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Abstrakt

Cilem této prace je vyvoj strategie pro vyhodnocovani dat z next-generation
sekvenovani. Pomoci bioinformatickych nastroji  (programu Galaxy, Velvet,
Enterovirus genotyping tool) jsme optimalizovali metodu pro zpracovani téchto dat.
Analyzovali jsme 22 vzorkl. Deset z téchto vzorkli bylo péstovano na bunécnych
kulturach, zbylych dvanact pochazi z redlnych vzorki stolic. VSechny vzorky pochézeji
od jednotlivet, ktefi jsou geneticky predisponovani k diabetu 1. typu a vSechny byly
pozitivni na enterovirus. Enteroviry a jejich infekce jsou po dlouhou dobu povazovany
za vazné kandidaty, ktefi mohou byt zapojeni do etiologie onemocnéni diabetu 1. typu,
coz je onemocnéni koncici absolutnim deficitem insulinu v disledku autoimunitni
destrukce beta bunc¢k pankreatu. Genetickd slozka tohoto onemocnéni se zda byt
pomérné dobte definovana (HLA, INS, CTLA4, PTPN22, CTLA4, IFIHI a mnoho

dalSich genil), environmentalni ¢ast etiologie ziistava nejasna.

Dokazali jsme sestavit 22 genomli de novo, avSak s cetnymi mezerami mezi
jednotlivymi kontigy. U prvnich deviti vzorkl jsme tyto mezery pieklenuli pomoci

Sangerova sekvenovani. Timto zpisobem jsme sestavili 9 celych virovych genomii.

Hlavnim piinosem této prace je vytvofreni univerzalniho postupu analyzy dat z next-
generation sekvenovani, ktery se jiz pouziva pro dal$i analyzu vzorkl, jez jsou
podrobeny tomuto typu sekvenovani. Pomoci tohoto postupu jsme schopni identifikovat

viry ze vzorku, aniz bychom je specificky detekovali.
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Abstract

This diploma thesis deals with a development of a strategy for data evaluation generated
by next-generation sequencing. Using bioinformatics tools such as Galaxy, Velvet and
Enterovirus genotyping tool new aproach of data processing was optimized. There were
22 samples analyzed which of 10 were grown on cell culture. Remaining 12 were
obtained from real stool samples. All samples were taken from children at the highest
genetic risk of type 1 diabetes. All of them were enterovirus positive. Enteroviruses and
their following infections have been suspecting to be involved in ehiology of type 1
diabetes for a long time. That's a disease resulting to an absolut insulin deficiency due to
autoimmune destruction of pancreatic beta cells. Genetic components seems to be
relatively well defined (the HLA, INS, STLA4, PTPN22, CTLA4, IFIH1 and numerous

other genes), the environmental part of the etiology remains obscured.

We were able to assemble 22 genomes de novo. However, there were numerous gaps
among the particular contigs. For the first nine samples these gaps were complemented

by Sanger sequencing. Nine full-length genomes were assempled this way.

The main contribution of this work was to create a universal process of analyzing data
from next-generation sequencing. This has already been using for further analysis of the
samples which are subjected to this type of sequencing. Using this procedure we are

able to identify viruses from a sample without their specific detection..
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ZKkratky

CVA — coxsackie A virus

CVB — coxsackie B virus

CTLA4 — cytotoxic T-lymfocyte-associated protein 4

DNA — deoxynukleova kyselina

dNTP — deoxyribonukleotid trifosfat

HEV — Human Enterovirus

HLA — Human Leukocyte Antigens, hlavni histokompatibilni komplex ¢loveka
IAA - Insulin Antibody, autoprotilatka proti insulinu

ICA —Islet Cell Antibody, antigen ostriivkovych bunék

IFIH] - interferon induced with helicase C domain 1

INS — insulin gene

IRES — Internal Ribosome Entry Site, ¢ast genomu enteovira
NGS — Next-generation sekvenovani

NJ - Neighbour Joining metoda

PCR — Polymerase Chain Reaction

PTPN?2?2 - protein tyrosine phosphatase nonreceptor type 22
RNA - ribonukleové kyselina

RT-PCR - Reverse-Transcriptase Polymerase Chain Reaction

T1D — type 1 diabetes, diabetes 1. typu
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1. Uvod

Diabetes 1. typu je polygenni, multifaktoridlni onemocnéni, vyskytujici se pfedevsim u déti a
adolescentli, ale i u dospélych. Jeho podstatou je autoimunitni destrukce beta bunck
pankreatickych ostrivki, ktera zacind mésice az roky pted propuknutim klinickych ptiznakt

onemocnéni.

Geneticka slozka je dnes pomérné dobfe charakterizovana a podili se na rozvoji diabetu 1.
typu zhruba 50%. Genetickou predispozici udavaji HLA geny, konkrétné¢ HLA-DQBI,
-DQAI, -DRBI a dale jsou to polymorfismy v genech INS, CTLA4, PTPN22, IFIHI a dalsi,

slabéji asociované geny.

Jako u kazdého multifaktorialniho onemocnéni maji roli vlivy environmentalni. Za dilezité
jsou povazovany predevs§im virové infekce a slozeni stravy. Z virovych infekei jsou hlavnimi
podezielymi enteroviry. Ackoli bylo provedeno mnoho studii zabyvajicich se potencidlni
spojitosti enterovirovych infekci s rozvojem autoimunity a naslednym propuknutim diabetu,
etiologicky podil enteroviri v patogenezi diabetu 1. typu neni stile objasnén: z
longitudinalnich studii vyplyva, ze relevantni pro objasnéni vztahu enterovirii a diabetu je
detekce enteroviri v krvi a jejich ¢astech a vzorcich tkané, naopak ve vzorcich stolice nebyla
nalezena zvySend frekvence enterovirii u pacientli oproti kontrolnim subjektim. Situace je
enormn¢ komplikovana poctem rlznych virovych typli, dlouhou dobou mezi infekei a
propuknutim nemoci a heterogenitou charakteru patologické imunitni odpovédi, ktera nakonec

zpusobi autoimunitni diabetes.

Virologicky vyzkum je v soucasnosti podstatné ménén nastupem metod sekvenovani noveé
generace, které posouvd moznosti charakterizace komplexnich vzork(i na novou uroven.
Studium enterovirt v patogenezi diabetu neni vyjimkou a pfedkladana prace je soucasti tohoto

usili.
1.1. Cile diplomové prace

Praktickym cilem této diplomové prace je vytvofit postupy a nastavit analytické parametry,
které pomohou charakterizovat kmeny enteroviri ve vzorcich stolice déti s genetickym
rizikem diabetu 1. typu, a to pomoci kombinace NGS (next-generation sekvenovanim) se

Sangerovym sekvenovanim.



2. Literarni prehled

2.1. Diabetes 1. typu

Diabetes 1. typu, také nazyvany insulin-dependentni diabetes mellitus ¢i juvenilni diabetes, je
celozivotni autoimunitni metabolicka porucha. Je zplisoben insulinovou deficienci v dusledku
destrukce beta bunék pankreatickych ostruvkd. Skryty patogeneticky proces, ktery zacina
roky pfed propuknutim klinickych symptomt, vede k nedostatecné syntéze insulinu a nakonec

konc¢i neschopnosti kontroly krevni glukosy (Coppieters, Boettler, & von Herrath, 2012).

Incidence diabetu 1. typu celosvétove narista. Tato choroba ptredstavuje celkem 5-10% vSech
ptipadi diabetu a vyskytuje se prevazné u déti a adolescentd, ktefi néasledné potiebuji

celozivotni 1é¢bu injekénim insulinem (Wu, Ding, Gao, Tanaka, & Zhang, 2013).

2.1.1. Patogeneze diabetu 1. typu

Diabetes 1. typu je autoimunitni choroba. Jiz pomérné dlouho pied jeho manifestaci dochazi
k selektivnimu masivnimu niceni beta bun€k pankreatickych ostrivka vlastnim imunitnim
systémem (Daneman, 2006). Diisledkem této destrukce je absolutni nedostatek insulinu. Jiz
pted propuknutim klinickych projevl diabetu cirkuluji v krvi jedince protilatky, jejichZ cilem
se stavaji autoantigeny beta bunék: protilatky jsou uzitenymi markery prediabetického
procesu (Hober & Sane, 2010), nejsou vsSak destruktivni. To, Ze nejsou destruktivni, je dobie
vidét u déti diabetickych matek. Déti sice maji pfenesené matetské protilatky, ale nema;ji

diabetes.
2.1.2. Faktory ovliviiujici vznik diabetu 1. typu

2.1.2.1. Genetické faktory

HLA je nejsiln€j$Sim genetickym faktorem pro vznik diabetu 1. typu a je také znam déle nez
vSechny ostatni s diabetem asociované geny. Mimo HLA bylo ale do dneSniho dne odhaleno
nejméné 40 dalSich oblasti v lidském genomu, které jsou asociovany s diabetem 1. typu. O
mnoha z nich je zndmo, Ze jsou vyznamné pii antivirové odpovédi (Tauriainen, Oikarinen,

Oikarinen, & Hyoty, 2011).



2.1.2.1.1. HLA

HLA lokus je lokalizovan na chromozomu 6. HLA 2. tfidy. HLA DR a DQ vykazuji

nejsilnéjsi genetickou asociaci s diabetem 1. typu (Nokoff & Rewers, 2013).

2.1.2.1.2. PTPN22, INS, CTLA-4, IFIH1

Nejvyznamnéj$i z hlediska rozvoje autoimunitnich procesti a rozvoje diabetu 1. typu jsou
hned po HLA geny PTPN22 (protein tyrosine phosphatase nonreceptor type 22), INS (insulin
gene), CTLA-4 a IFIH] (interferon induced with helicase C domain 1) (Steck et al., 2012).

Ptitomnost alely 1858T genu PTPN22 je relativné siln€ asociovana s rozvojem diabetu 1.
typu. PTPN22 kéduje lymfoidné specifickou fosfatazu, ktera je vytvafena v lymfocytech a je
inhibitorem T bunécné aktivace (Bottini et al., 2004). Substituce jedné aminokyseliny u
PTPN22 pravdépodobné méni vazbu k intracelularni kinaze Csk, coz vede k poklesu inhibice
T bunécné aktivace a podpofe rozvoje multiorgdnové autoimunity. U jedincii s vysoce
rizikovych genotypem pro vznik diabetu 1. typu je PTPN22 alela 1858T nezavisle asociovana

s rozvojem persistentni ostrivkové autoimunity (Steck et al., 2009).

INS kéduje preproinsulin, ktery je pfeménén na proinsulin a po odstranéni C-peptidu vznika
insulin. Polymorfismy -23Hphl a +1140A/C jsou asociovany s diabetem 1. typu (Barratt et
al., 2004). N¢kteti autoii (Lempainen et al., 2012) se domnivaji, ze rizikovy /NS genotyp se
pravdépodobné ucastni indukce a rané faze beta bunécné autoimunity a rizikovy PTPN22 v

pozdé¢jsich fazich.

IFIHI je cytoplazmatickda helikdza, kterd hraje roli pii detekci intraceluldrni virové
dvouretézcové RNA pikornavirt (Kato et al., 2006). Navazani dvouretézcové RNA na tento
receptor spusti uvolnéni prozanétlivych cytokinti, jako jsou napft. interferony. Ty se projevuji
silnou antivirovou aktivitou chranici neinfikované bunky a indukujici apoptéozu u
infikovanych bunék (Bougas, de Oliveira, Canani, & Crispim, 2013). V pfipadé

polymorfismu v tomto genu, dojde k naruseni této protivirové aktivity.



2.1.2.2. Environmentalni faktory

Geneticka predispozice je diilezita pro propuknuti diabetu 1. typu, ve stabilnich populacich se
vSak jeji mira v Case neméni. Genetické predispozice proto nevysvétluji rapidni nardst

vyskytu diabetu 1. typu, kterého jsme v poslednich dekadach svédky.

Existuje mnoZzstvi studii a ditkazli o roli environmentalnich faktori v souvislosti s rozvojem
tohoto onemocnéni (Roivainen & Klingel, 2010). Tyto faktory, piedevS§im virové infekce a
slozeni stravy, hraji vyznamnou roli v patogenezi diabetu 1. typu, jelikoz mohou
ovliviiovat aktivaci T-bun€k (Achenbach et al., 2005). Za nejpravdépodobnéjsi kandidaty,
kteti mohou spustit autoimunitni proces a nasledny rozvoj diabetu 1. typu, dnes povazujeme

enterovirové infekce (Knip, 2011).

Jak bude uvedeno podrobnéji déle, nékolik sérotypti coxsackie virii a echovirli je asociovano s
rozvojem diabetu, jak se ukdzalo na zdkladé mnoha prifezovych a prospektivnich studii
(Hober & Sauter, 2010; Roivainen, 2006; Richer & Horwitz, 2009; Tauriainen, Oikarinen,
Oikarinen, & Hyoty, 2011). V lidském pankreatu nékteré enteroviry vykazuji silnou afinitu k
ostrivkiim, coz naznacuje, ze pfima interakce viru s ostrivky miize mit zvlastni vyznam v

patogenezi diabetu 1. typu. (Merja Roivainen & Klingel, 2010)

2.1.3. Diagnostika diabetu 1. typu

Diabetes 1. typu je diagnostikovan na zakladé méfeni glykémie a pfitomnosti symptomtl.
Diabetes je u dcti obvykle doprovdzen charakteristickymi symptomy jako je polyurie
(nadmérné moceni), polydipsie (stavy nadmérné zizn¢€), rozmazané vidéni, ztrata hmotnosti.
Dale je pfitomna glykosurie (pfitomnost glukosy v moci) a ketonurie (pfitomnost ketolatek v
moci). V piipadé, kdy jsou ketony pfitomny v krvi ¢i moci, je 1écba bezodkladnd (Craig,

Hattersley, & Donaghue, 2009).

Diabetes 1. typu je asociovan s vyskytem ftady protilatek, které jsou zdroven biomarkery
destrukce beta bunck pankreatickych ostrivkll. K diagnostice jsou nejcastéji vyuZzivané
protilatky proti tfem antigeniim: 65 kD isoformé dekarboxylazy kyseliny glutamové (GADA
— glutamic acid decarboxylase antibodies), tyrosin-fosfataze 1A2 (Islet antigen 2) a proti
insulinu (IAA — Insulin autoantibody). Dale se jesté vySetfuji protilatky proti ostrivkovym
buitkdm pankreatu (ICA — Islet-cell antibodies) a ZnT8, coz je zinkovy transportér, ktery je
exprimovany pouze v pankreatu (Seissler & Scherbaum, 2006).



Sérologické markery autoimunitniho patologického procesu GAD, IA-2 nebo insulinové
protilatky, jsou pfitomné u 85-90% nové diagnostikovanych pacientii (Sabbah et al.,
2000). Proporce téchto markert je zavislad na véku pacienta, poctu a kvalit¢ pouzivanych testt

a etnické piislusnosti (Barker et al., 2004).

Pfitomnost jedné ¢i vice z téchto protilatek miize predchazet klinické manifestaci diabetu 1.
typu o mésice az léta, pficemZ pocet a persistence protilatek vypovidad o pravdépodobnosti
rozvoje klinického onemocnéni (Daneman, 2006). Protilatky tak umoziuji detekei
prediabetické autoimunity tehdy, kdy je environmentalnimi vlivy nastartovdna. VySetfovani
autoprotilatek je tak zdsadnim nastrojem ve studiich zjiStujicich vztah environmentalnich

vlivll — v€etné virl — k rozvoji prediabetické autoimunity a diabetu.

2.2. Enteroviry

2.2.1. Zarazeni

Rod enterovirti patii do rodiny Picornaviridae, tadu Picornavirales. Do rodu enterovirt
fadime nasledujici druhy: lidské enteroviry druhti A-D, lidské rhinoviry druhi A-C, praseci
enterovirus B a opici enterovirus A. Dnes jiz zndme pies 100 sérotypl lidskych enterovirii a
toto Cislo stile roste od doby, kdy se pouzivd k ureni metoda zalozena na sekvencich
nukleovych kyselin (Roivainen and Klingel 2010). Lidské enteroviry byly dfive déleny na
polioviry, Coxsackie A a B viry, echoviry a dal$i nepojmenované, oc¢islované sérotypy. Toto
rozde€leni bylo zaloZeno zejména na zéklad€ ristu virli na bunéénych kulturach (Hyoty and

Taylor 2002).

VétSina znalosti o enterovirové biologii pochazi z poznatkli o polioviru a nékolika malo

dalsich prototypickych kmenti enterovirti (Stene and Rewers 2012).



Tab. 1: Prehled Enterovirti vychdzejici z (Stellrecht K.A. 2011)

druhy lidskych enterovirti sérotypy
HEV A Lidské Coxsackie viry: A2-8, A10, A12, A14,A16
Enteroviry: 71, 76, 89-92
HEV B Lidské Coxsackie viry: A9, B1-6
Lidské echoviry
Enteroviry: 71, 76, 89-92
HEV C Lidské Coxsackie viry: Al, All, A13, A17, A19-22, A24

Lidské polioviry: 1-3

Enteroviry: 71, 76, 89-92
HEV D Enteroviry: 68, 70, 94

Lidsky rhinovirus A 75 druhti sérotypii

Lidsky rhinovirus B 25 druht sérotypti

Lidsky rhinovirus C

2.2.2. Stavba

Enteroviry jsou jednofetézcové neobalené RNA viry s dvacetisténnou symetrii. Jejich
jednotetézcova RNA molekula je ptiblizné 7500 nukleotidi dlouhd, ma jeden otevieny Cteci
ramec, ktery ma na 5" a 3" koncich nekddujici oblasti. Pikornavirova genomickd RNA je
unikatni tim, Ze na 5 konec je kovalentné¢ navdzan VPg protein (Flanegan, Petterson,
Ambros, Hewlett, & Baltimore, 1977). VPg riznych pikornavira se lisi délkou, od 22 do 24
aminokyselin a je kodovan jedinym virovym genem. V 5" oblasti se nachéazi IRES (Internal
Ribosome Entry Site), neboli vnitini misto pro vstup ribozomu. Tato sekvence umoznuje
nasednuti ribozomu a sméruje mRNA k mistu na ribozomu, kde poté dochazi k translaci

(Forss & Schaller, 1982).

Na 3’ konci je netranslatovand oblast Citajici 70-100 nukleotidli a poly-A ocasek (Stellrecht
K.A. 2011). Ten zodpovida za vétsi stabilitu virové RNA. Cteci ramec je translatovan do
polypeptidovych prekurzort, které jsou nasledné nastépeny virovou proteazou. Polypeptid je

rozdélen do tii funkénich oblasti, ozna¢ovanych jako P1 az P3 (Fields, 2007).

Oblast P1 koéduje virové kapsidové proteiny VP1 az VP4 (Fields, 2007). VP proteiny tvoii

vrcholy dvacetisténu (viz obrdzek 1). V molekuldrni diagnostice enterovirli se vyuZivaji



zejména dvé oblasti: identifikace na zdkladé VP1 proteinu, ktery koreluje s charakterem

jednotlivych sérotypli a 5" netranslatované oblasti (Thoelen et al., 2004).

Obr. 1 Enterovirovd kapsida, kde P proteiny tvofi vrcholy dvacetisténnu. (Alex |I.
Donaldson, "Foot-and-mouth disease," in AccessScience, ©McGraw-Hill Companies, 2008.

cit. 27.4.2012 z http://www.accessscience.com)

Nestrukturalni proteiny jsou nezbytné pro enterovirovy zivotni cyklus. Oblasti P2 a P3 koduji
oblasti potfebné k produkci proteinii (2A proteaza, 3C proteaza a 3CD protedza) a replikaci
(2B, 2C, 3AB, 3B, Vpg, 3CD proteazu a 3D polymerazu) (Fields, 2007)

Protein 2A je chymotrypsinu podobné protedza, ktera katalyzuje $t€peni mezi VP1/2A a tim
uvolnuje P1 strukturdlni proteinovy prekurzor od zbytku polypeptidového tetézce (Toyoda et
al., 1986). Protein 2B hraje neznamou roli v syntéze RNA, indukuje permeabilitu bunéénych
membran a casteCné¢ je zodpovédny za proliferaci membranovych vezikli (Johnson &
Sarnow, 1991). Protein 2C je vysoce konzervovany mezi enteroviry a jeho funkce je pfii

replikaci RNA a nejspise i pfi stabilizaci struktury virionu (Ryan & Flint, 1997).

Protein 3AB je prekurzorem 3B, malého polypeptidu kovalentné pfipojeného k VPg proteinu
na 5" netranslatované oblasti pikornavirové RNA molekuly. Protein 3C je chymotrypsinu
podobné serinovd protedza, obcCas ve formé svého prekurzoru 3CD, je zodpovédna za
primarni Stépeni mezi P2 a P3 (mezi 2C a 3A) a sekundarné §tépi P1 a P2 polyprotein. Protein
3D je RNA dependentni RNA polymeraza (Fields, 2007). Procesy Stépeni polyproteinu jsou

znazornény na obrazku 2.
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: FUTR
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Translation
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Obr. 2 Enterovirovy genom. Je zde zobrazen enterovirovy genom a jeho proteinové
produkty, které u enterovir(i vznikaji postupnym stépenim ptvodniho polyproteinu

(Fields, 2007).

2.2.3. Zivotni cyklus

Replikace pikornavirti probihd v cytoplazmé. Prvnim krokem je pfichyceni viru na bunécny
receptor. Jednofetézcovd RNA poté vstupuje do builky mechanismem endocytozy, je
translatovdna a tim vzniknou virové proteiny nezbytné pro replikaci genomu a produkci
novych virovych partikuli. Virové proteiny jsou syntetizovany z polyproteinového
prekurzoru, ktery je posléze $tdpen. Stépenim nejprve vzniknou dvé proteazy 2A a 3C nebo
3CD. 2A katalyzuje Stépeni mezi VP1/2A, zatimco 3C, nékdy i1 ve formé svého prekurzoru
3CD, je zodpovédny za ostatni Stépeni. Aktivita, zodpovédna za findlni maturacni Stépeni

mezi VP4/VP2, probiha po slozeni virové partikule (Fields, 2007).

