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1 UVODDO (GENOMICKE) BIOINFORMATIKY

Bioinformatika je relativné novy, interdisciplindrni védni obor zabyvajici se analyzou,
interpretaci a vyuzitim velkych biologickych dat za pouZiti vypocetnich technologii a
metod. TaktéZz se vénuje vyvoji novych algoritmt, programi, analytickych modelta a
databazi, ukladéani, transformovani a ptenosu velkych objemt dat. Tento védni obor
zahrnuje studium genomd, signalnich a metabolickych drah, 3D dat, proteinovych domén,
i farmakologickych slozek. Kombinuje znalosti z molekuldrni biologie a vypocetni
informatiky, ale také z matematiky, statistiky, biochemie, chemie a vytézovani dat.

Kromé klasické bioinformatiky, kterd spiSe vyuziva vypocetni technologie k ziskdani
informaci z biologickych dat, pfipadné¢ vytvaii nové algoritmy na zpracovani
biologickych dat, se mlizeme setkat s computational biology, ktera vyuZziva biologicka
data na vytvareni algoritmt a prediktivnich modeld. V computational biology se také
Castéji vyuziva machine learning, neurdlni sit¢ a uméla inteligence. Typickym vyuZzitim
computational biology je navrh novych 1é¢iv nebo vybér vhodného kmene chiipky na
ockovani na nadchazejici obdobi.

Data science jako obor, ktery se vénuje zpracovani a ziskani informaci ze strukturovanych
i nestrukturovanych dat pomoci algoritmt a vypocetnich procesii, se pak d4 povazovat za
nadmnozinu bioinformatiky.

1.1 Zakladni znalosti a predpoklady

Vzhledem k S§ifi a problematice oboru je kromé pouhého pouziti jiz vytvorenych
softwarovych nastrojli i pomérné dulezité chapat podstatu vyuzivanych algoritm,
podstatu biologického problému, kterym se zabyva vyzkum i jeho technologické
zpracovani. Z tohoto diivodu je dobré mit zakladni znalosti v nasledujicich oblastech:

Biologie — zavisi na problematice, kterou se vyzkum hodld zabyvat. Obecné jsou
pozadovany znalosti molekularni biologie, genového inzenyrstvi, genetiky, genomiky,
evoluce a signdlnich drah.

Technologie — vzhledem k ptivodu dat, znalost prevazné modernich metod sekvenovani,
v men$i mife i ¢ipovych dat.

Bioinformatika — znalost stavajicich bioinformatickych nastroji a chapéani zékladnich
algoritmt (typicky napf. lokédlni a globalni zarovnani, skorovaci matice), orientace v
databazich, prace s riznymi datovymi typy.

Statistika a programovani — vétSinou je vyzadovani znalost Pythonu, R, piipadné
Matlabu a Perlu (ten uz ale spiSe vyjimecng). Dale je nezbytnd orientace v zékladni
statistice, testovani hypotéz a v korelacnich analyzach. Rozhodné je dobré mit znalosti i
databazovych systému v jazyku SQL nebo SPARQL.



VytéZzovani znalosti z dat — hierarchické klastrovani, tvorba stromi, orientovanych i
neorientovanych grafl, znalosti efektivniho vyhledavani v textech (zéklad pro hledani
podobnosti a zarovnani).

Soft skills — schopnost komplexniho mysleni, schopnost pracovat samostatné a ucit se
samostatné novym vécem, a hlavné znalost anglického jazyka — protoze vétSina nastroju,
¢lankd, pfirucek a navodu je v anglickém jazyce.

Tento seznam je samoziejmé spiSe ilustraéni, studium bioinformatiky je
dlouhodoby proces, ve kterém se spousta poznatkli a zkusenosti ziska praxi
(ostatné tak jako ostatné ve vSech oborech)

Jelikoz drtiva vétSina bioinformatickych néstrojii a softwarovych feSeni je
implementovana na linuxovy systém, je nutna alespon zakladni orientace v
ptikazové fadce.

1.2 Vyuziti bioinformatiky

Bioinformatika ma Siroké vyuziti ve statni i soukromé sféfe. Bioinformatici nejcastéji
nachazi uplatnéni ve vyzkumu, primdrnim i jako servisni skupina pro podporu ostatnich
vyzkumti, dale napf. ve farmaceutickém pramyslu pii hledani novych farmakoaktivnich
latek, ve Slechtitelstvi, v potravinafském primyslu u kontroly falSovani potravin, v
biotechnologickych firmach a ve zdravotnickych zatfizenich pro detekci potencialné
patogennich variant, personalizovanou medicinu a genové terapie.

Bioinformatika se vénuje vSem typtim biologickych dat, mezi ¢asté oblasti vyuZiti spada
napf.:

Anotace genomu — lokalizace a charakterizace genii a kodujicich oblasti, véetné urceni
jejich proteinového produktu a funkce, oznaceni hranice intron-exon, urceni regulacnich
oblasti a repetic.

Komparativni bioinformatika — porovndvani genomu (gend, sekvenci, regulacnich
oblasti) riznych organismi s cilem vyhledat sekvence, které sdileji spolecného predka, a
ziskat informace o tom, jak jsou dané sekvence zakonzervovany a urcit evolu¢ni vztahy
mezi nimi.

Analyza variant — Casto se vyuziva v medicin¢ pro odhaleni sekven¢nich variant (mutaci:
jednonukleotidovych (SNP) i vicenukleotidovych polymorfismti (MNP), delece,
inzerce), které by mohly zpisobovat piipadné ovliviiovat onemocnéni pacienta.

(Diferencni) Analyza genové exprese — typicky zkoumani rozdilu exprese genli mezi

zdravou a nemocnou tkéni, pfed, béhem a po podani 1é¢ebné latky, dale charakterizace
metabolickych a signalnich drah.
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Predikce struktury proteinii — predpovéd’ trojrozmérné struktury proteinli umoziuje
zjistit funkci proteinu, ale ji i vhodnou proteinovou upravou zménit, ur¢it vazebna mista
a molekuly a dalsi proteiny, které se na dané misto vazi. DileZita metoda pro umoznéni
1é¢by geneticky podminénych chorob pomoci proteinové terapie.

Vybér/navrh novych lé¢iv — prohledavani chemického prostoru a tvorba novych 1é¢iv
na zédklad¢é znalosti biologického cile a struktury vazebného mista s cilem zlevnit a
zrychlit cely proces vyvoje novych 1é€iv.

Bioinformatika obrazu (Bioimage informatics) —vyuziti vypocetnich technik k analyze
bioobrazil ziskanych napt. z fluorescencni mikroskopie nebo histologie.

Do dalsich oblasti spada analyza proteomickych dat, vytvareni ontologii, homologni
modelovani, vazebné interakce, predikce vztahu struktura-funkce a jiné.

1.3 Historicky prehled

Pokud vezmeme v potaz zakladni definici bioinformatiky, tedy Ze se jednd o analyzu
biologickych systémt za vyuziti vypocetni techniky, pak se bioinformatika piekvapivé
datuje uz na zacatek 60. let 20. stoleti. V této dob¢ se myslenka, ze makromolekuly jsou
nositelkami dédicné informace, stala stfedobodem koncepéniho ramce molekularni
biologie. Dulezitou osobou toho obdobi je Margaret Dayhoff, kterd napsala fadu
programti ve FORTRANu na stanoveni uplné proteinové sekvence z fragmentt. Tyto
programy byly schopny stanovit spravnou sekvenci malého proteinu (ribonukleazy)
béhem péar minut.

Rozvoj moderni bioinformatiky ale nastal az pozdéji v 80. letech, kdy Marvin H.
Carruthers a Leroy Hood vytvofili metodu pro automatizované sekvenovani DNA, a
vznikly prvni velké databdze DNA sekvenci jako GenBank, EMBL a DNA Database of
Japan. Roku 1988 byla zalozena Human Genome organization (HUGO). O rok pozd¢ji
byla publikovéna prvni genomova mapa (pro bakterii Haemophilus influenza) a o dalsi
rok pozdé&ji odstartovat projekt sekvenovani lidského genomu (Human Genome Project).

Vice konkrétnich udalosti pfedchazejicich i provazejicich vyvoj interdisciplinarniho

oboru bioinformatika najdete v Piloze v ramci Casové osy milnikii molekulérni biologie
a vypocetni technologie.
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2 BIOLOGICKY ZAKLAD

2.1 DNA

DNA - deoxyribonukleova kyselina, je polymerni biomakromolekula sloZzena
z nukleotidd, jejiz hlavni ulohou je uchovani genetické informace. Kazdy nukleotid se
skladd z deoxyribdzy (sacharidova slozka), z fosfatové skupiny a jedné z bazi (hlavni
baze jsou 4: 2 puriny adenin A a guanin G, a 2 pyrimidiny cytosin C a thymin T, Obr. 1).
Dale se mohou vzacné vyskytovat neklasické baze jako hypoxanthine a inosin a dalsi).
Sacharidovy zbytek je vazan s fosfaitovym zbytkem fosfodiesterovou vazbou, baze je
spojena s cukernym zbytkem N-Glykosidovou vazbou.

