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Abstrakt  

Některé druhy parazitů včetně helmintů mohou v hostiteli inhibovat karcinogenezi. 

Protinádorový efekt byl v minulosti prokázán u tasemnic Taenia crassiceps a Echinococcus 

granulosus, u kterých byly identifikovány geny související s regresí rakoviny. V rámci 

výzkumu Helmintologické laboratoře katedry Parazitologie Přf UK byl zjištěn efekt suprese 

melanomu u tasemnicí Mesocestoides corti, avšak mechanismus účinku zatím zůstává 

neznámý. Pro navazující výzkum bylo důležité získat komplexní molekulární data v podobě 

transkriptomu vývojových stadií M. corti. Tato práce se zabývá studiem transkriptomického 

profilu tasemnice M. corti a rozdílem v genové expresi u tasemnic kultivovaných in vitro 

a v myších hostitelích (inbrední a outbrední kmen) pomocí metody RNA-seq. Cílem bylo 

nalézt upregulované transkripty tasemnic v myších hostitelích, které by mohly mít 

potenciální vliv na regresi rakoviny. Byla provedena analýza diferenciální genové exprese, 

ze které vyplývá, že tasemnice v myších hostitelích (bez ohledu na kmen) mají více 

upregulovaných transkriptů než tasemnice kultivované in vitro. Analýzou vysoce 

upregulovaných transkriptů tasemnic v myších hostitelích bylo identifikováno několik 

transkriptů, které byly zmíněny ve vědeckých článcích jako možné supresory rakoviny. Mezi 

ně patří například KATNA1, PTPRJ, ZC3H14 a CD148. Analýza genového obohacení (gene 

enrichment analysis) ukázala, že většina upregulovaných drah u tasemnic v myších 

hostitelích souvisí s metabolismem. Naproti tomu u tasemnic kultivovaných in vitro souvisí 

nejvíce upregulované dráhy s buněčnými, environmentálními a genetickými procesy. 

Studium protirakovinného efektu tasemnic a jeho pochopení na molekulární úrovni může 

výrazně pomoci v budoucím výzkumu léčby nádorových onemocnění. 

Klíčová slova: transkriptom, diferenciální genová exprese, rakovina, bioinformatická 

analýza, 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: KATNA1, 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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           Slovník použitých pojmů 

Adaptéry Krátké sekvenčně specifické oligonukleotidové sekvence, 

připojené k  fragmentům nukleové kyseliny,  která bude 

sekvenována . Poskytují vazebné místo pro primery při 

amplifikaci 

Assembly Složení sekvenačních readů do delších úseků na základě jejich 

překryvů 

RNA-Seq read Záznam sekvence nukleotidů získaných z  RNA-Seq sekvenačních 

platforem 

• Single-end ready – sekvenační ready pochází z jednoho 

konce fragmentu 

• Paired-end ready – sekvenační ready pochází z obou konců 

stejného fragmentu 

Referenční 

genom 

Sekvence genomu, která může být použita pro mapování 

vstupních readů pro následnou analýzu  

Referenční 

transkriptom 

Celkový soubor syntetizované RNA (především mRNA a 

nekódující RNA) přítomné v  dané buňce za určitých podmínek 

v určitém čase  
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1 Úvod a cíle práce 

Parazitičtí helminti infikují miliony lidí po celém světě. Tito parazité mohou být 

původci několika typů rakoviny (karcinom močového měchýře, cholangiokarcinom, 

kolorektální hepatocelulární karcinom a spinocelulární karcinom). Novodobé studie však 

poukazují na to, že infekce parazitem mohou vést ke zpomalení některých druhů 

rakovinotvorných bujení či k úplné regresi rakoviny. Přesné mechanismy ovlivnění rakoviny 

však nejsou zcela známé. Parazit může vyvolat protirakovinný účinek sekrecí specifických 

molekul nebo aktivací imunitní odpovědi hostitele. Studium protinádorové aktivity může 

vést k novým způsobům léčby nádorových onemocnění. 

Protinádorová aktivita byla prokázána u tasemnice Echinococcus granulosus, u které 

byl nalezen například protein EgKl-1, který je schopen přímo zabíjet rakovinné buňky 

(Ranasinghe a McManus 2018). Tato práce se zabývá transkriptomickou analýzou 

vývojového stádia tasemnice Mesocestoides corti a vlivem prostředí na genovou expresi. 

Mesocestoides corti na rozdíl od jiných druhů tasemnic není vysoce patogenní pro člověka, 

což umožňuje bezpečnou laboratorní manipulaci. 

Literární úvod práce je zaměřen především na zpracování a analýzu RNA-Seq dat 

získaných ze sekvenační platformy Illumina, protože v porovnání s ostatními sekvenačními 

platformami má relativně nízkou míru chyb sekvenování a nabízí větší hloubku sekvenování, 

což umožňuje detekci málo exprimovaných transkriptů (Chu a Corey 2012). Další výhodou 

je i nižší cena za sekvenování oproti jiným sekvenačním platformám a pomocí této platformy 

byly sekvenovány data pro praktickou část práce. 

Cíle diplomové práce: 

• Shrnutí jednotlivých kroků analýzy diferenciální genové exprese s příklady 

dostupných softwarů. 

• Analýza transkriptomu vývojového stádia tasemnice M. corti kultivované 

in vitro a ve dvou kmenech myších hostitelů (inbrední, outbrední). 

• Diferenciální genová analýza a s ohledem na vliv prostředí na genovou expresi. 

• Analýza genového obohacení biologických drah (gene enrichment analysis). 

• Analýza diferenciálně exprimovaných genů zaměřená na geny s možnou 

supresorovou aktivitou vůči rakovině. 
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2 Literární přehled 

2.1 Parazit jako supresor rakoviny 

Parazité a lidé spolu koexistují již miliony let. Řada druhů parazitů jsou známými 

původci rakoviny u savců. Novodobé studie však poukazují na to, že některé druhy parazitů 

včetně helmintů mohou vyvolat protinádorové účinky v hostitelském organismu (Tab. 2). 

Helminti jsou také součástí hygienické hypotézy. Ta v původní podobě poskytuje vysvětlení 

nárůstu alergických a autoimunitních onemocnění v ekonomicky vyspělých západních 

státech ve 20. století, kde nejsou děti v raném dětství tolik vystaveni určitým typům patogenů 

(Strachan 1989). Rozšíření této hypotézy spočívá v tom, že jedinci vystaveni infekcí 

helmintů mají nižší sklon k alergiím, astmatu, autoimunitním chorobám a rakovině (Finlay 

et al. 2014). 

Rakovina je stav, kdy se buňky abnormálně dělí a mohou napadat i jiné tkáně. Tyto 

buňky mají vyvinuté mechanismy, pomocí kterých se vyhýbají supresorům růstu, odolávají 

buněčné smrti, udržují proliferativní signalizaci, mají replikační nesmrtelnost a další 

(Callejas et al. 2018). Různé znaky rakoviny mohou být ovlivněny parazity a jejich produkty 

(Obr. 1). Protirakovinné mechanismy indukované parazity, nejsou zcela prozkoumány, ale 

mohlo by se jednat o prezentaci běžných antigenů, zvýšení vrozené nebo získané imunity 

nebo indukce angiogeneze (Darani a Yousefi 2012). 
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Obr. 1: Paraziti a jejich potenciální účinek na charakteristický mechanismus rakoviny (Callejas et al. 2018, 

upraveno). Toxoplasma gondii a Trypanosoma cruzi mají protinádorový účinek na některé typy rakovinných buněk 

prostřednictvím indukce angiogeneze, reaktivace imunitní odpovědi a indukce apoptózy. Taenia crassiceps má 
schopnost regulovat zánětlivou reakci podporující nádor. Echinococcus granulosus má více protirakovinných 

mechanismů jako je reaktivace imunitní odpovědi a antiproliferativní účinek na nádorové buňky a společně 

s Trichinellou spiralis regulují aktivaci invaze a metastáze. 

 

Helminti se řadí mezi skupinu organismů, které mohou karcinogenezi inhibovat, nebo 

vyvolávat. Potvrzené druhy karcinogenních helmintů (Tab. 1) vyvolávají rakovinu pomocí 

ne zcela objasněných mechanismů, jejichž hlavním rysem je chronická zánětlivá odpověď 

hostitele (Vennervald a Polman 2009). V tuto chvíli je známo několik helmintů 

s prokázanými protinádorovými aktivitami (Tab. 2). Protinádorová aktivita může být přímá 

pomocí helmintem uvolňovaných molekul nebo nepřímá, která je výsledkem adaptivní 

imunity generované proti specifickým parazitickým antigenům. Tyto nové poznatky mohou 

pomoci k vyvinutí nových způsobů léčby rakoviny pomocí imunoterapie. 
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Tab. 1: Příklady jednoznačných karcinogenních helmintů podle IARC (Benamrouz et al. 2012, upraveno). 

Parazit Druh rakoviny Mechanismus působení Zdroj 

Clonorchis sinensis Cholangiokarcinom Přímé fyzické poškození a 

chemické podráždění 

žlučovodu a okolních 

jaterních tkání 

(Parkin 2006) 

Opisthorchis 

viverrini 

Cholangiokarcinom Přímé fyzické poškození 

žlučovodu a chemické 

podráždění, 

imunopatologie 

v důsledku zánětu 

(Parkin 2006) 

Schistosoma 

haematobium 

Karcinom močového 

měchýře 

Nejasný (možné 

chronické podráždění 

močového měchýře) 

(Vennervald a 

Polman 2009) 

 

 

 

 

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

  Parazit Druh rakoviny Mechanismus působení Zdroj 

Echinococcus 

granulosus 

Karcinom prsu a 

kolorektální 

karcinom 

Produkce protilátek pro 

rozpoznávání nádorových 

buněk 

(Berriel et al. 2013), 

(Noya et al. 2013) 

Fibrosarkom Není známo (Yousofi Darani et 

al. 2012) 

Taenia crassiceps Kolorektální 

karcinom spojený 

s nespecifickými 

střevními záněty 

Snížení rekrutování 

zánětlivých monocytů a 

zánětu v tlustém střevě 

(León-Cabrera et al. 

2014) 

Toxoplasma gondii Melanom Aktivace CD8+, NK 

buněk a exprese MHC-I a 

MHC-II v APC 

(Baird et al. 2013) 

Fibrosarkom Zvýšení aktivity 

cytotoxických T buněk 

(Motamedi et al. 