Mezi syntetizovanymi proteiny je i virovda RNA dependentni RNA polymeraza a piislusné
proteiny nutné pro replikaci genomu. Replikace genomu je vykonavana RNA dependentni
RNA polymerazou (3D) s pomoci virovych a hostitelskych faktorii. Nejprve je syntetizovana
negativné orientovana kopie, kterd je nasledovné pouzita jako templat pro novy genomicky
RNA fetézec. Maly protein (VPg) je asociovan s 5" koncem genomu a podili se na

replikacnim a sklddacim procesu, kde je genomickd RNA balena dovnitt kapsidy.

Vysledkem napadeni buiiky timto virem je jeji lyza.



Replikace virové RNA zac¢ina béhem 1 hodiny po infekei buiiky a trva okolo 4 hodin. Po této

dobé buiika lyzuje a je z ni uvolnén témét milion virovych partikuli.

U bun¢k napadenych enterovirem neprobihd ucinné translace bunééné mRNA, protoze virové

proteazy inaktivuji bunécny komplex ptipojujici ¢epiCku na 5” konec, ktery je potiebny pro

navazani bunééné mRNA k ribozomum.

P
&

Obr. 3: Obecny prehled replikacniho cyklu pikornavira. (1) Virus se vdZe k bunécnému
receptoru a (2) genom je obnaZen. VPg je odstranén od virové RNA, kterd je poté
translatovdna (3). Vznikajici polyprotein je stépen na individudini virové proteiny (4). RNA
syntéza probihd v membrdnovém veziklu, coZ neni na obrdzku zaznamendno. Virovy
pozitivné orientovany retézec RNA je kopirovdn virovou RNA polymerdzou do minus retézct
RNA (5), které jsou poté kopirovdny a produkuji dalsi pozitivni retézce (6). Pri brzké infekci je
nové syntetizovand RNA translatovdna a dochdzi k produkci virovych proteind (7). V
pozdéjsich fazich infekce dochdzi k morfogenetickému utvdreni partikuli. Dovniti téchto
partikuli jsou baleny pozitivné orientované retézce (8). Nové syntetizované virové partikule

opousteji bunky pri jejim lyzovani (9) (Fields, 2007).



2.2.3.1. Persistentni infekce

Persistentni nebo pomala virova infekce muze byt také dilezita pii rozvoji autoimunity (Wu
et al., 2013). Persistentni infekce je obecné spojovana s imunitné zprostiedkovanou destrukci

cilovych organt.

Frekvence detekce enterovir v pankreatu a intestindlni mukédze (Oikarinen et al.,
2012) napovidd, Ze se muze jednat o persistentni infekce. Dfive byla tato persistence
dokumentovana v ptripad¢ srdeéni tkan€, kde vede k chronické myokarditidé a
kardiomyopatii. U mySich modell persistentni enterovirova infekce zplsobuje nejen
zanétlivou myopatii a srdecni poSkozeni, ale také poskozeni centralniho nervového systému

(Chapman & Kim, 2008).

Persistentni infekce je charakterizovana pomalou replikaci virového kmene, ktery mlize mit v
genomu specifické delece (Chapman & Kim, 2008). Tento ptipad persistujiciho viru je
nejspiSe piipadem 1 enteroviry indukované kardiomyopatie a dle tohoto piikladu se
domnivame, Ze stejné tak to probihd i v pfipad¢ enterovirové infekce a diabetu. Jelikoz
mistem persistujicich enteroviri by mohl byt pankreas nebo, jak naznacuji nedavné studie,

stievni sliznice (Maarit Oikarinen et al., 2012; Nurminen, Oikarinen, & Hyoty, 2012).

2.2.4. Prenos enterovirové infekce

Jedinym pfirozenym hostitelem lidskych enterovird jsou lidé (D Richman 2002).
Enterovirové infekce se prenaSeji fekalné-oralni ¢i ordlné-oralni cestou, ale také piimym

kontaktem se sekrety z o¢nich ¢i koznich lezi.

Voda, jidlo a pida kontaminovand infekénimi vykaly jsou zdroji ndkazy, které vytvareji
mnoho pfilezitosti pro pfenos infekce a tim rychlé epidemické rozsiteni za kratkou ¢asovou
periodu. Enteroviry byly izolovany ze vSech typli vod — zemnich i odpadnich vod, z motské

vody 1 z pitné vody.

Enteroviry jsou velmi odolné organismy schopné vzdorovat i vysokym koncentracim NaCl a
vysokym teplotnim zménam. PteZzivaji i v prostfedi gastrointestindlniho traktu, kde jsou

stabilni pfi pH 3-5 po dobu 1-3 hodin (Rajtar, Majek, Polanski, & Polz-Dacewicz, 2008).

V oblastech mirného pésu se enterovirové infekce vyskytuji nejcastéji v 1ét€¢ a na podzim (v
70-80% piipadd). V oblastech tropického pasu se enterovirové infekce vyskytuji v pribéhu

celého roku, jejich nartist vSak mize byt zaznamenan v obdobi destt (Stellrecht K.A. 2011).
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2.2.5. Patogeneze

Enterovirové infekce patii mezi jedny z nejbéznéjsSich virovych infekci. Ve vétsing ptipadi
jsou ptiznaky subklinické nebo mirné se symptomy nachlazeni a prijmi, o¢ni infekce, kozni

wewvr

onemocnénim myokarditis ¢i neurologickym obtiZim.

K primarni infekci a replikaci vird dochazi ve sténé tenkého stieva a faryngu. Rozsifuje se do
pomérné velké ¢asti gastrointestinalniho epitelu. Tato infekce ma kratkou inkubaéni dobu, 1-3
dny. Ackoli je virova replikace omezena povrchem intestindlniho traktu, ucinky mohou byt
vice generalizované. Generalizované infekce probihaji z pocatku tak, Ze virion pronikne
epitelovym povrchem. Zde dochazi k replikaci viru. Potom migruji mistnimi lymfatickymi
uzlinami. Nékteré viry jsou zde pohlceny makrofagy a inaktivovany, jiné vSak vstoupi do
krevniho ob¢hu, coz ma za nésledek primarni virémii. Z krve mohou prostoupit do jinych
organt, jako jsou jatra, slezina, kostni dfen ¢i cévni endotelium, kde se znovu mnozi. Velké
mnozstvi virdl, které je pomnoZeno v téchto orgénech, se mlze zpatky vratit do krevniho

obéhu a dochézi k sekundarni virémii. (Leslie Collier 2000).

Epidemiologicka data ukazuji, Ze viry (enteroviry ¢i cytomegalovirus) mohou pfispivat k
patogenezi diabetu. Na zaklad¢ seroepidemiologickych studii se zd4, Ze zejména enterovirus
muze vyvolavat diabetes 1. typu. Ne&kolik faktorti reguluje hostitelovu vnimavost k
enterovirovym infekcim. Obecné rizikové faktory vaznych enterovirovych onemocnéni
zahrnuji nizky veék, muzské pohlavi, humordlni imunodeficienci, nedostatek matetskych
protilatek a kratkou dobu kojeni (Enterovirus suirveillance-United States. 2006, Khetsurani

N; Karita Sadeharju et al., 2007; Nurminen et al., 2012).

2.3. Enteroviry a diabetes 1. typu

2.3.1. Spojitost virové infekce a diabetu 1. typu

Zajem o viry pochazi z pozorovani, ze ne€které zpiisobuji diabetu podobnou chorobu u zvifat.
Domnénka, Ze enviromentalni faktory pfispivaji k rozvoji diabetu i u lidi, se objevila uz
koncem 19. stoleti, kdy epidemie pfiusnic v malé norské vesnici byla spojena s propuknutim
détského diabetu. Od této doby se patra po infekénim agens, které by spoustélo ostriivkovou
autoimunitu a klinicky pocatek onemocnéni (J. W. Yoon, 1990). Dalsim krokem byly pokusy

na ruznych zvifecich modelech, u nichz se zkoumal mechanismus virové indukovaného
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diabetu (Jaidane et al., 2009) a ukazalo se, ze n¢kolik viri ma opravdu schopnost zpusobit
diabetes u zvifat, a to vzajemné odliSnymi mechanismy (J.-W. Yoon & Jun, 2006; Nurminen

etal., 2012).

Jestlize by enteroviry zpiisobovaly diabetes 1. typu, je logické predpokladat, Zze by mély stejné
patogenni rysy, jeZ jsou znamé od jinych enterovirovych chorob. Ptikladem jsou naptiklad
onemocnéni zpiisobend polioviry, které patii mezi nejlépe charakterizované enteroviry a jejich

patogeze je Siroce studovana (Mueller, Wimmer, & Cello, 2005).

2.3.2. Metody detekce enteroviri

Sérotypy enterovirti se navzajem lisi v ochot¢ proliferovat na bunécnych kulturach, ale obecné
plati, Ze pokusy diagnostikovat infekci pfimou izolaci viru vesmés selhavaji. Nepiima
diagnostika pomoci protilatek byla hlavnim zptsobem zjistovani infekce po né€kolik dekad,
ale ani ta neni zcela snadna. Dnes se vyuzivaji metody zalozeny na PCR a sekvenovani.

Vsechny metody piinesly dikazy pro i proti podilu enterovirii na etiopatogenezi diabetu 1.

typu.

2.3.2.1. Sérologické diikazy

MozZny vztah mezi enterovirovymi infekcemi a diabetem 1. typu je zkouméan vice nez 40 let.
Prvni vyzkum zabyvajici se frekvenci protilatek proti coxsackievirim B u nové
diagnostikovanych diabetickych pacientli oproti kontrolnim subjektim byl proveden a
publikovan uz roku 1969 (Gamble, Kinsley, FitzGerald, Bolton, & Taylor, 1969). Od té¢ doby
bylo provedeno mnoho podobné navrZzenych studii v mnoha zemich potvrzujici toto
pozorovani, avSak ne vSechny sérologické studie hledajici asociaci enterovirové infekce a

autoimunity nasly pozitivni vysledky.

Rozpor mezi jednotlivymi studiemi miize byt zplsoben pfedevSim samotnymi metodami
stanoveni protilatek proti enteroviru. Sérotypova specifita mnoha sérologickych testl je nizka
a identifikace asociace mezi specifickymi virovymi sérotypy a diabetem 1. typu je
komplikovana dal§imi faktory. Mezi né patii zkiizend reaktivita mezi enterovirovymi
sérotypy a mezi ptibuznymi pikornaviry; heterotypické protilatky odpovidaji na sekundéarni ¢i

pozdéjsi infekce; individudlni variace v protildtkové odpovédi; existence odlisnych kment v

rdmci sérotypu.
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2.3.2.2. Detekce enterovirové RNA

Ackoli jsou mezi sérologickymi diikazy rozpory, souvislost mezi enterovirovymi infekcemi a
rozvojem diabetu podporuji 1 studie, které vyuzivaji citlivé metody pifimé diagnostiky jako je
detekce enterovirového genomu pomoci RT-PCR (Reverese Transcriptase-Polymerase Chain

Reaction). (Lauwers, Bissay, & Rombaut, 1998)

Detekce enterovirového genomu je obvykle provadéna pomoci amplifikace 5 netranslatované
oblasti, kterd je konzervativni napfi¢ enterovirovymi skupinami. Takova RT-PCR detekuje
RNA vsech zndmych enterovirii. Sekvenovani této ¢asti virového genomu vsak nikdy nedava
jasné informace o sérotypu. (Andréoletti et al., 1997; Clements, Galbraith, & Taylor, 1995).
Molekularni klasifikace enterovirti se misto toho zaméfuje na oblast kodujici protein VPI,
tedy hlavni antigenni misto — jeho miry polymorfismu je vSak takova, Ze v tomto genu nelze

ukotvit zddné primery, které by potencialné¢ mohly slouzit ke generické detekci enteroviru.

V soucasnosti je k dispozici relativné dosti idaji o asociaci enteroviru s prediabetem;
enterovirus byl ve studiich detekovan v rGznych druzich vzorkl, tedy v rGznych fazich

infekce.

2.3.2.2.1. Detekce enterovirové RNA ve stolici

Enterovirova RNA ve stolici, jako odraz primarni replikace viru ve stfevé, se nelisi frekvenci

ani kvantitou mezi ptipady s prediabetem a kontrolami, jak bylo ukazano v nékolika studiich.

Napiiklad v norské populaci byla frekvence enterovirové RNA ve stolici u pacientii pred
sérokonverzi (43 z 339 vzorkl) 12,7%, zatimco u kontrol (94 z 692 vzorki) to bylo 13,6%;
rozdil nebyl signifikantni (Tapia et al., 2011).

2.3.2.2.2. Detekce v stievni sténé

Existuji dveé finské studie zabyvajici se pritomnosti enterovirové RNA ve stén¢ stievni, kde
tento virus je patrné schopen persistovat, coZ mize byt vyznamnym patogenetickym faktorem
pfi rozvoji diabetu 1. typu. V prvni z nich byly shroméazdény vzorky biopsie stievni sliznice
od 39 diabetickych pacientii, 41 nediabetickych pacientl a 40 pacientd s celiakii. Tyto vzorky
autofi testovali tfemi metodami na pfitomnost enterovirové RNA: in situ hybridizaci,
imunohistochemickym znacenim a RT-PCR. Vysledky ukézaly, ze 74% diabetickych
pacientli bylo pozitivni na pfitomnost enteroviri oproti 29% pozitivit¢ u nediabetickych

kontrol a 45% pozitivité u pacientll s celiakii. Tyto poznatky jsou klinicky signifikantni.
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Pritomnost enterovirové RNA byla asociovana se zvySenou zanétlivou aktivitou (bunécnou i

protilatkovou) ve stén¢ stievni sliznice. (Maarit Oikarinen et al., 2012; Sarmiento et al., 2013)

Zda se, ze problematika je kontroverzni, protoze obdobna studie konkurencni finské skupiny

pouzivajici italské vzorky podobnou asociaci nenasla.

2.3.2.2.3. Detekce v pankreatu

ey

Zkoumani vzorkl pankreatu je velmi obtizné, nebot’ ziskat tyto vzorky od zijicich pacientt je
pro n¢ velmi riskantni (Krogvold et al., 2014). Existuje vSak studie, kterd pracovala se vzorky
pankreatu, ziskanych autopsii, tedy Ze se vzorky pankreatické tkan¢ odebraly zemielym
pacientim. Timto zpiisobem bylo napiiklad postupné odebrano 72 vzorka od diabetickych a
163 vzork od nediabetickych pacienti. Vzorky byly imunofluorescenéné znaceny proti
insulinu, glukagonu, VP1 proteinu a dvoufetézcové RNA. VP1 pozitivni buiky byly
detekovany ve 44 piipadech (61%) diabetickych pacienti oproti 3 pozitivitam z 50 u
nediabetickych déti (Richardson, Willcox, Bone, Foulis, & Morgan, 2009).

2.3.2.2.4. Detekce enterovirové RNA v krvi

Nekolik studii detekovalo enterovirovy genom v krvi diabetickych pacientd. Neni vSak
znamo, zda-li se jednalo o persistentni nebo akutni infekci. (Tauriainen et al.,
2011) Enterovirova RNA byla detekovana v séru dlouho pfed diagnostikovanim diabetu.
Jednalo se o pozitivitu u 2,7% vzorka (36 z 1326 vzorki pacientll) oproti 1,9% (19 z 993
vzorkll) u kontrol. Frekvence pozitivity na enteroviry byla analyzovdna béhem rozdilnych
stadii preklinického procesu onemocnéni. Tato frekvence vrcholila 6 mésict pfed tim, nez se
objevily prvni protilatky, kdy byla pozitivita u pacienti nalezena v 15,2% ptipadu, zatimco u

kontrol to bylo 3,3% (S. Oikarinen et al., 2011).

Ze srovnani dat ze studii frekvence viru ve stolici, stfevni sténé¢ a krvi je ziejmé, Ze
potencialné diabetogenni virus patrné pronika nékolika imunitnimi a mechanickymi
bariérami, aby se ndsledn¢ Sifil krevnim fecistém do cilového orgdnu, pankreatu.
Alternativnim vysvétlenim je vyplavovani viru nebo jeho RNA z mist sekundarni replikace,
jakymi by mohly byt naptiklad lymfatické uzliny gastrointestindlniho systému s potencialnim
propojenim k pankreatu. Moznych vysvétleni patogeneze diabetu ve spojistosti s enterovirem

je nekolik.
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2.3.3. Mozné role enterovira v patogenezi diabetu 1. typu

Z publikovanych nalezl je zfejmé, ze enterovius pronikd do Langerhansovych ostravkt kratce
po manifestaci diabetu, pii ni, dokonce v souvislosti s iniciaci autoimunitniho procesu. Pro

vysvétleni role pravé pfi iniciaci autoimunity je nékolik teorii.

2.3.3.1. Pfima lyze beta bunék zpiisobena enterovirovou infekci

Enteroviry jsou znamé svou cytolytickou aktivitou, takze poté, co se dostanou do
pankreatickych ostrivka, mohou destruovat beta bunky produkujici insulin mechanismem
virové cytolyzy. Navic disledkem infekce je zdnét vyvolany aktivaci vrozeného a adaptivniho

imunitniho systému (Merja Roivainen & Klingel, 2010).

2.3.3.2. Virem navozena imunitni odpovéd’ proti infikovanym beta buiikam

Dal$im mozny mechanismus patogeneze enterovirti mize predstavovat akutni ¢i persistentni
infekce v pankreatu vyvolavajici autoimunitni proces. Tento proces zpisobuji autoreaktivni T
bunky ¢i autoprotilatky. Aktivatory autoreaktivnich T bunék mohou byt molekularni mimikry

¢i procesy bystander aktivace.

2.3.3.2.1. Molekuldarni mimikry

Koncept molekuldrnich mimiker popisuje situaci, kdy podobnost sekvencni nebo strukturni
mezi virem a autoantigeny, vede k funkéni T a B bunécné zkitizené reaktivité. Vysledkem je

tkanové poskozeni a pretrvavani autoimunitni odpovédi.

Imunogenni epitopy enterovirového kapsidového proteinu VP1 a prokapsidového proteinu
VPO maji sekven¢ni podobnost s diabetes asociovanym epitopem v tyrosinové fosfataze 1A-2

a heat shock proteinu 60 (Héarkonen et al., 2003).

Dalsim dikazem existence molekularnich mimiker mtize byt sekvencni homologie mezi
karboxylazou 65 (GADG65) a 2C proteinem coxsackievirli B, kterd nasledné vede ke zktizené

reaktivit¢ (Nurminen et al., 2012).

2.3.3.2.2. Bystander aktivace

Tento mechanismus je zalozen na nespecifické aktivaci autoreaktivnich T-bun¢k, které unikly

selekci v thymu, v prostiedi chronického zanétu vyvolaného viry.

15



Mechanismy bystander aktivace mohou pfispivat k agresivni destrukei ostravkli pankreatu.
Virova infekce vede k aktivaci antigen-prezentujicich bun¢k jako jsou dendritické buriky,
naslednék aktivaci autoreaktivnich T bun¢k a k autoimunitni odpovédi (Fujinami, von
Herrath, Christen, & Whitton, 2006). Spustit bystander aktivaci mohou i virové specifické T
buiky, které migruji do pankreatu, kde se setkavaji s virem infikovanymi. CD8+ T buiky
rozpoznaji infikované buniky a uvolni cytotoxicka granula. Vysledkem je zabiti infikovanych

bunék. Ve poté vede k zadnétu, ktery miize vést k zabijeni 1 neinfikovanych okolnich bun¢k.

Dal$im mechanismem je hyperexprese CXCL10 v samych ostrivkovych bunkach pfi infekci
— CXCL 10 miZe byt chemoatraktantem a aktivatorem autoreaktivnich T bun¢k a marofagh.
Takové buiiky zvySuji koncentraci cytokind, INF gama a NO, coZz mlze vést k bystander
zabijeni neinfikovanych okolnich ostrivkovych bun€k (Tanaka, Aida, Nishida, & Kobayashi,
2013).

2.3.4. Diabetogenni enteroviry

Neni ziejmé, zdali déti geneticky predisponované k diabetu jsou castéji infikovany bézné
kolujicimi kmeny enterovirti nebo zdali jsou nachylnéjsi specificky k infekeci diabetogenimi
variantami viru. Neni zndmo ani, co d¢la enteroviry diabetogenimi. Soucasné znalosti
naznacuji, Ze diabetogenni vlastnosti enterovirli nejsou definovany sérotypem, ale spiSe
jinymi charakteristikami virovych kment. Existuje né€kolik studii, kde byly molekularni
determinanty pankreatotropnich virovych kmenli zkoumany s vyuzitim analyzy kompletnich
genomovych sekvenci (enterovirus infection in human pancreatic islet cells, islet tropism in
vivo and receptor involvement in cultured islet beta cells, Ylipaasto 2004) (analysis of
pancreas tissue in a child positive for islet cell antibodies, oikarinen m, 2008). Zatim vSak

nebyl odhalen zadny faktor vyvolavajici diabetes (Nurminen, Oikarinen, & Hyoty, 2012).

