
TPM Délka genu, velikost sekvenacni Srovnani poctu genti ve vzorku a
knihovny srovnani exprese genll ve vzorku a

napfic¢ vzorky

Kromé velikosti sekvena¢ni knihovny a délky genit mlize mit na poc¢ty namapovanych
readll vliv i procentudlni zastoupeni konkrétniho genu v sekvenacni knihovné, nebot
sekvenacni kapacita je omezend. Pokud je v jednom ze vzorkd nckolik vysoce
exprimovanych gent, tak procentualni zastoupeni neDE genii bude nizsi, nez ve vzorku
s menS$im mnozstvim vysoce exprimovanych gent (Obr. 5) (Robinson a Oshlack 2010).
Tento problém lze normalizovat pomoci metod normalizace na zaklad€ distribuce/testem
nebo pomoci kontrol (housekeeping geny, spike-in kontroly) (Evans et al. 2018). Pocty
readll jsou normalizovany pomoci vypoctené¢ho normalizacniho faktoru. Mezi tyto metody
se fadi napfiklad normalizace DESeq2 a TMM normalizace, ktera je soucésti nastroji
pro diferencialni genovou expresi edgeR (Robinson et al. 2010) a limma+voom (Law et al.

2014).
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Obr. 5: Ovlivnéni diferencialni genové exprese vysoce upregulovanym genem (Evans et al. 2018, upraveno).
(a) Gen 3 je za podminek B dvakrat vice exprimovany (DE), zatimco geny 1 a 2 nejsou DE (neDE) (exprimuji v obou
podminkach stejné mnozstvi mRNA); (b) vSechny vzorky maji stejny pocet osekvenovanych readl, distribuce
jednotlivych genii v sekvenacnich datech bude pro vSechny geny za podminek A 1/3, ale za podminek B budou mit
geny 1 a2 procentudlni zastoupeni 1/4 a gen 3 bude zastoupen v 1/2 sekvenacnich dat; (¢) Tyto rozdily v distribucich
mezi neDE geny (1 a 2) se projevi pii procesu mapovani (za podminek A se na gen 1 a 2 namapuje vice readi
nez za podminek B, pficemz jsou neDE); (d) bez provedeni normalizace a i pfi provedeni normalizace podle
sekvenacni knihovny jsou oznaceny vSechny geny (1,2,3) jako DE, spravna normaliza¢ni metoda normalizuje ready
tak, aby neDE geny (1 a 2) méli po normalizaci stejné hodnoty exprese a gen 3 byl dvakrat tak exprimovany
za podminek B.

2.2.5 Diferenciilni genova exprese

Analyza diferencidlni genové exprese je proces, jehoz cilem je nalezeni gent, které maji
statisticky vyznamny rozdil v expresi napfi¢ riznymi podminkami. Pomoci diferencialné
exprimovanych genii Ize studovat piislusné fenotypy a genetické mechanismy
v organismech. Diferencialné exprimované geny jsou dilezité napiiklad v rdmci vyzkumu
vakcin, kde mohou byt ter¢em terapeutickych cili. Nastroje pro diferencialni genovou
expresi provadi statistické testy, které jsou zalozené na kvantifikaci exprese gend. Mira
exprese je vyjadiena pomoci p-hodnoty, kterd vyjadiuje pravdépodobnost diferencidlni

genové exprese konkrétniho genu v diisledku ndhody. Velikost rozdilu exprese konkrétniho
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genu napii¢ experimenty je vyjadiena pomoci metriky log2foldchange. Jedné se o hodnotu

log> poméru exprese konkrétniho genu za riznych podminek.