Charakteristickou strukturou DNA je dvousroubovice tvofena dvéma navzijem
spletenymi antiparalelnimi vlakny. Smér DNA se urcuje podle pozice deoxyribozy,
rozeznavame smér 3'—5' a opacné smér 5'—3'. Standardné se baze zapisuji ve sméru
5'—3". Nejcastéji se DNA vyskytuje v tzv. B-form¢, dal§imi formami jsou A-forma a Z-
forma (Obr. 2, Tab. 1).

Thymine
Send Adenine o

NH2" 3 end

JCW»

Phosphate- P 0-H2N
deoxyribose” A H i d

NH-----
backbone N\( - q
o

oxp/ o H2N \P<=o
4y ¢ m
NH"
O, N

kg N’(NHZ_.TN .0

o GuanineCytosines s

3" end _J

5 end

Obr. 1: Baze v DNA, Madprime, CC0, via Wikimedia Commons
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Tab. 1: Konformace DNA

Vlastnost A-DNA B-DNA Z-DNA

Tocivost Sroubovice (chiralita) pravotociva pravotociva levotociva

Opakovani po kazdém paru po kazdém paru  po kazdych dvou
parech

Primérny pocet pard na jedno 11 10,5 12

otoceni Sroubovice

Sklon paru k ose 20° -1,2° -9°

Primér 23A(23nm) 20A (2,0 nm) 18 A (1,8 nm)

Konformace nukleosidu anti anti C: anti, G: syn

Obr. 2: Konformace DNA, zleva A, B a Z DNA, Zephyris, CC BY-SA 3.0, via
Wikimedia Commons

Mezi protilehlymi bazemi obou vldken se vytvéieji vodikové mustky (relativné silné
nekovalentni interakce). Klasické parovani (Watson-Crickovské parovani bazi, Obr. 1)
nastava mezi guaninem a cytosinem a mezi adeninem a thyminem, tedy dvojice mezi
purinem a pyrimidinem. Neklasické parovani zname dvoji: Hoogsteenovo parovani
(Obr.3) a Wobble parovani bazi. Hoogsteenovo parovani bazi je stejné jako
u kanonického parovani mezi adeninem and thyminem, a guaninem a cytosinem, ale
v jiné orientaci. Wobble parovani je veSkeré ostatni parovani, které neni Watson-
Crickovské, hlavnimi  ptfiklady jsou  guanine-uracil,  hypoxanthine-uracil,
hypoxanthine-adenine a hypoxanthine-cytosine pary. Neklasické parovani se vice nez u
DNA vyskytuje (i ve funkéni podobé) u RNA.
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Watson-Crick Hoogsteen

Adenine-Thymine

Guanine-Cytosine

G
(anti) (anti)

Obr. 3: Ukazka Watson-Crics a Hoogsteen parovani, Ian Furst, CC BY-SA 4.0, via
Wikimedia Commons

Typy DNA

DNA je v bufice pfevazné vyuzivana k uloZzeni genetické informace — genu, ve formé
jednoho ¢i n€kolika replikonti (chromosomy, plasmidy, Obr. 4).

Intron (eukaryota): iseky genu u eukaryot o kterych se predpoklada, ze jsou v zésade
nekoddujici. V poslednich letech se vSak ukazuje, Ze i intronova ¢ast DNA je velice
dulezita.

Exon: usek genu, ktery koduje urcitou €ast funkéni RNA. U eukaryot jsou exony
preruSovany introny

Enhancer: oblast na DNA u eukaryot, na kterou se vazi regulacni proteiny a transkripéni
faktory. Enhancer se mize vyskytovat pfed genem, za genem nebo dokonce uvnitt genu
(v intronové oblasti), vzdalen mize byt desitky tisic bazi.

Promotor: oblast na DNA, obvykle na zacatku genu, na kterou se vdze RNA polymeraza
nebo transkripéni faktor. Navazanim specifického proteinu na promotor obvykle dochazi
k zah4jeni transkripce. U prokaryot je na promotor navazana piimo RNA polymeraza, u
eukaryot transkripni faktory (TATA-vazebny protein). Obecné dilezitou soucasti
promotoru jsou specifické sekvence nukleotidit — naptiklad TATA box (u 40 % gent),
CAAT box (u 64 %). Pro jeden gen miiZe existovat vice promotort.

Operon: funkéni jednotka DNA, ktera sdruzuje geny pod kontrolou jednoho promotoru.
ORF (open reading frame): oteviené cteci misto, sekvence, kterd mulze byt
translatovand, za¢ina iniciacnim kodonem (AUG, u prokaryot mozno i GUG) a kon¢i stop
kodonem (UAA, UGA nebo UAG)
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Obr. 4: Pohled na genetickou informaci a jeji sloZeni. Pfeiferova L., Created with
BioRender.com

2.2 RNA

RNA — ribonukleové kyselina, je polymerni biomolekula tvofena nukleotidy podobné
jako DNA. Nukleotidy u RNA se skladaji z ribozy (cukernd slozka, proti deoxyriboze
v DNA mé na 2' pozici jednu hydroxylovou skupinu), jednoho zbytku kyseliny fosfore¢né
a jedné baze — adeninu, guaninu, cytosinu nebo uracilu (na rozdil od thyminu u DNA).
Zatimco DNA tvofi vétSinou dvousroubovici, RNA je flexibilngjsi a vytvaii mnozstvi
sekundarnich a terciarnich struktur. Na druhou stranu je RNA v sekundarnich strukturach
proti DNA mén¢ stabilni. V organismu zastdivda RNA fadu funkci, hlavni funkci je
zajisténi prekladu genetické informace a regulace genové exprese. Dalsimi funkcemi jsou
napiiklad katalytické funkce, fizeni modifikace RNA, vazba malych molekul, tvorba
jadernych télisek a kontrola splicingu.

16



Struktury RNA

Dvousroubovice: pouze tzv. A-formy (ve srovnani s B-formou §irsi, ma vice plochy tvar,
hlubsi velky Zlabek a méné hluboky maly Zlabek)

Vlasenka (Obr. 5): vyboulena smycka vznikajici ve dvousSroubovici pii lokalnim
nedokonalém parovani bazi

Pseudouzel: vytvarejici n€kolik interakci v rdmci jedné molekuly

Kissing loops (libajici se smycky, Obr. 5): interakce vznikajici mezi riiznymi molekulami
TrojSroubovice: struktura ve které se do klasické dvousroubovice ptipojuje dalsi vlakno,
nejcastéji do malého zlabku

G-kvadruplex (Obr. 5): struktura, kterd se mize vyskytnou i v DNA (v promotorovych
oblastech nebo u telomer), ale mnohem castéji se vyskytuje v RNA. Jedna se o rovinny
systém Ctyt guaninovych bazi, které jsou vzajemné pootocenych o 90° a pospojovany
vodikovymi mistky. Pro vznik G-kvadruplexi je nutny vyskyt Hoogsteenovského
parovani bazi

GucCcGcgCcuGCuUG GUCGCUGCUG

CAGCGACGAC

CAGCGACGAC

Obr. 5: Vlevo ukiazka vlisenky, Pfeiferova L, uprostied hairpin prekursor pro
miR-let-7a, This image is taken from the Rfam database, Public domain, via
Wikimedia Commons, vpravo G-kvadruplex, B Benham-Pyle, Public
domain, via Wikimedia Commons, dole Kissing loops, Pfeiferova L
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Typy RNA

mRNA (messenger RNA, ,,poslickova“ RNA): vznika v bunééném jadte pfi transkripci.
Jedno z vlaken DNA je pouzito jako templat pro syntézu vldkna RNA. Nukleotidy
v mRNA jsou komplementarni vii¢i origindlni DNA.