2009) 

Melanom a karcinom 

plic 

Potlačení 

neovaskularizace indukcí 

hypoxie avaskulární 

nekrózy 

(Hunter et al. 2001), 

(Kim et al. 2007) 

Trichinella spiralis Melanom Redukce plicních 

metastáz prostřednictvím 

CXCL9, CXCL10, IL-4, 

CXCL1 a CXCL13 

(Kang et al. 2013) 

Buněčná linie 

lidského hepatomu 

(HT402) a lidské 

chronické myeloidní 

leukémie (K562) 

Zastavení buněčného 

cyklu v G1 nebo v S fázi 

(Wang et al. 2009), 

(Wang et al. 2013) 
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Trypanosoma cruzi Karcinom prsu a 

kolorektální 

karcinom 

Aktivace CD4+ a CD8+ 

buněk a produkce 

protilátek proti 

rakovinným buňkám 

(Ubillos et al. 2016) 

Experimentální 

adenokarcinom prsu 

Parazit pomáhá odhalit 

přítomnost nádorových 

buněk v imunitním 

systému 

(Abello-Cáceres et 

al. 2016) 

Karcinom prsu Inhibice proliferace a 

migrace endoteliálních 

buněk 

(López et al. 2010) 

Melanom Rekombinantní protein 

J18 indukuje apoptózu 

prostřednicím kaspázy 3 

(Atayde et al. 2008) 

 

2.1.1 Mesocestoides corti (syn. M. vogae) 

Mesocestoides corti je druh tasemnice patřící do třídy Cestoda, která obsahuje přes 3000 

druhů střevních parazitů infikujících zejména savce včetně člověka. Životní cyklus (Obr. 2) 

zahrnuje dvě larvální stádia a dva mezihostitele. Prvním mezihostitelem jsou pravděpodobně 

zástupci členovců, kteří pozřou vajíčka s onkosférami a v jejich těle probíhá vývoj prvního 

larválního stádia cysticerkoidu. Druhé larvální stádium tetrathyridium se vyvíjí v druhém 

mezihostiteli, kterým může být malý savec, plaz, obojživelník či pták. Tetrathyridia jsou 

významné svým nepohlavním rozmnožováním pomocí buněčného dělení, díky němuž lze 

snadno laboratorně studovat infekci larválními stádii u myší (Sileslucas a Hemphill 2002). 

Definitním hostitelem jsou zástupci masožravců, kde probíhá proces strobilace neboli vývoj 

larvy v dospělce. Vyvinutá tasemnice se pomocí scolexu přichytí k tenkému střevu (Saari et 

al. 2019). 
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Obr. 2: Životní cyklus Mesocestoides corti (Saari et al. 2019). 1. Dospělec v tenkém střevě definitního hostitele 

vylučující zralé proglotidy, které jsou vylučovány do prostředí; 2. Vyloučené proglotidy s vajíčky, vývoj onkosféry; 

3. První mezihostitelé (členovci), vývoj cysticerkoidu; 4. Vývoj tetrathyridia (nepohlavní rozmnožování) v druhém 
mezihostiteli (plazi, obojživelníci, drobní savci, ptáci); 5. Definitní hostitel (pes), který se nakazí pozřením druhého 

mezihostitele, proces strobilace (vývoj larvy v dospělce).  

 

Ve vhodných kultivačních podmínkách lze pozorovat vývoj larvy až do dospělce díky 

čemuž lze studovat komplexní životní cyklus, který je důležitý pro studium vztahů 

mezi hostitelem a parazitem (Markoski et al. 2003). Další výhodou je i bezpečná laboratorní 

manipulace, neboť je zde nízké riziko přenosu parazita na člověka (Camargo de Lima et al. 

2020). 

K dispozici je osekvenovaný referenční genom M. corti (Online zdroj č. 1), který byl 

vytvořen jako součást projektu 50 Helminth Genomes Project (Online zdroj č. 2). Z genomu 

bylo odvozeno 22 265 transkriptů. Kvalita referenční genomové assembly (Obr. 3) je 

dostatečně dobrá pro provedení procesu anotace. Na tomto organismu byl již studován 

transkriptomický profil dvou vývojových stádií (tetrathyridia a dospělce) pomocí RNA-Seq 

(Basika et al. 2019) a identifikace a profilace mikroRNA dvou vývojových stádií 

(tetrathyridia a dospělce) (Basika et al. 2016). 
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Obr. 3: Popis referenčního genomu organismu Mesocestoides corti (Online zdroj č. 1). 

 

2.2 Bioinformatické zpracování RNA-Seq dat 

Sekvenování RNA-Seq je metoda generující velké množství RNA sekvenačních dat, 

kterou na rozdíl od dříve hojně využívané metody microarrays (Murphy 2002) lze použít 

i pro detekci nových genů a izoforem pro jakýkoliv organismus. Využívá se v celé řadě 

analýz například analýza genové exprese, analýza alternativního sestřihu, detekce genových 

fúzí a mnoho dalších. Díky velkému množství aplikací neexistuje univerzální postup 

zpracování dat a univerzální nástroje, které by byly využitelné pro všechny druhy analýz a 

pro všechny druhy organismů. 

Jednou z aplikací RNA-Seq je analýza diferenciální genové exprese, která se používá 

k identifikaci odlišně exprimovaných genů. Jedná se o klíčový proces pro pochopení změn 

fenotypů a vlastností buněk při onemocnění či při odlišných podmínkách. Tato analýza 

zahrnuje proces mapování readů na referenční sekvenci (genom, transkriptom), kvantifikaci 

namapovaných readů a detekci odlišně exprimovaných genů na základě statistických testů 

(Obr. 4). K dispozici je řada softwarů a volba nejvhodnějšího softwaru závisí především 
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na počtu replikátů, použité sekvenační technologii a složitosti sekvenovaného organismu. 

V následujících podkapitolách jsou popsány jednotlivé kroky analýzy a je kladen důraz 

především na softwary, které byly následně použity v praktické části práce. 

 

 

Obr. 4: Postup analýzy genové exprese s příklady nejčastěji používaných softwarů. Raw data      

(nezpracovaná) – kontrola kvality osekvenovaných readů; Předzpracování readů – odstranění adaptérů a filtrování 

sekvenačních chyb, které by mohly zkreslit celou analýzu; Kvantifikace genové exprese – na základě procesu 

mapování readů na referenční sekvence jsou identifikovány četnosti jednotlivých genů nebo izoforem; Diferenciální 

genová exprese – provedení statistických testů založených na kvantifikaci genové exprese. 

 

2.2.1 Kontrola kvality vstupních dat 

Kvalita nezpracovaných sekvenačních dat odráží spolehlivost výsledků analýzy. 

Pro kontrolu kvality sekvenačních dat z platformy Illumina se nejčastěji používá program 

FastQC (Online zdroj č. 3), který provádí kontroly kvality sekvencí, kontroluje obsah GC 

párů, přítomnost adaptérů a další (Online zdroj č. 3). Program RSeQC (Wang et al. 2012) je 

rozšířen o kontroly kvality specifické pro RNA-Seq data, jako je např. kontrola hloubky 

sekvenování, distribuce readů a jednotnost pokrytí (coverage uniformity)1. RNA-QC-chain 

(Zhou et al. 2018) je software, který na rozdíl od jiných nástrojů pro kontrolu kvality RNA-

Seq provádí i trimování readů, detekci kontaminace ribozomální RNA (rRNA) a 

automatickou identifikaci readů pocházejících z kontaminací jiných organismů. Jednotlivé 

 
1 Jednotnost pokrytí – metrika, která kontroluje rovnost distribuce readů v cílových sekvenčních oblastech, 

pokud se ready primárně hromadí na 3´konci transkriptů, znamená to nízkou kvalitu readů 
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kroky kontroly provádí buď postupně za sebou, nebo nezávisle na sobě, což umožňuje 

možnost paralelizace, čímž je výrazně zvýšena rychlost celého procesu (Zhou et al. 2018). 

 

2.2.2 Předzpracování sekvenačních readů (Preprocessing) 

Přítomnost chyb sekvenování, nekvalitních a adaptérových sekvencí zkresluje celkový 

průběh analýzy a může vést k nesprávným výsledkům. Kvalitu jednotlivých 

osekvenovaných bází v platformě Illumina vyjadřuje „phred quality score“ (Phred, Q skóre), 

které nabývá hodnot 0 až 50. Vyjadřuje pravděpodobnost, že daná báze byla chybně přečtena 

(Q = -10 log10P, kde P je pravděpodobnost, že daná báze byla chybně přečtena). Čím vyšší 

hodnota, tím vyšší je kvalita osekvenované báze (Online zdroj č. 4). Odstranění adaptérů 

probíhá na základě shody sekvence s databází nejčastěji používaných adaptérových 

sekvencí. 

Součástí analýzy diferenciální genové exprese je proces mapování, při kterém jsou 

vstupní trimované ready mapovány na referenční sekvenci. Bylo ukázáno, že velmi krátké 

ready, které mohou být výsledkem trimování, se mohou mapovat na více míst a tím výrazně 

ztížit analýzu. Proto je vhodné při trimování definovat minimální délku readů (Williams et 

al. 2016). Některé mapovací softwary mají funkci soft-clipping2, která se provádí paralelně 

během procesu mapování. Byla provedena studie (Liao a Shi 2020), která se zaměřila 

na přesnost kvantifikace genové exprese s otrimovanými ready a ready bez trimování 

s použitím mapovacího softwaru s funkcí soft-clipping. Tato studie ukázala, že proces 

trimování nezlepšuje přesnost kvantifikace (ověřeno pomocí TaqMan RT-PCR). 

Při vynechání kroku trimování dat došlo k řádovému zrychlení celé analýzy (Liao a Shi 

2020).  

V rámci předzpracování sekvenačních readů se provádí oprava chybně osekvenovaných 

bází. Vzhledem k rozdílné povaze genomových a transkriptomových sekvenačních dat se 

doporučuje používat software navržený přímo na RNA-Seq data (MacManes 2015). 

Jedním z dostupných softwarů je Rcorrector (Song a Florea 2015), který je navržený 

pro opravu sekvenačních chyb sekvencí získaných z platformy Illumina. Výhodou je časová 

a paměťová složitost, neboť nevyžaduje značné hardwarové zdroje a lze jej spustit prakticky 

 
2 Soft-clipping – při procesu mapování jsou ignorovány části readů, které se na obou koncích neshodují 

s referencí 
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na jakémkoliv stolním počítači. Proto je vhodný pro analýzu druhů organismů s velkými a 

komplexními 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 trimovací softwary, které slouží k odstranění adaptérových sekvencí a k filtrování 

chybných bází sekvenačních dat z platformy Illumina. Implementují různé druhy algoritmů 

a jejich výhodou je paralelizace, která výrazně snižuje časovou i paměťovou složitost celého 

procesu. Nástroj ngsShoRT je lepší, co se týče jak časové složitosti, tak kvality trimovaných 

readů  (Chen et al. 2014). 

 

2.2.3 Kvantifikace genové exprese 

Při kvantifikaci genové exprese se provádí mapování sekvenačních readů na referenční 

genom nebo transkriptom. Při studiu exprese transkriptů lze mapovat ready na referenční 

transkriptom, čímž se výrazně sníží časová složitost (neboť velikost referenčního genomu je 

daleko větší). Nicméně mapováním readů na referenční genom lze studovat expresi daleko 

širší škály transkriptů, díky alternativnímu splicingu. Pokud není k dispozici referenční 

sekvence, lze pomocí readů ze všech replikátů za všech zkoumaných podmínek sestavit 

de novo „referenční“ transkriptom (Raghavan et al. 2022). Metoda Illumina RNA-Seq 

generuje relativně krátké sekvenační ready v případě pair-end sekvenování                                     

2 x 151bp – 2 x 301bp (Online zdroj č. 5), což mapování výrazně komplikuje. Ready se 

mohou mapovat na více genů či izoforem. Kvantifikační softwary tyto nejednoznačně 

namapované ready buď do analýzy nezahrnují, nebo se je snaží identifikovat pomocí metody 

Maximum likelihood či Bayéské metody (Garber et al. 2011). 