2.3.5. Longitudinalni studie vira v patogenezi diabetu 1. typu

Rozsahl¢ prospektivni studie jsou nezbytné ke stanoveni kauzalniho vztahu mezi
enterovirovymi infekcemi a rozvojem prediabetické autoimunity a/nebo vyvojem od
autoimunity ke klinickému diabetu. Nékolik prospektivnich studii se zabyva pfirozenou

progresi destrukce beta bunék a jejimi prediktory ¢i akceleratory.
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2.3.5.1. DiMe

Prvni prospektivni studii zabyvajici se roli enterovirové infekce v souvislosti indukce ¢i
akcelerace diabetu byla studie DiMe (Childhood Diabetes in Finland). Probihala v letech
1987 az 1993 a odstartovala novou éru vyzkumu patogeneze diabetu 1. typu. Sérologickymi a
molekuldrnimi metodami bylo zjisténo, ze u pacientli, u kterych se projevila subklinicka
destrukce beta bun¢k nebo klinicky diabetes, byl vyssi vyskyt enterovirovych infekci nez u
jejich nediabetickych vrstevnikli (Hy6ty et al., 1995). Vyssi vyskyt infekci byl pozorovana jak
pfed klinickym diabetem, tak jiz o nckolik let pfedtim. Navic se ukézalo, Ze vyskyt
enterovirovych infekci koinciduje se vzristem autoimunitnich markerd pro rozvoj diabetu,
predevsim se jedné o protilatky proti ostrivkovym bunkam (ICA) a dekarboxylaze kyseliny
glutamové (GADA) (Hiltunen et al., 1997; Lonnrot, Salminen, et al., 2000; M Roivainen et
al., 1998).

2.3.5.2. DIPP

Tyto poznatky byly potvrzeny i nasledujici prospektivni studii DIPP (Finnish Diabetes
Prediction and Prevention trial), kterd byla zapocata roku 1994. DIPP je studie sledujici
kohorty finskych déti s genetickou predispocizi pro vznik diabetu. U téchto déti se sledoval
vyskyt s diabetem asociovanych protilatek v intervalech 3 az 12 mésicii od narozeni do 15.
roku ditéte (Kupila et al., 2001). Byl pozorovan vétsi vyskyt enterovirovych infekci v obdobi,
kdy byly detekovany prvni protilatky. Frekvence enterovirovych infekci béhem nésledujiciho
obdobi byla vyssi u déti, které vykazovaly znaky beta bunécné autoimunity, nez u kontrolnich
subjektll odpovidajici Casem narozeni, pohlavim a HLA-DQB alelami asociovanymi s
diabetem 1. typu (Lonnrot, Korpela, et al., 2000). Pacienti i kontrolni subjekty této studie méli
podobné frekvence adenovirovych infekci, coZz naznacuje, Ze déti, u kterych se vyvinuly
protilatky, nejsou vice obecné nachylnéjsi k jakymkoli virovym infekcim, ale Ze efekt

enteroviru je specificky.

Sérologicky bylo ovéfeno, ze frekvence enterovirovych infekci byla vyS$i u pacientd v
porovnani s nediabetickymi détmi pribéhu Sesti mésicni periody, kterd predchazela prvnimu
vyskytu protilatek asociovanych s diabetem (K Sadeharju et al., 2001). Tato ¢asova asociace
mezi enterovirovymi infekcemi a po¢atkem beta bunééné autoimunity podporuje hypotézu, ze

.....

2003).
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2.3.5.3. DAISY

DAISY (Diabetes and Autoimmunity Study in the Young) studie probiha od roku 1993 v
Coloradu (USA). Do této studie bylo zatazeno 2365 déti geneticky predisponovanych k
diabetu 1. typu. Zilni krev a rektalni vytéry byly sbirany kazdé 3 az 6 mésicti po sérokonverzi

ostrivkovych autoprotilatek (GAD, insulin,IA-2) do doby diagnostikovani diabetu.

U 140 déti probeéhla sérokonverze a opakované vykazovaly pozitivitu na ostrivkové
autoprotilatky. Z téchto déti doslo u 50 k manifestaci diabetu. Riziko vyvoje klinickych
projevil diabetu 1. typu u pacientli, kterym byly odebrany vzorky krve, ve kterych byla
detekovana enterovirova RNA, vzrostlo ve srovnani se vzorky, které byly negativni na
enterovirovou RNA. Pfitomnost enterovirové RNA v rektalnich vytérech nepfedpovida vznik

diabetu 1. typu (Stene et al., 2010).

2.3.5.4. MIDIA

MIDIA studie pochézi z Norska (Tapia et al., 2011). Na rozdil od ostatnich nepotvrdila, ze
enterovirovi RNA je ukazatelem budouciho vyvoje autoimunity proti ostrivkim. Jako
material byly pouZity vzorky stolic, které byly mésicné€ sbirdny od norskych déti s vysokou
genetickou predispozici k diabetu 1. typu. Cetnost vyskytu enterovirové RNA ve vzorcich
stolice u pacientil pied sérokonverzi byla u 43 déti z 339 (12,7 %) a u nediabetickych déti to
bylo v 92 piipadech z 692 (13,6 %). Rozdil od ostatnich studii vsak spociva v tom, ze
enterovirovd RNA byla detekovana pouze ze vzorkl stolic, coz, jak se ukdzalo, neni tim
spravnym mistem pro hleddni korelace mezi enterovirovou infekci a naslednym vyvojem

protilatek. Vhodné&j$i materidlem pro hledani ditkazl je krev, popft. krevni sérum.
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Tab. 2: Prehled vybranych studii zabyvajicich se detekci enterovirti v riznych typech vzorkd.

Zarover je zde videét i pocet subjektt zapojenych do studie a pocet pacientt po sérokonverzi a

pocet pacientd, u kterych propukl klinicky diabetes.

pocet testovanych
subjektl / subjekty, u
_ _ _ intervaly mezi | typ vzorkl a kterych probéhla
studie subjekty studie ‘
odbéry vzorkli | pouzitych testli | sérokonverze / pocet
subjektt, u kterych
propukl T1D
Déti geneticky
3 - 6 mésicti po | vzorky séra a
predisponovani k rozvoji )
DAISY sérokonverzi rektalnich 2365/140/50
autoimunity a vzniku .
protilatek vytéria, RT-PCR
T1D z Colorada
Déti, které vykazovaly sérum, vzorky
opakované pozitivitu na | intervaly po 6 stolice,
DIPP 237/41/ -
enterovirovou RNA, z meésicich sérologie a RT-
Finska PCR
Sourozenci nové . .
_ _ . intervaly po 6 | sérum,sérologie
DiMe | diagnostikovanych déti s 765/23/3
mésicich a RT-PCR
T1D ve Finsku
Déti genové )
intervaly po 3 .
predisponovani k rozvoji vzorky stolice,
MIDIA mésicich do 1 339/43 /-
autoimunity a vzniku RT-PCR
roku véku déti
T1D z Norska
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3. Material a metody

3.1. Vzorky pacienttu s genetickou predispozici k diabetu 1 . typu

Celkem jsme testovali 22 vzorkt, které vSechny vykazovaly pozitivitu na enterovirus; cilem

bylo ziskat kompletni ¢i témé&f kompletni sekvenci virové RNA.

Z 22 virt jich 10 bylo péstovano na bunécnych kulturach Hela buné€k, zbylych 12 vzorkl
pochézi z redlnych vzorkl stolic. VSechny vzorky pochdzeji z Finska, kde byly ziskany od

déti s genetickou predispozici pro diabetes 1. typu, které jsou soucasti kohorty DIPP.

Deset vzorkl izolovanych na bunéénych kulturach obsahovaly viry Coxsackie B3. Tento
sérotyp se ukézal jako velmi dilezity v recentni sérologické studii (Laitinen et al., 2014), kde
byly negativné asociovany s rizikem diabetu - patrné skrze virovou interferenci nebo
zktizenou reaktivitu protilatek. Pfi uZziti virus neutraliza¢niho testu je vhodné uzit viry, které
skute¢né v populaci cirkuluji a testovat imunitu proti nim - z této studie pochazi i ndmi

testovanych deset kmentl.

Zbyvajicich 12 vzorki jsou vzorky stolice jako materidlu pro piimou detekci bez piedchozi
izolace na bunécné kultufe. Tyto slouzily pro demonstraci efektivity zvoleného postupu

analyzy.

3.2. Next-generation sekvenovani

Nova technika sekvenovani DNA, kterd je zndma jako next-generation sekvenovani (NGS)
nebo také sekvenovani nové generace, poskytuje vysokou rychlost a vykonost pii produkei
enormniho mnozZstvi sekvenci. Tato metoda skytd mnoho moznych vyuziti jak na vyzkumném

tak na diagnostickém poli.

Sekvenovani celych virovych genomu je obtiznym tukolem, jelikoz se musime potykat s
pfitomnosti kontaminujicich nukleovych kyselin hostitelskych bunék a jinych agens ve

virovych vzorcich (Barzon, Lavezzo, Militello, Toppo, & Palu, 2011).

3.2.1. Postup

Prvnim krokem krokem po odebrani vzorkii je obohaceni virové frakce a izolace celkové
RNA. Vzorky stolic jsou pievedeny do 10% suspenze v roztoku HBBS (Hanks ballanced salt

sollution). Ze stolic byly odseparovany ostatni komponenty (zbytky potravy) od virové frakce
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provedenim 3x mirné centrifugace. Bakterii ze vzorku jsme se zbavili naslednou filtraci ptes
bakterialni filtr (0,45 mikrometrl). Poté byla provedena ultracentrifugace po dobu 3 hodin,
10°C pii1 80000 g. Pro samotnou izolaci virt jsme vyuzili QIAamp Viral RNA mini kit. Po
ziskani virové RNA ze vzorkil jsme je piepsali pomoci reverzni traskriptizy do cDNA za
vyuziti ndhodnych primert s tagem. Tim jsme ziskali jednotetézcovou DNA. Druhy fetézec
DNA jsme nasyntetizovali pomoci Klenowova fragmentu s pouZzitim stejnych nahodnych
primerit s tagem jako v prvnim kroku. Vysledkem je tedy dvoufetézcovd DNA s tagy na
koncich, kterou podrobime 30 cyklim PCR. Tato amplifikace nésledujici po reverzni
transkripci ndhodnymi primery slouzi ke zvySeni celkového mnozstvi nukleové kysliny
vstupujici do sekvenace. Po PCR se produkty vizualizuji na elektroforéze, kde ze z gelu

vytiznou pouze produkty dlouhé 400 — 600 bp.

A \First strand synthesis

P MY —

Second strand synthesis

A [+ W M R f
—

specific PCR

Obr. 4 Priprava vzork( pred NGS. A) Reverzni transkripce virové RNA do cDNA pomoci
nahodnych primert s tagy. B) Dosyntetizovani druhého retézce Klenowovym fragmentem se

stejnymi ndhodnymi primery. C) Amplifikovdni DNA béhem 30 cykli PCR.

V nékolika naslednych krocich popsanych na obrazku 5 je na fragmenty DNA pfipojen
adaptor.
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Obr. 5 Uprava koncti fragmenti kitem TrueSeq. A) Uprava koncl enzymatickou reakci, pfi
niZ jsou pripojeny fosfaty na konce fragmentu. B) Navdzani adeninu na fragmenty C) Ligace

adaptoru, ktery vyuZivd adenin k tomu, aby se pripojil. Prevzato z http.//www.illumina.com.

Samotna sekvenace vSech amplifikovanych casti DNA probihd najednou v pfistroji
MiSeq platforma Illumina za vyuziti kitu TruSeq PCR-free. Princip metody je zaloZen na
sekvenaci syntézou (Ansorge, 2009). Fragmenty DNA jsou sekvenovany baze po bazi
pomoci ¢tyt odliSnych fluorescencnich barviv a vytvari shluky. Postupné dochéazi k navéazani
jednotlivych fluorescencné znacenych bazi na templat. Po kazdém kole syntézy jsou
shluky detekovany laserem pfistroje, ktery podle urcitého fluorescen¢niho barviva pozna,

o kterou bazi se jedna (http://www.giga.ulg.ac.be 11).

Vyhodou této metody je, ze nam umoziuje identifikovat viry ve vzorcich, aniz bychom védéli
o jaké viry se jedna. To je rozdil oproti doposud vyuZivanym metodam specifického PCR,

kdy jsme museli védet, jaky virus hledame a poté jsme ho specificky detekovali.

3.3. Skladani kontigti de novo

Zatimco virové genomy maji tisice az stovky tisic bazi, useky prectené sekvenovanim nové

generace maji délku mezi desitkami a nékolika malo sty bazi. ProtoZze jsou virové genomy
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velmi polymorfni, je obvyklym postupem jejich rekonstrukce de novo sestaveni (de novo

assembly) z jednotlivych ¢teni z NGS (Paszkiewicz & Studholme, 2010).

De novo sestaveni genomu je proces, pomoci n¢hoz spojime jednotliva ¢teni do jedné dlouhé
souvislé sekvence, kterou nazyvame kontig. Ten sdili stejné nukleotidové sekvence jako

originalni templat DNA, z néhoz byla ¢teni sekvence odvozena.

Ackoli vEtsi proporce genomu muze byt obsazena ve vétSich kontizich, pfi sestavovani jsou
pfitomny mezery mezi kontigy a velky pocet kratkych c¢teni. Mezery se nam podaftilo

pieklenout pomoci Sangerova sekvenovani, jak je popsano podrobné dale v této praci.

Pied samotnym sestavenim virového genomu, jsme museli vystupni data z NGS upravit a
filtrovat, teprve poté jsme mohli pfistoupit k samotnému sestaveni. Pro tuto upravu jsme
vybrali program Galaxy, ktery je popsan v nasledujici kapitole. Pro zpracovani a sestaveni
¢teni do kontigh jsme vyuzili program Velvet, jehoz algoritmus je zalozen na de Bruijnovych

grafech.

3.3.1. Uprava dat v Galaxy

Galaxy je platforma pro interaktivni analyzu genomickych dat. Galaxy slucuje praci jiz
existujicich databazi pro anotaci genomil s jednoduchym webovym portdlem, kde uZzivatelé
mohou vyuzivat vzdalenych datovych zdroji spolecné s nezavislymi zdroji, €ili s vlastnimi
daty. Srdcem Galaxy je flexibilni systém historie, kde jsou ukladany jednotlivé kroky daného
uzivatele. Lze mit kontrolu nad tim, co se se sekvencemi déje v jednotlivych krocich a tuto

zménu zobrazit (Giardine, 2005).

Data ziskand pomoci NGS jsou ve formatu FastQ. Tento textovy format je zaloZzen na
uchovani biologickych sekvenci (nukleotidové sekvence) spolecné s jejich odpovidajicimi
hodnotami kvality. Kazdy FastQ soubor podava informaci o sekvenci, sestava ze Ctyt fadek,
kde kazdy ma svou vypovidaci hodnotu. Prvni fadek zacinajic @ je nasledovan
identifikatorem daného ¢teni. Druhy fadek je sama vlastni nukleotidova sekvence. Tteti fadek
je pouhé +, které miize byt nasledovano néjakou pridanou informaci o sekvenci a ¢tvrty fadek
koduje hodnoty kvality pro sekvenci a musi obsahovat stejny pocet symbola jako je bazi v

sekvenci (Cock, Fields, Goto, Heuer, & Rice, 2010).
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Prvnim krokem, ktery nésleduje po ziskani dat, je pfiprava a kontrola kvality dat po
sekvenovani. Tyto kroky maji svoji typickou posloupnost a to: rozbor vysledku sekvenovani,
vypocet a vizualizace prehledu statistickych udaji o hodnotach a kvality a nukleotidové
distribuci sekvence, dale odstranéni konct sekvenci, pokud je to nezbytné a filtrovani ¢teni

dle hodnot kvality (Blankenberg et al., 2010).

Kritéria pro tfidéni a upravu sekvenci jsou nastavena tak, abychom zachovali, co nejvétsi
pocet sekvenci, ale zaroven byla zachovana kvalita dat. Postup prace v programu Galaxy je

dale popsan v kapitole Vysledky.

3.3.2. Velvet

Velvet (Zerbino & Birney, 2008) je nastroj slouzici k de-novo sestaveni genomickych

fragmentt, které jsou vystupem metody sekvenovani nové generace.

Velvet zpracovava cteni sekvenci do kontigli a odstraniuje chyby, jak je popsano nize. Kontig

je sada piekryvajicich se segmentii DNA, které dohromady vytvaii konsensudlni oblast DNA.

Algoritmus, podle kterého Velvet funguje, je zaloZen na principu de Bruijnovych grafi, které
pracuji s kratkymi k-mery. Zadand hodnota k-meru pfedstavuje délku fragmentl sekvenci, ze
kterych je poté sestaven unikétni kontig, bez ohledu na to, jak ¢asto se vyskytuje.

(hashing) dle toho, jaka je zadana hodnota k-meru (v nasem piipadé se jedna o hodnotu 57).
Tento proces je vSak pomérné ¢asoveé naro¢ny v porovnani s obecnym parovym porovnavani
vSech sekvenci (pairwise alignment), zvlasté v pfipad¢, kdy mame velké pozadavky na

vysokou miru pokryti.

Tento program je sloZzen ze dvou na sob¢ zavislych programd, a to velveth a velvetg.

3.3.2.1. Velveth

Velveth pomahé pfipravit data pro nasledujici program velvetg. V tomto programu musime
specifikovat udaje o formatu ¢teni, tedy v nasem piipadé se jednd o fastq format. Dale
specifikujeme délku k-meru. My jsme zvolili hodnotu 57, coz je nejvyssi moznd nastavitelna
hodnota. A dale vybirdme daj o typu Cteni, v nasem piipadé se jednd o kratkd cteni (short

reads).
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Ptikazovy fadek pak vypada nasledovné:

velveth ./output directory 57 -fastq -short (nas soubor)

3.3.2.2. Velvetg

Velvetg je stézejni Casti Velvetu. Velveth pfipravuje sekvence na samotnou praci ve Velvetg.
Velvetg pracuje podle algoritmu de Bruijnovych grafii, odstraniuje chyby v sekvencich, jak je

popsano vyse.

Pro velvetg je nutné nastavit parametry tak, aby se ndm sekvence sestavily spravné pod sebe a
nedochézelo k jejim velkym ztratam. Po testovani riznych hodnot, jsme dosli k zavére€nym

parametrim.

Ptikazovy fadek vypadal nasledovné:
velvetg ./ -exp_cov 100 -ins_length 300 -cov_cutoff 5 -min_contig Igth 150 -unused_reads

yes -amos_file yes

* exp cov = expected coverage — 100, tato hodnota vyjadiuje ocekavané pokryti

unikatnich oblasti

* ins_length = insert length — 300, je pfedpokladanid délka fragmentu — zjiSt€no na

zakladé PCR a elektroforézy nasyntetizovanych tseki cDNA z naSich vzork.
* cov_cutoff = minimalni pocet Cteni, kterda mohou vytvofit kontig - touto hodnotou
poZadujeme, aby kontig, ktery vznikne, byl pokryt minimalné péti ptekryvajicimi se

sekvencemi.

* min_contig Igth = minimum contig length - 100 bazi — tento parametr urcuje

minimalni délku kontigu, ktery je exportovan jako soubor contigs.fa.

* unused reads — tento ptikaz zaddvame proto, aby se nam vyexportovaly 1 sekvence,

které nesplituji kritéria pro zafazeni do kontigu. Timto souborem se zabyvame,
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abychom zjistili, zdali ¢teni, kterd byla vyfazena na zéklad¢ nasich kritérii, neobsahuji
nekteré enterovirové sekvence. V piipadé, Ze je neobsahuji, nas zajima, o jaké

sekvence se jednd, zdali jsou virového ptivodu a jakého, ¢i bakteridlniho.

* amos file — tento piikaz je nutny k tomu, aby se ndm vysledky exportovaly jako soubor
velvet asm.afg, jelikoz pouze v tomto piipad¢ je miizeme zobrazit pomoci nastroje

Tablet.

3.3.2.3. Odstranovani chyb ve Velvetu

Algoritmus pro odstraiiovani chyb ve Velvetu se jmenuje Tour Bus. Je zaméfeny na

odstraiiovani chyb bez toho, aby byly poruSeny spoje v de Bruijnovych grafech.

Chyby jsou ve Velvetu odstraniovany na zdkladé topologickych znakli. Chybna data vytvaii
til typy struktur: ,.tips“, které jsou vytvofeny chybami na koncich jednotlivych c¢teni, déle
,bulges* nebo ,bubbles” (vybouleni), které jsou zpisobeny chybami uvniti ¢teni. Treti
strukturou jsou chybnd spojeni zapfiCinéné klonovacimi chybami ¢i dalekym/chybnym

slu¢ovani konct (tips). Tyto tfi znaky/struktury jsou odstraiiovany postupné a ne najednou.

Odstranovani tips
o Tip“ je fetézec nodd, ktery je pferuseny na jednom konci. Tip vznikd, kdyz je nizka
kvalita koncti Cteni, které se s ni¢im nepiekryvaji. Muze byt odstranén pouze v
ptipadé, kdyz je krat$i nez 2k. Kdyz je delsi nez 2k, predstavuje pravou sekvenci nebo
také akumulaci chyb, které jsou jen velmi té€Zko rozliSitelné od nové sekvence

(Zerbino & Birney, 2008).

Odstrafiovani bublin
* Tyto struktury vznikaji uvniti dlouhé sekvence, ¢i v ptipad¢, kdyz se konce dvou Cteni
prekryji ndhodné a nespravné. Nejsou vSak opravovany odstranénim nechténych dat,

ale promitnutim jedné vétve do druhé a dojde k ,,pfemapovani* na novou vétev.

Odstranovani chybnych spojeni
* Chybna spojeni jsou odstraniovana po Tour Bus. Tato nechténd spojeni nevytvareji
zadnou rozpoznatelnou smycku ¢i strukturu, tudiz nemohou byt identifikovana z jejich

topologie, jako je tomu u tips ¢i bublin. Proto je Velvet odstrafiuje na zakladé
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nastaveni tzv. coverage cutoff, coz je hodnota, kterd nam udavd minimalni pocet

piekryvajicich se ¢teni, ktera mohou vytvoftit kontig.

Po skonceni oprav jsou eliminovany kontigy s nizkym pokrytim, tedy ty které se

neintegrovaly do vétSich kontigt.

3.4. Tablet

Tablet (= Next Generation Sequence Assembly Visualization) je vysoce vykonny graficky
prohliZze¢ kontighh z NGS. Zde miiZzeme vidét délku jednotlivych cteni, z kolika sekvenci se
nam dany kontig slozil a také je zde grafické i procentudlni zobrazeni tzv. mismatchl
(nukleotidovych neshod), tedy zastoupeni bazi, které s ostatnimi v daném kontigu

nekoresponduji. V tomto programu si miizeme zobrazit vSechna ¢teni v daném kontigu.