UTR: neptekladana oblast, na kazdé strané kodujici sekvence na fetézci mRNA (na 3'
konci mRNA je 3' UTR oblast, na 5' konci mRNA je 5' UTR oblast), mize mit fadu
regulacnich funkci, naptiklad urcovat, kdy bude dochazet k translaci, pfipadné urcovat
stabilitu celé mRNA

tRNA (transferovda RNA): ticastni se procesu translace, u kterého dochazi k ptekladu
sekvence nukleotidi v mRNA do sekvence aminokyselin v proteinech

rRNA (ribosomalni RNA): spolu se specifickymi proteiny se podili na tvorbé ribosomu.
rRNA tvofii tzv. ribozym — katalyticky aktivni molekulu RNA s enzymovou aktivitou.
U prokaryotickych organismi existuji 3 rizné velké rRNA (23S, 168S, 5S), u eukaryot i
4 druhy (288, 188, 5,8S a 5S). Je prevazné jednovldknova, ale urcité ¢asti ribosomu maji
strukturu dvojité Sroubovice

ncRNA (non-coding RNA, nekédujici RNA): (ncRNA): obecné jsou molekuly RNA,
které nejsou déale prekladany na proteiny. Patii k nim piRNA, miRNA, long ncRNA a
dalsi. Predpokladd se, ze nekodujici RNA ovliviluji rozvoj a prubéh nékterych
onemocnéni, véetné rakoviny, aneurysmat a Alzheimerovy choroby

miRNA: malé nekodujici molekuly RNA (22 pard bazi), které maji vliv napf. na
komunikaci mezi nddorem a nddorovym mikroprostiedim

pPiRNA (Piwi-interacting RNA): piRNA tvoii komplexy RNA-protein prostfednictvim
interakci s proteiny Argonaute podrodiny piwi. Tyto komplexy piRNA se vétSinou
podileji na epigenetickém a posttranskripénim uml€ovani transponovatelnych prvki a
dalSich faleSnych nebo opakovanych transkripti, ale mohou se také podilet na regulaci
dalsich genetickych prvkl v bunikach zarodecné linie

snoRNA: jsou tfidou malych molekul RNA, které primarné tidi chemické modifikace
jinych RNA, zejména ribosomalnich RNA, pfenosovych RNA a malych jadernych RNA.
snRNA (snurps): malé nuklearni ribonukleoproteiny, jsou komplexy RNA-protein, které
se kombinuji s nemodifikovanou pre-mRNA a rlznymi jinymi proteiny za vzniku
spliceosomu, velkého molekuldrniho komplexu RNA-protein, na kterém dochéazi k
sestfihu pre-mRNA

long ncRNA (Long non-coding RNAs, dlouha nekodujici RNA): transkripty s délkou
ptesahujici 200 bazi, které nejsou dale prekladany na proteiny
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Modifikace

RNA splicing: jedna z posttranskripénich modifikaci mRNA

Alternativni splicing: diky riznym variantnim sestfihim z jednoho genu vznika vice
bilkovinnych produkti (Obr. 6)

spliceosome: velka a slozita molekuldrni entita RNA, kterd se nachazi primarné v jadru
eukaryotickych bun¢k. Spliceosom je sestaven z malych jadernych RNA (snRNA) a
ptiblizn¢ 80 proteinil. Spliceosom odstrafiuje introny z ptepsané pre-mRNA, coZ je typ
primarniho transkriptu.

mRNA al

pre-mRNA

Obr. 6: Alternativni splicing, Pfeiferova L

2.3 Proteiny

Proteiny jsou polymerni makromolekuly sloZené z fetézcii aminokyselinovych residui.
Proteiny zastavaji v organismu fadu funkci, poskytovani struktury buiikach a organismu
(kolagen, elastin, tubulin, kinesin), transportni (transportin, hemoglobin), pohybové
(myosin, aktin), odpovédi na stimuly, katalytické a metabolické (enzymy, hormony,
receptory), DNA replikace a obranné (imunoglobulin, fibrin, fibrinogen). Biosyntéza
proteinti probihéd na ribozomech procesem translace, kdy jsou jednotlivé aminokyseliny
vazany do peptidovych fetézct v potadi, jaké odpovida sledu kodont (triplet nukleotidd,
Obr. 7) na mRNA.
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Obr. 7: Nukleotidové triplety — kodony, a jejich proteinova translace, Mouagip,
Public domain, via Wikimedia Commons

Struktury

Primarni: je dana pofadim aminokyselin v peptidovém fetézci, zapisuje se od N-konce
k C-konci

Sekundarni: geometrické usporadani peptidového fetézce, jsou dva (tfi) zakladni
motivy, alfa Sroubovice (alpha helix) a beta sklddany list (beta-sheet), dale je
neuspotadana struktura (random coil)

Tercialni: trojrozmérné usporadani peptidového fetézce, rozliSujeme globularni
strukturu rozpustnou ve vod¢ a fibrilarni, ktera je ve vod¢€ nerozpustna. Tercidlni struktura
byva stabilizovdna kovalentnimi vazbami

Kvartérni: slozitéjsi komplexy proteinii, uspotadani podjednotek jednotlivych
polypeptidovych struktur, které tvoii jeden funk¢ni protein

Kvintalni: vlastnosti povrchu proteinu, determinové pouze v ramci bunééného kontextu
(dochazi k soustavnym ptfechodnych setkanim mezi makromolekulami)
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Obr. 8: Clenéni struktur proteinii, Thomas Shafee, CC BY 4.0 via Wikimedia
Commons

2.4 Centralni dogma molekularni biologie

Jako centralni dogma molekularni biologie oznacujeme cestu pienosu informace mezi
biopolymery (Obr. 9). Cesta navrzena Francisem Crickem spocivé v replikaci DNA, jeji
transkripci do RNA a z ni pak translace do proteinti. Dlouhou dobu se uvazovaly pouze
tyto tfi cesty, nicméné byly objeveny tii dalsi (vzacné): reverzni transkripce, kdy jsou
retroviry schopny prepsat svou RNA do DNA a zaclenit ji do hostitele (vyuziti u reverzni
PRC), dalsi piepis RNA-RNA u nékterych RNA virt, a ptepis DNA-protein, ktery byl
pozorovan za velice specifickych podminek a pouze v laboratornim in-vitro systému.
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Obr. 9: Centralni dogma molekularni biologie, Pfeiferova L. Hlavni cesty vyznacené
fialové, vedlejsi tyrkysové
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3 PCR

Polymerazova fetézova reakce — PCR, je relativné snadnd technika, ktera se pouziva k
amplifikovani malého fragmentu DNA, detekci urcité sekvence DNA ve vzorku (pomoci
komplementarnich primerti) a kvantifikaci DNA/transkripce. Pfiblizny princip metody
replikace nukleovych kyselin byl popsan jiz roku 1971 Kjellem Kleppem a Gobindem
Khoranou. Za opravdového objevitele metody DNA amplifikace je vSak povazovan az
Kary Mullis, ktery v roce 1983 demonstroval jeji prubéh. Metoda klonovani fragmentt
pomoci PCR byla poprvé publikovana v 1985 v Science.

Kary Mullis spolu s Michaelem Smithem ziskali v roce 1993 Nobelovu cenu
za chemii. Michael Smith za jeho zasadni pfispéni k vytvofeni metody
specificky fizené mutageneze zalozené na oligonukleotidech a jejim rozvoji
pro studium proteini a Kary Mullis za invence v metodé polymerdzové
fetézové reakce.

3.1 Postup

Klasicka (end-point) PCR se sklada ze tii cyklicky se opakujicich krokti; denaturace,
nasednuti primert (primer annealing) a vlastni syntézy DNA (Obr. 10). Pro dostate¢né
amplifikovani fragmentu DNA obvykle staci 30 cykld. Teoreticky vytézek jedné
molekuly DNA po odbéhnuti 32 cykli PCR je az 1 miliarda nové amplifikovanych
molekul. Existuje vice technik PCR (Tab. 2).

1. Denaturace — pro rozruseni vodikovych mistkii dvousroubovice DNA, a
tim jeji denaturaci, probihd rychlé zahfivani molekuly (20—30 sekund) na teplotu
94-98 °C. Diky tomuto kroku vznika jednovlaknova DNA, na kterou se v dalSim
kroku navazuji kratké jednofetézcové oligonukleotidové molekuly se znamou
sekvenci — sekvenacni primery.

2. Annealing — aby bylo umoznéno navéazani primeri na specifické misto na DNA,
musi byt teplota v tomto kroku sniZzena na 50-65 °C. Na vzniklé dvouvldknové
useky DNA-primer je navazana DNA polymeraza.

3. poslednim krokem je dosyntetizovani fragmentii DNA s navdzanymi primery ve
sméru od 5' konce ke 3' konci. Teplota pouzita v této fazi se muze liSit podle
pouzit¢ DNA polymerazy. Nejcastéji pouzivand Taq polymerdza ma optimum
aktivity 72 °C. Vysledkem tohoto kroku je nové vldkno komplementarni k
puvodnimu fragmentu DNA a vznikla dvousroubovice DNA.
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Obr. 10: Postup klasické PCR, Enzoklop, CC BY-SA 4.0, via Wikimedia Commons

Do ptichodu termostabilni DNA polymerazy z Thermophilus aquaticus (Taq)
v roce 1986 se musela v kazdém cyklu pfidavat vzdy nova polymerdza, protoze
byla béhem denaturacni faze zni¢ena. Diky této modifikaci se mohla PCR
zautomatizovat, a tim se stala daleko dostupnéjsi technologii.