S vývojem sekvenačních metod souvisí i rozvoj mapovacích softwarů (Tab. 3). Volba 

nejvhodnějšího softwaru pro konkrétní analýzu spočívá v kompromisu mezi přesností a 

rychlostí procesu. Přesnost mapování lze částečně určit podle procenta namapovaných readů 

či podle odhadovaného genového pokrytí. Rychlost procesu je vedlejším problémem, 

nicméně s rostoucím množstvím dat je časová složitost důležitý faktor analýzy (Musich et 

al. 2021). Mapovací softwary jsou rozděleny do 2 kategorií: „splice-unaware“ (zarovnávají 

k referenčnímu transkriptomu, nemožnost rozdělit ready na hranicích intron-exon),            

„splice-aware“ (zarovnávají k referenčnímu genomu, možnost rozdělit ready na hranicích         

intron-exon). 
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Tab. 3: Příklady mapovacích softwarů (Online zdroj č. 6). 

Mapovací 

software 
Reference Popis Aktuální 

verze 

(2022) 

Citace 

Bowtie Transkriptom Ultrarychlý, paměťově efektivní, 

zaměřený na velké soubory 

krátkých readů s velkými 

transkriptomy 

1.3.1 (Langmead et 

al. 2009) 

Bowtie2 Transkriptom Ultrarychlý, paměťově efektivní, 

vhodný pro zarovnání readů 

k dlouhým referenčním sekvencím 

(např. savčím genomům) 

2.4.4 (Langmead a 

Salzberg 2012) 

BWA Transkriptom Vhodný pro mapování málo 

divergentních sekvencí proti 

velkému referenčnímu genomu 

(např. lidský) 

0.7.17 (Li a Durbin 

2009) 

HISAT2 Genom Rychlý software pro mapování 

readů sekvenování nové generace 

na referenční genomy, nástupce 

TOPHAT 

2.2.1 (Kim et al. 

2015) 

STAR Genom Ultrarychlý a univerzální mapovač, 

schopnost hledat fúzní geny3 

2.7.10a (Dobin et al. 

2013) 

TOPHAT Genom Vhodný pro mapování RNA-Seq 

readů s velkými referenčními 

genomy 

2.1.1 (Trapnell et al. 

2009) 

 

Při porovnání softwarů pro mapování na referenční genom jsou softwary TOPHAT a 

HISAT2 vhodnější spíše pro organismy s nízkou složitostí genomu4, zatímco software 

STAR je vhodný pro složitější genomy (Waranid Sutthacharoenthad et al. 2018). 

Příkladem dříve hojně využívaného spojení softwarů je spojení mapovacího softwaru 

TopHat (Trapnell et al. 2009) a balíčku softwarů Cufflinks (Trapnell et al. 2010). Program 

TopHat provádí mapování s referenční sekvencí a jeho výstupní soubor zpracovává program 

Cufflinks, který provádí kvantifikační analýzu a na výstupu používá normalizační metodu 

FPKM (viz 1.1.4 Normalizace). Součástí balíčku Cufflinks je i program Cuffdiff2, který 

provádí diferenciální analýzu (viz 1.1.5 Diferenciální genová exprese). Tento protokol je 

 
3 Fúzní gen – hybridní gen vytvořený ze dvou dříve nezávislých genů 
4 Složitost genomu – odvíjí se od relativního množství unikátních a repetitivních sekvencí 
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omezen na organismy s existujícím referenčním genomem a sekvenační data z platforem 

Illumina nebo SOLiD (Trapnell et al. 2012). 

Programy IsoEM (Nicolae et al. 2011) a RSEM (Li a Dewey 2011) jsou srovnatelné 

z hlediska přesnosti při kvantifikačních analýzách s použitím paired-end readů, ale 

při použití single-end readů je RSEM o něco přesnější (Li a Dewey 2011). RSEM standardně 

využívá mapovací software Bowtie (Langmead et al. 2009), naproti tomu program IsoEM 

vyžaduje na vstupu již namapovaný soubor ve formátu SAM. Výsledné odhady exprese genů 

jsou u RSEM normalizovány v metrikách TPM (viz 1.1.4 Normalizace) a FPKM (viz 1.1.4 

Normalizace) a u softwaru IsoEM pomocí FPKM (viz 1.1.4 Normalizace). RSEM 

nevyžaduje existenci referenční genomové sekvence a ve spojení s de novo sestavování 

transkriptomu umožňuje analyzovat všechny druhy organismů (Li a Dewey 2011). 

 

2.2.4 Normalizace počtu readů 

Normalizace je jedním z nejdůležitějších kroků analýzy diferenciální genové exprese. 

Úroveň exprese jednotlivých genů může být zkreslena hloubkou sekvenování (Robinson a 

Oshlack 2010), velikostí sekvenační knihovny, délkou jednotlivých genů a obsahem GC 

párů (Risso et al. 2011). Cílem normalizace je, aby rozdíly v normalizovaných počtech readů 

odpovídaly skutečným biologickým rozdílům v expresi. Žádná nebo chybná normalizace 

může mít za následek nepřesné výsledky diferenciální genové exprese. K dispozici je 

několik normalizačních metod, které mají své předpoklady, při jejichž porušení dochází 

k chybným závěrům analýz (Evans et al. 2018). 

Gen je diferenciálně exprimovaný (DE), pokud je úroveň jeho exprese závislá 

na různých podmínkách experimentu. Pomocí normalizace jsou vyrovnány úrovně exprese 

nediferenciálně exprimovaných genů (neDE) napříč experimenty. Velikost sekvenační 

knihovny a hloubka sekvenování jsou hlavními faktory ovlivňující srovnávací analýzy 

mezi vzorky. Při větší hloubce sekvenování je generováno větší množství readů. 

Bez provedení procesu normalizace by byly neDE geny ve vzorku s větším počtem readů 

označeny jako DE (Robinson a Oshlack 2010).  

K dispozici je řada normalizačních metrik, které normalizují rozdíly v hloubkách 

sekvenování mezi vzorky (Tab. 4). CPM (counts per million) je metrika, která normalizuje 

namapované ready pouze na základě velikosti sekvenační knihovny, čímž umožňuje pouze 

srovnávání počtu genů mezi replikáty vzorků 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 sekvenační knihovny a následně podle délky genů 

(Mortazavi et al. 2008). Obecně platí, že čím vyšší RPKM/FPKM genu, tím vyšší je exprese 

daného genu. Hodnoty této metriky se však mezi vzorky významně liší, a proto není vhodná 

pro srovnávání exprese genů napříč vzorky (Wagner et al. 2012). Proto byla navržena 

alternativní metrika TPM (transcripts per million), která nejprve provede normalizaci 

podle délky genu a podle těchto nových hodnot provede normalizaci podle velikosti 

sekvenační knihovny. Součet normalizovaných hodnot readů je pro všechny replikáty stejný, 

proto je možné tyto hodnoty porovnávat napříč vzorky. 

 

Tab. 4: Příklady normalizačních metod normalizující rozdíly v hloubkách sekvenování. 

Normalizační 

metoda 

Normalizace Doporučené použití 

CPM Velikost sekvenační knihovny Srovnávání počtu genů mezi replikáty 

stejné skupiny vzorků 

RPKM/FPKM Velikost sekvenační knihovny, 

délka genů 

Srovnání exprese genů mezi geny ve 

vzorku 

TPM Délka genů, velikost sekvenační 

knihovny 

Srovnání počtu genů ve vzorku a 

srovnání exprese genů ve vzorku a 

napříč vzorky 

 

Kromě velikosti sekvenační knihovny a délky genů může mít na počty namapovaných 

readů vliv i procentuální zastoupení konkrétního genu v sekvenační knihovně, neboť 

sekvenační kapacita je omezená. Pokud je v jednom ze vzorků několik vysoce 

exprimovaných genů, tak procentuální zastoupení neDE genů bude nižší, než ve vzorku 

s menším množstvím vysoce exprimovaných genů (Obr. 5) (Robinson a Oshlack 2010). 

Tento problém lze normalizovat pomocí metod normalizace na základě distribuce/testem 

nebo pomocí kontrol (housekeeping geny, spike-in kontroly) (Evans et al. 2018). Počty 

readů jsou normalizovány pomocí vypočteného normalizačního faktoru. Mezi tyto metody 

se řadí například normalizace DESeq2 a TMM normalizace, která je součástí nástrojů 

pro diferenciální genovou expresi edgeR (Robinson et al. 2010) a limma+voom (Law et al. 

2014). 
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Obr. 5: Ovlivnění diferenciální genové exprese vysoce upregulovaným genem (Evans et al. 2018, upraveno).    
(a) Gen 3 je za podmínek B dvakrát více exprimovaný (DE), zatímco geny 1 a 2 nejsou DE (neDE) (exprimují v obou 

podmínkách stejné množství mRNA); (b) všechny vzorky mají stejný počet osekvenovaných readů, distribuce 

jednotlivých genů v sekvenačních datech bude pro všechny geny za podmínek A 1/3, ale za podmínek B budou mít 

geny 1 a 2 procentuální zastoupení 1/4 a gen 3 bude zastoupen v 1/2 sekvenačních dat; (c) Tyto rozdíly v distribucích 
mezi neDE geny (1 a 2) se projeví při procesu mapování (za podmínek A se na gen 1 a 2 namapuje více readů 

než za podmínek B, přičemž jsou neDE); (d) bez provedení normalizace a i při provedení normalizace podle 

sekvenační knihovny jsou označeny všechny geny (1,2,3) jako DE, správná normalizační metoda normalizuje ready 

tak, aby neDE geny (1 a 2) měli po normalizaci stejné hodnoty exprese a gen 3 byl dvakrát tak exprimovaný 

za podmínek B. 

 

2.2.5 Diferenciální genová exprese 

Analýza diferenciální genové exprese je proces, jehož cílem je nalezení genů, které mají 

statisticky významný rozdíl v expresi napříč různými podmínkami. Pomocí diferenciálně 

exprimovaných genů lze studovat příslušné fenotypy a genetické mechanismy 

v organismech. Diferenciálně exprimované geny jsou důležité například v rámci výzkumu 

vakcín, kde mohou být terčem terapeutických cílů. Nástroje pro diferenciální genovou 

expresi provádí statistické testy, které jsou založené na kvantifikaci exprese genů. Míra 

exprese je vyjádřena pomocí p-hodnoty, která vyjadřuje pravděpodobnost diferenciální 

genové exprese konkrétního genu v důsledku náhody. Velikost rozdílu exprese konkrétního 
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genu napříč experimenty je vyjádřena pomocí metriky log2foldchange. Jedná se o hodnotu 

log2 poměru exprese konkrétního genu za různých podmínek. 