Také zde je moznost ménit kontrast mezi variantnimi a nevariantnimi nukleotidy. Tento
kontrast nam projasni baze, které se odliSuji od konsenzudlni sekvence, a tedy mohou
predstavovat potencialni jednonukleotidové polymorfismy ¢i sekvenéni chyby (Milne et al.,

2010). Zde jiz mizeme také vidét konsenzudlni sekvenci vytvofenou z daného kontigu.
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Cely kontig Pokryti

Oblast zvétseni

Obr. 6 Vystup prohliZe¢e Tablet. Zde jsou vidét jednotliva Cteni pod sebou, kterd vytvdri

kontig.

3.5. Enterovirus genotyping tool

Tento webovy nastroj vyuziva fylogenetické metody k tomu, aby identifikoval v nukleotidové
sekvenci enterovirovy genotyp. Je to volné pfistupny nastroj pro vyhledava spole¢nych
sekvenci s enteroviry. Tento nastroj je zalozeny na algoritmu BLAST v databazi GenBank,
kde je vzdy z4dand sekvence proti fad¢ referencnich sekvenci virti z rodiny Picornaviridae
(Kroneman et al., 2011).

Pomoci tohoto nastroji jsme zjistili, zdali ndmi sestavené sekvence odpovidaji nckterym
enterovirovym a jak dalece se tyto sekvence piekryvaji. Moznym vysledkem je jak grafické
zobrazeni sekvenci shodnych s referen¢nimi sekvencemi, jak se zobrazeno na obrazku 7, tak
také excelova tabulka, kterd ndm dava informace o tom, s jakymi enteroviry je na$ genom (¢i

¢asti genomu) nejpodobné;jsi.
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Sequence Assignment

Mame: Consensus_hin1 Length: 7407

Genus/Species assignment

Enterovirus B

Based on relative blast score of 4 968
Serotype (VP1) assignment
CV-B3

Supported with phylogenetic analysis and bootstrap 100.0 (== 70)

Genome region
Region used
| for typing

(I I [ N E [ N N | N
VP4 VP3 2A 2C 3B 3D

5'NCR VP2 VP1 2B 3A 3C 3' NCR

Obr. 7 Zdznam vyhleddvdni vzorku 1 v ndstroji genotyping enterovirus tool. Zde je vidét, Ze

ndmi celoosekvenovany genom je témér totoZny s coxsackievirem B3.

3.6. Sestaveni viroveé sekvence

Novou enterovirou sekvenci (ve vétSiné piipadl ¢asti enteroviroveé sekvence) jsme porovnali s
vhodnou referencni sekvenci. Jednotlivé kontigy byly sestaveny pod referencni sekvenci
pomoci softwaru Sequencher (Sequencher® version 5.2 sequence analysis software, Gene
Codes Corporation, Ann Arbor, MI USA http://www.genecodes.com). Soubory s
namapovanymi kontigy jsme si importovali do Bioedit, kde jsme nésledné identifikovali
mezery a jejich pocet mezi kontigy. Ty jsme poté pomoci Sangerova sekvenovani doplnili.

Cely proces dopliiovani mezer je popsan v nasledujici kapitole.

3.7. Sangerovo sekvenovani

Metoda Sangerova sekvenovani je jednou z nejvlivnéjsich inovaci v biologickém vyzkumu od
doby, kdy byla poprvé ptredstavena v roce 1977 (Sanger, Nicklen, & Coulson, 1977). Tato

metoda se také oznacuje jako dideoxy metoda sekvenovani.

Principem Sangerovy metody je terminace syntézy novych DNA fetézcii prostiednictvim
nahodné inkorporace modifikovanych nukleotidd, tzv. dideoxynukleotidi(ddNTPs), separace

téchto fetézcli a jejich vizualizace. Nejprve je zkoumany usek DNA namnozen pomoci
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polymerazové fetézové reakce na vysoky pocet kopii (fddové miliardy z jedné molekuly).
Poté replikacni enzym DNA polymeraza syntetizuje komplementarni vldkno k sekvenované
DNA. Syntéza probiha obdobné¢ jako pfi replikaci ve sméru 5°—3’. K syntéze vyuziva DNA
polymeraza primer zhruba 20 bazi dlouhy, komplementarni ke konkrétni ¢asti templatu, a také
jednotlivé deoxynukleotidy (dNTPs), které zafazuje na zakladé principu komplementarity
bazi do nové vznikajiciho fetézce. V plvodnim Sangerové provedeni s radioaktivné
znacenym dATP (znaceni prostiednictvim 32P) je vySe zminéna reak¢ni smés rozdélena do
¢tyt zkumavek oznacenych G, A, T,C a do kazdé z nich je ptidan i ptislusny ddNTP a to v
koncentraci tadové nizs$i (specificky dle konkrétni pouzit¢ DNA polymerdzy), nez je
koncentrace ostatnich ANTP. Do zkumavky oznacené G je tedy pfiddn ddGTP, do zkumavky
A je piidan ddATP atd (Martinek, Stehlik, Grossmann, Ka, & Vanécek, 2013).

V dnesni podobé tohoto sekvenovani se vyuzivaji fluorescencné znacené ddNTP, které jsou
smichany s neznacenymi, neterminujicimi nukleotidy v jednokolové sekvenacni reakci .
Kapilarni elektroforéza potom sekvence na zaklad¢ jejich délky analyzuje a provede

nasledujici vyhodnoceni termina¢nich bazi (Pettersson, Lundeberg, & Ahmadian, 2009).

PCR in presence of flucrescent, chain-terminating nucleotides

ELUECLECLEIICE)

1
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(7] &) (€] 7] (o] (4] [€] [¥] (&) (€] ) (o] (8] [€] (7]
\ J
\ / Fragments run through gel electrophoresis

T

Laser beam

o —

Photomultiplier

— EANN

..... by laser and rep ona

Obr. 8 Princip Sangerova sekvenovdni a ndsledné analyzy na automatickém sekvendtoru.
Prevzato z http://www.vce.bioninja.com.au/aos-3-heredity/molecular-biology-

technique/sequencing.htmi.
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3.7.1. Laboratorni pristroje a pomiicky

Piistroje

Vortex ZX3

P-Lab; Ceska republika

Centrifuga B4i/BR4i JOUAN

Trigon-plus; Francie

Mikrocentrifuga Mini spin plus

Eppendorf; Némecko

Cycler

Eppendorf; Némecko

Labcycler

17G centrifuga, Universal 32

Hettick

Biomek 3000

Beckman Coulter

Pipety

Finnpipette; Finsko

Eppendorf; Némecko

Spotiebni material

96-jamkové desticky pro PCR

Applied Biosystem;USA

Kryci folie pro PCR

Thermo Scientific

Pipetovaci $picky 10ul, 100ul, 2001, 1000p1

Eppendorf; Némecko

3.7.2. Navrh primeru

Primery navrhujeme na Useky, kde potfebujeme dosekvenovat mezery mezi jednotlivymi
kontigy, které na sebe nenavazuji. Primery jsou dlouhé cca 18-24 bazi, jejich teplota tani se
pohybuje mezi 50-55°C a obsah GC part je ptiblizné 50%. Potiebujeme zjistit, zdali se ndm
primery nespecificky nenasedaji na jiné nez enterovirové sekvence. Toho jsme docilili
otestovanim sekvenci primerti v databazi GenBank pomoci nastroje NCBI Blastu. Pokud byl
vysledek takovy, Ze sekvence primerii jsou unikatni pro enteroviry a splituji pozadavky
popsané vyse, mohli jsme je pouzit.

Pro vypocet teploty tani jsme pouzili metodu zahrnujici do svého vypoctu koncentraci soli
pfitomné v reakci [MgCl,], obsah G-C part a délku primeru (N). Vypocet plati pro primery
délky 14 — 70 nukleotidi. Vzorec je nasledujici (Stephenson, 2010):

Tm (°C) = 81,5 + 16,6 (log [MgCL']) + 0,41 (%G+C) — (500/N)
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Referencéni sekvence

. . . ' . . . . . ' . . . ' . . . . ' . . . ' . . W
2200 2210 2220 2230 2240 2250 2260 2 2280 2250 2300 2310 2320 232
SGCTTGCRAATCTAGCTGCGTCCTATGCATACCCTGGATTAGCCAAACACATTACCGGTACGTGGCTTCTGATGAGTATACGGCGEGGGGTTTCATTACATGTTGGTATCAALCCAACATTGTGGTCCCCGCTGATGCAL

SECTTGCAATCTAGCTGCGTCCTATGCATACCCTGGATTAGCCARACACATTACCGGTACGTGGCTTCTGATGAGTATACRGCGEGG
TTCATCAQRTGTTGGTATCARACCRAATATCGTGGTCCCCGCTGATGCRL

Kontig 2

Obr. 9 Mezera, kterou jsme pomoci primert preklenuli.

3.7.3. PCR reakce

Polymerazova ftetézova reakce (PCR — z anglického Polymerase Chain Reaction) byla
vynalezena roku 1983 (Mullis & Faloona, 1987) Kary Mullisem. Princip PCR metody je

zalozen na specifickém pomnoZeni konkrétniho hledaného useku DNA, ktery je ve vychozim

material.

Chemikalie

PCR voda Braun; Némecko

pufr 10x konc. Applied Biosystem; USA
MgCl2 (25mM) Applied Biosystem; USA
dNTP Sigma; USA
AmpliTaq Gold polymeraza 5U/ul Applied Biosystem; USA

Postup
Pro ptipravu reakéni smési pro PCR reakci jsme byly smichdny nésledujici chemikalie:

ul na vzorek

PCR voda 1,55

pufr 10x konc. 1

MgCI2 (25mM) 1

dNTP (0,5 mM konc.) 0,4

primer forward (2,5 uM) 2,5

primer reverse (2,5 uM) 2,5
AmpliTaq Gold polymeraza 5U/ul 0,05

DNA 1

Celkem objem 10
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Jako templat jsme pouzili nafedénou cDNA vzniklou nahodnou reverzni transkripci RNA

ziskané z ptislusného vzorku.

Ptipravili jsme si reak¢ni smés pro PCR pro vSechny vzorky spolecné do 7 ml zkumavky,

pocitali jsme i s pipetovaci chybou, tudiz jsme vzdy ptipocitali 15% objemu kazdé reagencie.

Amplifikovali jsme 27 usekl, preklenujici vnitini mezery, kazdy usek v duplikatu (tedy 46

reakci). Stejny postup jsme opakovali i pfi amplifikovani Gsekll v oblastech 5" a 3" konct.

Daéle jsme reakéni smés s cDNA zvortexovali, kratce centrifugovali a vlozili do cycleru, ktery

bézel s nasledujicim teplotnim programem:

95°C 10 min (pocatecni denaturace)
96°C 15 s (denaturace)
61°C 30 s (anelace primeru) 10x
72°C 1 min (syntéza)
96°C 15 s (denaturace)
56°C 30 s (anelace primeru) 35x
72°C Imin (syntéza)
72°C 10 min (elongace)
4°C stale

3.7.4. Elektroforéza

2,5% agaroza Lonza; USA

0,5x TBE (Tris baze, k. borita, EDTA 05, M, pH 8, dest. H20)

Velikostni marker 2-Log DNA Ladder Biolabs; USA

GelRed Biotium; USA

NanaSeci barvivo (bromfenolova modi + xylencyanol + 40% sacharoza)

Produkty PCR reakce byly vizualizovany na gelové elektroforéze. Principem metody je pohyb
zaporné nabitych molekul DNA v elektrickém poli, kdy putuji smérem k anod€. Rychlost

pohybu je nepiimo imérna velkosti fragmenti DNA.
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Pii gelové elektroforéze jsme pouzivali 2,5% agardézu, TBE, nanéSeci barvivo (bromfenolova
modif + xylencyanol + 40% sacharoza) a jako méfitko velikosti produktu nam slouzil

velikostni marker (hmotnostni standard, DNA ladder).

Postupovali jsem tim zptisobem, ze jsme produkt PCR smichali 1:1 s nanaSecim barvivem.
Do jamky gelu jsme pak pipetovali 9 mikrolitri smési s barvivem. Zbytek PCR produktu
jsme si uschovali a pokud se zde nachéazel produkt, poté jsme vzorek podrobili Sangerovu

sekvenovani.

Elektroforéza probihala 20 minut pfi 8 V/cm. Gel byl zdokumentovéan fotografovanim na UV
transiluminatoru. Obrazky elektroforézy jsou zobrazeny v kapitole Vysledky na stran¢ 61 a

63.

3.7.5. Precisténi pred sekvenacni reakci

Precisténi produktii pfed sekvenacni reakci je nezbytné k tomu, aby se ze vzorku odstranily
vSechny chemikalie, které zde byly jak po PCR, tak po elektroforéze, ptfedevSim zbylé

primery a neinkorporované nukleotidy.

Chemikalie

destilovana voda

voda
Ampure Agentcourt; Beckman Coulter; USA
Absolutni etanol | Penta; Ceska republika
Injek¢ni voda Braun; Némecko
Postup
pfiprava 96 jamkové desky
Ampure 2,8 ml
75% etanol 40 ml
injekéni voda 8-10 ml

Cisténi probihd na pfistroji Biomek 3000, ktery zvladne veSkerou mechanickou c¢innost a
posloupnost pipetovani ve spravném pofadi. Pro pireciSténi jsou nezbytné tii chemikalie:

Ampure, etanol (absolutni etanol fedény injek¢éni vodou) a injekéni voda. Aby se tyto
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chemikalie nemisily mezi sebou, je zapotiebi omyvani Spicek. To je zajisténo promyvanim

Spicek ve dvou velkych 96 jamkovych deskach s vodou (do jedné patii voda destilovana a do

druhé voda odpadni). Dale k vybaveni pfistroje Biomek patii magneticka desticka. Princip

CiSténi spociva v tom, ze Ampure obsahuje magnetické kuliky, které na sebe navazou DNA.

Kdyz se pak deska se vzorky d4 do magnetické desticky, kulicky s navdzanou DNA se

pfichyti na sténu jamky a dojde k odmyti vSech nepotiebnych chemikalii.

3.7.6. Sekvenacni reakce

Chemikalie

injekéni voda

Braun; Némecko

BigDye Terminator sekvenacni pufr

Applied Biosystem; USA

sekvenacni smés Big Dye Terminator v3.1

Applied Biosystem; USA

Postup

V jedné sekvenacni reakci byly smichany nésledujici chemikalie:

ul na 1 vzorek, 12,5% konc.

injek¢ni voda 3,38
BigDye Terminator sekvenacni pufr 1,88
sekvenacni smés BigDye Terminator 0,25
sekvenacni primer konc. 2,5 uM 2,5
PCR produkt 2
celkem 10

Sekvenaéni reakce béZela v cycleru s nasledujicim teplotnim programem:

96°C 1 min
96°C 10s
55°C 55 25x
60°C 4 min
72°C 7 min
15°C stale

35



3.7.7. Precisténi po sekvenacni reakci

Po sekvenacni reakci je stejné jako po PCR nutné produkty ptecistit od zbylych chemikalii.

Cleanseq Agentcourt, Beckman Coulter; USA
Absolutni etanol Penta; Ceska republika

injek¢ni voda Braun; Némecko

EDTA Promega; USA

Precistuje se opét na stroji Biomek 3000, za pouziti chemikalie Cleanseq , dale je potieba

80% etanol a nakonec je potieba 0,05M roztoku EDTA.

3.7.8. Analyza dat na automatickém sekvenatoru

Produkty cyklického sekvenovani jsou v kapildrnim sekvenatoru elektroforeticky rozdéleny
podle délky a detekovany pomoci laserového detektoru, ktery je napojen na pocitac.
Elektroforéza probiha v tenké kapilafe naplnéné gelem. Kapilarou prochazeji rizné dlouhé
PCR produkty v zavislosti na jejich velikosti. Laser zachycuje fluorescenci markert
navazanych na ddNTP navazanych na jednotlivé PCR produkty a nasledné¢ dochazi ke
stanoveni pofadi nukleotidi. Kdyz jsou fluorescencni markery excitovany laserem, jsou
detekovany 4 rizné produkty (tedy 4 druhy nukleotidil) a intenzita fluorescence je pielozena

do tzv. datového piku.

150 160 170 120 190
IGCTGAAGEOGALAAC GT TCGTCACCC GACCAAT TACTTC GAGAAGCCT

1405, 26: 121

A

Obr. 10 Zdznam elektroforeogramu z automatického sekvendtoru.

Data z automatického sekvenatoru s piiponou ABI mizeme zobrazit v programu Bioedit.
Vidime, jakou kvalitu maji jednotlivé nukleotidy a to dle rozloZeni a vySky pikti na zdznamu

ze sekvenatoru. Podle toho pak muizeme upravit sekvence ze Sangerova sekvenovani tak,
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abychom si byli jisti, ze se skuteén¢ jedna o to dané a spravné potadi nukleotidl, tzn.,

vymazeme Casti se Spatnym ¢i piekryvajicim se signalem.

3.7.9. Sekvenovani 3" a 5" koncu

Podobné jako jsme sekvenovali vnitini mezery mezi kontigy, jsme postupovali i v ptipadé

sekvenovani 3’a 5’konct. Jediny rozdil byl vtom, Zze jsme si v pfipadé 3” konct museli

forward primer navrhnout podle referencni/referencnich sekvenci, reverse primer jsme pak

navrhovali dle nami osekvenavané sekvence. Stejn¢ tak v ptipad¢ 5 koncl jsme si reverse

primer navrhli téz podle referencni sekvence a forward primer podle nasi sekvence. Nebylo to

vsak zapotiebi u vSech vzorkl: 3" konec jsme dosekvenovavali u 7 vzorkti z 9 a 5" konec u 6

vzorka z 9.

Provedli jsme vybér referen¢nich sekvenci, podle kterych jsme navrhovali primery. V tabulce

3 jsou sekvence, podle kterych jsme navrhovali 5” konce a v tabulce 4 jsou sekvence, podle

kterych jsme navrhovali 3" konce.

Tab. 3 Prehled sekvenci, podle kterych jsme navrhovali reverse primery na dosekvenovdni 5

‘konce.
druh referencni Cislo
Enterovirus A | Human coxsackievirus A2 AY421760.1
Human coxsackievirus A3 AY421761.1
Human coxsackievirus A8 AY421766.1
Human coxsackievirus A10 AY421767.1
Enterovirus B | Human coxsackievirus Bl M16560
Human echovirus 26 AY302557
Human coxsackievirus B4 AY302550
Enterovirus C | Human coxsackievirus Al AF499635
Human coxsackievirus All AF499636
Poliovirus 1 KF537633
Poliovirus 2 JX275380
Human coxsackievirus A20 DQ358078.1
Enterovirus D | Human enterovirus D NC001430
Enterovirus 68 AY426531
Enterovirus E | Bovine enterovirus NCO001859
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Tab. 4 Prehled sekvenci, podle kterych jsme navrhovali forward primery pfi

dosekvenovdvani 3° konce.

druh referenéni ¢islo
Enterovirus B | Human coxsackievirus B1 M16560
Enterovirus C | Poliovirus 1 KF537633

3.8. Fylogeneticka analyza

Pokrok v sekvenacnich technologiich a zéplava sekven¢nich dat poskytuje mnoho pitileZitosti
ke studiu evoluce genl a proteinovych rodin, spolecné s fylogenetickymi vztahy mezi druhy.
Kazda rodina homolognich sekvenci poskytuje mnoho znakt, které jsou potencidlnimi zdroji
cennych informaci pro vytvoieni fylogenetického stromu.

Fylogenetické analyze pfedchazi tada krokii: upraveni vysledné konzenzudlni sekvence
genomu jednotlivych vzorkli v programu Bioedit, vybrani vhodnych refrenénich sekvenci k
tvorbé multiple alignment, nasledny import sekvenci do programu Mega$, ktery slouzi ke
konstrukci fylogenetickych stromli. V tomto programu jsme ovéfili vhodnost sekvenci k
vytvoteni divéryhodného fylogenetického stromu pomoci eliminovani duplikatnich sekvenci

a vypoctem distan¢nich vzdalenosti mezi sekvencemi.

3.8.1. Bioedit

Bioedit je biologicky pocitacovy nastroj uréeny pro praci se sekvencemi. Poskytuje zdkladni
funkce pro tupravy proteinovych a nukleotidovych sekvenci, uspotfaddani sekvenci (tzv.
alignment), umoziiuje manipulace a analyzy sekvenci. Bioedit neni nejvykonnégjsi sekvenéni
analyzacni program, ale nabizi ndm rychlé a snadné funkce pro editovani a anotovani

sekvenci. Bioedit je zaroven propojen s nckterymi externimi sekvencnimi analyza¢nimi

vvvvvv

Do tohoto programu jsme si importovali sekvence sestavené do kontigli, které prosly
procesem upravy, jak je popsano vySe v této praci. Tyto sekvence sestavené pod jednou
referencni sekvenci, ktera slouzila jako leSeni, netvofily jeden nepierusovany virovy genom.

Proto jsme mezery pieklenuli pomoci Sangerova sekvenovani.
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Data ze Sangerova sekvenovani jsme si také importovali do Bioeditu, abychom cely genom
slozili. Sestavovani fragmentti v Bioeditu Ize délat pouze manudln€. Musime piesné znat
mista, podle kterych jsme si navrhovali primery, a tam poté dosazujeme fragmenty, které byly

osekvenovany.

Po sestaveni celého virového genomu bylo zapotiebi sekvence translatovat, abychom se
presvédcili, zda se zde vyskytuje jeden smysluplny cteci ramec (jelikoz pikornaviry mayji
jeden Cteci ramec), a zda jsou zde néjaké delece ¢i inzerce. Pfi nalézani spravného cteciho
rdmce jsme se opét opirali o sekvenci referencni, jelikoz v té je jeden nepteruSovany Cteciho

ramec.