Nastroje DESeq2 (Love et al. 2014) a edgeR (Robinson et al. 2010) patii
k nejpouzivanéjSim softwariim urenym pro analyzu diferencidlni genové exprese (ur¢eno
podle poctu citaci). Software edgeR je nejlepsi kompromis mezi presnosti a rychlosti. Pokud
je vexperimentu nizky pocet replikati (<12), edgeR vykazuje nejlepsi presnost urceni
diferencialné exprimovanych gentl. Pro experimenty, kde je vyssi pocet replikati (> 12) se
doporucuje software DESeq2 (Schurch et al. 2016). Pii porovnani softwaru DESeq2 a
softwaru limma+voom (Law et al. 2014) bylo zjisténo, Ze se vice nez 90 % detekovanych
diferencialn¢ exprimovanych gend piekryvalo mezi obéma metodami. Oba tyto softwary
jsou spolehlivé a vhodné pro diferencialni analyzy (Tong 2021). VSechny zde zminéné
softwary jsou implementovany v ramci projektu Bioconductor (Online zdroj €. 7), takze se
snaze instaluji pomoci nastroje pro manipulaci s balicky v programu R. Limma+voom byla
vyhodnocena jako nejlepSi software, co se tyCe rychlosti, obecnosti pouziti, dobré

dokumentaci a robustnosti (Seyednasrollah et al. 2015).

2.2.6 Anotace transkriptomu

Anotace transkriptomu je proces pfifazovani jména a/nebo biologické funkce
predkladanému transkriptu. Vyzaduje integraci vice biologickych databazi a né€kolika
vypocetnich nastrojii. Proces funkéni anotace transkriptd obvykle zahrnuje 3 kroky:
sekvenéni vyhledavani na zakladé homologie a sekvenéni identity, anotace ¢asti sekvence
(domény, konzervativni useky) a anotace genové ontologie (GO) a biochemické drahy
(Obr. 6) (Raghavan et al. 2022). Tyto kroky nemusi byt na sob¢ zdvislé a nemusi byt
implementovany ve vSech anotacnich softwarech. Kvalita anotace je zavisla pfedevsim
na kvalit¢ a obsahu pouzitych databazi. Pii procesu anotace se doporucuje vyuzivat vice
referencnich databazi, které jsou zamétené na konkrétni organismy (specializované), tak i
databdze zahrnujici velké mnoZstvi organismii (univerzalni) (Raghavan et al. 2022).
Po provedeni anota¢niho procesu je vhodné anotaci zveiejnit. Existuji tfi zékladni zplsoby,
jak zpfistupnit anotaci verejnosti: vytvorit vlastni databdzi genomu a umistit ji online,
odeslat anotace do GenBank (Sayers et al. 2019) nebo Ensembl (Howe et al. 2021) nebo
odeslat do kterékoliv z tematickych databazi genomt (Yandell a Ence 2012).
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Obr. 6: Jednotlivé kroky funkéni anotace transkriptomu (Raghavan et al. 2022, upraveno). Funkéni anotace
zahrnuje 3 kroky: anotaci na zaklad¢ homologie a sekvenc¢ni identity, anotaci genové ontologie (GO) a anotaci ¢asti
sekvenci (domény, konzervativni tiseky).

2.2.6.1 NCBI (The National Center for Biotechnology Information) databaze

NCBI je velka databaze biologickych dat zahrnujici 1 databazi citaci PubMed a abstrakta
publikovanych v prirodovédeckych ¢asopisech (Sayers et al. 2021). Zakladni zdrojem dat je
komplexni vefejna databaze GenBank (Sayers et al. 2019), kterd obsahuje vice nez 6,25
biliont part bazi z vice nez 1,6 miliardy nukleotidovych sekvenci pro 450 000 formaln¢
popsanych druhii (Sayers et al. 2019). Vyhledavani v databazich v ramci NCBI zajistuje
integrovany systém Entrez (Schuler et al. 1996). Jednd se o molekuldrné-biologicky
databdzovy a vyhledavaci systém, ktery poskytuje pfistup k 34 databazim (odkazy
na jednotlivé databéze jsou uvedeny na strance globalniho vyhledavani Entrez, Online zdroj

¢. 8), které dohromady obsahuji 3 miliardy zdznamu (Sayers et al. 2021).

Proces vyhledavani v sekvencni databazi je umoznén pomoci integrovaného programu
BLAST (Basic Local Search Alignement) (Boratyn et al. 2013), ktery na zéklad€ vstupni
sekvence provadi vyhledavani podobnych sekvenci z datovych souborti (Sayers et al. 2021).
Nicméné rychlost tohoto softwaru neni optimalni pro dlouhé dotazovaci nebo databazové
sekvence. Proto byla vyvinuta aplikace piikazového fadku BLAST+ (Camacho et al. 2009),
ktera tyto sekvence rozdéli do blokti, coz vyrazné zkrati dobu vyhledavani (Camacho et al.