Nástroje DESeq2 (Love et al. 2014) a edgeR (Robinson et al. 2010) patří 

k nejpoužívanějším softwarům určeným pro analýzu diferenciální genové exprese (určeno 

podle počtu citací). Software edgeR je nejlepší kompromis mezi přesností a rychlostí. Pokud 

je v experimentu nízký počet replikátů (<12), edgeR vykazuje nejlepší přesnost určení 

diferenciálně exprimovaných genů. Pro experimenty, kde je vyšší počet replikátů (> 12) se 

doporučuje software DESeq2 (Schurch et al. 2016). Při porovnání softwaru DESeq2 a 

softwaru limma+voom (Law et al. 2014) bylo zjištěno, že se více než 90 % detekovaných 

diferenciálně exprimovaných genů překrývalo mezi oběma metodami. Oba tyto softwary 

jsou spolehlivé a vhodné pro diferenciální analýzy (Tong 2021). Všechny zde zmíněné 

softwary jsou implementovány v rámci projektu Bioconductor (Online zdroj č. 7), takže se 

snáze instalují pomocí nástroje pro manipulaci s balíčky v programu R. Limma+voom byla 

vyhodnocena jako nejlepší software, co se týče rychlosti, obecnosti použití, dobré 

dokumentaci a robustnosti (Seyednasrollah et al. 2015). 

 

2.2.6 Anotace transkriptomu 

Anotace transkriptomu je proces přiřazování jména a/nebo biologické funkce 

předkládanému transkriptu. Vyžaduje integraci více biologických databází a několika 

výpočetních nástrojů. Proces funkční anotace transkriptů obvykle zahrnuje 3 kroky: 

sekvenční vyhledávání na základě homologie a sekvenční identity, anotace části sekvence 

(domény, konzervativní úseky) a anotace genové ontologie (GO) a biochemické dráhy 

(Obr. 6) (Raghavan et al. 2022). Tyto kroky nemusí být na sobě závislé a nemusí být 

implementovány ve všech anotačních softwarech. Kvalita anotace je závislá především 

na kvalitě a obsahu použitých databází. Při procesu anotace se doporučuje využívat více 

referenčních databází, které jsou zaměřené na konkrétní organismy (specializované), tak i 

databáze zahrnující velké množství organismů (univerzální) (Raghavan et al. 2022). 

Po provedení anotačního procesu je vhodné anotaci zveřejnit. Existují tři základní způsoby, 

jak zpřístupnit anotaci veřejnosti: vytvořit vlastní databázi genomu a umístit ji online, 

odeslat anotace do GenBank (Sayers et al. 2019) nebo Ensembl (Howe et al. 2021) nebo 

odeslat do kterékoliv z tematických databází genomů (Yandell a Ence 2012). 
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Obr. 6: Jednotlivé kroky funkční anotace transkriptomu (Raghavan et al. 2022, upraveno). Funkční anotace 

zahrnuje 3 kroky: anotaci na základě homologie a sekvenční identity, anotaci genové ontologie (GO) a anotaci částí 

sekvencí (domény, konzervativní úseky). 

 

2.2.6.1 NCBI (The National Center for Biotechnology Information) databáze 

NCBI je velká databáze biologických dat zahrnující i databázi citací PubMed a abstraktů 

publikovaných v přírodovědeckých časopisech (Sayers et al. 2021). Základní zdrojem dat je 

komplexní veřejná databáze GenBank (Sayers et al. 2019), která obsahuje více než 6,25 

bilionů párů bází z více než 1,6 miliardy nukleotidových sekvencí pro 450 000 formálně 

popsaných druhů (Sayers et al. 2019). Vyhledávání v databázích v rámci NCBI zajišťuje 

integrovaný systém Entrez (Schuler et al. 1996). Jedná se o molekulárně-biologický 

databázový a vyhledávací systém, který poskytuje přístup k 34 databázím (odkazy 

na jednotlivé databáze jsou uvedeny na stránce globálního vyhledávání Entrez, Online zdroj 

č. 8), které dohromady obsahují 3 miliardy záznamů (Sayers et al. 2021). 

Proces vyhledávání v sekvenční databázi je umožněn pomocí integrovaného programu 

BLAST (Basic Local Search Alignement) (Boratyn et al. 2013), který na základě vstupní 

sekvence provádí vyhledávání podobných sekvencí z datových souborů (Sayers et al. 2021). 

Nicméně rychlost tohoto softwaru není optimální pro dlouhé dotazovací nebo databázové 

sekvence. Proto byla vyvinuta aplikace příkazového řádku BLAST+ (Camacho et al. 2009), 

která tyto sekvence rozdělí do bloků, což výrazně zkrátí dobu vyhledávání (Camacho et al. 

2009). 

Výsledkem vyhledávání jsou názvy sekvencí seřazené podle statistické významnosti 

nalezené shody (bit score a e-value). Bit score vyjadřuje statistickou významnost alignmentu 
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vstupní sekvence se sekvencí v databázi. Čím vyšší hodnota, tím větší podobnost těchto 

sekvencí. E-value je informativnější parametr, který navíc zahrnuje velikost prohledávané 

databáze. Vyjadřuje pravděpodobnost, že náhodná sekvence v databázi bude mít stejnou 

nebo vyšší podobnost ke vstupní sekvenci než nalezená sekvence v databázi dané velikosti. 

E-value bývá obvykle použita jako první filtr kvality alignmentu pro výsledek hledání 

pomocí BLAST (blastn – nukleotidová sekvence proti nukleotidové databázi, blastp – 

proteinová sekvence proti proteinové databázi, blastx – nukleotidová sekvence proti 

proteinové databázi, tblastn – proteinová sekvence proti nukleotidové databázi). Čím nižší 

hodnota e-value tím lepší shoda (Online zdroj č. 9). 

Kromě názvu sekvence je důležité znát další informace například o funkci proteinu, 

zařazení do proteinových skupin a metabolických drah. Pro přiřazení funkční anotace 

jednotlivým sekvencím byl vytvořen nástroj InterproScan (Jones et al. 2014), jehož výstup 

zahrnuje informace z databáze InterPro (Blum et al. 2021). Databáze InterPro sjednocuje 

informace o proteinových rodinách, doménách a funkčních místech proteinů ze 13 databází, 

které klasifikují proteiny pomocí řady různých metod (Online zdroj č. 10). InterproScan 

klasifikuje části vstupní sekvence na základě podobnosti v databázi InterPro (domény, 

funkční místa). Každá shoda se záznamem v databázi obsahuje hypertextový odkaz 

na hlavní zdroj databáze InterPro a na příslušnou databázi (Quevillon et al. 2005). 

 

2.2.6.2 KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) databáze 

Databáze KEGG je japonská databáze, která byla vytvořena k přiřazování funkčních 

významů proteinů na molekulární úrovni (sítě molekulárních interakcí, reakcí a vztahů). 

V současné době KEGG obsahuje 18 správcem spravovaných databází, které jsou rozděleny 

do 4 funkčních kategorií, kde každá databáze má svůj specifický identifikátor (Kanehisa et 

al. 2021) (Obr. 7). Součástí je i databáze KEGG Orthology (KO), kde jsou uloženy 

biologické funkce. Každý záznam KO je definován jako funkční ortolog genů a proteinů. 
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Obr. 7: Seznam 18 správcem spravovaných databází, které jsou součástí KEGG databáze (Kanehisa et al. 
2021). KEGG databáze se skládá z 18 správcem spravovaných databází, které jsou rozděleny do 4 kategorií. Každá 

databáze má svůj specifický KEGG identifikátor (Prefix), za kterým následuje pětimístné číslo. 

 

Většina sekvenčních dat v KEGG databázi je uložena v kategorii KEGG organismy 

(KEGG organisms) a KEGG viry (KEGG viruses). Kategorie KEGG organismy je hlavní 

částí integrované databáze GENES, která obsahuje osekvenované genomy z databáze 

RefSeq (O’Leary et al. 2016) a GenBank (Clark et al. 2016). Celkem obsahuje 759 zástupců 

eukaryot, 7027 zástupců bakterií a 389 zástupců archeií (k červnu 2022). Každý KEGG 

organismus má identifikátor, který je reprezentován tří/čtyřpísmenným kódem (např. „eco“ 

pro Escherichia coli). Kategorie KEGG viry obsahuje data z RefSeq (O’Leary et al. 2016), 

která je identifikována dvoupísmenným kódem ‘vg’ (vg:geneid) a nejsou zde rozlišeny 

jednotlivé virové genomy (Kanehisa et al. 2017). V současné době obsahuje 359 druhů 

virových genomů (červen 2022). 

V rámci KEGG databáze je k dispozici řada softwarů, jako např. KEGG Mapper tools, 

které mapují proti databázím KEGG PATHWAY (grafické mapy představující 

např. molekulární dráhy pro metabolismus, zpracování genetických informací, další 

buněčné procesy, lidské nemoci a vývoj léků), KEGG BRITE (hierarchické klasifikační 

systémy popisující zařazení proteinů do proteinových skupin) a KEGG MODULE (sady 
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genů charakterizující metabolické dráhy, fenotypové znaky a reakční kroky v metabolických 

drahách). Tyto nástroje jsou sloučeny do 3 obecných mapovacích nástrojů: Reconstruct 

Pathway, Search Pathway a Search & Color Pathway, kde každý nástroj umožňuje mapování 

proti více KEGG databázím najednou (Kanehisa a Sato 2020). Cílem těchto nástrojů je 

propojení molekulárních objektů (genů, proteinů, metabolitů a glykanů) s objekty vyšší 

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

Nejedná se o veřejnou databázi, proto je zapotřebí si zakoupit licenci. Licencovaná 

verze KEGG databáze umožňuje přístup k KEGG FTP serveru, který umožňuje hromadné 

stahování dat, což výrazně zrychlí práci. Pro akademické pracovníky jsou volně 

zpřístupněny KEGG webové stránky a za poplatek přístupová práva k KEGG FTP. 

Pro akademické pracovníky mimo Japonsko je cena této licence 2 000 USD na rok 

pro jednoho koncového uživatele a 5 000 USD pro více koncových uživatelů (červen 2022). 