Po nalezeni spravného cteciho ramce jsme genom anotovali, jelikoz bez toho nelze provést
fylogenetickou analyzu jednotlivych proteini. Anotaci jsme provedli v Bioeditu, ktery je
propojen a databazi GenBank. V této databazi jsme nasli nejblizsi referencni sekvenci k nasSim
sestavenym genomim. Tu jsme anotovali jako prvni. Jednotlivé proteinové sekvence jsme si
oznacili jinou barvou pro piehlednost. Tato funkce je vhodnd pro rychlou orientaci mezi
jednotlivymi sekvencemi proteinii. Poté jsme si podle referencni sekvence anotovali nasi

sekvenci, jelikoz jsou témet shodné.

3.8.2. Vybrané referencni sekvence pro multiple alignment

Dtlezitym krokem pii planovani konstrukce fylogenetickych stroml je zcela jist¢ vybér
referencnich sekvenci. My jsme vybrali 40 referencnich sekvenci, tak aby u kazdé
enterovirové skupiny bylo nékolik zastupct. Vybirali jsme opét z databaze GenBank,
kritériem vybéru byly celoosekvenované genomy. Vybrané sekvence spolecné s jejich

referencnimi ¢isly jsou v tabulce 12.

Vsechny tyto sekvence jsme si nahrali do programu Bioedit. Anotovali jsme je vSechny
stejnym zptisobem jako jsme to délali v piipadé referencni sekvence, ktera slouzila jako leseni
pro sestaveni nami osekvenovaného genomu. Stejné jsme si i barevné rozliSili vSechny
proteiny v sekvencich.

Fylogenetické analyze jsme podrobili pouze vybrané proteiny, a ne celé¢ genomy. Proto jsme

z hromadného alignmentu referen¢nich sekvenci vybrali tuseky, které v dané sekvenci
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odpovidaji vybranému proteinu. Pro nasi fylogenetickou analyzu jsme vybrali proteiny: VP1,

2A a2C.

3.8.3. Mega$5

Mega 5 (Molecular Evolutionary Genetics Analysis version 5), je software ureny ke
srovnavaci analyze molekuldrnich sekven¢nich dat (Tamura et al., 2011). Pfi konstrukci
fylogenetickych stromli mame na vybér z celé fady rekonstrukénich metod. Jednotlivé
metody jsou ve své podstat¢ matematickymi algoritmy, které sestroji fylogeneticky strom.
Podrobny popis téchto matematickych modelt/algoritmi neni cilem této prace. Nize je

struény popis metod, ktery je nezbytny k pochopeni biologickych vysledk.

Mega 5 ndm dovoluje nejen vytvaret fylogenetické stromy, ale jsme v ném schopni provadeét i
hromadné uspofadani sekvenci (multiple sequence alignment) jak pomoci ClustalW tak
pomoci MUSCLE. Neznamé sekvence jsou nejprve spolu s referencnimi enterovirovymi
kmeny upraveny do ,multiple sequence alignment a poté fylogeneticky analyzovéany a
pfifazeny do skupiny k nejptfibuznéjSimu referenénimu kmeni, ktery ndm timto urcuje druh

vvvvvv

fylogenetické analyze.

3.8.3.1. Alignment sekvenci

MEGA nabizi 2 metody pro fazeni nukleotidovych ¢i aminokyselinovych sekvenci pod sebe,
tzn. vytvareni alignmentu: ClustalW (Thompson, Higgins, & Gibson, 1994) a MUSCLE
(Multiple Sequence Comparison by Log-Expectation) (Edgar, 2004). Ackoli je ClustalW
obecné pouzivangj$i, MUSCLE je o néco presnéjsi (Nuin, Wang, & Tillier, 2006) a je 2-5 krat
rychlejsi v pripad¢ piimétené velikosti dat. Hlavni vyhodou MUSCLE je zvladnuti zpracovani
velkého mnozstvi dat. Naptiklad pii zpracovani 5000 sekvenci o prumérné délce 350

nukleotidt byl MUSCLE 80 000kréat rychlejsi nez Clustal W (Edgar, 2004).

Sekvence, které kodujici proteiny je dobré srovnavat na zakladé sekvence aminokyselin,
abychom dosahli spravného slozeni a zachovani cteciho ramce (Hall, 2005). Vystup po
hromadném sestaveni sekvenci zaloZzeném na srovnani kodont je vidét na obrazku 11. Pokud
by byly pouzity sekvence nukleotidové, algoritmus by zanasel do alignmentu velké mnozstvi

arteficialnich substituci, v€etné stop kodonti. To je zobrazeno na obrazku 12.
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FVI

Obr. 11 Sestaveni ,multiple sequence alignment” na zdkladé koddonu. Na tomto obrdzku je

zretelné, Ze se ndm v alignmentu jiZz nevyskytuji Zadné stop kodony. Proto jsme s takto

usporadanymi sekvencemi provddéli dalsi analyzu.

B>
Br---221c--=:
-2

Obr. 12 Sestaveni ,multiple sequence alignment” na zdakladé nukleotidi. Na obrdzku je

vidét, Ze kdyZ vyuZije uspordddni sekvenci na zdkladé nukleotidd, tak po translaci téchto

sekvenci se v nich vyskytuje rada stop koddnd.
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3.8.3.2. Eliminovani duplikatnich sekvenci

Ackoli se snazime vyhnout zahrnuti dvou stejnych sekvenci, mize se stat, ze mame mezi
vybranymi sekvencemi dvé stejné. Abychom to byli schopni odhalit, pouzili jsme funkci
pairwise distances, neboli srovnani vSech dvojic sekvenci, kdy se srovndvaji vSechny se

vSemi.
3.8.3.3. Vypocet distanci

Evoluéni vzdélenosti dovoluje odhadnout miru evolu¢ni rozdilnosti sekvenci, ktera je
reprezentovana fylogramem. Tato definice evolucni vzdalenosti podnécuje vyvoj evolucnich
modeltl poskytujicich zplisoby odhadu evoluénich vztahti a vytvafeni teorii o vyvoji
molekularnich sekvenci, spojujic fylogenetiku s evolucni biologii (Nei & Kumar, 2000). Tyto
metody vychéazeji z matice distanci, kterd udavé vzdjemné vzdalenosti mezi v§emi dvojicemi

taxonomickych jednotek, pro které konstruujeme fylogeneticky strom.

3.8.3.3.1. Distancni metody

Distance, nebo také vzdalenost, je v téchto metodach vyjadiena jako frakce mist, které se lisi
mezi dvéma sekvencemi v hromadném alignmentu. Je zfejmé, Ze kdyz se dvojice sekvenci 1isi
v 10% jejich mist, jsou si vice ptibuzné, nez kdyby se lisily ve 30%. Také dava smysl, ze ¢im
dale v Case jsou sekvence od svého evolu¢niho predka, tim se od sebe vice odliSuji. Toto vSak
ve fylogenetice neplati zcela stoprocentné. Muze nastat ptipad, kdy se jedna linie vyviji
rychleji nez druhd nebo se dvé linie vyvijeji stejné¢ rychle, avsak 1iSi se nikoli ¢asovou
vzdalenosti, ale mnohocetnymi substitu¢nimi udélostmi. Kazdd nukleotidova substituce

zvysuje pocetni rozdilnost mezi témito liniemi a tedy je oddaluje od spole¢ného predka.

Existuji dvé nejpopulérnéjsi distanéni metody UPGMA (Unweighted Pair-Group Method with
Arithmetic Mean) a Neighbor Joining, jedna se o algoritmické metody (tzn. vyuzivaji fadu
vypocth k odhadu fylogenetického stromu). Vypocty zahrnuji manipulace se vzdalenostnimi
maticemi, které¢ jsou odvozené od multiple alignmentu. Z tohoto alignmentu oba programy
vypocitaji pro kazdy par sekvenci vzdalenost taxonu, nebo miru rozdilnosti a zaznamenaji ji

do vzdélenostni matice (Hall, 2011).
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3.8.3.3.2. P - distance

Délky vnitinich vétvi maji indikovat miru genetické zmény mezi evoluénim piedkem a jeho
evolucnim potomkem. Z toho bychom usuzovali, Ze zpisob vypoctu délky vnitinich vétvi
jsou zaloZeny na poctu rozdilt v sekvencich. Obvykle vSak vyjadiujeme délku vnitinich vétvi
jako proporci, rad€ji nez pocet mist, u kterych doslo ke zmén¢. S timto pomérem rozdilnosti

mezi sekvencemi pracuje model p-distance (Hall, 2011).

Tato vzdalenost je pomérem (p) nukleotidovych mist, v kterych jsou dvé srovnavané sekvence
rozdilné. Je toho dosazeno pod€lenim poctu nukleotidovych rozdili celkovym poctem
nukleotidli sekvenci. Nedochdzi zde k Zadnym opravam v mistech s hromadnymi
substitucemi, substitu¢ni mirou chyb (napiiklad rozdily v tranzicich a transverzich) nebo

rozdily v evolu¢ni rychlosti mezi misty .

3.8.3.3.3. Jukes Cantor model

V Jukes Cantorové metodé (Jukes & Cantor, 1969) je frekvence nukleotidové substituce
stejnd pro vSechny Ctyfi nukleotidy. Tento model produkuje maximalni pravdépodobnostni
odhad pro pocet nukleotidovych substituci mezi dvéma sekvencemi. Pifedpokladd rovnost
substitucni rychlosti mezi misty, stejnou nukleotidovou frekvenci a neopravuje vyssi miru
mutaci typu tranzici (mutace, kdy dochazi k zdméné jednoho nukleotidu za jiny. V ptipadé
tranzice jde o zaménu purinové baze za purinovou nebo pyrimidinové za pyrimidinovou)
porovnani se substitucemi typu transverze (zdména purinové baze za pyrimidinovou nebo

pyrimidinové za purinovou).

3.8.4. Vypocet fylogenetického stromu (topologie, délka vétvi)

Vypocet fylogenetického stromu je velmi obtiznou tlohou, z hlediska relevantnosti vysledki
a jejich interpretace. Pfi vytvareni fylogenetickych stromil neexistuje jen jedno Uplné spravné
feSeni, snazime se spiSe vyjadfit tu nejpravdépodobnéjsi verzi. My jsme pro vypocet

fylogenetického stromu vyuzili metodu Neighbor Joining.

3.8.4.1. Neighbor Joining metoda

NJ (Neighbor-Joining) metoda (Saitou & Nei, 1987) pracuje s maticemi vzdalenosti, tedy na
zaklad¢ distancnich dat. Z fady téchto matic sestavi fylogeneticky strom. Pfimo pocita

vzdalenosti od internich uzlu stromu.
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Na zacatku se vytvori jeden hvézdicovy strom, kde je jeden vnitini vrchol, a vSechny feSené
taxonomické jednotky jsou reprezentovany pomoci listi. Tento strom se postupné rozklada
shlukovanim nejblizSich taxonomickych jednotek tak, aby se v kazdém kroku co mozna

nejvice zmenSila celkova délka stromu.

NJ prvni pocita pro kazdy taxon jeho vlastni sit’ rozdilnosti od vSech ostatnich taxonti. A poté
piepocita souhrn jednotlivych vzdalenosti od tohoto taxonu. To je potom vyuzito k novému
jejiz spojeni nejvice zmensi délku stromu, tj. soucet délek vSech jeho vétvi, a vytvoii vnitini
uzel, od n¢hoz se oba taxonu oddéluji. Vzdalenost dvou taxonli od vnitiniho uzlu nemusi byt

identicka. NJ nepredpoklada, ze jsou vSechny taxony stejn¢ vzdaleny od kofene stromu.

3.8.5. Stanoveni spolehlivosti topologie vétvi (bootstrap)

Nejcastéji pouzivanou metodou pii stanovovani spolehlivosti topologie vétvi je bootstrapping.
Jeho princip poprvé popsal Bradly Efron, profesor Stanfordské univerzity, v roce 1979.
Jednalo se tehdy o jednu z prvnich metod, ktera ve statistice nahrazovala tradi¢ni algebraické
vypocty pocitacovymi simulacemi na pozorovanych datech. Bootstrap pfinesl moznost
odhadnout ptesnost libovolného odhadu libovolného parametru. Pfitom spocivd v prosté
myslence mnohondsobného opakovani jednoduchého algoritmu.

Pti stanovovani spolehlivosti topologie vétvi pii fylogenetické analyze je ke kazdému uzlu
puvodniho kladogramu uvedeno ptislusné procento, tzv. bootstrapping hodnota. Jestlize se
pro urcity uzel tato hodnota blizi 100, ma existence tohoto uzlu velmi silnou podporu ve
vychozich datech, jestlize je naopak nizka, je nizké i podpora existence daného uzlu (Soltis &

Soltis, 2003).

Bootstrapping hodnotu nelze v zddném piipad€ interpretovat jako pravdépodobnost existence
daného vétveni vyvojové linie. Je to vzdy pouze vyjadieni stupné podpory pro existenci
daného vétveni v naSich vychozich datech. Jestlize je tato hodnota nizka, je to tfeba chapat
jako signal, ze pro spolehlivou rekonstrukci kladogeneze je tfeba ziskat vice vstupnich dat.
Nizka hodnota byva vétSinou zpisobena malym mnoZstvim vychozich dat nebo absenci
fylogenetického signdlu ve vstupnich datech. Druhy ptfipad nastdva tehdy, jestlize v daném
useku probéhlo pfili§ velké mnoZstvi evolu€nich zmén takZe dané sekvence jsou jiz tzv.

substituéné nasycené. Jinou moznou pfiCinou nizkych bootstrapping hodnot miize byt
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existence konfliktu mezi dvéma protichtidnymi signaly, napiiklad jestlize dany tsek genu
vznikl fuzi dvou riznych gend s riiznou evolu¢ni historii. Bootstrapping hodnoty nezavisi
pouze na sile fylogenetického signalu, ale také na mnozstvi druhi zahrnutych do analyzy.
Z tohoto divodu neni mozné jednoduSe porovnavat na zaklad€ bootstrapping hodnot

spolehlivost dvou stromil obsahujicich jiné poéty druhti (Efron, Halloran, & Holmes, 1996).
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4. Vysledky

Celkem jsme testovali 22 vzorki, jez byly pozitivni na enterovirovou RNA. Prvnich deset
vzorkl obsahovalo enteroviry, které byly péstovany na bunéénych kulturach. Ostatni vzorky,
tedy 11 az 22, pochazeji ze stolic. VSechny vzorky byly ziskany od déti geneticky
predisponovanych k diabetu 1. typu.

Hlavni néplni této diplomové préace je bioinformaticka analyza téchto dat, nasledné sestaveni
virového genomu de novo a u vzorki 1 az 9 doplnéni mezer v genomech, jezZ nebyly pokryty
témito daty, Sangerovym sekvenovanim. Celé virové genomy jsme ziskali u vzorka 1 az 9, u
vzorkli 10 az 22 byla zpracovdna data z NGS, ale nedopliiovali jsme je Sangerovym

sekvenovanim.

4.1. Bioinformaticka analyza dat z NGS

Po osekvenovani fragmentli viri metodou NGS jsme ziskali data, u kterych jsme
zkontrolovali, zdali jsou vhodna k pouziti pro sestaveni do kontigli. Data jsme kontrolovali v
programu Galaxy, ktery nam ptehledné umoznuje ziskat informace o poctu vstupnich dat,
jejich kvalité, rozloZeni jednotlivych bazi v sekvencich apod. Pomoci tohoto nastroje jsme
byli schopni identifikovat oblasti sekvenci, které bylo potieba odstranit kvili jejich Spatné
kvalité, kterd by se nasledné projevila pfi Spatném sestaveni do kontigih a pozd€jSim
namapovani na enterovirovy genom. Jelikoz se jedna o vzorky, které nepochazeji ze stejnych
zdroji (vzorky 1-10 byly ziskany z bunécnych kultur, zatimco virova RNA vzorkt 11-22 byla
izolovana ptfimo ze vzorki stolic), bylo potieba s daty pracovat odli§n€, minimaln€ v prvni

fazi procesu, ktery se tyka filtrace a tipravy dat.

4.1.1. Filtrace a uprava sekvenci

Upravu a filtraci jsme provadéli na vzorcich 11 — 22, data prvnich deseti vzorkd byla dobré

kvality.

Upravu jsme provadéli na zakladé informaci o vstupnich sekvencich. Tyto informace jsme
ziskali na zéklad¢€ graf. Ty jsou zobrazeny na obrazcich 13 a 14. Ziskali jsme informace o
délce sekvenci, ktera byla maximalné¢ 250. Rozlozeni nukleotidi v sekvencich, které je
znazornéno na obrazku 13, nebylo rovnomérné v celé délce sekvenci. Prvnich 30 bazi ma

znaén¢ vychylené hodnoty. Jedna se o tagy, neboli identifikatory slouzici k vzijemnému
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rozliSeni soucasn¢ sekvenovanych vzorkil. Pro vyrovnani hodnot obsahu bazi na 5’konci jsme
jich 30 odstranili. Taktéz byl nestejnomérny obsah bazi na 3" konci, proto jsme odstranili 25
bazi z tohoto konce. Po upravach koncli se ndm zménila délka sekvenci, jak je vidét na

obrazku 13B, kdy z maximalni délky 250 bazi klesla na 194 bazi.

Nejprve bylo aplikovano zkraceni Cteni podle kvality. Klouzavé okno, které Citd vzdy deset
nukleotidl, postupuje po sekvenci a pokud neni primérna hodnota kvality v tomto okné vyssi
nez 20 odstrani posledni 2 nukleotidy. Klouzavé okno postupuje z 3" i 5° konce sekvence.

Tim jsou eliminovany ptfedevsim baze konct s nizkou kvalitou.

Nasledn¢ jsme zbyla cteni filtrovali podle délky a prumérné kvality. Minimdlni délka
sekvence byla stanovena na 50 bazi. Sekvence rovny ¢i krats$i nez 50 bazi nejsou vhodné k
sestavovani do kontigu. Skére kvality nebo také primérna kvalita, byla nastavena na hodnotu
14. Tim se odfiltrovala ¢teni, kterd méla nizkou kvalitu bazi uvnitt. Zbyly pocet Cteni, ktery

prosel filtraci u vzorkl 11 - 22 je zaznamenan v tabulce 5.
Vysledné grafické zobrazeni filtrovani sekvenci je zobrazeno na obrazku 14 kde obrazek A
zobrazuje skore kvality bazi v sekvencich pred upravou konct a filtraci. Na obrazku B je

skore kvality sekvenci po Uprave a filtraci.

Obrazek 14 je krabicovym grafem. Percentil krabicového grafu je v rozmezi 25 - 75, median

je vyznacen ¢arkou uvnitt krabice. S upravou sekvenci zde pozorujeme zkraceni sekvenci.
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Obr. 13 Obsah nukleotid( v sekvencich pred upravou a po upravé v programu Galaxy. Na
obrdzku A je na pozicich 1-20 vidét nerovnomérné rozloZeni bazi, je to zpusobenou tim, Ze se
jednd o identifikdtor, pouZity pfi NGS. Na 3’ konci je také nerovnovdha nukleotidi. Na
obrdzku B jsou je rozloZeni nukleotidi v sekvencich po odstranéni 30 bdzi z 5° konce a 25 bdzi

z 3" konce.
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skore kvality

1 234567 89 1519 3034 4549 7079 100-109 130-139 160-169 150-199 220-229

pozice bazi v sekvencich

1234356789 1519 3034 4349 60-64 7579 9094 110-114 130-134 150-154 170-174 180-194

pozice bazi v sekvencich

Obr. 14 Skore kvality v sekvencich pred a po upravé v programu Galaxy. Krabicovy graf znaci
kvalitu bazi v jednotlivych usecich sekvenci. Obrdzek A zaznamendvd kvalitu bdzi pred
upravou v programu Galaxy, obrdzek B po upravé. Pri srovndni obrdzk( je videét, Ze byly

odstranény bdze 3" a 5" koncu a vysledné skore kvality u Cteni je o Fad vyssi.
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Vysledné pocty vstupnich sekvenci a sekvenci, které proSly upravou a filtraci jsou
zaznamenany v tabulce 5. Navzdory nizké nastavené hodnoté kvality bylo odfiltrovano cca
50% sekvenci. Tento Ubytek je v ptipad€ analyzy dat z NGS piipustnym. V piipadé nizsiho
nastaveni bychom byli nuceni pracovat s nedivéryhodnymi daty. Pivodni pocet ¢teni u
poslednich dvanécti vzorkl byl u poloviny z nich vyssi nez 30 000 cteni. Po upravé a filtraci

je pocet ¢teni u vSech vzorki niz§i nez 30 000.

Tab. 5 Prehled poctu cteni pfed a po upravé v programu Galaxy. zaznamendvd vstupni
pocty Cteni zpracovanych v programu Galaxy; pocet cteni, ktery splfioval ndroky filtrace a

procentudlIni vyjadreni ubytku cteni po filtraci.

pivodni podet Steni pocet Cteni po zbylych ¢teni po filtraci v
filtraci v Galaxy Galaxy [%]
vzorek 11 60827 28054 46
vzorek 12 35028 18018 51
vzorek 13 23123 9938 43
vzorek 14 30407 15516 51
vzorek 15 30209 11528 38
vzorek 16 24078 13464 56
vzorek 17 12633 5608 44
vzorek 18 38621 28396 74
vzorek 19 20625 10218 50
vzorek 20 35800 19918 56
vzorek 21 6999 4342 62
vzorek 22 9893 5080 51

Takto upravené a vyselektované sekvence jsme dale zpracovavali pomoci programu Velvet.

4.1.2. Sestaveni sekvenci do kontigii

Dalsim krokem po filtraci a upravé bylo sestaveni sekvenci do kontigh pomoci programu
Velvet. Tento program na zdkladé nastavenych parametri dokdze sestavit fadu piekryvajicich
se Cteni, které vznikaji pfi NGS, do jedné sekvence — kontigu. Parametry jsme museli

optimalizovat:
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Parametry byly nastaveny na hodnoty:

velveth ./output directory 57 -fastq -short (nas soubor)

velvetg ./ -exp_cov 100 -ins_length 300 -cov_cutoff' 5 -min_contig Igth 150 -unused reads

ves -amos_file yes

Tyto parametry jsou popsany v kapitole Velvet na str. 34 - 37.