2009).

Vysledkem vyhledavani jsou ndzvy sekvenci sefazené podle statistické vyznamnosti
nalezené shody (bit score a e-value). Bit score vyjadiuje statistickou vyznamnost alignmentu

17



vstupni sekvence se sekvenci v databazi. Cim vy3§i hodnota, tim vétsi podobnost té&chto
sekvenci. E-value je informativnéj$i parametr, ktery navic zahrnuje velikost prohledavané
databédze. Vyjadiuje pravdépodobnost, ze ndhodné sekvence v databdzi bude mit stejnou
nebo vyssi podobnost ke vstupni sekvenci nez nalezena sekvence v databazi dané velikosti.
E-value byva obvykle pouzita jako prvni filtr kvality alignmentu pro vysledek hledani
pomoci BLAST (blastn — nukleotidova sekvence proti nukleotidové databazi, blastp —
proteinova sekvence proti proteinové databazi, blastx — nukleotidova sekvence proti
proteinové databazi, tblastn — proteinova sekvence proti nukleotidové databazi). Cim niZsi

hodnota e-value tim lepsi shoda (Online zdroj €. 9).

Kromé nazvu sekvence je dulezité znat dalsi informace naptiklad o funkci proteinu,
zafazeni do proteinovych skupin a metabolickych drah. Pro pfifazeni funkéni anotace
jednotlivym sekvencim byl vytvofen nastroj InterproScan (Jones et al. 2014), jehoz vystup
zahrnuje informace z databaze InterPro (Blum et al. 2021). Databaze InterPro sjednocuje
informace o proteinovych rodinach, doménach a funkénich mistech proteini ze 13 databazi,
které klasifikuji proteiny pomoci fady riznych metod (Online zdroj ¢. 10). InterproScan
klasifikuje ¢asti vstupni sekvence na zakladé podobnosti v databazi InterPro (domény,
funkéni mista). Kazda shoda se zdznamem v databdzi obsahuje hypertextovy odkaz

na hlavni zdroj databaze InterPro a na pfislusnou databazi (Quevillon et al. 2005).

2.2.6.2 KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) databadze

Databaze KEGG je japonskd databaze, kterd byla vytvofena k pfifazovani funk¢nich
vyznami proteini na molekularni trovni (sit¢ molekuldrnich interakci, reakci a vztahi).
V soucasné dobé KEGG obsahuje 18 spravcem spravovanych databazi, které jsou rozdéleny
do 4 funk¢nich kategorii, kde kazda databaze ma sviij specificky identifikator (Kanehisa et
al. 2021) (Obr. 7). Soucasti je i databdze KEGG Orthology (KO), kde jsou ulozeny

biologické funkce. Kazdy zdznam KO je definovan jako funkéni ortolog genii a proteinti.
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Category Database name Content Prefix
Systems KEGG PATHWAY KEGG pathway maps map, hsa, etc.
Information KEGG BRITE BRITE functional hierarchies and tables br, ko, etc.
KEGG MODULE KEGG modules M
Reaction modules RM
Genomic KEGG ORTHOLOGY (KO) KO groups for functional orthologs K
Information KEGG GENOME KEGG organisms and viruses T
KEGG GENES Genes and proteins
KEGG SSDB Seguence similarity among GENES entries
Chemical KEGG COMPOUND Metabolites and other small molecules &
Information KEGG GLYCAN Glycans G
KEGG REACTION Biochemical reactions R
KEGG RCLASS Reaction class RC
KEGG ENZYME Enzyme nomenclature
Health KEGG NETWORK Disease-related network elements N
Information Network variation maps nt
KEGG VARIANT Human gene variants
KEGG DISEASE Human diseases H
KEGG DRUG Drugs D
KEGG DGROUP Drug groups DG
KEGG ENVIRON Crude drugs and health-related substances E
JAPIC Japanese drug labels
DailyMed FDA drug labels (links only)

Obr. 7: Seznam 18 spravcem spravovanych databazi, které jsou soucasti KEGG databaze (Kanehisa et al.
2021). KEGG databaze se sklada z 18 spravcem spravovanych databazi, které jsou rozdéleny do 4 kategorii. Kazda
databaze ma svuj specificky KEGG identifikator (Prefix), za kterym nasleduje pétimistné ¢islo.