Tab. 2: Priklady moZnosti PCR

nrm PCR produ

Polymerazova fetézova reakce
Reverzni transkripce s naslednou
polymerazovou fetézcovou reakci

PCR
RT-PCR

Polymerazova fetézova reakce v realném  qPCR

case (Real Time)

RT-PCR / qPCR kombinovana technika

qRT-PCR

3.2 Problémy PCR reakci

Znémou chybou pii PCR je také vznik tzv. chimernich sekvenci, kdy polymeraza pieskoci
behem elongacéni faze z jedné templatové molekuly na jinou a vysledkem je sekvence ze
dvou templatu rozdilného pivodu. Jako zdroj kontaminace DNA je nejcastéji uvadén
ptenos kontaminujici DNA z dfive aplikovanych produkti PCR, vzajemné kontaminace
zdrojovych materialli, kontaminace plasmidem z rekombinantniho klonu ktery obsahuje
cilovou sekvenci specifického produktu - nespecifickd vazba primeru, vznik

sekundarniho amplifika¢niho produktu.
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3.3 Otazky k tématu

Popiste princip PCR reakce
. Jaké jsou Casté problémy v PCR reakcich?

N —

3.4 Zdroje
PCR
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4 SEKVENOVANI

Sekvenovani je souhrnny termin pro biochemické metody, jimiz se zjiStuje potradi
nukleovych bazi (A, C, G, T) v sekvencich biomolekul, a tedy informace v sekvenci
ulozené. DNA a RNA molekuly (chemické entity) nesou biologickou informaci
zakddovanou v potadi nukleovych bazi. Tato informace miize kodovat protein (mRNA),
gen a jeho regulacni oblasti (genomova DNA) nebo naptiklad funkéni RNA (rRNA).
Bylo vyvinuto pomérné velké mnozstvi technik slouzicich k sekvenovani DNA, které se
1i81 nékterymi zakladnimi principy a dale pfedev§im cenou a rychlosti. Sekvenovani RNA
vétSinou neprobihd pfimo, ale pomoci komplementarni DNA k RNA, tzv. cDNA, kvtli
vétsi chybovosti a mensi stabilit¢ RNA Polymerazy. Nicméné metody 3. generace (dale
v textu) jiz nejsou zavislé na PCR, tudiz u nich je mozné (a hojn¢ vyuzivané) sekvenovani
pfimo RNA.

Tato ¢ast je zaméfena na DNA, cDNA, u metod 3. generace i RNA, ale ne na sekvenovani
proteinti. Pro nahled na transkriptom se pouzivd RNA-Seq, ackoli by jisté bylo lepsi
urovat piimo proteiny, nicméné sekvenovani proteinii je technicky zna¢né narocné,
jejich sekvence se urCuje Edmanovym odbourdvanim nebo v soucasné dobé pomoci
hmotnostni spektrometrie.

4.1 UVOD DO SEKVENOVANI

Vétsina dat pro bioinformatické zpracovani pochazi pravé ze sekvenacnich projekti.
Sekvenovani se da chéapat jako metoda urceni pofadi nukleovych béazi v urcitém useku
fetézce nukleové kyseliny. Pro ucely detekce sekvenacnich variant a pro urCitou ¢ést
anotace genomu se vyuziva sekvenovani DNA, pro transkriptomiku a analyzu genové
exprese se vyuzivd RNA s mezikrokem transkripce na cDNA (komplementarni DNA k
RNA). RNA se pfimo klasickymi metodami ani metodami nové generace nesekvenuje
kvli nestabilit¢ RNA polymerazy, a kvili jeji vétsi chybovosti (RNA polymeraza nema
proofreading aktivitu, tj. exonukledzovou aktivitu ve sméru 3'— 5' pro opravu
RNA). Metody treti generace se diky tomu, Ze nevyuzivaji PCR, mohou pouzit i na
pfimou sekvenaci RNA.

Podle zplisobu sekvenovéani rozdélujeme sekvenaéni metody na Klasické (Prvni
generace), Nové generace NGS (Next generation sequencing, Massive parallel
sequencing, masivni paralelni sekvenovani, MPS) a na TFeti generace sekvenovani (3"
generation sequencing).

Do klasickych sekvenacnich metod fadime Maxam-Gilbertovu metodu a Sangerovu
metodu. Zatimco Maxam-Gilbertova vyuzivala chemickou modifikaci DNA a $tépeni na
urcitych mistech a je v souc¢asné dobé prekonand, Sangerova metoda kopiruje pfirozeny
proces syntézy DNA s terminaci pomoci znacenych dideoxynukleotidl, a v lehce
modifikované podobé se vyuziva dodnes, napiiklad ve zdravotnictvi pro potvrzeni
patogennich mutaci nalezenych pomoci metod NGS.
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NGS metody (Illumina-Solexa, 454, Ion-Torrent) oproti klasickym metoddm umoznuji
rychlou a cenoveé ptiznivou produkei velkého mnozstvi osekvenovanych vzorkti najednou
(zisk milioni sekvenci, cena sekvenovani za 1 b je az o dva fady niz$i oproti Sangerovu
s vyuzitim kapilarni elektroforézy). Pracuji na principu paralelizace procesu sekvenovani,
kdy dochazi k sekvenovani tisici az milioni sekvenci soucasné. Timto vSak vznika
obrovska produkce vystupnich dat, s naslednou pottebou data utfidit, zanalyzovat a
uschovat.

Vsechny NGS metody maji podobny technologicky prabéh. Prvnim krokem je
fragmentovani templatové DNA na useky dlouhé né€kolika set bazi. Konce fragmentt jsou
enzymatickou reakci zatupeny. Dale dochazi k napojenim kratkych oligonukleotidovych
sekvenci (adaptéri). Jednotlivé fragmenty jsou amplifikovany pomoci PCR reakce a
paralelné sekvenovany se ziskem milioni sekvenci najednou. Narozdil od Sangerovy
metody, pii které se ziskavaji dlouhé sekvence (> 500bp), se délka sekvenci ziskanych
pomoci NGS pohybuje zhruba mezi 20 az 700 para bazi. Sekvenacni vytézek jednoho
behu sekvenatoru je v fadu tisice Gb.

Specifickou aplikaci NGS metod je sekvenovani nukleovych kyselin z jedné bunky
(Single-cell sequencing).

Metody tieti generace (SMRT, NanoPore, PacBio) nevyuzivaji PCR reakci, zamétuji se
na sekvenovani jedné molekuly. Navic produkuji mnohem delsi sekvence (desetitisice
bazi) oproti NGS metoddm (maximaln¢ stovky). Porovnani jednotlivych metod je v Tab.
3a4.

Donedavna metody tfeti generace vykazovaly vEétsi miru chybovosti (single
error rate i accuracy) oproti ostatnim metodam, proto se stale pracuje pievazné
s metodami NGS, nicméné v soucasné dobé (rok 2020) stavajici metody
dohéni, ne-li predhani.

Funkéné rozliSujeme celou fadu sekvenacnich analyz, jako RNA-seq (transkriptom),
ATAC-Seq (otevienost chromatinu), ChIP-Seq (Protein-DNA interakce), Methyl-Seq
(mista methylované DNA), Ribo-Seq (stanoveni translace), Dup-Seq (metoda pro detekci
velmi vzacnych mutaci, s minimalizovanim sekvenac¢nich chyb), Sono-Seq (pfistupné
chromatinové oblasti) a zhruba desitka dalSich.

Dale je mozné sekvenovat cely genom (whole genome sequencing, WGS), cely exom
(whole exom sequencing, WES) a cilené¢ sekvenovat podle paneli (targeted sequencing,
gene specific sequencing), kdy se sekvenuji geny vétsinou podle funkce (napt. cancer
panel, zamétené na geny zpuisobujici ¢i ovliviiujici rakovinné bujeni, nebo cardio panel
pro onemocnéni srdce).
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Tab. 3: Srovnani vybranych metod a modelt (Illumina)

Platforma/model Run time Vytézek Délka readu Pocet sekvenci
MiSeq (Illumina) 4-55h 0,5-15 Gb 2x300bp  1-25mil
Nextseq 550 (Illumina) 12-30h 120 Gb 2x150bp 400 mil
Nextseq 2000 11-48 h 330 Gb 2x150bp 1.1 miliard
(Illumina)
Novaseq 6000 13-44 h 806000 Gb  2x250bp  1.6-40 miliard
(Illumina)
Ion 550 Chip (Ion 11.5h 20-25 Gb 200 bp 100-130 mil
Torrent)
Ion 530 Chip (Ion 21.5h 6-8 Gb 400 bp 15-20 mil
Torrent)
Ion 510 Chip (Ion 5 0.6-1 GB 400 bp 2-3 mil
Torrent)
MinION Mk1B (Oxford Imin-72h 10-50 Gb >4 Mb 100 tisic na ,
. barcodovany
Nanopore, [llumina)
vzorek