 

2.2.7 Analýza obohacení genové sady (Gene enrichment analysis) 

Analýza obohacení genové sady slouží k nalezení statisticky významně upregulovaných 

či downregulovaných biologických drah či proteinových rodin. Diferenciální analýza 

genové exprese identifikuje pouze diferenciálně exprimované geny/transkripty, ale nikoliv 

rozdíly v biologických procesech či v proteinových rodinách, které jsou typicky tvořené více 

proteiny. Je velmi obtížné určit geny, jejichž proteinové produkty spolu vzájemně interagují 

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

Jedna z možných metod výpočtu genového obohacení se snaží identifikovat statisticky 

významně obohacené biologické dráhy nebo proteinové rodiny (upregulované, 

downregulované) pomocí Fisherova exaktního testu (Fisher 1935), ze kterého jsou získány 

p-hodnoty. Tyto p-hodnoty vyjadřují nejmenší hladinu významnosti testu, při níž zamítneme 

nulovou hypotézu (daná biologická dráha není statisticky významně genově obohacena) 

na zkoumaných datech. Čím nižší p-hodnota, tím nižší pravděpodobnost platnosti nulové 

hypotézy. K výpočtu Fisherova exaktního testu je zapotřebí vytvořit kontingenční tabulku 

(Tab. 5), která přehledně zobrazuje vzájemné vztahy mezi zkoumanými daty. Z takto 

vytvořené tabulky je pomocí následujícího vzorce vypočtena výsledná p-hodnota: 
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𝑝 =
(𝑘+(𝑛−𝑘)

𝑘
) (

(𝑚−𝑘)+(𝑁+𝑘−𝑛−𝑚)
(𝑚−𝑘) )

( 𝑁
𝑘+(𝑚−𝑘))

=

=  
(𝑘 + (𝑚 − 𝑘))! (𝑘 + (𝑛 − 𝑘))! ((𝑛 − 𝑘) + (𝑁 + 𝑘 − 𝑛 − 𝑚))! ((𝑚 − 𝑘) + (𝑁 + 𝑘 − 𝑛 − 𝑚))!

𝑁! 𝑘! (𝑚 − 𝑘)! (𝑛 − 𝑘)! (𝑁 + 𝑘 − 𝑛 − 𝑚)!
 

 

Tab. 5: Kontingenční tabulka 2x2 (Hung 2013, upraveno). Jednotlivé proměnné reprezentují: k – počet 

up/downregulovaných genů v daném vzorku v konkrétní biologické dráze, m – celkový počet up/downregulovaných 
genů v daném vzorku v konkrétní biologické dráze, n – celkový počet up/downregulovaných genů v daném vzorku, 

N – celkový počet up/downregulovaných genů v daném vzorku. 

 UP/DOWN 

regulované geny 

neUP/neDOWN 

regulované geny  

Celkový počet 

genů 

Geny v konkrétní 

biologické dráze 

k m-k m 

Všechny geny, které 

nejsou v konkrétní 

biologické dráze 

n-k N+k-n-m N-m 

Celkový počet genů n N-n N 

 

Jednotlivé biologické dráhy jsou označeny za statisticky významně obohacené, pokud 

výsledná p-hodnota je nižší nebo rovna zvolené hladině významnosti testu (většinou 0,05, 

což je 5 % šance, že dané obohacení je způsobeno náhodou) (Huang et al. 2009a). 

Tento test je však proveden na všechny biologické dráhy, kde se vyskytují 

up/downregulované geny zkoumaného vzorku. Při zvolení hladiny významnosti 0,05, tak 

při provedení 100 testů bude průměrně 5 testů špatně (5 % pravděpodobnost chyby 1. 

stupně). Proto je nutné řešit problém násobného testování hypotéz. K dispozici je několik 

typů korekčních metod např. Bonferroniho korekce (Bland a Altman 1995), která upravuje 

hladinu významnosti testu tak, že ji dělí počtem provedených testů (např. 0,05/100 

při provedení 100 testů na hladině významnosti 0,05). Nicméně tato korekce je velmi přísná 

a při větším počtu provedených testů je relativně těžké dosáhnout statistické významnosti. 

Korekčních metod je velké množství např. Tukeyova korekce, Benjamini-Hochbergova 

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

Pro výpočet genového obohacení je k dispozici je řada nástrojů, nicméně ty fungují jen 

pro vybrané organismy. Software DAVID (Huang et al. 2009b) má v sobě integrované 

databáze a řadu analytických nástrojů. Na vstupu přijímá seznam zkoumaných genů 
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s libovolných počtem společných genových identifikátorů (Huang et al. 2009b). V nově 

aktualizované verzi pokrývá 55 464 organismů a je v současnosti nejpoužívanějším 

nástrojem (Sherman et al. 2022). Další software BiNGO (Maere et al. 2005) na vstupu 

přijímá buď seznam genů vložený jako text, nebo podgrafy biologických sítí vizualizované 

v softwaru Cytoscape (Shannon et al. 2003). GOrilla (Eden et al. 2009) na rozdíl od ostatních 

nástrojů zahrnuje přesnější statistické výpočty, efektivní grafické znázornění a dobrou 

časovou složitost (Eden et al. 2009).  Nástroj Blast2GO (Gotz et al. 2008) kombinuje různé 

anotační strategie a nástroje související s anotací a obsahuje grafické funkce (GO-graf na 

výstupu) (Gotz et al. 2008). 
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3 Materiál a metody 

3.1 Sběr materiálu, izolace RNA a sekvenace 

Tetrathyridia tasemnice Mesocestoides corti (syn. M. vogae) byly získány nákazou 

outbredního kmene myši Hsd:ICR (CD-1) (ICR) a inbredního kmene C57BL/6OlaHsdd 

(BLACK) (B). Každá myš byla infikována šesti sty larvami a nákaza trvala po dobu 14 dnů. 

Po 14 dnech byly tasemnice (n=1000) vypitvány z peritoneální dutiny a 3x promyty 

sterilním fyziologickým roztokem.  Po krátké centrifugaci byl odstraněn zbytek 

fyziologického roztoku a vzorky byly stabilizovány TRIzolem (Invitrogen) a uloženy                   

v -80°C. 

Dále byla provedena in vitro (IV) kultivace, kde byla použita tetrathyridia vypitvané 

z myšího kmene BALB/c. Tasemnice byly kultivovány po dobu 14 dnů v DMEM mediu 

s přidaným penicilin-streptomycinem (100 U/ml). Výměna média probíhala každé dva dny.  

Izolace total RNA ze všech vzorků proběhla podle protokolu TRizol RNA Isolation 

Reagent (Invitrogen). Reziduální DNA byla odstraněna pomocí TURBO DNA-freeKit 

(Invitrogen). Kvalita a integrita RNA byla měřena přístrojem Bioanalyzer 2100 (Agilent). 

Knihovny pro sekvenaci byly konstruovány pomocí protokolu NEBNext® Poly(A) mRNA 

Magnetic Isolation Module (Online zdroj č. 11) a NEBNext® Ultra II Directional RNA 

Library Prep Kit for Illumina (Online zdroj č. 12) a sekvenace proběhla na platformě 

NovaSeq (Illumina) pomocí pair-end sekvenování. Každý vzorek byl analyzován ve 4 

biologických replikátech, celkově tedy bylo osekvenováno 12 transkriptomů M. corti. 
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3.2 Bioinformatická analýza 

Výpočetní kapacita byla využita v rámci infrastruktury Metacentrum. Bioinformatická 

analýza zahrnovala několik kroků, kde v každém kroku byl zvolen vhodný software, nebo 

napsán skript v programovacím jazyku Python (Obr. 8). Tyto kroky jsou popsány níže.  

 

 

Obr. 8: Schéma bioinformatické analýzy s použitými softwary. Nejprve byla provedena kontrola kvality 
vstupních readů pomocí softwaru FastQC (v. 0.11.5). Dále bylo provedeno předzpracování readů, které zahrnovalo 

korekce sekvenačních chyb pomocí softwaru Rcorrector (v. 1.0.4) a odstranění nekvalitních konců readů pomocí 

softwaru Trimmomatic (v. 0.38). Následoval krok anotace referenčního transkriptu pomocí KEGG a NCBI databáze. 

Následně byla provedena kvantifikace genové exprese pomocí softwaru RSEM (verze 1.3.3) a analýza diferenciální 
genové exprese pomocí softwaru DESeq2 (verze 1.30.1). Na konec byla provedena analýza genového obohacení, 

kde na základě mapování transkriptů do biologických drah (KEGG Mapper verze 5.0) byly zjištěné statisticky 

významně upregulované biologické dráhy. Pro tuto analýzu byl vytvořen skript v programovacím jazyku Pythonu 

(Přílohy gene_enrichment.py). 

 

3.2.1 Sekvenační data, předzpracování dat a kontrola kvality 

U dat získaných ze sekvenátoru byla nejprve provedena kontrola kvality pomocí 

softwaru FastQC (verze 0.11.5) (Online zdroj č. 3) s defaultním nastavením. Následně byla 

provedena korekce sekvenačních chyb pomocí softwaru Rcorrector (verze 1.0.4) (Song a 

Florea 2015) s defaultním nastavení. Pomocí softwaru Trimmomatic (verze 0.38) (Bolger et 

al. 2014) byly odstraněny nekvalitní konce readů. Software byl spuštěn s následujícím 

nastavením parametrů: PE; SLIDINGWINDOW:4:5; LEADING:5; TRAILING:5; 
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MINLEN:25. Následně byla znovu provedena kontrola kvality pomocí softwaru FastQC 

(verze 0.11.5) (Online zdroj č. 3). 

 

3.2.2 Anotace referenčního transkriptomu 

Anotace referenčního transkriptomu M. corti PRJEB510.WBPS15 (Online zdroj č. 1) 

(kapitola 2.1.1) byla provedena pomocí dvou různých databází: KEGG (Kyoto Encyclopedia 

of Genes and Genomes) (Kanehisa et al. 2021) a NCBI (Sayers et al. 2021). Referenční 

transkriptom byl anotován pomocí automatického anotačního serveru GhostKoala (verze 

2.2) (Kanehisa et al. 2016) s využitím prokaryotické a eukaryotické databáze genů. Anotace 

pomocí NCBI databáze (verze březen 2020) byla provedena pomocí softwaru blast-plus 

(verze 2.10.1) (Camacho et al. 2009) s následujícími parametry: -db nr; -evalue 1e-05;              

-max_target_seqs 5. 

Výstupní soubor NCBI anotovaného transkriptomu obsahoval ke každému transkriptu 

5 různých anotací. U každého transkriptu byla vybrána jedna konkrétní anotace primárně 

podle funkční anotace genu a sekundárně podle nejvyšší hodnoty bit_score (udává kvalitu 

zarovnání). Na tuto filtraci byl vytvořen skript v programovacím jazyku Python 

(Přílohy filtering_ncbi.py). Pro výsledné anotace transkriptomů jednotlivých vzorků byly 

vybrány transkripty, jejichž hodnota „expected counts“ byla vyšší či rovna 10 ve všech 

replikátech (Přílohy transcriptoms_annotation.py), ale pro diferenciální genovou analýzu a 

analýzu genového obohacení byly využity všechny transkripty v každém replikátu. 

 

3.2.3 Kvantifikace a analýza diferenciální genové exprese 

Očištěné a anotované ready byly mapovány na referenční anotovaný transkriptom a byla 

provedena kvantifikace genové exprese pomocí softwaru RSEM (verze 1.3.3) (Li a Dewey 

2011). Mapování a kvantifikace byla provedena pro každý vzorek analýzy zvlášť. Detekce 

odlišně exprimovaných genů byla zjištěna pomocí softwaru DESeq2 (1.30.1) (Love et al. 