Vétsina sekvenénich dat v KEGG databazi je ulozena v kategorii KEGG organismy
(KEGG organisms) a KEGG viry (KEGG viruses). Kategorie KEGG organismy je hlavni
casti integrované databaze GENES, kterd obsahuje osekvenované genomy z databaze
RefSeq (O’Leary et al. 2016) a GenBank (Clark et al. 2016). Celkem obsahuje 759 zastupcii
eukaryot, 7027 zéastupct bakterii a 389 zéastupct archeii (k ¢ervnu 2022). Kazdy KEGG
organismus ma identifikator, ktery je reprezentovan tii/Ctyfpismennym kdédem (napf. ,,eco®
pro Escherichia coli). Kategorie KEGG viry obsahuje data z RefSeq (O’Leary et al. 2016),
ktera je identifikovana dvoupismennym kodem ‘vg’ (vg:geneid) a nejsou zde rozliSeny
jednotlivé virové genomy (Kanehisa et al. 2017). V soucasné dobé obsahuje 359 druha

virovych genomi (Cerven 2022).

V ramci KEGG databaze je k dispozici fada softwart, jako napt. KEGG Mapper tools,
které mapuji proti databazim KEGG PATHWAY (grafické mapy predstavujici
napt. molekuldrni drahy pro metabolismus, zpracovani genetickych informaci, dalsi
bunécné procesy, lidské nemoci a vyvoj 1€kt1), KEGG BRITE (hierarchické klasifikacni
systémy popisujici zatazeni proteini do proteinovych skupin) a KEGG MODULE (sady
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gent charakterizujici metabolické drahy, fenotypové znaky a reakéni kroky v metabolickych
drahach). Tyto nastroje jsou slouceny do 3 obecnych mapovacich néstrojii: Reconstruct
Pathway, Search Pathway a Search & Color Pathway, kde kazdy nastroj umozituje mapovani
proti vice KEGG databazim najednou (Kanehisa a Sato 2020). Cilem téchto néstroju je
propojeni molekuldrnich objektd (gend, proteinti, metaboliti a glykant) s objekty vyssi

biologické urovné (cesty, moduly, hierarchie, taxonomie a nemoci).

Nejedna se o vefejnou databazi, proto je zapotiebi si zakoupit licenci. Licencovana
verze KEGG databaze umoziuje ptistup k KEGG FTP serveru, ktery umoznuje hromadné
stahovani dat, coz vyrazn¢ zrychli praci. Pro akademické pracovniky jsou volné
zptistupnény KEGG webové stranky a za poplatek ptistupova prava k KEGG FTP.
Pro akademické pracovniky mimo Japonsko je cena této licence 2 000 USD na rok

pro jednoho koncového uzivatele a 5 000 USD pro vice koncovych uZivateld (Cerven 2022).

2.2.7 Analyza obohaceni genové sady (Gene enrichment analysis)

Analyza obohaceni genové sady slouzi k nalezeni statisticky vyznamné upregulovanych
¢1 downregulovanych biologickych drah ¢i proteinovych rodin. Diferencidlni analyza
genové exprese identifikuje pouze diferencidlné exprimované geny/transkripty, ale nikoliv
rozdily v biologickych procesech ¢i v proteinovych rodinach, které jsou typicky tvofené vice
proteiny. Je velmi obtizné urcit geny, jejichz proteinové produkty spolu vzajemné interaguji

a jak ovliviuji zkoumané biologické procesy (Tipney a Hunter 2010).