PromethION 48 Imin-72h 100-300 Gb >4 Mb az k 25 mil
(Oxford Nanopore,
[llumina)
PacBio Sequellle 30h 4 Gb/SMRT >10kb 4 mil
Systém (PacBio) Cell
Sequel Systém 20 h 4 Gb/SMRT >10 kb 0.5 mil
(PacBio) Cell
SeqStudio Genetic 30 min 350-800 bp 67000
Analyzer (Applied
Biosystem, Sangerova
metoda)
Refreshed 3730 Series 20 min 400-900 bp  1.38-2.76 mil
Genetic Analyzer
(Applied Biosystem,
Sangerova metoda)

24hpro35 90-140 Gb 75 bp Exomy do 18,

bp (1 lane), (fragment), malé RNA do

7 dnii pro 75 bp x 35 144
5500 SOLiD 75 bp x 35 bp (paired

bp nebo 60 end), 60 bp

bp x 60 bp x 60 bp

(6 lanes) (mate paired
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Tab. 4: Pfesnost vybranych modelii; consensus accuracy oznacuje kombinovanou
informaci zvice readi v datasetu, tedy celkovou presnost (eliminace
nahodné chyby v jednotlivych readech) single errors znamenaji chybu
v jednotlivych readech. U metod tieti generace miiZeme stile vidét vyssi
single error rate, nicméné jejich celkova presnost jiZ prevySuje minimalné
[llumina instrumenty.

Platforma/model Consensus accuracy %  Single error rate %
MiSeq (Illumina) > 89.7 0.1
Nextseq 550 (Illumina) >80 0.34
Nextseq 2000 (Illumina) >75 0.16
Novaseq 6000 (I1lumina) >80 0.1
Ion 550 Chip (Ion Torrent) 99.97 1.78
Ion 530 Chip (Ion Torrent) 99.97 1.78
Ion 510 Chip (Ion Torrent) 99.97 1.78
MinlON Mk1B (Oxford Nanopore, >97.5 13-15
Illumina)

PromethION 48 (Oxford Nanopore, >97.5 13-15
Illumina)

PacBio Sequellle Systém (PacBio) > 99 13
Sequel Systém (PacBio) >99,999 13
SeqStudio Genetic Analyzer >99 1
(Applied Biosystem, Sangerova

metoda)

Refreshed 3730 Series Genetic 99 0.125

Analyzer (Applied Biosystem,
Sangerova metoda)
5500 SOLiD 99.99 0.01

4.1.1 Biologicky material pro sekvenovani

Zpusoby a moznosti bioinformatické analyzy jsou silné ovlivnény experimentalni ¢asti,
od vybéru biologického materialu, pres jeho odbér az po zvolenou metodu sekvenovani.

Sekvenovat se da prakticky veSkery biologicky material, od slin, pfes tkang,
plnou krev, plazmu, sérum, leukocyty a kosti. V onkologii se v soucasné dob¢
vyuziva tzv. cfDNA (cirkulujici volna DNA), coz je typ extracelularni DNA
vyskytujici se v krvi (plazmég).

Obecné nejméné vhodnym materiadlem pro sekvenovani byva plna krev. Je to
proto, Zze obsahuje smésici riznych typti bunck, vcetné mrtvych bunék a
cfDNA. Pii pouziti plné krve mtze u nékterych typu studii dojit ke zkresleni
vysledkl vyzkumu.

29



4.2 KLASICKE METODY SEKVENOVANI

4.2.1 Maxam-Gilbert

Maxam-Gilbertova metoda (Obr. 11) vyuziva chemické stépeni sekvenované DNA ve
specifickych mistech. Cteny DNA fragment je na 5' konci ozna¢en radioaktivni zna¢kou.
Pomoci chemické reakce je ¢teny usek Stépen na jedné nebo dvou ze Ctyt nukleotidovych
bazi v kazdé ze Ctyr reakci (A+G, G, C, C+T). Fragmenty jsou oddéleny podle délek
gelovou elektroforézou, zobrazeny jsou pomoci autoradiografie.

5 **PGCTACGTA 3'

/N

Cleavage at: A+G G C C+T

BRI,

“PaeT 2PGCTAC 2 PG PG

“PGCTAC PGCTA **PGC

“*PGCTACGT ““PGCTA
“PGCTACG

A+G G C C+T

4 - o
3 - A
2 -
1 - o

Sequencing Gel

Obr. 11: Maxam-Gilbert, Shakiestone, CC BY-SA 3.0, via Wikimedia Commons
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4.2.2 Sangerova metoda

Sangerova metoda (Obr. 12) kopiruje biologicky proces replikace DNA. Pivodné reakce
probihala paralelné ve ¢tyfech zkumavkéach. Vybrana sekvence se vlozi do reakéni smési
s radioaktivné znacenym primerem, DNA polymerazou (Taq polymerdza, T7
polymeréza), s mnozstvim ¢tyi zakladnich deoxyribonukleotidii (dATP, dGTP, dCTP,
dTTP) a s jednim ze ctyi dideoxynukleotidit (ddATP, ddGTP, ddCTP, ddTTP) v kazdé
reakci. Dideoxynukleotid je schopen se zaclenit do replikujici se DNA, ale nasledné
zastavi elongaci fetézce, protoze nema OH skupinu, na niz by se ptipevnil dalsi nukleotid.
Vsechny replikované sekvence v dané zkumavce jsou ukonceny vlozenym
dideoxynukleotidem. Vysledkem pak je smés rizn¢ dlouhych sekvenci DNA, které
zacinaji radioaktivnim primerem a kon¢i danym dideoxynukleotidem. Sekvence jsou
déleny pomoci gelové elektroforézy podle délek.

V soucasné dob¢ se misto radioaktivniho znaceni vyuziva barveni dideoxynukleotidii
fluorescencni latkou, reakce taktéz nebézi pro jednu sekvenci ve Ctyfech zkumavkach.
Cely proces je zrychleny automatizaci se separaci pomoci kapildrni elektroforézy (96
vzorkil). Sangerova metoda se vyuziva napf. na klinickych pracovistich pro verifikaci
nalezené mutace z NGS metod, nebo na detekci velkych deleci.

1 Reaction mixture
* Primer and DNA template * DNA polymerase
» ddNTPs with flourochromes » dNTPs (dATP, dCTP, dGTP, and dTTP) v
-
Primer [N
bbb - I
./
ddNTPs [
HTTP g
x::: 3 Caplillary gel electrophoresis
dGTP o separation of DNA fragments

2 Primer elongation ‘ i Capillary gel

and chain termination
b
Al - &d
ST T T T T Laser ) Detector y
E 8 o o o o o o o o o e 4
O T ¥
)
L o o e o e o o o \ '
5T T T Ty ¥
C 3 2 2 2 2 2 o o o 2 2 e o e AR
[ 4 Laser detection of flourochromes
L2 o o o o o o e | ll |‘ |'(I and computational sequence analysis
0 1N
- LA e e 2 e e e . 4 i ,! “‘ \"|l‘|
LRI
LU (L
S T Y
Chromatograph

Obr. 12: Prubéh Sangerovy metody, Estevezj, CC BY-SA 3.0, via Wikimedia
Commons
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4.3 Sekvenovani nové generace

Metody sekvenovani nové generace vyuzivaji podobny mechanismus,
skladajici se ze tii hlavnich krok:

e Piiprava knihovny — knihovny se pfipravuji ndhodnou fragmentaci DNA,
at’ uz fyzikalni, chemickou, nebo biochemickou metodou, kterou nasleduje
propojeni specifickych sekvenci na konce fragmentt

e Amplifikace — knihovna je namnoZena (amplifikovana) pomoci klonélnich
amplifikacnich metod a PCR, amplifikace probihd v klastrech nebo na
kulickach

e Samotné sekvenovani — DNA je sekvenovdna za pouziti riznych
protokolii, napt. identifikace fluorochromovych znacek, vyuziti biochemické
reakce

Sekvenacni knihovny je mozné pfipravovat jako single-end nebo paired-
end/mate pair Cteni:

Single-end: pfi single-end c¢teni se fragment ¢te pouze od jednoho konce
k druhému

Paired-end: fragment se ¢te z obou koncii

Mate pair: je specificky typ paire-end sekvenovani. Fragment molekuly je
cirkularizovan, fragmentovan, a naslednd orientace ¢teni je zavisla na
pouzitém kitu pro ptipravu. Na obrazku pod textem (Obr. 13) jsou pary
pfipraveny pomoci riznych sekvenacnich kitli, pfi¢emz se méni orientace ¢teni
ve vyslednych datech.