2014) pro každou dvojici vzorků (IV&B, IV&ICR, ICR&B). 

 

3.2.4 Sloučení výstupů a analýza obohacení genové sady 

Jednotlivé výstupy ze softwaru DESeq2 (tabulky s diferenciálně exprimovanými 

transkripty) byly sloučeny s KEGG a NCBI anotacemi na základě unikátního identifikátoru 
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každého transkriptu. Jednotlivé transkripty s hodnotou padj. menší než 0,5 byly rozděleny 

podle hodnoty log2foldchange do několika kategorií od mírně up/down regulovaných až 

po velmi up/down regulované (Tab. 6). Pro analýzu genového obohacení byly tyto kategorie 

nekriticky sloučeny do dvou souborů: upregulované <0, ∞) a downregulované (-∞, 0) 

vzhledem k Vzorku1. Pro tyto kroky byl vytvořen skript v jazyku Python 

(Přílohy diffexpr_annotation.py). 

 

Tab. 6: Rozdělení diferenciálně exprimovaných transkriptů podle hodnoty log2foldchange. 

Hodnota log2foldchange Vzorek 1 Vzorek 2 

< -2 Vysoce downregulované Vysoce upregulované 

[-2, -1] Downregulované Upregulované 

[-1, 0] Mírně downregulované Mírně upregulované 

[0, 1] Mírně upregulované Mírně downregulované 

[1, 2] Upregulované Downregulované 

> 2 Vysoce upregulované Vysoce downregulované 

 

Pomocí nástroje KEGG Mapper (verze 5.0) (Kanehisa a Sato 2020) bylo provedeno 

mapování up/downregulovaných transkriptů na konkrétní metabolické dráhy. Na výsledky 

tohoto mapování byla provedena analýza genového obohacení na základě Fisherova 

exaktního testu pomocí vytvořeného skriptu v jazyku Python (Přílohy gene_enrichment.py). 

KEGG biologické dráhy byly označeny za obohacené, pokud jejich p-hodnota (získaná 

z Fisherova exaktního testu) byla nižší nebo rovna 0,05 (hladina významnosti testu). 
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4 Výsledky 

4.1 Izolace RNA a sekvenační data M. corti 

RNA pro tvorbu knihoven pro sekvenaci byla získána z tetrathyridií M. corti, které byly 

kultivovány in vitro (IV) a v myších hostitelích inbredního druhu C57BL/6OlaHsdd 

(BLACK) (B) a outbredního druhu Hsd:ICR (CD-1) (ICR). Každý vzorek byl tvořen čtyřmi 

replikáty. Izolovaná RNA byla podrobena kontrole kvality pomocí mikrokapilární 

elektroforézy na přístroji Bioanalyzer s následujícími RIN (RNA integrity number) 

hodnotami: 8,60 (B1); 9,50 (B2); 9,20 (B3); 9,50 (B4); 8,50 (IV1); 7,40 (IV2); 9,30 (IV3); 

9,20 (IV4); 9,20 (ICR1); 9,30 (ICR2); 9,50 (ICR3) a 8,90 (ICR4). Po sekvenaci bylo celkem 

získáno 337,9 milionů vysoce kvalitních (otrimovaných) pair-end readů se srovnatelným 

zastoupením pro vzorky získané z myší (B – 117,9 milionů; ICR – 116,1 milionů). Vzorky 

z in vitro kultivace byly zastoupeny menším počtem readů (103,9 milionů). Procento readů 

namapovaných na referenční transkriptom M. corti bylo u replikátů B 59,85–73,63 %, 

u replikátů ICR 55,32–73,82 % a u replikátů IV 58,86–70,59 % (Tab. 7). Z toho unikátně 

namapovaných readů bylo 41,35-46,54 % u B, 36,95-47,93 % u ICR a 40,5-46,25 % u IV 

(Obr. 9). 

Tab. 7: Informace o sekvenačních datech tetrathyridií Mesocestoides corti kultivované v myších hostitelích 

inbredního druhu BLACK (B), outbredního druhu Hsd:ICR (CD-1) (ICR) a in vitro (IV). 

Název 

vzorku 

Počet pair-end 

readů 

Počet 

otrimovaných 

readů 

Počet namapovaných 

readů (v %) 

Počet unikátně 

namapovaných readů (v 

%) 

B1 34 229 424 33 123 094 19 822 032 (59,85) 13 837 344 (41,78) 

B2 33 971 130 33 183 640 24 434 480 (73,63) 15 444 252 (46,54) 

B3 22 513 708 21 935 170 13 461 980 (61,38) 9 069 392 (41,35) 

B4 30 352 722 29 655 130 21 484 780 (72,45) 13 796 532 (46,52) 

ICR1 29 003 682 28 263 210 18 885 526 (66,83) 12 476 828 (44,15) 

ICR2 32 673 958 31 739 626 23 429 216 (73,82) 15 211 658 (47,93) 

ICR3 30 410 378 29 503 534 21 744 344 (73,63) 13 617 886 (46,11) 

ICR4 27 349 016 26 637 484 14 734 968 (55,32) 9 842 900 (36,95) 

IV1 25 916 924 25 325 050 17 820 674 (70,37) 11 426 902 (45,12) 

IV2 26 967 034 26 341 514 18 595 438 (70,59) 12 183 828 (46,25) 

IV3 24 685 180 23 729 776 14 424 192 (60,79) 9 611 154 (40,50) 

IV4 29 207 524 28 482 224 16 764 096 (58,86) 11 642 664 (40,88) 
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Obr. 9: Sloupcový graf reprezentující výsledky mapování (v %) vstupních readů u všech replikátů každého 

vzorku. 

 

4.2 Anotace referenčního transkriptomu 

Referenční transkriptom obsahuje 22 265 transkriptů. Pomocí NCBI databáze bylo 

anotováno 20 333 transkriptů (~ 91,3 %) a pomocí KEGG databáze 10 214 transkriptů 

(~ 45,9 %). Téměř polovina anotovaných transkriptů je podle KEGG databáze součástí 

proteinové rodiny genetických informačních procesů. Většina transkriptů byla 

z taxonomické kategorie ploštěnci a zhruba čtvrtina transkriptů nebyla přiřazena k žádné 

známé taxonomické kategorii (Obr.  10). 
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Obr. 10: Anotace referenčního transkriptomu pomocí KEGG databáze (Kanehisa et al. 2021, upraveno). 

 

Z celkového počtu 22 265 referenčních transkriptů zkoumané vzorky exprimovaly 

10 799 transkriptů, z čehož 8 491 sdílely všechny zkoumané replikáty. Nejméně 

specifických transkriptů bylo ve vzorcích získaných z inbredních myší (B – 240). Zatímco 

ve vzorcích získaných z outbredních myší (ICR – 494) a z in vitro kultivace (IV – 391) bylo 

množství specifických transkriptů v srovnatelném zastoupení (Obr. 11). V rámci práce byl 

pro každý vzorek (B, ICR, IV) sestaven anotovaný transkriptom, který obsahoval všechny 

transkripty, které měly hodnotu „expected counts“ větší nebo rovnou 10 (Přílohy S1). 
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Obr. 11: Vennův diagram zobrazující srovnání exprimovaných transkriptů u vzorků B, ICR a IV. Graf 

obsahuje počty transkriptů, které měly hodnotu „expected counts“ větší nebo rovnou 10 ve všech replikátech. 

 

4.3 Kvantifikace a analýza diferenciální exprese 

Analýza diferenciální genové exprese byla provedena pro každou kombinaci dvojic 

druhů vzorků (B & IV, ICR & IV, B & ICR) (Obr. 12) (Přílohy S2). Při vzájemných 

porovnáních bylo upregulováno 611:452 (B: IV), 680:472 (ICR: IV) a 9:17 (B: ICR) 

transkriptů. Kvůli nízkému počtu diferenciálně exprimovaných genů, není provedena 

u srovnání B & ICR analýza genového obohacení. Nejvíce upregulovaných transkriptů 

ve všech porovnávaných replikátech je podle KEGG BRITE databáze enzymatického 

charakteru (Obr. 13 a 14). Největší rozdíly mezi upregulovanými transkripty u tasemnic 

pocházejících z myších hostitelů (B, ICR) a in vitro kultivovanými tasemnicemi (IV) byly 

v kategoriích enzymy, membrane trafficing a v proteinech souvisejících s exozomem. 

Naopak více upregulovaných transkriptů v IV (vs B a ICR) bylo ve většině proteinů 

souvisejících s translací a transkripcí (kategorie zpracování genetické informace). Deset 

nejvíce upregulovaných transkriptů u replikátů B a ICR ve srovnání s IV replikáty kódovalo 

chromodomain helicase DNA binding protein 1, glioma pathogenesis protein 1,             

cysteine-rich secreted protein 2 precursor, DH domain containing protein a unnamed 

proteins (Tab. 8, Tab. 9). 
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Obr. 12: Upregulované a downregulované transkripty replikátů B a ICR ve srovnání s IV replikáty. 

 

 

 

 

Obr. 13: Sloupcové grafy znázorňující upregulované transkripty ve srovnání IV a B replikátů (Kyoto 

Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG), BRITE anotace). 
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Obr. 14: Sloupcové grafy znázorňující upregulované transkripty ve srovnání IV a ICR replikátů (Kyoto 

Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG), BRITE anotace). 
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Tab. 8: Deset nejvíce upregulovaných transkriptů v B replikátech ve srovnání s IV replikáty. 

ID transkriptu Expected counts (4 replikátů) Log2fold 

change 

NCBI anotace 

MCU_005129-RA 0 678 0 383 -24,8 chromodomain helicase DNA binding 

protein 1 (Echinococcus multilocularis) 

MCU_012543-RA 229 302 370 162 -10,5 glioma pathogenesis protein 1 

(Echinococcus multilocularis) 

MCU_004110-RA 1755 2475 1165 2172 -9,7 cysteine-rich secreted protein 2 precursor 

(Mesocestoides vogae) 

MCU_006924-RD 329 0 0 122 -9,2 Immunoglobulin E set (Echinococcus 

granulosus) 

MCU_000888-RC 264 18 105 17 -9,1 Transducin beta-like protein 3 

(Echinococcus granulosus) 

MCU_012433-RA 73 88 74 110 -8,8 cysteine-rich secreted protein 2 precursor 

(Mesocestoides vogae) 

MCU_012577-RB 156 44 47 41 -8,6 unnamed protein product (Mesocestoides 

corti) 

MCU_000072-RE 234 18 0 23 -8,5 active breakpoint cluster region 

(Echinococcus multilocularis) 

MCU_006389-RA 83 28 86 0 -8,0 DH domain containing protein 

(Echinococcus multilocularis) 

MCU_014000-RA 51 17 67 35 -7,8 cysteine-rich secreted protein 2 precursor 

(Mesocestoides vogae) 
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Tab. 9: Deset nejvíce upregulovaných transkriptů v ICR replikátech ve srovnání s IV replikáty. 