Jedna z moznych metod vypoctu genového obohaceni se snazi identifikovat statisticky
vyznamn¢ obohacené biologické drdhy nebo proteinové rodiny (upregulované,
downregulované) pomoci Fisherova exaktniho testu (Fisher 1935), ze kterého jsou ziskany
p-hodnoty. Tyto p-hodnoty vyjadiuji nejmensi hladinu vyznamnosti testu, pii niz zamitneme
nulovou hypotézu (dand biologick4 draha neni statisticky vyznamné genové obohacena)
na zkoumanych datech. Cim niz§i p-hodnota, tim niZ$i pravdépodobnost platnosti nulové
hypotézy. K vypoctu Fisherova exaktniho testu je zapotiebi vytvofit kontingencni tabulku
(Tab. 5), ktera prehledné zobrazuje vzajemné vztahy mezi zkoumanymi daty. Z takto

vytvoiené tabulky je pomoci nasledujiciho vzorce vypoctena vysledna p-hodnota:
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Tab. 5: Kontingenéni tabulka 2x2 (Hung 2013, upraveno). Jednotlivé proménné reprezentuji: k& — pocet
up/downregulovanych gentl v daném vzorku v konkrétni biologické draze, m — celkovy pocet up/downregulovanych
gentl v daném vzorku v konkrétni biologické draze, n — celkovy pocet up/downregulovanych genti v daném vzorku,
N — celkovy pocet up/downregulovanych genti v daném vzorku.

UP/DOWN neUP/neDOWN Celkovy pocet
regulované geny regulované geny genu
Geny v konkrétni k m-k m
biologické draze
Vsechny geny, které n-k N+k-n-m N-m
nejsou v konkrétni
biologické draze
Celkovy pocet genti n N-n N

Jednotlivé biologické drahy jsou oznaceny za statisticky vyznamné obohacené, pokud
vysledna p-hodnota je nizsi nebo rovna zvolené hladin¢ vyznamnosti testu (vétsinou 0,05,

coz je 5 % Sance, ze dané obohaceni je zpisobeno nahodou) (Huang et al. 2009a).

Tento test je vSak proveden na vSechny biologické drahy, kde se vyskytuji
up/downregulované geny zkoumaného vzorku. Pfi zvoleni hladiny vyznamnosti 0,05, tak
ptfi provedeni 100 testl bude primérné 5 testii Spatné (5 % pravdépodobnost chyby 1.
stupné). Proto je nutné fesit problém nasobného testovani hypotéz. K dispozici je né€kolik
typt korek¢énich metod napt. Bonferroniho korekce (Bland a Altman 1995), kter4 upravuje
hladinu vyznamnosti testu tak, ze ji déli poctem provedenych testli (napi. 0,05/100
pii provedeni 100 testti na hladin€ vyznamnosti 0,05). Nicméné tato korekce je velmi ptisna
a pti vétsim poctu provedenych testl je relativné té¢zké dosahnout statistické vyznamnosti.
Korekénich metod je velké mnoZstvi napt. Tukeyova korekce, Benjamini-Hochbergova

korekce, Holmova korekce a dalsi (de Leeuw et al. 2016).

Pro vypocet genového obohaceni je k dispozici je fada néstrojti, nicméné ty funguji jen
pro vybrané organismy. Software DAVID (Huang et al. 2009b) ma v sobé integrované

databaze a tadu analytickych nastroji. Na vstupu pfijimd seznam zkoumanych gent
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s libovolnych poctem spolecnych genovych identifikatortt (Huang et al. 2009b). V nové
aktualizované verzi pokryva 55464 organismi a je v soucasnosti nejpouzivanéj$im
nastrojem (Sherman et al. 2022). Dalsi software BINGO (Maere et al. 2005) na vstupu
piijimé bud’ seznam genti vlozeny jako text, nebo podgrafy biologickych siti vizualizované
v softwaru Cytoscape (Shannon et al. 2003). GOrilla (Eden et al. 2009) na rozdil od ostatnich
nastroji zahrnuje pifesnéjsi statistické vypocty, efektivni grafické znazornéni a dobrou
casovou slozitost (Eden et al. 2009). Nastroj Blast2GO (Gotz et al. 2008) kombinuje rizné
anotacni strategie a nastroje souvisejici s anotaci a obsahuje grafické funkce (GO-graf na

vystupu) (Gotz et al. 2008).
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3 Material a metody