Coverage cutoff, neboli minimalni pocet piekryvajicich se ¢teni, ktera mohou vytvofit kontig,
byl nastaven na hodnotu 5. Kdyz tuto hodnotu zvySime, pfipravujeme se o znacné mnozstvi
sekvenci, nebo spiSe poskladanych kontigh. Kdyz naopak hodnotu snizime, riskujeme tim to,
7Ze se nam za sebe nesmysln¢ poskladaji navzajem nesouvisejici kontigy spojené ostrovy

extrémné nizkého pokryti.

Minimalni délku kontigh (min_contig_length) jsme museli v nékterych piipadech upravovat,
a to na zaklad¢ vysledki, které jsme dostali. N&ktera Cteni byla kratSi nez ndmi nastavena a
vzniklo ndm velké mnozstvi kratkych kontigl, které se ptekryvaly v jednom useku, tudiz bylo
jasné, ze se jedna o tutéz oblast a mél by vzniknout pouze 1 kontig. To jsme upravili tim, Ze
jsem minimalni délku kontigu snizili na hodnotu 80. V tomto pfipadé se nam mnoZstvi

kratkych Cteni snizilo, jelikoz byla sestavena do kontig.

U vzorkl jedna az deset bylo pouzito ptivodni mnozstvi sekvenci vyprodukovanych NGS.
Mnozstvi sekvenci vzorkli 11-22 odpovidd vystupnimu mnozstvi sekvenci z programu
Galaxy. Vzorky 11-22 se lisi od prvnich deseti vzorkli v poctu sekvenci zpracovanych
Velvetem do kontigii oproti pivodnimu poctu sekvenci jednotlivych vzorki. Je to zpisobeno
vlastnim puvodem vzorkl. Jak jiz bylo zminéno dfive, prvnich deset vzorkd pochazi z
bunéénych kultur, zatimco zbytek byl i1zolovan ze vzorka stolic, coz vytvaii velkou

heterogenitu v kvalité a tedy v ndsledném vyselektovani sekvenci pfi filtraci.

Vstupni pocet sekvenci a pocet sekvenci zpracovanych do kontigl u jednotlivych vzorku je

zaznamenan v tabulce 6.
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Tab. 6 Pocty sekvenci pred a po zpracovadni v programu Velvet. Je zde zaznamendvad priibéh

zpracovdni sekvenci pomoci programu Velvet, tzn. kolik bylo vstupnich sekvenci, které

program zpracovaval a kolik jich bylo vyuZito ke konstrukci kontigt, ddle kolik ze vstupniho

poctu Cteni vytvoril kontigt a jakd byla jejich prumérnd délka.

pouzito

“ P . cteni
i o I | st
ontigl
vzorek 1 11830 42 717 10410 88
vzorek 2 19539 25 2222 15965 82
vzorek 3 22443 27 1843 18111 81
vzorek 4 15597 48 617 12189 78
vzorek 5 11571 20 1411 10351 89
vzorek 6 20027 23 1404 15147 76
vzorek 7 8119 11 7007 6532 80
vzorek 8 22115 65 734 17554 79
vzorek 9 22697 56 754 17026 75
vzorek 10 25640 55 1122 24392 95
vzorek 11 28054 191 221 14532 52
vzorek 12 18018 81 740 12968 72
vzorek 13 9938 54 1178 8056 81
vzorek 14 15516 56 1779 10567 68
vzorek 15 11528 27 905 6017 52
vzorek 16 13464 33 2637 11310 84
vzorek 17 5608 27 509 1427 25
vzorek 18 28396 83 542 25261 89
vzorek 19 10218 94 633 7585 74
vzorek 20 19918 59 1335 16087 81
vzorek 21 4342 13 1711 2294 53
vzorek 22 5080 55 1122 3573 70
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Obr. 15 Pocet pouZitych sekvenci na konstrukci kontigli. Zobrazeni kolik sekvenci z
plvodniho poctu vyprodukovanych NGS (modré sloupce) bylo pouZito na konstrukci kontig(
(zelené sloupce). Je patrny rozdil poctu sekvenci sestavenych do kontigl u vzork( 1-10 a 11-

22. Je to zplsobeno upravou a filtraci sekvenci vzorki 11-22.
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Rozdil mezi ¢tenimi, kterd byla zatazena do kontigii u vzorki jedna az deset a 11 az 22 je na
prvni pohled ziejmy jak dokumentuje obrazek 15. Musime si uvédomit, Ze v piipadé vzorki
11 az 22 sekvence prosly filtraci a upravou v programu Galaxy. Plivodni pocet Cteni u téchto
vzorkl dosahoval v n€kterych ptipadech az 60 000 cteni. Po filtraci byla ¢teni vSech vzorka
nizsi nez 30 000 Cteni. Pocet Cteni, ktery byl pouzit ke konstrukei kontigli, se pak u vsech

vzorkli pohybuje od 50 do 90%.

Vystupem programu Velvet jsou slozky, které obsahuji sekvence kontigh a také slozky
obsahujici nevyuzita ¢teni. Mezi nevyuZitymi sekvencemi se mohou vyskytovat takové, které
mohou byt enterovirové. Proto jsme i tuto slozku analyzovali v databdzi Enterovirus
genotyping tool. Nékteré z téchto sekvenci vykazovaly podobnost s enterovirovymi. Ty jsme

poté zahrnuli do sestaveni genomu de novo.

V prvnim kroku po sestaveni kontigi ve Velvetu nés zajimalo, jakd je délka jednotlivych
kontigli a zdali jsou identické s néjakou jiz zndmou enterovirovou sekvenci. Ne vSechny

vytvorené kontigy se vSak namapuji na enterovirovy genom.

Cely soubor s kontigy jsme analyzovali prostiednictvim databaze Enterovirus genotyping
tool, kterd ndm vyhledala nejblizsi enterovirové sekvence, se kterymi jsou kontigy nejvice

podobné. Vystup z tohoto nastroje je zobrazen na obrazku 16.
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4.1.3. Identifikace kontigii jednotlivych vzorkii

Kontigy vzorku 1 pokryvaji t¢éméf cely genom coxsackieviru B3, jak je patrné z obrazku 17.

Proto se tato sekvence stala nejvhodnéjsi referencni sekvenci pro sestaveni genomu viru.

Region used
far typing

I I BT T7 LI T
VP4 VP3 2A 2C 3B 3D
5'NCR VP2 VPL 2B 3A 3C 3'NCR
Region used
I for typing
{1 I [ I | I | =
VP4 VP3 2A 2C 3B 3D
5'NCR VP2 VP1 2B 3A 3C 3'NCR
Region used
I for typing ‘
|
— I T | -
VP4 VP3 2A 2C 3B 3D
5'NCR VP2 VPl 2B 3A 3C 3'NCR
Region used
I for typing
{1 \ I [
VP4 VF3 2A 2C 3B 3D
5'NCR VP2 VP1 2B 3A 3C 3" NCR
Region used
| for typing ‘
{1 I | [ TT I | - -
VP4 VP3 2A 2C 3B 3D
5'NCR VP2 VP1 28 3A 3C 3'NCR
Region used
I for typing
| 0§ [ TT [T I
VP4 VP3 2A 2C 3B 3D
5'NCR VP2 VP1 zB 3A 3C 3'NCR

Obr. 16 Namapovadni kontigi vzorku 1 na referencni sekvenci. Vystup ndstroje Enterovirus
Genotyping tool. Lze pozorovat, Ze kontigy ndm pokryvaji témér cely genom referencni

sekvence, kterou je coxsackievirus B3

Pomoci tohoto nastroje ziskdme informace o délce kontigh a kam se mapuji na referencni
sekvenci. Sekvence pokryvajici oblast proteinu VPI jsou nezbytné k urceni sérotypu viru.
Aby byl uréen sérotyp musi sekvence oblast VP1 piekryvat minimalné 100 bazemi. Tyto
sekvence byly sérotypicky stanoveny jako coxsackievirus B3. U sekvenci nepiekryvajicich
tuto oblast je urcen rod ¢i kmen sekvence, na kterou se namapuje hledana sekvence nikoliv
vsak sérotyp. Stejny postup analyzy v Enterovirus Genotyping tool byl pouzit pro vSechny

vzorky (1 —22).
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Tab. 7 Souhrn informaci o kontizich jednotlivych vzork( ziskanych na zdkladé analyzy v

programu Enterovirus genotyping tool.

sérotyp pﬁ)kry’ti mira |referenéni

iméno délka (Cteni) | shody |sekvence zacatek konec

NODE_28 350 CV-B3 79 7,33 |NC_001472 2430 2783

|NODE _1 323 CV-B3 414 | 4,67 |NC 001472 2821 3144
|NoDE_10 613 160 | 4,52 |NC_001472 1683 2296

Vaorok 1 INODE_7 976 346 | 4,41 |NC 001472 744 1720
|NODE 9 179 437 | 3,82 |AB426610 2247 2426

|NODE 6 767 CV-B3 256 | 3,35 |NC_ 001472 3173 3931

|NODE_8 3369 196 | 2,62 |NC_001472 3930 7296

NODE_12 773 101 1,36__INC_001472 3 769

|NODE_4 313 CV-B3 375 6,7 |NC 001472 2301 2614

|NODE _1 2272 325 | 3,65 |NC 001472 58 2331

Vzorek 2. INODE 2 4274 CV-B3 357 | 3,26 |NC 001472 2610 6875
INoDE 15 431 200 | 218 |NC_001472 6903 7333

|NODE_1 2430 CV-B3 406 | 8,98 |NC 001472 627 3057

INODE 3 450 CV-B3 349 | 4,79 |NC_001472 3007 3448

Vzorek 3 |NODE_2 1475 293 2,1 |NC 001472 3399 4874
INoDE 9 2465 278 1,73 |NC 001472 4866 7332

INODE 4 459 717 1,33 INC 001472 121 577
|NODE_14 608 CV-B3 307 | 7,67 |NC 001472 2608 3216

|NODE 6 314 CV-B3 351 6,99 |NC 001472 2301 2615

|NODE 5 925 400 | 5,63 |NC_001472 1424 2349
|NoDE_12 667 204 31 |NC_001472 3273 3940

Vzorek 4 |NODE_3 246 176 | 2,95 |NC_001472 1127 1373
|NoDE_17 229 |Unassigned| 22 2,80 |AF114383 2470 2699

|NODE 9o 2018 180 | 2,81 |NC 001472 3876 5894

|NoDE_7 1500 150 | 2,29 |NC 001472 5850 7349

NODE_15 1155 93 1,9 _INC_001472 136 1291

|NODE_8 385 CV-B3 324 | 7,22 |NC 001472 2230 2615

|NODE 5 533 CV-B3 252 | 7,12 |NC_001472 2609 3142

|NODE_4 610 266 | 6,03 |NC 001472 1567 2177

Vzorek S INODE 1 4201 CVB3 | 195 | 279 |NC 001472 | 3138 | 7330
|NODE _11 156 227 | 2,71 |NC 001472 2119 2275

NODE 3 1461 201 24 __INC 001472 128 1589

|NODE_1 1454 CV-B3 445 | 7,42 |NC 001472 1489 2943

|NODE_4 697 451 2,9 |NC 001472 785 1482

Vzorok 6 INODE_6 1943 CV-B3 335 | 2,75 |NC 001472 2942 4875
|NODE_3 265 246 1,89 |NC 001472 570 835

INODE 5 2496 262 1,76 |NC_001472 4865 7362

INODE 7 600 258 1,37 INC 001472 12 585

[ Vzorek 7 INODE 1 7057 CV-B3 123 | 362 |NC 001472 181 7229
|NODE_2 1304 502 | 551 |NC_ 001472 771 2075

[NoDE 26 406 CV-B3 343 | 506 |NC 001472 2784 3190

|NODE_1 509 CV-B3 277 | 4,37 |NC_ 001472 2076 2585

Vzorek 8 |NODE_4 288 CV-B3 349 | 3,63 |NC 001472 3140 3419
|NODE_3 3945 292 1,77 INC_001472 3368 7312

|NODE 8 350 341 1,33 |NC_001472 417 767

NODE 20 201 495 1,18__INC_001472 120 320

NODE_3 354 CV-B3 258 | 7,13 |NC 001472 2610 2964

|NoDE 20 313 CV-B3 427 | 6,04 |NC 001472 2301 2614

|NODE 27 460 389 | 5,12 |NC 001472 1856 2316

|NoDE 33 309 377 | 3,34 |NC 001472 1553 1862

|NODE 1 443 682 | 3,21 |NC 001472 4582 5025

Vzorek 9 |NODE_5 1523 CV-B3 311 2,95 |NC 001472 3131 4645
|NODE_4 2165 206 | 2,42 |NC 001472 5065 7231

|NODE 28 255 176 | 2,27 |AB426610 5011 5266

INODE 6 1230 278 | 2,11 |NC_001472 167 1397

INoDE_7 804 53 2,11 |NC 001472 725 1529

|NODE 24 186 208 1,8 |NC 001472 32 217
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Tabulka 7 je souhrnem informaci o sestavenych kontizich jednotlivych vzorki, které se tykaji
mnozstvi a délky kontig, nejbliz$i nalezené sekvence a popft. jejiho sérotypu, dale ¢islo pod
kterym je referencni sekvence ulozena v databazi GenBank. Sloupce zacatek a konec davaji

informace o pfesném useku na referencni sekvenci, na néjz se namapoval dany kontig.

Vsechny kontigy vzorkli 1-9 spadaji do rodu Enteroviru B. U kontigli, jeZ se namapuji na
referen¢ni sekvenci, mize byt urcen rod ¢i druh této sekvence, zatimco pii ureni sérotypu
musi kontig ptresahovat oblast proteinu VP1 referencni sekvence minimaln¢ 100 bazemi. U
kontigh, které piekryvaji oblast VP1, lze urcit sérotyp daného genomu. V tabulce je vidét, Ze

sérotyp je charakterizovan u vSech vzorki shodné a je jim sérotyp coxsackieviru B3.

Kazdy tadek v tabulce odpovida jednomu kontigu, ktery se namapoval na enterovirovy

genom.

Sloupec referencni sekvence je oznafeni sekvence v databidzi GenBank, pod kterym si
referen¢ni enterovirovy genom muizeme najit a pouzit sekvenci pro dalsi analyzu, konkrétné

sestaveni kontigl jednotlivych vzorkl pod tuto referenci.

Mira shody je Cislo, jez vyjadiuje do jaké miry je usek, ktery se namapoval na urcitou cast
enterovirového genomu, shodny s touto sekvenci. Cislo je brano jako relevantni, kdyz je vyssi

nez 1.

Ve sloupci zacatek jsou u kontigu 12 vzorku 1 a kontigu 7 vzorku 6 hodnoty zaporné, coz
vypovida o tom, Ze se nam podatilo osekvenovat za¢atek genomu viru dale, nez je u ptivodni

referencéni sekvence coxsackieviru B3.

Na zéklad¢ informaci z tabulky 7 jsme jako referenni sekvenci pouzili sekvenci
coxsackieviru B3. Ta nam slouzila jako leSeni pro sestaveni genomu z jednotlivych kontigh

vzorku.
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Tab. 8 Souhrn informaci o kontizich jednotlivych vzorki ziskanych na zdkladé analyzy v

programu Enterovirus genotyping tool

Jméno delka Rod/druh | sérotyp I()gtljzit)l mira shody r:i;e;c;: zacatek | konec

NODE _8 1763 |Enterovirus B | CV-B3 | 402 892 NC 001472 | 846 | 2608

NODE 2 176 Enterovius B | CV-B3 | 529 515  |AB426611 2587 | 2763

NODE 21 278 |Enterovirus B | CV-B3 | 694 413 INC 001472 | 2823 | 3101

NODE 6 926 [EnterovirusB | CV-B3 | 526 36 INC 001472 | 3078 | 39%4

NODE 9 1486  |Enterovirus B 336 279 INC 001472 | 4752 | 6238

Veorek 10 \obE 11| 200 [Entervius B %0 | 276 NCOOMT2 | 648 | 848
NODE_10 720  |[Enterovirus B 534 233 INC 001472 | 3983 | 4704

NODE_12 1172 |Enterovrus B 344 214 INC 001472 | 6188 | 7358

NODE_35 195  |Enterovirus B 124 1,21 NC_ 001472 52 247

NODE 22 268  [Enterovirus B 450 111 __INC 001472 | 379 | 647

NODE 2 4766 [Enterovius A | CV-A16 | 291 726 INC 001612 | 92 | 4864

NODE 3 1656  |Enterovirus A 212 394 INC 001612 | 4984 | 6642

Vzorek 11 |NODE_7 220 |Enterovirus A 342 356 INC 001612 | 4813 | 5033
NODE 4 679  [Enterovirus A 2 223 INC 001612 | 6592 | 7211

NODE 433 302 [Enterovirus A 5 152 INC 001612 | 6592 | 68%4

NODE 30 1037  |Enterovirus B E30 | 3 6,81 INC 001472 | 1898 | 2923

Vaorek 13 NODE_81 421 |Enterovirus B 7 254 INC 001472 | 3647 | 4068
NODE 8 1015  |Enterovirus B 14 197 INC 001472 | 369 | 1384

NODE 37 625 |Enterovirus B 7 16 INC 001472 | 6522 | 7147

Vaorek 14 NODE_108 318 [EnteroviisA | CV-A2 | 8 444 INC 001612 | 2353 | 2668
NODE 37 760  [Enterovirus A 5 182 _NC 001612 | 1432 2198

NODE 4 3776 [Enterovirus A | CV-A2 | 154 308 |NC 001612 | 89 | 3875

Vzorek 15 |NODE_2 3217 Enterovirus A 114 293 INC 001612 | 4098 | 7315
NODE_11 234 [Enterovirus A 319 257 __NC 001612 | 3869 4103

NODE_34 1515  |Enterovirus A 1 402 INC 001612 | 4937 | 6452

Vzorek 16 NODE_62 188  EnterovirusB | CV-B1 | 6 254 INC 001472 | 2518 | 2706
NODE 45 307 [EnteroviusA | CV-A16| 6 232 INC 001612 | 2936 | 3243

NODE 19 986  |Enterovirus A 1 179 _INC 001612 | 179 1170

NODE_99 245 [Enterovius A | CV-A10| 6 329 INC 001612 | 3124 | 3369

Vaorek 18 NODE 46 724 [Enterovius A | CV-A10 | 15 218 INC 001612 | 249 | 3223
NODE_133 998  [Enterovirus A 5 154 INC 001612 | 1245 | 2246

NODE 164 233 [Enterovirus A 10 106 _INC 001612 | 426 | 650
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Vstupni data prvnich deviti vzorka se 1isi od zbylych. Tomu odpovidaji vysledky ziskané z
databaze Enterovirus genotyping tool. Rozdily nachazime mezi rody a sérotypy jednotlivych
vzorkl. U poslednich dvanacti vzorkl se vyskytuji rody Enterovirus A a B, zatimco u prvnich
deviti vzorki to byl shodné rod Enterovirus B. U 6 vzorku (12, 17, 19, 20, 21 a 22) nebyly
nalezeny kontigy, které by se namapovaly na zndmou enterovirovou sekvenci, zahrnutou v
této databazi. U téchto vzorkl byla piivodni kvantita enterovirh niz$i o vice jak tii fady neZ u

vzorku ostatnich.

Vytvotené kontigy nepokryly vSechny oblasti enterovirového genomu. Po namapovani vSech
kontigh jednotlivych vzorkl k referencni sekvenci jsme ndzorn€ vidéli, které oblasti chybi.
Namapovani jsme provedli v programu Sequencher. Vysledny soubor ze Sequencher jsme
pak zobrazili v Bioeditu, kde jsme pracovali se sekvencemi dale. Mezery mezi
namapovanymi kontigy jsme se u vzorkd 1-9 rozhodli pfemostit pomoci Sangerova
sekvenovani. U vzorki 10-22 jsme mezery nesekvenovali z divodu, Ze mezer se zde
vyskytuje nepomérné vice a tudiz by byla analyza velmi naro¢nd. Dal§im zpracovanim téchto

vzorkl se predkladana diplomova prace nezabyva.

4.1.4. Pfremosténi mezer mezi kontigy

Soubor namapovanych kontigii na referen¢ni sekvenci jsme zobrazili v programu Bioedit. Zde
jsme si spocitali mnozstvi mezer mezi jednotlivymi kontigy ve vzorcich. Pocet chybégjicich
usekt jednotlivych vzorkl 1-9 je zaznamendn v tabulce 9. Vyhledavali jsme vhodné sekvence
pro navrzeni primerti. Na kazdou mezeru jsme navrhli vzdy jeden par primert Kazda dvojice
primert je navrZzena vzdy ze sekvence kontigli mezi nimiz je mezera. Tabulka 9 obsahuje
sekvence primerti, které byly navrZzeny na tyto useky. Postup ndvrhu primeri je popsan v
kapitole Navrh primerti na str. 31, 32. U vzorku 2 se nevyskytovaly zadné mezery, vytvoftil se

nam jeden kontig dlouhy 7007 bazi. U tohoto vzorku jsme sekvenovali 3" a 5" konce.

Mezi chybéjici useky jsme v této fazi nepocitali oblasti 3" a 5” koncti. Témi jsme se zabyvali

az v nasledujicim kroku.
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Tab. 9 Prehled poctu mezer a sekvenci primert vyuZitych k premosténi téchto mezer.