ID transkriptu Expected counts (4 replikátů) Log2fold 

change 

NCBI anotace 

MCU_012543-RA 351 423 511 686 -11,3 glioma pathogenesis protein 1 
(Echinococcus multilocularis) 

MCU_005129-RA 41 420 625 0 -10,4 chromodomain helicase DNA binding 

protein 1 (Echinococcus multilocularis) 

MCU_012433-RA 59 69 203 354 -9,8 cysteine-rich secreted protein 2 precursor 

(Mesocestoides vogae) 

MCU_000297-RB 39 275 145 0 -9,2 oligomeric Golgi complex subunit 8 

(Echinococcus multilocularis) 

MCU_004908-RB 36 361 0 38 -9,1 sec1 family domain containing protein 1 

(Echinococcus multilocularis) 

MCU_010279-RA 95 38 266 103 -8,6 unnamed protein product (Hydatigera 

taeniaformis) 

MCU_006984-RD 11 54 31 117 -8,1 titin (Echinococcus multilocularis) 

MCU_011868-RA 421 441 699 613 -8,0 unnamed protein product, partial 

(Mesocestoides corti) 

MCU_014000-RA 22 73 64 38 -8.0 cysteine-rich secreted protein 2 precursor 

(Mesocestoides vogae) 

MCU_010278-RA 231 184 537 350 -7,9 unnamed protein product, partial 

(Mesocestoides corti) 

 

4.4 Analýza obohacení genové sady (Gene enrichment analysis) 

U replikátů B (tasemnice v inbredních myších hostitelích) představovalo 

147 upregulovaných transkriptů (ve srovnání s IV replikáty) 6 obohacených KEGG 

biologických drah (Tab. 10), většina z nich souvisí s metabolismem (n = 127) [metabolic 

pathways (n = 69), biosynthesis of secondary metabolites (n = 27), microbial metabolism in 

diverse environments (n = 15)], metabolismem sacharidů [pentose phosphate pathway] 

(n = 7) a energetických metabolismem [oxidative phoshorylation] (n = 9). Dále byly 

statisticky signifikantně označeny i dráhy související s lidskými chorobami [chemical 

carcinogenesis (n = 11), yersinia infection (n = 9)], nicméně tyto dráhy nejsou v rámci tohoto 

výzkumu biologicky relevantní a jedná se o náhodné namapování genů do více biologických 

drah. Naproti tomu u IV replikátů (tasemnicích kultivovaných in vitro) představovalo 58 

upregulovaných transkriptů (ve srovnání s B replikáty) 8 obohacených KEGG biologických 

drah (Tab. 9).  Většina upregulovaných transkriptů souvisí s environmentálními 

informačními procesy (n = 22) [MAPK signaling pathway (n = 8), Ras signaling pathway 

(n = 8), Notch signaling pathway (n = 4)]. Další obohacená dráha souvisí s genetickými 
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informačními procesy (n = 15), zejména s translací [aminoacyl-tRNA biosynthesis (n = 10), 

mRNA surveillance pathway (n = 5)]. Dále jsou obohaceny dráhy související s buněčnými 

procesy [lysosome] (n = 10). Další signifikantně obohacená dráha souvisí s lidskými 

chorobami [breast cancer (n = 9), herpes simplex virus 1 infection (n = 4)], nicméně tato 

dráha není v rámci tohoto výzkumu biologicky relevantní a jedná se o náhodné namapování 

genů do více biologických drah (Přílohy S3). 

U replikátů ICR (tasemnice v outbredních myších hostitelích) představovalo 181 

upregulovaných transkriptů (ve srovnání s IV replikáty) 8 obohacených KEGG biologických 

drah (Tab. 11), většina z nich souvisí s metabolismem (n = 145) [metabolic pathways 

(n = 80), biosynthesis of secondary metabolites (n = 34), microbial metabolism in diverse 

environments (n = 21)] a energetickým metabolismem [oxidative phoshorylation] (n = 10). 

Další obohacené dráhy souvisí s oběhovým systémem [cardiac muscle contraction] (n = 7) 

a s lidskými chorobami [chemical carcinogenesis – reactive oxygen species (n = 10), yersinia 

infection (n = 6), dilated cardiomyopathy (n = 5)], nicméně tyto dráhy nás nebudou zajímat, 

neboť nejsou biologicky relevantní a jedná se o náhodné namapování genů do více 

biologických drah. Naproti tomu u IV replikátů (tasemnicích kultivovaných in vitro) 

představovalo 84 upregulovaných transkriptů (ve srovnání s ICR replikáty) 13 obohacených 

KEGG biologických drah (Tab. 9). Většina upregulovaných transkriptů (n = 30) souvisí 

s buněčnými procesy s transportem a katabolismem [lysosome (n = 11), autophagy – animal 

(n = 7)] a s buněčným růstem a smrtí [apoptosis] (n = 7). Další obohacená dráha souvisí s 

environmentálními informačními procesy (n = 25) [MAPK signaling pathway (n = 7), 

MAPK signaling pathway (n = 6), Ras signaling pathway (n = 8), Rap 1 signaling pathway 

(n = 4)]. Obohacena je také dráha související s genetickými informačními procesy, 

konkrétně s translací (n = 19) [aminoacyl-tRNA biosynthesis (n = 8), mRNA surveillance 

pathway (n = 7), ribosome biogenesis in eukaryotes (n = 4)]. Dále jsou obohaceny dráhy 

související s endokrinním systémem [oxytocin signaling pathway] (n = 5) a s lidskými 

chorobami [endocrine resistance (n = 5)] (Přílohy S3). 
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Tab. 10: Přehled obohacených metabolických drah v B a ICR replikátech ve srovnání s IV replikáty 

na základě klasifikace KEGG pathway (šedě označeny hodnoty, které nedosáhly statistické významnosti 

genového obohacení). 

 Celkový 

počet genů 

v dráze 

(B & IV) 

Počet 

upregulovaných 

genů u B (vs IV) 

Celkový 

počet genů 

v dráze 

(ICR & IV) 

Počet 

upregulovaných 

genů u ICR (vs IV) 

Metabolism   

Metabolic pathways 102 69 112 80 

Biosynthesis of 

secondary metoblites 

40 27 46 34 

Microbial metabolism in 

diverse environments 

19 15 26 21 

Citrate cycle (TCA 

cycle) 

7 7 9 8 

Oxidative 

phosphorylation 

10 9 10 10 
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Tab. 11: Přehled obohacených metabolických drah v IV replikátech ve srovnání s B a ICR replikáty 

na základě klasifikace KEGG pathway (šedě označeny hodnoty, které nedosáhly statistické významnosti 

genového obohacení). 

 Celkový 

počet genů 

v dráze 

(B & IV) 

Počet 

upregulovaných 

genů u IV (vs B) 

Celkový 

počet genů 

v dráze 

(ICR & IV) 

Počet 

upregulovaných 

genů u IV (vs ICR) 

Genetic Information Processing   

Aminoacyl-tRNA 

biosynthesis 

10 10 9 8 

mRNA surveillance 

pathway 

5 5 8 7 

Ribosome biogenesis in 

eukaryotes 

3 1 4 4 

Environmental Information 

MAPK signaling 

pathways 

11 8 8 7 

MAPK signaling 

pathway - fly 

6 3 7 6 

Ras signaling pathway 10 8 9 8 

Notch signaling pathway 4 4 5 1 

Rap1 signaling pathway 6 3 4 4 

Cellular Processes 

Lysosome 11 10 12 11 

Autophagy - animal 6 2 7 7 

Apoptosis 8 3 9 7 

Cellular senescence 5 2 5 5 
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5 Diskuze 

Tato práce se zabývala porovnáním transkriptomických profilů vývojového stádia 

tasemnice M. corti kultivované in vitro (IV) a v inbredních (B) a outbredních (ICR) myších 

kmenech. V této studii byla provedena analýza diferenciální genové exprese mezi všemi 

dvojicemi vzorků a analýza genového obohacení (gene enrichment analysis), která 

identifikovala statisticky významně up/downregulované biologické dráhy ve srovnávaných 

vzorcích. Dosud se transkriptomické studie M. corti zaměřovaly především na identifikaci a 

profilaci mikroRNA dvou vývojových stádií (tetrathyridia, dospělec) (Basika et al. 2016) a 

jejich transkriptomický profil (Basika et al. 2019). 

 

5.1 Izolace RNA a sekvenační data M. corti 

Izolovaná RNA nabývala po kontrole kvality pomocí mikrokapilární elektroforézy 

vysokých RIN hodnot (průměrně 9,0). To vypovídá o vysoké kvalitě RNA, která byla 

následně sekvenována. Ze sekvenační platformy bylo získáno celkem 347 280 680 pair-end 

readů. Po filtrování a trimování zůstalo 337 919 452 pair-end readů, což je zhruba 97 %. 

To značí vysokou kvalitu sekvenačních dat. Na rozdíl od dřívějších transkriptomických 

studií, kde bylo ze sekvenační platformy získáno 70,2 milionů pair-end readů a po oříznutí 

zbylo jen 78 % pair-end readů (Basika et al. 2019). Z vysoce kvalitních (otrimovaných) 

readů bylo namapováno na referenční transkriptom zhruba 67 %, což je podobné, jako 

u nedávné studie transkriptomického profilu dvou vývojových stádií M. corti (Basika et al. 

2019), kde bylo provedeno mapování na referenční genom. Nicméně v této práci bylo pouze 

39 % readů namapováno unikátně. To může být způsobeno neúplností referenčního 

transkriptomu, který neobsahuje všechny varianty alternativního sestřihu transkriptů. 

 

5.2 Anotace referenčního transkriptomu 

Při anotaci referenčního transkriptomu bylo anotováno cca 91,3 % transkriptů pomocí 

NCBI databáze a pouze 45,9 % transkriptů pomocí KEGG databáze. Tento výrazný rozdíl 

může být způsoben faktem, že NCBI databáze obsahuje cca 237 520 318 sekvencí (databáze 

Genbank) a 1 781 374 217 celogenomových sekvencí (duben 2022). Zatímco databáze 

KEGG obsahuje 41 397 244 genových sekvencí pro tzv. „KEGG organisms“ (červen 2022). 

Tasemnice M. corti není součástí „KEGG organisms“, což může být také jeden z důvodů, 
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tak nízkého počtu anotovaných transkriptů. Příbuzné organismy (Platyhelminthes), které 

jsou v „KEGG organisms“ jsou: Echinococcus granulosus, Opisthorchis viverrini, 

Schistosoma mansoni a Schistosoma haematobium. 

 

5.3 Kvantifikace a analýza diferenciální genové exprese 

Na základě exprese transkriptů (min. 10 „expected counts“ v každém replikátu) všechny 

vzorky sdílí 8491 transkriptů. Tasemnice v outbredních myších hostitelích ICR sdílí větší 

podobnost s IV kultivovanými tasemnicemi (620 transkriptů) než s tasemnicemi 

v inbredních myších hostitelích B (411 transkriptů). Což je opak našeho očekávání, neboť 

z logického hlediska by měly mít tasemnice v myších hostitelích podobnější 

transkriptomický profil. Tento fakt může způsobit nízké procento unikátně namapovaných 

readů na referenční transkriptom u všech replikátů, což komplikuje kvantifikaci genové 

exprese, neboť není jasné přesné místo namapování readu na referenci. Navíc pro tuto 

statistiku museli být transkripty exprimovány ve všech replikátech s hodnotou „expected 

counts“ větší rovné 10, takže v některých B replikátech mohl daný transkript chybět. 