3.1 Sbér materialu, izolace RNA a sekvenace

Tetrathyridia tasemnice Mesocestoides corti (syn. M. vogae) byly ziskany nakazou
outbredniho kmene mysi Hsd:ICR (CD-1) (ICR) a inbredniho kmene C57BL/60laHsdd
(BLACK) (B). Kazd4 mys byla infikovana Sesti sty larvami a ndkaza trvala po dobu 14 dnt.
Po 14 dnech byly tasemnice (n=1000) vypitvany z peritonedlni dutiny a 3x promyty
sterilnim fyziologickym roztokem. Po kratké centrifugaci byl odstranén zbytek
fyziologického roztoku a vzorky byly stabilizovany TRIzolem (Invitrogen) a uloZeny

v -80°C.

Dale byla provedena in vitro (IV) kultivace, kde byla pouzita tetrathyridia vypitvané
z mySiho kmene BALB/c. Tasemnice byly kultivovany po dobu 14 dnti v DMEM mediu

s pfidanym penicilin-streptomycinem (100 U/ml). Vyména média probihala kazdé dva dny.

Izolace total RNA ze vSech vzorkil probéhla podle protokolu TRizol RNA Isolation
Reagent (Invitrogen). Rezidudlni DNA byla odstranéna pomoci TURBO DNA-freeKit
(Invitrogen). Kvalita a integrita RNA byla méfena pfistrojem Bioanalyzer 2100 (Agilent).
Knihovny pro sekvenaci byly konstruovany pomoci protokolu NEBNext® Poly(A) mRNA
Magnetic Isolation Module (Online zdroj & 11) a NEBNext® Ultra II Directional RNA
Library Prep Kit for Illumina (Online zdroj ¢. 12) a sekvenace probé¢hla na platformé
NovaSeq (Illumina) pomoci pair-end sekvenovani. Kazdy vzorek byl analyzovan ve 4

biologickych replikatech, celkové tedy bylo osekvenovéano 12 transkriptomi M. corti.
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3.2 Bioinformaticka analyza
Vypocetni kapacita byla vyuzita v rdmci infrastruktury Metacentrum. Bioinformaticka
analyza zahrnovala né€kolik kroki, kde v kazdém kroku byl zvolen vhodny software, nebo

napsan skript v programovacim jazyku Python (Obr. 8). Tyto kroky jsou popsany nize.

Kontrola kvality read(

FastQC (verze 0.11.5)

A 4

Predzpracovani readd

Rcorrector (verze 1.0.4) Trimmomatic (verze 0.38)

A 4

KEGG databaze NCBI databaze

Kvantifikace a analyza diferencidlni genové exprese
RSEM (verze 1.3.3) DESeq2 (verze 1.30.1)

Analyza genového obohaceni

KEGG MAPPER (verze 5.0) Skript v programovacim jazyku Python

Obr. 8: Schéma bioinformatické analyzy s pouZitymi softwary. Nejprve byla provedena kontrola kvality
vstupnich readit pomoci softwaru FastQC (v. 0.11.5). Dale bylo provedeno piedzpracovani readu, které zahrnovalo
korekce sekvenacnich chyb pomoci softwaru Rcorrector (v. 1.0.4) a odstranéni nekvalitnich konct readti pomoci
softwaru Trimmomatic (v. 0.38). Nasledoval krok anotace referen¢niho transkriptu pomoci KEGG a NCBI databaze.
Nasledné byla provedena kvantifikace genové exprese pomoci softwaru RSEM (verze 1.3.3) a analyza diferencialni
genové exprese pomoci softwaru DESeq2 (verze 1.30.1). Na konec byla provedena analyza genového obohacenti,
kde na zakladé¢ mapovani transkriptii do biologickych drah (KEGG Mapper verze 5.0) byly zjisténé statisticky
vyznamné upregulované biologické drahy. Pro tuto analyzu byl vytvofen skript v programovacim jazyku Pythonu
(Ptilohy gene_enrichment.py).

3.2.1 Sekvenacni data, pfedzpracovani dat a kontrola kvality
U dat ziskanych ze sekvenatoru byla nejprve provedena kontrola kvality pomoci
softwaru FastQC (verze 0.11.5) (Online zdroj €. 3) s defaultnim nastavenim. Nasle