Pocet Usekl mezi kontigy, které je ) )
tfeba premostit Sangerowm Cislo mezery Sekvence forward primeru Sekvence reverse primeru
sekvenovanim

1 ACTGGGCGCTAGCACTCT GGCTCTTCACACCATGTCAGTA

2 GGGATGTAGGCTTGCAATCTAG GGGCCGGTATAGCTTCAGAATT
Vzorek 1 4

3 GGGCACACATCTCAAGITGITCCAG | CTCCGACCAGCCATCGTAAAAG

4 CGTTCACCCAGTGATGCCAATGAGA | CCACACCGTTGTCTAGTTCGGTAA
Vzorek 2 0 genom neobsahoval mezery, byl piné pokryt étenimi z NGS

1 GCACAACCCAAGIGTAGATCA CAATTGTCACCATAAGCGGCCAG
Vizorek 3 3 2 GGCTGCGCTGGAAGAGAAA GGCCCTTGAAACAGGGCTT

3 GGGGGAGTGCTTCAATGAAGT CGCACCGAATGCGGAGAA

1 GCGCTAGCACTCTGGTATCA AGIGCATCAGGTAGITTCCACC
Vzorek 4 2

2 GGCTGGAAGATGATGCCATGGAA CTTGCAGGCGTTGGTCATCT

1 GCGCTAGCACTCTGGTATCA CCGGAGGACTACCAATTAGCTC
Vzorek 5 2

2 GGGTATGGTCTGATCATGACACCA | TACCACACCGITGICTAGITCGG

1 GCACAACCCAAGIGTAGATC CACCGGATGGCCAATCCAATA
Vzorek 6 3 2 GCCGGACTGGGTATACCATACA CCCGITGTACTCAGCGCACAT

3 GGGCACTTGCTAGGAGATTCCACT CCCACACTATGTCTGTGGITGT

1 CAGCCTGTGGGITGTACCCA ACTGGGGTTGTGCGGAGCGAAA
Vzorek 7 2

2 GGGGATGATGTGATTGCGTCCTA | CCGCACCGAATGCGGAGAATTTA

1 GGCGCTAGCACACTGGTAT CTGCCCACTGGCATGTGGGTAT
Vizorek 8 3 2 GTAGGGACTGGACCAACAAATTC |CCTTCAGTCCAGAATACACTGGGATT]

3 GGGTTGATCATGACACCAGCT CCACACCGTTGTCTAGITCGGTAA

1 GCGCTAGCACTCTGGTATCA CTGCGCAACTTCCATGGTGGTA

2 GGGTGCCTATTGGTAGTGTGTGTA CCGTTGTACTCAGCGCACAT
Vzorek 9 4

3 GGCAGIGCAATTGAGAAGAAAGC TCCACGCCTTGACGIGCTTT

4 GGGAGTGCTTTAACGAGGTGACAT | CCACACCGTTGTCTAGITCGGTAA
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Useky mezi kontigy jsme amplifikovali pomoci metody PCR za vyuziti navrzenych primert.
Metoda PCR spole¢né s amplifikacnim programem, ktery jsme pouzivali, je vysvétlena v

kapitole Metody na strance 32 a 33.

Vysledky amplifikace jsme zjistili pomoci elektroforézy a vizualizovali je na

transiluminatoru. Vysledny elektroforeticky zdznam je zndzornén na obrazku 17.

12345678 *

Obr. 17 Elektroforeticky zdznam. Je zde zobrazeno 46 reakci, kdy jsme testovali v
duplikdtech 23 oblasti genomu viru, které nebyly pokryty daty z NGS. Duplikdty jsou vZdy v
fadé vedle sebe. Velikost produktl jsme zjistili dle velikostniho DNA markeru, ktery je na
konci kazdého radku. Tento marker ukazuje velikosti od 100 do 1000 bp, nejsilnéjsi prouzek
pak znaci velikost 500 bp. Tyto produkty byly ddle vyuZity pro sekvenovdni pomoci Sangerova

sekvenovani.
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Vysledny elektroforeticky zdznam ukézal, Ze primery byly navrzeny spravné a
komplementarné nasedaly na tseky mezi kontigy. Vzorky na pozicich E 5, 6 v tomto pokusu

nebyly namnozZeny, proto jsme je museli amplifikovat s novym parem primert.

Amplifikované useky jsme podrobili piecisténi pied sekvenacni reakci, sekvenacni reakei,

ptecisténi po sekvenacni reakci a nakonec analyze na automatickém sekvendatoru.

Pii sekvenovani 3" a 5" konctl jsme stali pfed problémem vyuzit velmi komplikované metody
inverzniho PCR pro sekvenovani konct genomt, nebo se pokusit konce genomil sekvenovat
podobné jako mezery mezi kontigy. Zvolili jsme si druhou moznost. Navrhli jsme si primery
pro sekvenovani konct genomi. V tomto piipadé jsme vyuzili pii navrhu jednoho z dvojice
primert referen¢ni genom. Podrobnéjsi popis ndvrhu primerd pro sekvenovani 3" a 5” konce
je v kapitole Metody.

Sestavili jsme si tabulku vybranych referen¢nich sekvenci pro navrh primert, viz tabulka 3 a
4. Zkouseli jsme vSechny nase vzorky se vSemi vybranymi primery pro 5 konec a vSechny
vzorky s vybranymi primery pro 3" konec. Konkrétni sekvence navrzenych primeri jsou v

tabulce 10. Vysledné elektroforetické zdznamy jsou na obrazku 18.

Tab. 10 Sekvence primer( navrZenych na sekvenovdni konct genomu. Tyto primery jsou
navrZeny z referencnich sekvenci, druhy primer je vzdy navrZen z kontigu, nejbliZzsiho k

danému konci

koncowe primery_5°
bovine ent atccggtgggtgtattagggcc
poliovirus2 tacccctacaacagtatgaccce
poliovirus1 cccctacaacagtgtaacccaa
enterovirusD cctctacaaaatctaatgccccagg
echovirus26 ccgcaccgaatgcggagaattta
coxsackie B1 acccccactgcaccgttatctagtt
coxsackie A2 cccaccagtaattcacacgaccaga
coxsackie A1l cccctacatcagtatcacccaa
coxsackie A10 caccagtcatttgcacgaccaggtt
coxsackie A8 accagatttctggtggggttcagt
coxsackie A3 ccaccagtcatttacacgaccaga
coxsackie Al cctacaacaccacaacccaagcca
enterovirus_ d68 ggtccccaagtgaccaaaatttace
coxsackie B4 accgaacgcggagaatttaccccta
coxsackie A20 cccctacaacagtataacccaatcc

koncové primery 3’
coxsackie B1 ttaaaacagcctgtgggttgyw
poliovirus1 ttaaaacagctctggggttg
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ABCDEFGH

Obr. 18 Elektroforeticky zaznam amplifikace usekt na 5 a 3" koncich genomdi. Obrdzek A je
elektroforetickym zdznamem aplifikovani 5° koncu, obrdzek B je zdéznamem amplifikace 3’

koncd.

Sekvenovali jsme 5 konce u vzorki 2, 4, 5, 6 a 8 U vSech téchto vzorkii se nam
amplifikovaly useky, jejichZ primery byly navrZzené podle referencni sekvence echoviru 26,
jez odpovida sloupci 4 na obrazku 18A. U vzorka 1, 2, 4 a 5 byla téZ vhodnou referencni
sekvenci 1 sekvence coxsackieviru B1 (odpovida sloupci 9 pozice D az F) a u vzorkii 2,4 a 5
se amplifikovaly tiseky s primery navrzenymi podle coxsackieviru Al (sloupec 10, pozice G,

H a sloupec 11, pozice A az D).

U vzorki 1, 2, 3,4, 5, 6, 8 a9 jsme sekvenovali 3" konec. Na obrazku 18B je vidét, Ze se ndm
naamplifikovaly vSechny zkousené useky. Po analyze na automatickém sekvenatoru, jsme
vSak zjistili, Ze se nam 1épe osekvenovaly useky, které byly amplifikovany s pouzitim primeri

navrzenych podle sekvence polioviru 1.
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Obrazek 19 dokumentuje sestaveny virovy genom. Referencni sekvence nam slouzila jako
leSeni pro sestaveni genomu. Data z NGS vSak nepokryla celou délku genomu, tudiz jsme

museli mezery mezi kontigy preklenout pomoci Sangerova sekvenovani.

Sekvence pokryvajici oblasti mezi dvéma kontigy, ziskané obousmérnou sekvenaci, jsme
upravili do jedné vysledné konsenzudlni sekvence, a tu pak uspotadali do ptislusnych usekd v
genomu viru. Z takto posklddaného genomu jsme potiebovali ziskat jednu vyslednou

konsenzualni sekvenci, ktera ma po translaci jeden otevieny ¢teci ramec bez stop kodond.

Na obrazku 20 vidime konsensualni sekvenci osekvenovaného genomu spole¢né s referen¢ni

sekvenci. Je zde zndzornéna mira identity mezi obéma sekvencemi.

Identita pokryti mezi sekvencemi

0 1o 1250 1,300 1750 2,000 2250 2500 730 3,000 3200 350 3750 4750 5,000 520 3,300 5750 6,000 6,250 6,300 6730 7,000 72507408

n
1 uy 499 46 9956 L46 1436 1746 1,996 2,46 24% 746 2,99 346 3496 3746 39% 4,246 44% 4,746 4,993 543 5493 5743 5993 6243 6493 6743 6,993 724373%

h o X ¥ B y y . . 7 . . ) g y y y ¥ . 3 . % 5 5 5, 5 T T4l

Referencnisekvence Konsensudlnisekvence

Obr. 20 Srovnadni virového genomu s referencni sekvenci.

Srovnani virového genomu s referencni sekvenci jsme vyjadtili v procentech. Tyto hodnoty
srovnani jsou zaznamendny v tabulce 11. Zde lze porovnat hodnoty shody jednotlivych
genomu s referencni sekvenci, kterou je coxsackievirus B3. Mira shody [%], kterd se da

povazovat za relevantni, je vyssi nez 70. U vzorki 1-9 je mira shody vysoka.

Tab. 11 Mira identity konsenzudlIni sekvence daného vzorku s referenéni sekvenci

vzorek 1 | vzorek 2 | vzorek 3 | vzorek 4 | vzorek 5 | vzorek 6 | vzorek 7 | vzorek 8 | vzorek 9

identita s
referenéni 97,3 97,2 86,9 79 97,5 86,3 80 86,6 97,8

sekvenci [%]
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4.2. Fylogeneticka analyza

Po ziskani vSech konsensualnich sekvenci virovych genom, jsme je porovnali s ostatnimi
sekvencemi enterovirovych skupin, abychom mohli provést fylogenetickou analyzu. Proto
jsme z databaze GenBank vybrali vhodné zastupce, a to takové, aby jejich genom byl plné
osekvenovan a byly zde rozliSitelné jednotlivé proteinové sekvence. Vybrané sekvence
spolecné s jejich identifikacnimi ¢isly jsou zaznamenané v tabulce 12. Tyto vybrané sekvence
jsme poté podrobili multiple alignmentu pomoci ClustalW, jenz je soucasti programu Bioedit,
a vybrali jsme si jen proteiny, s nimiz jsme pracovali pfi fylogenetické analyze. Jednalo se o

proteiny VP1, 2A a 2C.

Stejné proteinové sekvence jsme vybrali 1 v pfipad¢ nasich genomu. Byli jsme toho schopni
na zéklad¢ porovnani s referencni sekvenci coxsackieviru B3, jez byl v databazi GenBank
anotovan. Obrazek 21 zobrazuje jeden z nasich genomu spolecné s jeho referenéni sekvenci,
ktera je anotovana a proteinové produkty jsou zde charakterizovany. Proteinové sekvence
jsme si rozlisili barevné. Tyto proteiny nami osekvenovaného genomu jsou shodné s proteiny

referencéni sekvence.

Referencni sekvence

trofprrrrprnnn i e RN EARARR A RN R RN RN R AR RN T [ i o e e ey

5 0
|| 3260 3270 3280 3250 3300 3310 3320 3330 3340 3330 3360 3370 338

Coxsackievirus B3 (CvB3)TACCACTACTAGGCARAGCATCACTACRATGACARATACGGGCGCATITGEACAACARTCAGGGECAGTGTATGTGEEEAACTACAGEETGETARATAGACATCTAGCTACCAGTGCTGACTGEE
Consensus binl RACGACRACCAGACAGAGCATCACAGCARTGACARACACCGGEGCAT T TGGGCAACART CGEGGECARTATACGTTGGCARTTATAGAGT GETGAATAGACACTIGGCCACACTCACAGATTGGC

Vzorek 1

Obr. 21 Srovndni referencni sekvence s genomem viru. Obrdzek zndzorriuje alignment
osekvenovaného genomu s referencni sekvenci a rozhrani protein VP1 a 2A na sekvenci,

které je totoZné s rozhranim protein(i genomu enteroviru.
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Tab.12 VsSechny referencni sekvence, pouZité k porovndni s nasimi sekvencemi.

druh

eferentni Cislo

azev virwkmene viru

Enterovirus A

Popset 40068428

Human coxsackievirus A2 kmen, Fleetwood

Human coxsackievirus A3 kmen, Olson

Human coxsackievirus A4 kmen, High Point

Human coxsackievirus AS kmen, Swartz

Human coxsackievirus A6 kmen, Gdula

Human coxsackievirus A7 kmen, Parker

Human coxsackievirus A8 kmen, Donovan

Human coxsackievirus A10 kmen, Kowalik

Human coxsackievirus A12 kmen, Texas-12

Human coxsackievirus A14 kmen, G-14

Enterovirus B

M16560

Coxsackievirus Bl

INC001472

Human enterovirus B

M16572

Coxsackievirus B3

Popset 34485417

Human echovirus 13 kmen, Del Carmen

Human echovirus 14 kmen, Tow

Human echovirus 15 kmen, CH 96-51

Human echovirus 16 kmen, Harrington

Human echovirus 17 kmen, CHHE-29

Human echovirus 19 kmen, Burke

Human echovirus 2 kmen, Cornelis

Human echovirus 20 kmen, JV-1

Human echovirus 21 kmen, Farina

Human echovirus 24 kmen, DeCamp

Human echovirus 25 kmen, JV-4

Human echovirus 26 kmen, Coronel

Human echovirus 27 kmen, Bacon

Human echovirus 29 kmen, JV-10

Human echovirus 3 kmen, Morrisey

Human echovirus 31 kmen, Caldwell

Human echovirus 32 kmen, PR-10

Human echovirus 33 kmen, Toluca-3

Human echovirus 4 kmen, Pesacek

Human echovirus 6 kmen, D’ Amor

Human echovirus 7 kmen, Wallace

Popset 375004670

Human coxsackievirus BS kmen, CVB/CC10/16

Human coxsackievirus BS kmen, CVB/CC10/17

Enterovirus C

JX174176

Human coxsackievirus Al isolate HT-THLHO2F/XJ/CHN/2011

AY184219

Human poliovirus 1 strain Sabin 1

D00625

Human poliovirus 2 genomic RNA

Fnterovirus D

INC001430

Human enterovirus D

Enterovirus E

D00214

Bovine enterovirus genomic RNA
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Mezi vybranymi sekvencemi se vyskytuje i bovinni enterovirus, ktery je lidskym enterovirim

pribuzné vzdalen. Zahrnuli jsme ho do fylogenetické analyzy proto, abychom pii konstrukci

fylogenetickych stromil je tzv. zakofenili. Pfi zakofenéni pfiddme druh, ktery nepatii do

studované skupiny a odvétvil se od spolecného predka diive, nez se vzajemné odvétvily

ostatni druhy.

Nazev

sekvenci

Human coxsackzevirus A2

Human coxsackievirus A3

Human coxsackievirus 24

Human coxsackievirus A5

Human coxsackievirus 46

Human coxsackievirus A7

Human coxsackievirus AB

Human coxsackievirus A10
Human coxsackievirus A12
Human coxsackievirus Al4
Coxsackievirus Bl, compl
Human enterovirus D, com
Bovine enterovirus genom
Human enterovirus B, com
Human echovirus 13 strai
Human echovirus 14 strai
Human echovirus 15 strai
Human echovirus 16 strai
Human echovirus 17 astrai
Human echovirus 19 astrai
Human echovirus 2 strain
Human echovirus 20 strai
Human echovirus 21 strai
Human echovirus 24 stral
Human echovirus 25 stral
Human echovirus 26 strai
Human echovirus
Human echovirus
Human echovirus
Human echovirus
Human echovirus
Human echovirus
Human echovirus

27 strai
29 strai
3 strain
31 strai
3Z strai
33 strai
4 strain

TTAGARARACCAARCCCTGCGICCA -~ AATTARTGARCCAC
ACTCCCARCCACAGTAGTAGCGTGCACCTGCGCATGCACACGCACH
ACCCCCRAGCCACAGCAGTAGTGTGCETGTGCETCTTGECACCACE
LCCTCRAR GTGGRGCACRACT TGRGRACCGCCH

TCCATAACC AGCATACCAGTCCCCRAAGCACACTCAT
ACCRATGITC CAGRCACCGTGAAGCCAGATCTCCARACATAI
LCCCCATCCCRCAGCAGCAGTGTGCACATGCGCTTGRACARCCAT

cC ACTACA
CACTAGAT AGGGRTACTCACRCCCCTATGCGCACATGCH
GCCACARCCGACACGATCACTCAGAGCAGAGGGATGCAAACGACT
CTGGACCGTEATGRACACGTGCCGT  CRGTGGTTARCCAC
TGGRCRACCAACRACCGGTCCGIC
TGGGTGCCA CRARCARACCGCC
TTGGACRAG GGGACTCACGTGCC GAGCGTATGGAACACH
LCCCTTCGRCCR ACRGRGTACACT BRCCAT
LCGATGICC CGCGGLCCC AGCCACACATTACATACGCAT)
AGTACATCC CAARRACTTTCAGACCAGATGTGAGRACCAT!
L) ACAR

Obr. 22 Multiple alignment vybranych referencnich sekvenci. Na obrdzku je vidét, jak jsme si

barevné jednotlivé proteiny od sebe odlisili.

Vsechny sekvence pouzité v multiple alignmentu byly jiz anotovany v databazi GenBank.

Proto jsme si mohli jednotlivé proteinové sekvence od sebe odlisit, coz je vidét na obrazku 22.

Zde je viditelné

i rozhrani proteinii VP1 a 2A, coz jsou proteiny, které jsme nasledné pouzili k

fylogenetické analyze, spolecné& jesté s proteinem 2C.
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Na zaklad¢ parametr, jez jsou podrobné popsany v kapitole MegaS, pro vytvoreni

fylogenetické analyzy jsme vytvofili tii1 fylogenetické stromy.

Do fylogenetické analyzy jsme zahrnuli tii virové proteiny: VP1, 2A a 2C. VPI patii mezi
strukturalni proteiny a urcuje enterovirovy sérotyp. Proteiny 2A a 2C patii mezi proteiny

nestrukturdlni. Vysledné fylogenetické stromy jsou zobrazeny na obrazcich 23 az 25.

Na zékladé fylogenetické analyzy proteinu VP1 jsme zjistili, Ze naSe izolaty patii do jedné
monofyletické skupiny nejpiibuznéjsi s coxsackievirem B3, vSechny vzorky vytvafi jednu
monofyletickou skupinu. Tento vysledek odpovidd analyzdm provedenym uz v databazi
Enterovirus genotyping tool, kde vSechny naSe vzorky byly sérotypicky nejpodobnéjsi

coxsackieviru B3.

V ptipad¢ analyzy proteinu 2A uz nebyl coxsackievirus nejptibuznéjsi. VSechny vzorky opét

vytvaieji monofyletickou skupinu.