Dle výsledků analýzy diferenciální genové exprese je zřejmé, že tasemnice v myších 

hostitelích (B, ICR) mají více upregulovaných genů ve srovnání s IV tasemnicemi. 

Diferenciální analýza tasemnic kultivovaných v myších hostitelích B a ICR ukázala, že je 

pouze 9 upregulovaných transkriptů u replikátů B a 17 upregulovaných transkriptů 

u replikátu ICR. Z toho vyplývá, že genová exprese je u myších replikátů velmi podobná. 

Z důvodu nízkého počtu diferenciálně exprimovaných genů nebyly výsledky analýzy 

genového obohacení relevantní. 

Na základě zařazení upregulovaných transkriptů získaných z diferenciální analýzy 

do proteinových rodin pomocí KEGG BRITE databáze je vidět, že transkriptomický profil 

je pro B a ICR replikáty ve srovnání s IV replikáty velmi podobný. Z čehož vyplývá, že 

pro studium diferenciální genové exprese tasemnice kultivované in vitro a v myším hostiteli 

nemá zásadní vliv, zda se jedná o outbrední či inbrední myší kmen. Je zde také vidět, že více 

upregulovaných transkriptů v IV replikátech (ve srovnání s B a ICR) souvisí 

s transkripčními a translačními procesy, což může znamenat syntézu chybějících proteinů 

v prostředí mimo definitního hostitele. 

Při následné analýze vysoce upregulovaných transkriptů tasemnic v myších hostitelích 

(vs IV) (log2foldchange>2) bylo nalezeno několik genů, které by mohly být potenciálními 
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supresory rakoviny (Tab. 12). Jedním z potenciálních genů je GLIPR1. Studie z roku 2010 

označila tento gen za kandidátní supresor rakoviny (Thompson 2010). Snížená exprese 

tohoto genu je znakem několika nádorů (Yan et al. 2018; Sheng et al. 2016). Navíc bylo 

prokázáno, že je supresorem karcinomu prostaty in vivo (Satoh et al. 2003). Nicméně v roce 

2020 byla provedena další studie (Friend et al. 2020), která se zabývala analýzou 

mnohočetného myelomu. Studie ukázala, že zvýšená exprese GLIPR1 výrazně nezměnila 

růst tumorových buněk in vitro ani in vivo (Friend et al. 2020). Z toho vyplývá, že tento gen 

nemusí být supresorem na různé typy rakoviny. 

Dalším potenciálním rakovinným supresorem by mohly být geny KATNA1 (vysoká 

exprese souvisí s lepším průběhem nemocných žen s rakovinou vaječníků) (Schiewek et al. 

2018), PTPRJ (receptor protein tyrosin fosfatázy, negativní modulace několika proteinů 

z proliferačních signálů) (D’Agostino et al. 2018), ZC3H14 (u hepatocelulárního karcinomu 

se vyskytují časté delece počtu kopií a downregulace tohoto proteinu, zatímco upregulace 

významně potlačuje růst karcinogenních buněk in vitro a metastáze in vivo) (Zhang et al. 

2019) a CD148 (součást proteinových rodin tyrosin fosfatáz receptorového typu kódované 

genem PTPRJ, potlačená exprese indukuje patologické rysy rakoviny a horší stav pacientů, 

naopak upregulaci zabraňuje proliferaci nádoru a jeho invazi) (Sun et al. 2020). 

Tab. 12: Seznam kandidátních genů s jejich pravděpodobnými supresorovými aktivitami, které byly 

nadměrně upregulovány (log2foldchange>2) v tasemnicích v myších hostitelích (B, ICR). 

Název genu Druh rakoviny Popis Zdroj 

GLIPR1 Karcinom prostaty Suprese růstu a proapoptické aktivity 

ve více rakovinných buněčných 

liniích 

Nadměrná exprese stimuluje 

proapoptotické aktivity pomocí trvalé 

signalizace ROS-JK 

(Thompson 2010) 

KATNA1 Karcinom ovaria Vysoké hladiny exprese korelují 

s prodloužením života nemocných 

pacientek 

(Schiewek et al. 2018) 

PTPRJ Karcinom plic Tumor supresorová aktivita negativní 

modulací několika proteinů 

zapojených do proliferačních signálů 

(D’Agostino et al. 2018) 

ZC3H14 Hepatocelulární 

karcinom (HCC) 

Nadměrná exprese významně 

potlačila růst buněk HCC in vitro a 

metastáze in vivo 

(Zhang et al. 2019) 

CD148 Karcinom žaludku Nadměrná exprese brání proliferaci a 

invazi tumoru 

(Sun et al. 2020) 
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5.4 Analýza obohacení genové sady (gene enrichment analysis) 

Analýza genového obohacení byla provedena na základě Fisherova exaktního testu. 

Nicméně provádělo se několik stovek testování (pro každou KEGG biologickou dráhu 

jedno) s hladinou významnosti 0,05, proto je nutné provést korekci mnohočetného testování, 

aby se zabránilo falešně pozitivním výsledkům. Nicméně, po provedení Bonferroniho 

korekce nebyly označeny skoro žádné biologické dráhy jako signifikantně 

up/downregulovány. Důvodem může být, že se jedná o silnou korekci a s narůstajícím 

počtem provedených testů je relativně těžké dosáhnout statistické významnosti. Proto 

v provedené analýze tato korekce nebyla použita a všechny statisticky významné biologické 

dráhy byly brány s určitou opatrností. 

Podle upregulovaných drah u tasemnic kultivovaných v myších hostitelích (B, ICR) je 

vidět, že většina drah souvisí s metabolismem, zejména s biosyntézou sekundárních 

metabolitů, citrátovým cyklem a oxidativní fosforylací. To může být způsobeno faktem, že 

tasemnice v myších hostitelích (bez ohledu na kmen) mají energeticky náročnější prostředí, 

neboť zde například probíhá interakce s imunitním systémem hostitele. Tasemnice 

kultivované in vitro (IV) mají statisticky významně upregulované biologické dráhy 

související s buněčnými procesy, environmentálními procesy a genetickými informačními 

procesy (hlavně translační a transkripční dráhy). 

Jeden gen se však při procesu mapování může namapovat do více biologických drah a 

nelze určit, která dráha je ta správná či zda se gen skutečně vyskytuje ve všech 

namapovaných drahách. Na to je potřeba dát pozor při zpracování výsledků analýzy 

genového obohacení, neboť to může vézt k zavádějícím závěrům. To je názorně vidět 

u statisticky signifikantně upregulované dráhy u IV (v porovnání s B), kdy je zde 

upregulovaná biologická dráha související s herpes virem 1 infekcí nebo s rakovinou prsu, 

což v daném kontextu postrádá biologickou relevanci. 
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6 Závěr 

Cílem teoretické části práce bylo shrnutí jednotlivých kroků analýzy diferenciální 

genové exprese s příklady dostupných softwarů. V praktické části práce byla provedena 

analýza transkriptomického profilu vývojového stádia tasemnice Mesocestoides corti 

kultivované in vitro a ve dvou kmenech myších hostitelů (inbrední, outbrední) včetně 

diferenciální genové analýzy a analýzy genového obohacení biologických drah.  

V této diplomové práci se podařilo: 

• Shrnout jednotlivé kroky analýzy diferenciální genové exprese s příslušnými 

dostupnými softwary a doporučením, který software je dobré použít pro který 

typ experimentu. 

• Anotovat referenční transkriptom M. corti pomocí NCBI a KEGG databáze. 

• Kvantifikovat genovou expresi tasemnic kultivovaných in vitro (IV) a ve 2 

kmenech myších hostitelů (inbrední (B), outbrední (ICR)) a určit, které 

transkripty jsou specifické pro daný vzorek a které jsou sdílené napříč vzorky. 

• Analyzovat diferenciální genovou expresi mezi všemi dvojicemi vzorků 

(B&IV, ICR&IV, B&ICR) a analyzovat genové obohacení biologických drah. 

• Bylo vytipováno několik genů s potenciální supresorovou aktivitou proti 

rakovině, které byly upregulovány v tasemnicích v myších hostitelích (B, ICR). 

V rámci této práce bylo poprvé provedeno studium transkriptomického profilu 

vývojového stádia tasemnice M. corti a vliv prostředí na genovou expresi. Výsledky 

diferenciální analýzy a analýzy genového obohacení budou dále zpracovány v rámci 

projektu GAČR - 21-28946S Helmintologickou laboratoří katedry Parazitologie Přf UK a 

mohou pomoci v identifikaci genů s potenciální supresorovou aktivitou vůči rakovině.  
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7 Přílohy 

Všechny použité skripty a výsledné soubory jsou dostupné v GitHub repozitáři: 

https://github.com/korenal/Analyza_transkriptomu_DP 

(vysvětlení zkratek: B – tasemnice z inbredního kmene myších hostitelů,                        

ICR – tasemnice z outbredního kmene myších hostitelů, IV – tasemnice kultivované 

in vitro)  

Seznam skriptů: 

• filtering_ncbi.py 

Provádí výběr jedné konkrétní anotace z 5 různých NCBI anotací u každého 

transkriptu primárně na základě funkční anotace genu a sekundárně podle 

nejvyšší hodnoty bit_score 

 

• transcriptoms_annotation.py 

Provádí anotaci všech transkriptů s hodnotou „expected counts“ větší nebo 

rovnou 10 všech replikátů konkrétního vzorku (B, ICR, IV) 

 

• diffexpr_annotation.py 

Provádí slučování tabulky s diferenciálně exprimovanými transkripty 

jednotlivých dvojic replikátů (B&IV, ICR&IV, B&ICR) s KEGG a NCBI 

anotacemi na základě unikátního identifikátoru každého replikátu 

 

• gene_enrichment.py 

Provádí analýzu genového obohacení (gene enrichment analysis) pomocí 

Fisherova exaktního testu 

 

Seznam výsledných souborů: 

• S1: Anotované transkriptomy (B, ICR, IV) 

o B_transcriptome_annotation.xlsx 

o IV_transcriptome_annotation.xlsx 

o ICR_transcriptome_annotation.xlsx 

 

https://github.com/korenal/Analyza_transkriptomu_DP
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• S2: Diferenciální exprese anotovaných transkriptů (B&IV, ICR&IV, B&ICR) 

o B&IV_diffexprese_anotace.xlsx 

o ICR&IV_diffexprese_anotace.xlsx 

o B&ICR_diffexprese_anotace.xlsx 

 

• S3: Analýza genového obohacení (Gene enrichment) (B&IV, ICR&IV, 

B&ICR) 

o B&IV_gene_enrichment.xlsx 

o ICR&IV_gene_enrichment.xlsx 
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