Hezké vysvétleni diivodu pouziti paire-end ¢teni poskytuji nasleduji videa od
Roba Edwarse: https://www.youtube.com/watch?v=WTbnk91e2WU
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PAIRED-END sekvenovani

C

<1kB

i

MATE PAIR sekvenovani

/

J

8-20kB ‘\

A

| A»

Obr. 13: Pri paired-end sekvenovani (vlevo) se sekvenuji skute¢né konce
kratkych molekul DNA (méné neZ 1 kb), zatimco pri sekvenovani mate
pair pari (vpravo) jsou konce dlouhych molekul spojeny, a pripraveny
podle specidlnich sekvenaénich knihovnach. Konce dlouhych molekul s
vybranymi velikostmi jsou spojeny s vnitini adaptorovou sekvenci (tj.
linker, Zlutd) v cirkulariza¢ni reakci. Kruhova molekula je poté
zpracovana pomoci restrikénich enzymi nebo fragmentaci. Na
fragmenty obohacené o linker jsou pripojeny adaptéry. Linker pak muZe
byt pouzit jako druhé primarni misto pro dalSi sekvenacni reakci ve
stejné orientaci (A) nebo miiZze byt sekvenovani provedeno z druhého
adaptéru (B), z reverzniho vlakna. Pfeiferova L
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4.3.1 Technologie 454

Technologie 454 (2005, Roche 2007) vyuzivala metodu pyrosekvenovani fragmentt
DNA (série enzymatickych reakci, pii kterych dochazi k luminiscenci, Obr. 14)
pfipravenych pomoci emulzni PCR (Obr. 15). V soucasné dob¢ to je jiz zastarala metoda,
ktera se nevyuziva, ale ve své dobé znamenala vyznamny pokrok v oblasti sekvenovani.

Uvedeni metody 454 umoznilo prvni sekvenaci lidského genomu.

Template

. ATP

New Sequence Y
> L »> L ! >
1. Polymerase 2. Sulfurylase 3. Luciferase Light Peak
| |
Apyrase
Enzyme i

Label

Obr. 14: Pyrosekvenovani, Technologie 454, This image has been created during
"DensityDesign Integrated Course Final Synthesis Studio' at Polytechnic
University of Milan, organized by DensityDesign Research Lab in 2015.
Image is released under CC-BY-SA licence. Attribution goes to "Jacopo
Pompilii, DensityDesign Research Lab"., CC BY-SA 4.0 via Wikimedia

Commons

Vysvétleni metody pyrosekvenovani v podobé videa Ize nalézt na youtube strance Quick

Biochemistry Basics Pyrosequencing,

_zAFo

https://www.youtube.com/watch?v=wY 8to-
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/ \ / komponenty pro PCR reakci

Kulicka vyjmuta z emulze s

3 - amplifikovanymi ready. Navazana sekvence
se stanovuje pyrosekvenovanim.
Obr. 15: Postup emulzni PCR technologie 454, Pfeiferova L

4.3.2 Solexa Illumina

Solexa (Solexa 2006, nasledné Illumina) je metoda zalozena na klastrové PCR, s pouzitim
na single-end i pair-end knihovny. V prvnim kroku dochazi k vytvoteni sekvenacéni
knihovny ndhodnym fragmentovanim DNA na Useky o velikosti zhruba 200 bp.
Fragmentace probihd vétSinou ultrazvukové/sonifikaci nebo enzymaticky.

Na konce fragmentt jsou ligovany dva rizné adaptéry (na jednom konci jeden adaptér,
na druhém konci druhy adaptér). Fragmenty jsou nasledné denaturovany a nové vzniklé
jednotetézcové molekuly jsou pomoci adaptéri komplementarné napojeny na
oligonukleotidy, umisténé na povrchu reakéni komtrky (flow cell).

Samotna klastrova (mistkovd) PCR (Obr. 16) probiha nésledovné: na oligonukleotidech
imobilizovanych na povrchu reakéni komirky dojde k extenzi oligonukleotidi podle
templatové DNA. Plvodni templatova vldkna jsou odmyta pry¢. V komdirce ziistava
pouze nové syntetizované vldkno, navazané na povrchu komdirky. Pfi néasledném
annealingu dochédzi k navadzani volného konce imobilizované molekuly DNA k
sousednimu komplementarnimu oligonukleotidu, tim vznikaji jednofetézcové muistky. V
dalsim kole amplifikace, kdy je oligonukleotid prodlouzen, se vytvaii dvoufetézcovy
mustek. Dvouietézcové molekuly jsou opétovné denaturovany na jednotetézcoveé, jejichz
volné konce pfisedaji k volnym oligonukleotidim. Cely proces se cyklicky opakuje.
Dvoufetézcové mosty jsou nakonec denaturovany a reverzni vlakna odstranéna.
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Sekvenovani je zalozeno na syntéze komplementarni DNA DNA-dependentni DNA
polymerazou. V kazdém sekvenacnim cyklu se nachazi vSechny Ctyfi fluorescencné
znaCené nukleotidy s terminacni znackou (chemicky inaktivovand OH skupina na 3'
konci). Termina¢ni znaCka znemoziluje navazani vice nukleotidl. Po zaclenéni
nukleotidu je na detektoru zachycen signal ptislusného fluorochromu, kazdy nukleotid
ma svoji znacku. Nasledné dochéazi k odstranéni terminacni znacky a fluorochromu, a k
navdzani dalsiho nukleotidu. Velkou vyhodou je, ze v jednom bcéhu muze byt
analyzovano vice knihoven.

S
=]
i o]

E

Obr. 16: Mistkovda PCR, Solexa (Illumina). 1. prisednuti fragmentu ke
komplementarnimu oligonukleotidu umisténém na povrchu flow celly. 2.
Extenze prisedlého fragmentu. 3. Denaturace vzniklého Fetézce na
jednoretézcové vlikno, odmyti ptiivodniho Fetézce. 4. Navazani volného
konce k sousednimu komplementarnimu oligonukleotidu na povrchu flow
celly — vytvoreni jednoretézcového miistku. 5. Extenze oligonukleotidu a
vytvoreni dvouretézcového miistku. 6. Denaturace na jednoretézcové
molekuly. 7. Cely proces se opakuje, od kroku 4 (volné konce Fetézcii se opét
vazi na sousedni komplementarni oligonukleotidy)

Spole¢nost Illumina ma vlastni youtube channel, ve kterém lze kuptikladu najit video
ukazujici mistkovou PCR, https://www.youtube.com/watch?v=fCd6B5SHRaZ8&t=112s
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4.3.3 SOLID

Na rozdil od ostatnich metod, SOLiD (Sequencing by Oligo Ligation and Detection,
Applied Biosystems 2006, nasledné¢ Life Technologies, nyni ThermoFisher) pfti
sekvenovani vyuzivda DNA ligdzu misto DNA polymerazy. PouZiti je mozné na single-
end i pair-end knihovny, pfi¢emz pair-endové knihovny jsou tvofené z jednotlivych
fragmenti. Metoda SOLiD (Obr. 17) je vyrazné ptesnéjsi nez zbylé NGS metody a je
pouzitelna i na repetitivni oblasti. Na druhou stranu vytvaii mnohem kratsi sekvence, a je
naprosto nevhodnd pro sekvenaci palindromnich sekvenci. Podobn¢ jako u metody 454,
se vyuziva emulzni PCR na kuli¢ce. Templatovd DNA je rozstépena na velmi kratké
useky o délce nékolika desitek bazi. Na konce se navazi dva rizné adaptéry (na 5' konec
jeden adaptér, 3' konec druhy adaptér). V mikroreaktoru se fragmenty navazi na kulicku
a dochazi k emulzni PCR na povrchu kuli¢ky. Po PCR dojde k denaturaci templatového
vlakna (fragmentu) a k modifikaci 3' konce. Tyto kulicky jsou vlozeny na sklenénou
podlozku, kterd mtze byt ¢lenéna do jedné, tyfech nebo osmi sekei.

K sekvenovani se vyuziva vazby kratkych fluorescencné znacenych sond na templatové
vldkno pomoci ligdzy. Primer je hybridizovan na adaptér, na ktery se nasledné navaze
jedna ze Sestnacti fluorescencné znacenych sond. Prvni dvé baze sondy jsou znamé, dalsi
ti1 baze jsou degenerované a posledni tii baze jsou inosinové. Pro hybridizaci sondy musi
byt prvni dvé baze komplementarni ke stanovované sekvenci. Po navazani je
fluorescenc¢ni znacka se tfemi poslednimi bazemi odStépena, je zmétena fluorescence a
vyhodnocena pomoci tabulky barev. Timto zpisobem dochdzi k navazéani dalSich sond.
Aby byla sekvence ptfectena celd, je nutné cely postup n€kolikrat opakovat s posunutim
¢teciho ramce.
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Obr. 17: Barevné schéma a princip sekvenovani metody SOLiD, Pfeiferova L

38



4.3.4 Ion Torrent

Pii nasedani baze na DNA polymerazu dochdzi k uvolnéni vodikového protonu. Toho
vyuziva metoda Ion Torrent (Ion Torrent Systems Inc 2010, pozdéji Life Technologies,
nyni Thermofisher), kterd se zamétuje na detekci elektrochemické zmény pH za pouziti
polovodic¢ového Cipu pii uvolnéni vodikového iontu (Obr. 18, 19, 20).