U proteinu 2C se nam vzorek 1 odd¢lil od ostatnich vzorki, které vytvéieji monofyletickou
skupinu. To znaci, Ze u tohoto vzorku mohlo dojit k rekombinaci. To je u enterovirt velmi
bézny jev. Vzorek 7 jsme z analyzy sekvence proteinu 2C vyradili protoze, se v ném
vyskytovalo hodné stop kodonil, coz mize byt nasledkem chybné sekvenace ¢i rekombinace

viru, ktera narusi Cteci ramec.
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Vzorek 5
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9 ?: Vzorek 8
Coxgackievirus B3 (CWEBJ)
4 —— Human coxsackievirus BS strain CYBS/CC10ME
100 —— Hurnan coxsackievirus BS strain CYBS/CC10017
—— Coxsackievirug B1
100 —— Hurman enterovirus B
Human echovirus 24 strain DeCamp
Human echovirus 13 strain Del Carmen
— Human echovirus 20 strain Jv-1
r1 L—— Hurman echovirus 33 strain Toluca-3
Hurnan echoviens 19 strain Burke
Human echovirus 32 strain PR-10
Hurman echoviens 7 steain Wallace
79 —— Hurnan echovirug 17 strain CHHE-23
100 L Human echovirus 27 strain Bacon
Human echovirus 3 strain Marrisey
Hurman echovirns 31 strain Caldwell
Human echovirus 14 strain Tow
Human echovirus 16 strain Hartingtan
— Human echovirus 15 strain CH 9B-51
g9 —— Hurman echovitus 2 strain Comelis
59 —— Hurnan echovirug 21 strain Farina
L Human echovirus 25 strain Jv-4
Human echovirus 29 strain Jv-10
Hurnan echovirus B strain DAmari
Human echovirus 4 strain Pesacek

52

7

Hurnan echovirus 26 strain Coronel
Human coxsackievirus A1 isolate HT-THLHOZF S /CHMNA2011

Hurman poliavirus 1 strain Sahin 1
100
W: Human poliovirus 2 genomic RMNA
Hurman enteravirus D
Bovine enteravirus genomic RMA

96 Hurnan coxsackievirus A7 strain Parker
I: Human coxsackievirus A14 strain G-14

93 Hurman coxsackievirus A2 strain Fleetwood
Human coxsackievirus Ad strain High Point
39 b Hurman coxsackievirus A5 strain Swartz
I: Human coxsackievirus A12 strain Texas-12
Hurman coxsackievirus A10 strain Kowalik
Human coxsackievirus AG strain Gdula

& _|: Human coxsackievirus A3 strain Olson
93 Human coxsackievirus AS strain Donovan
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Obr. 23 Srovnadni proteinu VP1
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Vzorek 1

99
100 { Vzorek 4
Vzorek 5
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Vzorek 3
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97 Vzorek 7
W: Vzorek 8
— Human echovirug 15 strain CH 95-51
el Hurman echovirus 17 strain CHHE-29
100 ——— Human coxsackievirus BS strain CVBS/CC10AB
L Human coxsackievirus BS strain CYBS/CC1017
Human echovirus 3 strain Marrisey
gal— Human echovirus § strain DAmori
Hurnan echovirus 13 strain Del Carrmen
Hurnan echovirus 14 strain Tow
grl Huran echovirus 29 strain Jv-10
a5 Human echovirug 16 strain Harrington
Hurnan echovirus 31 strain Caldwell
Human echovirus 24 strain DeCamp
Human echovirus 21 strain Farina
Hurnan echovirus 256 strain JW-4
Hurnan echovirus 26 strain Coronel
Human echovirus 7 strain Wallace
Human echovirus 19 strain Burke
Coxsackievirus B3 (CVB3)
Coxsackievirus B1
97 00— Hurnan enterovirus B
Human echovirus 27 strain Bacon
B ———— Human echovirus 2 strain Cornelis
L Human echovirus 32 strain PR-10
Human echovirus 4 strain Pesacek
p= { Human echovirus 20 strain JW-1
a7 Human echovirus 33 strain Toluca-3
o — Human coxsackievirus Ald strain G-14
L Human coxsackievirus A4 strain High Paint

B ———— Human coxsackievirus A3 strain Olson
L Human coxsackievirus A7 strain Parker
100 Hurnan coxsackievirus AT0 strain Kowalik
Human coxsackievirug A5 strain Swartz
Hurnan coxsackievirus A3 strain Donovan
Hurnan coxsackievirus A5 strain Gdula

B1

= { Human coxsackievirns A12 strain Texas-12
70 Human coxsackievirug A2 strain Fleetwood

Bovine enterovirus genormic RNA

Hurnan enterovirus 0

0 Human coxsackievirns A1 isolate HT-THLHOZFE)CHNZ0T
w: Human poliovirus 1 strain Sabin 1
Obr. 24 Srovndni proteinu 2A
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B Human coxsackievirus A2 strain Fleetwood
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7
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Obr. 25 Srovndni proteinu 2C

Vzorek 1
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5. Diskuze

Hledani pticinné souvislosti mezi enterovirovymi infekcemi a rozvojem diabetu 1. typu je jiz
po mnoho let zdamérem mnoha vyzkumnych skupin. Zatim se vSak role enterovirt v etiologii
tohoto onemocnéni nepodatila fadné vysvétlit, navzdory sérologickym dikazim (Stene &
Rewers, 2012) 1 pfimé detekci enterovirové RNA v riznych typech tkani (Yeung, Rawlinson,
& Craig, 2010). Sérologické dikazy vykazuji ve svych zavérech zna¢nou heterogenitu. Pfima
detekce RNA je ve svych zavérech konkrétnéjsi: enterovirovd RNA ve vzorcich stolice neni
Cast€j$i u pacientll oproti kontroldm, zatimco detekce enterovird ve tkdni pankreatu ¢i ve

vzorcich krve vyssi frekvenci u pacientl vykazuje.

S vyvojem novych pfistupli a metod molekularni biologie ziskdvdme nové moznosti, jak
zkoumat souvislost mezi enteroviry a diabetem 1. typu. PfedevSim se jednd o prilomovou

metodu NGS.

5.1. Role NGS ve vyzkumu viromu

Jesté pred néckolika lety ve vyzkumu virovych sekvenci nebyla jind moznost, nez virus
izolovat na tkanové kultufe ¢i se pokusit suklonovéni jeho sekvence nahodné fragmentované
nukleové kyseliny viru. Tehdy to znamenalo pouzit klasické bunééné klonovani; sekvenovani
nekolika set subklonli bylo praci na tydny a Sance, zZe ze ani jeden neobsahuje virovou

sekvenci, nebyla zanedbatelna (Victoria, Kapoor, Dupuis, Schnurr, & Delwart, 2008).

Sekvenovani nové generace pfineslo revoluéni zménu i do vyzkumu viromu. Fragmentace,
CasteCna amplifikace a nasledna sekvenace na modernich NGS platforméach nyni ze vzorku
poskytuje desetitisice az miliony ¢teni pochéazejicich ze vSech nukleovych kyselin, které jsme

ve vzorku pfitomny.

Na rozdil od analyzy transkriptomu nebo genomu lidi ¢i laboratornich organismi neni analyza
viromu zavisld na predchozi znalosti sekvence viru. Zatimco lidsky genom je polymorfni v
kazdé cca tisici bazi (bereme-li pouze signifikantni frekvenéni polymorfismy), viry se mohou
liSit o desitky procent své sekvence, 1 kdyZ jsou stejného druhu a sérotypu. Virus zijici v
neustalém zapasu s imunitou neustale mutuje; ty varianty, které jsou selekéné vyhodné, pak

predominuji.

V analyze viromu neexistuje nic, co by bylo stalé, neménné a spolehlivé, nic podobného

stabilni lidské referencni sekvenci nebo invariantnim uUsekim genu 16S bakteridlni
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ribozomalni RNA. Proto je analyza viromu technicky i bioinformaticky zajimavym

problémem.

Hodnoceni, sestaveni a doplnéni dat ze sekvenace viromu se vénovala i ma prace.

5.2. Hodnoceni dat z NGS

Samotna optimalizace procesti béhem NGS je naro¢na, stejné tak prace s vystupnimi daty této
metody. Pravé analyzou téchto dat a jejich optimalizaci jsme se zabyvali v této praci. Je to
problematika velice komplikovana, jelikoz neexistuje pouze jedno spravné feSeni a doposud

chybi publikované prace pro analyzu viromu timto zptisobem.

Usnadnénim pfi rozpoznavani nového viru je sestaveni Cteni, kterd se prekryvaji, do jednoho
dlouhého kontigu. Vystupy z programu Galaxy a Velvet jsou vysledné kontigy. Cim je niZsi
komplexita nukleovych kyselin ve zkoumaném vzorku, tim je pocet Cteni, ktera jsou

sestavena do kontigu, vyssi (Li & Delwart, 2011).

Tim minim, ze pokud je ve vzorku pfitomen niz$i pocet organismt, ale ve vysoké kvantité,
bude reprezentace (pokryti) jejich sekvenci vysokd. Naopak vzorek s vysokou diverzitou
organismu, kde kazdy je pfitomen v nizsi kvantité, bude spiSe podléhat stochastickym jeviim;

nekteré ¢asti genomu pak pokryty nebudou, jiné fidce.

To odpovida i naSim vysledkiim, kdy se sekvence enterovirli péstovanych na bunécnych
kulturdch sestavily do kontigti daleko delSich nez sekvence pochézejici z redlnych vzorka
stolic. Také prvni zminované pokryly téméf cely genom referencni sekvence, zatimco mezi

kontigy zbylych vzorkii byly ¢etné mezery.

Pti filtraci a Upravé dat redlnych vzorkl stolic v programu Galaxy, byl ubytek sekvenci cca
50%. To je v kontextu mnozstvi dat ze vzorku s velkou diverzitou, jako je stolice, ptipustny
ubytek. Témét stejny ubytek sekvenci (52,5%) filtrovanim byl uveden i v obdobné studii
(Donaldson et al., 2010).

Pii sestavovani sekvenci v jasn¢ definovanych kontizich skoncilo 50 — 80% dat. Sekvence,
které nebyly sestaveny do kontigii, jsme téz podrobili namapovani na enterovirovy genom.
Mezi nimi se skutecné vyskytovaly i1 n&které enterovirové. Ty jsme nasledné vyuZzili pii

sestavovani genomu de-novo.

To, Ze nékteré sekvence nenalezly své protéjSky a do kontigt se nesestavily, miize mit nékolik

divodi. Prvnim je nizkd kvantita pfislusSného organismu. Druhym je specificky
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metagenomovy problém pfi infekci né¢kolika pfibuznymi viry najednou mohou byt do jednoho
kontigu sestaveny homologni oblasti obou dvou virti, kdezto heterologni oblasti se vydéli jako
nesestavena Cteni. Konec¢né tieti divod je Cisté technicky — programy pro de-novo assembly
se signifikantné 1isi uspésnosti svych algoritmti (Miller, Koren, & Sutton, 2010), ackoli prave

Velvet si v nezavislém hodnoceni vede pomérné dobie.

V piipadé n€kterych vzorkl byla tato hodnota nizsi. Nasledné jsme zjistili, Ze vzniklé kontigy
se vilbec nenamapovaly na enterovirovou sekvenci. V porovnani s ostatnimi vzorky byla i

ptuvodni kvantita enterovirové RNA v téchto vzorcich o tii fady nizsi.

Pro¢ v téchto vzorcich nenalezlo NGS Zadny enterovirus, ackoli v real-time PCR detekovan
byl, jakkoli jej bylo malo? Je tfeba mit na paméti, Ze hodnoceni viromu v nasi, ale 1 vétSing
ostatnich studii, je zaloZeno na pomérn¢ omezeném poctu cteni — mezi 100 000 a milionem.
Je-1i ve vzorku pfitomen napt. bakteriofag ve vysoké kvantité¢ nékolika milionti na mikrolitr,
neni velkd Sance, aby se do ndhodného procesu piipravy vzorkli vnutil enterovirus o
koncentraci deset kopii na mikrolitr — signal bude prosté tvofen bakteriofagy. To je v pfimém
kontrastu ke specifickému PCR, kde si primer nakonec svij cil vétSinou najde, je-li pfitomen,
a uspesné jej detekuyji.

Identifikace sérotypu jsme provadéli v programu Enterovirus genotyping tool, kde se vzniklé
kontigy namapovaly na referen¢ni enterovirovou sekvenci. Zde byl u prvnich deseti vzorki
urCen sérotyp coxsackieviru B3. U zbylych vzorkti se druhy a sérotypy referencnich
enterovirl liSily. To lze odiivodnit tim, Ze se jednalo o enteroviry pochézejici z redlnych

vzork stolic zdravych jedinci, kde se vyskytuji rizné druhy enterovira.

V nasi laboratofi se toto nastaveni nyni pouZziva univerzalné na vSechny vzorky, které byly

sekvenovany NGS.

5.3. Charakterizace virového genomu

Bez znalosti celych ¢i témét celych enterovirovych genomii bychom viry nebyli schopni
charakterizovat na trovni sekvence aminokyselin. Pouze v tom pfipadé mizeme pozorovat
zmény mezi jednotlivymi kmeny virti, které mohou hrat roli v jejich rozdilné virulenci a v

nasem piipad¢ i v jejich potencialni schopnosti zpiisobit diabetes.

K ziskani celého virového genomu, jak jsme se sami presvédcili, nestaci vzorky sekvenovat
pouze NGS metodou. Ve vétsiné piipadi data nepokryji celou délku genomu. Proto jsme

mezery premostili Sangerovym sekvenovanim. Touto metodou je v nékterych ptipadech
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nutno resekvenovat i oblasti pokryté daty z NGS s velkou variabilitou mezi sekvencemi ¢i

nizkym pokrytim.

Fylogeneticka analyza byla provedena u vybranych protein (VP1, 2A a 2C). Na zaklad¢ této
analyzy jsme zjistili, Ze naSe vzorky pochézeji ve fylogenetickém stromé ze spole¢ného uzlu a
utvareji monofyleticky vztah. Obecné predstavuji evolucni skupinu se spolecnou historii a

jsou diky ptavodu vSechny ptibuzné.

Ptitomnost stejny neklasifikovatelnych sekvenci u riznych pacienti miize vést k detekci nové
virové rodiny, avSak je potieba ziskat piimy diikaz virové replikace, jako je amplifikace in

vitro ¢i in vivo a sérokonverze u exponovanych jedinci (Li & Delwart, 2011).

Detekce viru v krvi ¢i tkdni miize byt povazovéna za dikaz virové replikace. Je obtizné fici,
jaké mnozstvi virovych Castic se muze pasivné dostat do vnitinich tkani a organii. Virova
replikace na lidskych bunéénych kulturdch také mize odrazet tropismus vir k dané tkani, ale
protoze piekazky, které se v hostitelich vyskytuji, mohou byt v bunécnych kulturach obejity a
mnoho virtt maze rust 1 v kulturach, které nepochazejicich od dan¢ho druhu, in vitro. Proto

replikace nemutize byt povazovéna za rozhodujici dikaz.

Autoimunitni choroby, jako diabetes 1. typu, mohou byt indukovany viry, které nejsou zatim
identifikovany. Metagenomika virtl nabizi jednoduchy nastroj k identifikovani kandidéatnich
patogentl pro tato onemocnéni. Otazkou vSak zastava, zdali tyto "nove" objevené viry, které
byly nalezeny v klinickych vzorcich pacientli, nejsou pouze nahodné spojovany s
onemocnénim. Mohou pouze odrdzet neSkodnou a béznou infekci. Prokédzani jisté
patogenicity viru lze az detekci virové specifickych protilatek, které prokazi replikaci viru u

daného jedince.

5.4. Studium viromu

Ve srovnani s bakterialnim mikrobiomem je studium viromu, tedy souboru vSech virii ve
vzorku, nesnadnym ukolem. U viri neexistuje konzervovana oblast spole¢nd vSem virim,
ktera by dovolovala Sirokou amplifikaci vSech virovych genomu. Studium lidského viromu
zahrnuje popis virové komunity v lidském téle, vCetné bakterifagl, a jejich vztah ke zdravi a

nemoci.

Lidsky mikrobiom je uplna populace mikrobt (bakterii, parazitd, hub a virh), ktera kolonizuje
lidské télo. V pfipadé metagenomickych studii bakterii je analyza ulehcena vyuzitim

univerzalniho a konzervovaného cile, kterym je hlavné 16S rRNA gen. Tento gen ma
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konzervované oblasti, které mohou byt vyuzity pro PCR primery a mezi t€mito oblastmi lezi
variabilni sekvence, které¢ dovoluji identifikaci rodu a druhu (Petrosino, Highlander, Luna,

Gibbs, & Versalovic, 2009; Hamady & Knight, 2009).

V ptipad¢é metagenomickych studii virt doslo ke zlepSeni az s ptichodem NGS. Tim se obesla
potieba ptedchozi virové amplifikace in vitro nebo in vivo. Vyuzitim NGS se metagenomika
vir zamétuje predevSim na objev virh, které mohou byt novymi patogeny, sekvenovani
virovych variant znamych virti, coz muze vést k lepSimu pochopeni jejich evoluce, nebo také
zkoumani virové ekologie. Také 1ze dosahnout objektivniho prizkumu virové komunity bez

snizeni diverzity béhem amplifikace v bunécnych kulturach.

V diagnostice mize byt metagenomika viromu diilezitd pfi systematickych analyzach vzorka
sbiranych od pacienti s neobjasnénou chorobou, zvlast¢ v kontextu Sifeni onemocnéni a

epidemie (Svraka et al., 2010).

V souvislosti s propuknutim onemocnéni je nezbytné, aby bylo charakterizovano infekéni
agens, nejen k lepSimu porozuméni choroby, ale piedevSim k vyvoji specifickych

diagnostickych testli a kontrolnich méfeni.

Vyuziti virové metagenomiky pro diagnostické ucely se zda byt slibné, avSak je potfeba
vyiesit soucasné prekazky, jako je vysokd slozitost a relativné nizkd rychlost a obtizna
interpretace dat. Protokol ndhodné amplifikace a konstrukce DNA knihovny je nyni sloZity,
ale pravdépodobné bude zjednodusen a urychlen v blizké budoucnosti. Samotny cas
sekvenace by mél byt také redukovan. Postup, ktery byl popsan v této praci, také prispiva k

jistému posunu dopfedu v aplikaci NGS a vyhodnocovani jeho dat v oblasti identifikace virt.

5.5. Aplikace vyuziti vytvoreného protokolu

Stejny postup, ktery jsme optimalizovali na vzorcich popsanych v této diplomové praci, jsme
pouzili 1 pfi analyze vzorku stolic, jez pochazely od zdravych malawskych déti ve véku od 6
az 12 mésicii. Analyza téchto vzorkl byla provedena, kvili zdvaznému podezieni na vice viril

ve vzorku a moznou simultanni infekci.

Vzorki bylo celkem 16, vzdy jeden vzorek od jednoho ditéte. VSechny tyto vzorky byly
pozitivni na enterovirus, a byly sekvenovany pomoci metody NGS. Nasledna analyza byla
provedena tak, jak je popsano v této diplomové praci. Byla provedena filtrace sekvenci v
Galaxy na zadklad¢é kvality sekvenci, odstranény bdze na koncich sekvenci, které mély

nerovnomérny obsah bazi, a dale byly sestaveny do kontigli pomoci programu Velvet.
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Rozdil, oproti vzorkim, které jsme zkoumali a jez jsou popsany v této praci, byl u vzorki z
Malawi ve vystupnich datech. Ziskavali jsme velky pocet sekvenci, které nevytvoftily kontig,
ackoli se namapovaly na referen¢ni genom a byly téméf identické. V tomto piipadé jsme
mezery mezi kontigy nepteklenovali. Zajimalo nds, jaké vSechny viry jsme schopni ze vzorku
identifikovat. Pro identifikaci vSech virti v téchto vzorcich jsme museli kromé identifikace
kontigli v Enterovirus genotyping tool vyuzit lokdlni databdze NCBI Blast. Timto zpiisobem

se nam podafilo identifikovat fadu virti a sestavit jejich genomy de novo, viz. tabulka 13.

Tim jsme dokazali, ze i u vzorku s vysokou diverzitou, jako je stolice déti, jejichz hygienické
navyky jsou stizené mistnimi podminkami oproti détem evropskym, jsme schopni

identifikovat velké mnozstvi virli, bez podezieni na jejich pritomnost ve vzorku.

Tab. 13 Predpoklddané sérotypy podle analyzy sekvenci. Prehled vir( identifikovanych ve
vzorcich stolic ziskanych od malawskych déti. Vytvoreny protokol dokdzZe oddélit i vicecetné

smésné virové populace v jednom vzorku.

Vzorek|Enterovirus Parechovirus Cosavirus Dalsi
1
Echovirus 24 Parechovirus (1,2 a 3) |Cosavirus A19
2 |Coxsackie A22 Bocavirus

3 |Enterovirus B

4 |Echovirus 1 1, Coxsackie A9 Cosavirus A

Enterovirus B, Echovirus 19 Parechovirus (1,4 a 5)

6 |coxsackie A24,Poliovirus 2

7 Bocavirus,
Enterovirus 71 Norovirus

8 |Coxackie A5 Cosavirus A

9  |Enterovirus 88, Echovirus 3 Cosavirus A Bocavirus

10 Parechovirus (1,3 a 4) Bocavirus

" Enterovirus71,CoxsackieB4

12 |Enterovirus B,Echovirus 25

13 Enterovirus79,Coxsackie A4

14 |coxsackie B5 Cosavirus A

15 Enterovirus79,CoxsackieA4

16 Enterovirus71,CoxsackieB4
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5.6. Dalsi mozné vyuziti NGS

NGS technologie se stavaji dostupnéjsi v poslednich n€kolika letech a stale dochazi k jejimu
vyvoji a zlepSovani. Je Siroce vyuzivana v mnoha projektech: celogenomové sekvenovani,
metagenomice, objevu malych RNA a RNA sekvenovani. SpoleCnym znakem je extrémni

vykonost generovani dat.

Potencidlni vyuziti NGS a nésledné sestavovani genomti de novo z biologickych vzorki se v
budoucnosti miiZze uplatnit v mnoha oblastech dal§iho vyzkumu virG. Konkrétnim pfinosem
muze byt studium interakci vSech vira ve vzorku s ohledem na klinicky stav pacienta. To
znamend, 7e¢ pokud budeme znat cely virom od pacienta s nezndmou chorobou, miZeme
vyvozovat mozné pri¢iny vzniku jeho onemocnéni v souvislosti s virovou infekci. Dalsi
otazkou zlistava, zdali pfitomnost koinfekce mulze zhorSit symptomy. Jestlize se rozvoj
onemocnéni zvysuje v kontextu jinych infekci, potom pouze celkovy pocet infekci a konkrétni
kombinace virti miiZze byt asociovana s témito symptomy. K rozlusténi téchto komplexnixh
interakci mtize prave prispet studium viromu ve vzorcich pacientl vice nez testy zaméiujici se

na jeden virus.

Virologické aplikace NGS jsou slibné a vysledkl je dosahovano v objevu a charakterizaci
novych viri, detekci neznadmych virovych patogent v klinickych vzorcich, vySetfovani virové

diverzity, evoluce, rozsifeni a hodnoceni lidského viromu (Barzon et al., 2013).
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6. Zavér

Teoreticka ¢ast diplomové prace shrnuje dosud znamé poznatky o mozném vlivu enterovirii v
etiologii onemocnéni diabetu 1. typu, jehoz incidence celosvétoveé nariistd. Jako jednim ze
spravnych feSeni sledovani vlivu viri na onemocnéni, jsou longitudindlni studie, kdy jsou
vzorky odebirany predisponovanym jedinciim, stejné jako kontrolnim subjektim v uritém

c¢asovém rozmezi.

V praktické ¢asti jsme se zabyvali vytvorenim strategie zpracovani vystupnich dat z NGS.
Zpracovavali jsme 22 vzorkli. Data proSla procesem filtrace, Upravy koncu sekvenci,
sestaveni sekvenci do kontiglh a namapovani kontighh na referencni genom Tato data vSak
nepokryvaji cely virovy genom. Proto jsme mezery mezi jednotlivymi kontigy pteklenuli
pomoci Sangerova sekvenovani. U vzniklych genomi jsme identifikovali jednotlivé

proteinové sekvence. Poté jsme provedli fylogenetickou analyzu proteinti VP1, 2A a 2C.

Vysledkem praktické ¢asti je protokol nyni pouzivany v analyze dalSich vzorkli viromu ve

studiich vztahu viromu k prediabetické autoimunitg.
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