Postup pro vytvofeni pair-endové knihovny je néasledujici: DNA je nastfihdna na mensi
fragmenty, a na oba konce fragmentli jsou naligovany adaptéry znacené biotinovou
znackou. VlozZenim do velmi zfedéného roztoku dochdzi k samovolné cirkularizaci
hybridizaci pravé pomoci biotinovanych adaptérdt. DNA fragment je exonukledzou
stfizen naproti znackdm a na konce fragmentu jsou naligovany templatové adaptéry.
Podobné jako u metod 454 a SOLiD probiha emulzni PCR s cilem amplifikovat znacené
fragmenty. Detekce probiha na polovodi¢ovém ¢ipu obsahujicim fadu malych jamek s
detektory. Série elektrickych impulst je piendsena z Cipu do pocitace a prevedena do
sekvence DNA. V ptipadé¢, Ze jsou za sebou dvé¢ stejné baze, dochazi k zesileni piivodniho
signalu, nikoli k vytvoteni dvou individualnich signali, proto mé tato metoda problémz
s prosekvenovanim dlouhych homopolymerti.

Polymerase integrates a nucleotide.

Hydragen

Pyrophosphate

Polymense

Hydrogen and pyrophosphate are released.

Obr. 18: Ion Torrent, Enzoklop, CC BY-SA 4.0, via Wikimedia Commons

39



Template Stran
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The nucleotide compliments several bases in a row - multiple hydrogen ions are released.

Obr. 19: Ion Torrent, Enzoklop, CC BY-SA 4.0, via Wikimedia Commons
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Obr. 20: Ion Torrent, ¢teni signilu, Enzoklop, CC BY-SA 4.0, via Wikimedia

Commons

Na youtube channelu spole¢nosti ThermoFisher 1ze kromé jiného nalézt i video vysvétluji
IonTorrent sekvenovani, https://www.youtube.com/watch?v=zBPKj0mMcDg
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4.4 Treti generace sekvenovani

4.4.1 Nanopore

Nanopore (Oxford Nanopore Technologies Ltd 2014) je metoda sekvenovani zaloZena na
méteni elektrické vodivosti ptfi prichodu bidze membranou. Systém tvofi proteinovy
nanopor (Obr. 21) zabudovany do artificidlni membrany. Membranou prochazi elektricky
proud. Pti prichodu DNA membranou dochazi ke zméndm proudu. Vzhledem k tomu, ze
se jednotlivé baze od sebe mirné odliSuji, jsou tyto zmény patrné i na profilu
prochazejiciho elektrického proudu. Takto je v nékterych piipadech umoznéno
identifikovat i modifikace jednotlivych bazi.

Vzhledem ke kompaktnosti zatizeni pro nanoporové sekvenovani a nizké potizovaci cené
je mozné tuto metodu vyuzit v terénu, jako napf. pii epidemii Eboly v Libérii, pfipadné
pro sekvenovani genomu nové objevenych rostlin. Dalsi velkou vyhodou je moznost
pfimého sekvenovani RNA misto prevadéni RNA na cDNA, ¢imZz se vyhneme
transkripénimu zkresleni. Mezi hlavni nevyhody pak patii vysoka chybovost, kterd se
pohybuje v fadu desitek procent.

helikasa

proteinovy
nanopor

membrana

Obr. 21: Nanopore, Pfeiferova L, Created with BioRender.com

Ukazku technologie Nanopore lze nalézt na jejich youtube channelu, Oxford Nanopore
Technologies, https://www.youtube.com/watch?v=RcP85JHLmnl
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4.4.2 PacBio SMRT

Dalsi metodou, ktera se zabyva sekvenovanim jedné molekuly, je metoda SMRT (Pacific
Biosciences 2009) - single molecule, real time (jedna molekula, redlny cas, Obr. 19).
Nejedna se o metodu postupného inkorporovani jedné znacené baze. Ackoli vyuziva
metodu sekvenovani pomoci syntézy, opticky systém v zdsad¢ vytvari film tak, jak
polymeraza vcleniuje fluorescencné znacené nukleotidy. Aby se zamezilo piehluseni
signalu zaclenéné baze volnymi, PacBio vyuzivd zero mode waveguides (vinovody s
nulovym rezimem, ZMWs). ZMWs jsou mikrojamic¢ky o objemu 20 zL (zL = zeptolitr,
tj. 102'L), ve kterych je na dné umisténa jedna molekula polymerazy a jedno
cirkularizované vldkno DNA/RNA s adaptorovymi sekvencemi. Mikrojamicky jsou
navrzeny tak, aby zachytavaly signal pouze ze dna jamicky, tedy z toho nukleotidu, ktery
je vclenovan do fetézce. Signal ostatnich nukleotidii je odfiltrovan. Simultdnné v
jamickach ¢ipu probiha stovka tisic reakei.

Vyhodou této metody je jeji rychlost, vétSinou v fddech maximalné nékolika hodin,
tvorba fetézcli az o délce desitek kilobazi a moznost €ist i1 oblasti s velmi vysokym GC
obsahem. Dalsi vyhodou je moznost detekovat DNA modifikace pfimo béhem
sekvenovani vzhledem k pouzité technologii, ktera snima kinetiku inkorporovani bazi do
fetézce. Nevyhodou je zatizeni SMRT metody pomérné velkou chybovosti dosahujici az
15 % (single pass error). Na druhou stranu se jedna o ndhodné chyby bez systematického
efektu. Chybovost je mozné déle snizit za pouziti Circular Consensus Sequencing
sekvenacniho modu, pfi kterém je vldkno DNA/RNA v mikrojamicce opakované
kontinualné sekvenovano.
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Obr. 22: Ilustrace sekvenovani metodou SMRT, Rhoads a Au, 2015

Ukazku SMRT sekvenovani lze nalézt na jejich youtube channelu, PacBio PacBio
Sequencing, https://www.youtube.com/watch?v=_1D8JyAbwEo
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4.5 Velké genomové projekty

4.5.1 HUGO

V roce 1990 odstartoval projekt sekvenovani lidského genomu, iniciovany roku 1988
konsorciem Human Genome Project, ktery si dal za cil pfecist do 15 let kompletni
genetickou informaci ¢lovéka. Mezi dal$i cile projektu patfilo vytvofeni genetické a
a inovovat technologie pro DNA
sekvenovani i zpracovani dat a umoznit jednoduchy pfistup k datim spolu se
zjednoduSenim ptenosu dat a provazanim databézi.

fyzické mapy, identifikovat geny, rozvinout

Prace probihala nasledovné:

pokracovalo dale.
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Laboratote po celém svéteé si rozdelily useky v lidském genomu na zakladé hrubé
mapy lidského genomu. Metodou hybridizace (FISH, Obr. 23) byly useky
genomu namapovany na jednotlivé chromosomy, od téchto znamych tsekt se pak
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Obr. 23: FISH schéma, MrMatze, CC BY-SA 3.0, via Wikimedia Commons
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o Casti byly nastiihany na jesté mensi useky o délce nékolik desitek aZ stovek tisict
bazi, téchto usekli byla nésledné vytvoiena genomova knihovna v bakteriich,
které nesly tzv. BAC klony (Bacterial Artificial Chromosome)

e Pomoci hybridizace byly identifikovany klony, které v sobé nesly ony znamé
namapované kousky chromosomt. V tuto chvili védci védéli, na jakém misté v
ur¢itém chromosomu se nachdzi maly kus lidského genomu. Tento kus se pak
metodou Chromosome Walking mohl postupné prosekvenovat.

e Pozdéji se pfislo s rychlej§im a efektivnéjSim feSenim, jak tyto kusy lidského
genomu v BAC klonech prosekvenovat — metodou Random Shotgun. BAC klon
byl pfi této metod¢ rozdélen na kratké fragmenty, které se naslepo zacaly
sekvenovat. Po dostatecné hloubce sekvenovani se na zéklad€ prekryvl zpétné
poskladal cely kus BAC klonu.

O této metodé¢ mluvime jako o tzv. Hierarchical shotgun (Obr. 24 b). Ackoli byly
rozde€leny velké useky lidského genomu a tyto velké tiseky si nasledné rozdélily na mensi
a az ty sekvenovaly, vzdy doty¢ni pracovnici védeli, se kterou oblasti genomu pracuji.

4.5.2 Celera

Obchodnik a vizionaf Craig Venter pfisel v roce 1998 s ndpadem pouzit metodu Random
Shotgun (Obr. 24 a) na cely lidsky genom, tj. netvofit BAC klony, které by se mapovaly
na jednotlivé chromosomy a postupné k nim ptidavat informace, ale naslepo rozbit celou
molekulu lidské DNA, hluboce osekvenovat (tisice vldken DNA soucasn€) a podle
ptekryvl zpétné poskladat cely genom.
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Obr. 24: a) Random shotgun, b) hierarchar shotgun, Commins, J., Toft, C., Fares,

M. A., CC BY-SA 2.5, via Wikimedia Commons

Za timto ucelem nakoupila jeho firma Celera Genomics stovky sekvendtort, které¢ bez
ptestani skoro rok chrlily jednu sekvenci za druhou. Nakonec se dostali na zhruba 27
miliont sekvenci o primérné délce 540 bazi. Timto zpiisobem bylo umoznéno poskladat
90 % lidského genomu (pfesnéji feCeno jeho euchromatinové Casti, tj. aktivni DNA, ve

které je naprosta vétSina gentl).

V roce 2001 bylo oficidln€¢ oznameno uspésné osekvenovani celého lidského genomu,
ackoli byla mista, kterd osekvenovana nebyla (a stale takova mista jsou, napf. repetitivné

oblasti).
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Konsorcium T2T dokoncilo sekvenaci lidského genomu v roce 2022.

Celera Genomics opublikovala svoji praci v casopisu Science, zatimco
konsorcium HUGO v Nature.

4.5.3 ENCODE — Encyclopedia of DNA Elements

Projekt ENCODE (Obr. 25, 26) je vefejny vyzkumny projekt zaméfeny na identifikaci
funk¢énich prvkl v lidském genomu, véetné promotord, regulacnich sekvenci, hladiny
RNA a odhaleni okolnosti, za kterych se aktivuje gen. Dal§im cilem projektu bylo
vyhodnotit, jak mohou geny ovliviiovat lidské zdravi, a zaroven stimulovat vyvoj novych
1écebnych postupil pro prevenci a 1écbu téchto onemocnéni Projekt byl zahdjen v zari
2003, pficemz piimo navazoval na projekt HUGO, ktery byl zaméfen na sekvenaci
lidského genomu.

ENCODE Data Encyclopedia Materials & Methods Help !

Search the ENCODE Portal @

[¢§ ENCODE @) SCREEN )

A! /( o " Ly

- S>>

)
Functional genomics ‘\ ‘”. Encyclopedia of elements
TS

n
"

Deeply profiled cell lines Computational and integrative
products

Obr. 25: Screenshot Encode web page ENCODE: Encyclopedia of DNA Elements.
https://www.encodeproject.org/ (accessed Feb 2, 2022)
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Na projektu ENCODE pracovalo vice nez 400 vyzkumnych pracovnikd po dobu 10 let.
Béhem pilotni faze projektu se testovaly a porovnavaly existujici metody pro analyzu na
definované ¢asti lidského genomu (test probihal na pfiblizn€ 1 % lidského genomu). Tato
faze byla zcela oteviend vSem tak, aby se mohlo prozkoumat co nejvice technik,
technologii a strategii. Cilem téchto snah bylo vypracovat sadu postupti, které by
umoznily komplexni identifikaci vSech funkénich prvkd v lidském genomu. Hlavni
ptedpoklad byl, Ze zhruba 1,5 % DNA tvofi protein kodujici geny (na pocet ptiblizné 20
000), a zbytek je junk DNA, DNA bez funkce.

Prvni vysledky, zvetejnéné v roce 2007, byly shledany jako pon¢kud kontroverzni, a staly
se ter¢em kritiky. Mimo jiné bylo zvefejnéno

genom obsahuje nejriiznéjs§i formy aktivnich elementl, a tedy méné
nepouzivanych sekvenci, nez se dfive myslelo.

pfepisuje se vétsina genomu

vétSina bazi genomu je spojena s alespon jednim primarnim transkriptem a mnoho
transkriptll je vzdalen¢ spojeno s oblasti se zavedenymi protein kodujicimi
oblastmi

mnoho diive nerozpoznanych pocatec¢nich mist transkripce bylo identifikovano, z
nichZ mnohé vykazuje strukturu chromatinu a sekvenci specifickou pro vazebné
misto proteinu podobnou dobfe zndmym promotorim

replikace DNA koreluje se strukturou chromatinu

regulacni sekvence, které obklopuji poc¢ateni mista transkripce, jsou symetricky
distribuovany bez tendence smétovat k upstream regiontim

souhra mezi geny, oblastmi regulujicimi genovou aktivitu a dal§imi useky DNA
bylo identifikovdno mnoho novych protein nekodujicich transkripti, mnohé z
nich se piekryvaly s protein kodujicimi oblastmi a dal$i se nachazely v oblastech
genomu, o kterych se diive myslelo, Ze jsou transkripéné tiché

V produkéni fazi projektu pak byl analyzovan cely genom. V pribéhu roku 2012 bylo
soucasné¢ publikovéano ptes 30 praci. Finalné bylo vyhodnoceno, ze

ptes 80 % genomu je aktivnich (tj. méa né&jakou funkei), ackoli se nevi presné
mechanismus pisobeni a cil. V této aktivni ¢asti genomu bylo nalezeno pies 70
000 promotorovych oblasti, a t¢éméf 40 000 enhancerti.

S jistotou bylo popsano, Ze minimaln¢ 9 % genomu se zapojuje do regulace
genové exprese a kontroluje a reguluje syntézu proteinti. Celkové projekt
ENCODE identifikoval ptfes 4 miliony genovych spinacii rozptylenych v celém
genomu s tim, ze genové spinace jsou ve fyzickém kontaktu s jimi
kontrolovanymi geny, pfestoze mohou byt linedrn¢ vzdaleny stovky kilobézi.
Kromé toho, ze vime, které geny ovliviiuji ur¢itd onemocnéni, byly odhaleny i
nékteré spinace podilejici se na regulaci zapindni a vypinani genii. Napiiklad se
ukazuje, Ze mald zména v genovém spinaci zvaném CARD9 je spojena
se zvySenim rizika rozvoje Crohnovy choroby o 20 %.
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e Poznatek o vlivu genetickych spinacli prohlubuje porozumeéni genové expresi a
otevird nové moznosti pro 1é¢bu nejriznéjsich chorob.

V tieti fazi se projekt ENCODE zaméfil na kandidaty cis-regulacnich elementti clovéka
a mysSi z téméf Sesti tisic novych experimentdlnich datasetd. Vytvofil online registr
SCREEN integrujici jednotlivé slozky online podoby ENCODE Encyklopedie. Stézejni
publikace jakozto faze celého projektu ENCODE zptehledituje nésledujici casova osa
(Obr. 26).

2003-2007: 2007-2012: 2012-2017:
ENCODE Pilot Project ENCODE phase Il ENCODE phase Ill
(human+mouse)
2009-2014:

ENCODE Mouse Project

Obr. 26: Piehled ENCODE publikaci a jednotlivych fazi projektu, Svatonova P

Kromé¢ publikaci byla vytvofena i interaktivni ENCODE Encyklopedie (Obr.
27), organizujici nejvyznamnéjsi analytické produkty do anotaci a poskytujici néstroje
pro jejich vyhledavani a vizualizaci. Encyklopedie ma dvé urovné anotaci, zékladni
anotace jsou odvozeny piimo z experimentalnich dat, typicky vyrobenych jednotnou
pipeline a anotace integracni, které spojuji rizné typy experimentalnich dat se zékladnimi
anotacemi.

Zakladni anotace jsou napf. oteviend chromatinova mista (DNAsel-Seq), histonové
nabohaceni (ChIP-Seq), genova exprese (RNA-seq), DNA methylace a dalsi. Integracni
level obsahuje informace z The Registry of Candidate cis-Regulatory Elements (cCRE,
integruje vsechna vysoce kvalitni data z DNA-seq a H3K4me3, H3K27ac a CTCF ChIP-
seq vytvorena konsorcii ENCODE a Roadmap Epigenomics, klasifikuje cCRE do skupin
podobnych promotoriim, enhancerim, DNazam-H3K4me3 a CTCF agnostickym
zpusobem podle bunééného typu), z FunSequ (dalsi zdroj ENCODE pro anotaci
germindlnich i1 somatickych variant, zejména v nekodujicich oblastech rakovinovych
genomil), dal$i anotace variant z HaploReg, RegulomeDB a dalsi databaze.

48



ENCODE Dpata  Encyclopedia  Materials & Methods ~ Help

Experiments /| microRNA-seq / Homo sapiens | right lobe of liver

Experiment summary for ENCSR155HYM

{;} =
Summary Attribution ENCODE
Status: Lab: Ali Mortazavi, UCI
Assay: microRNA-seq Award: UM1HG009443 (Barbara Wold, Caltech)
Biosample Homo sapiens right lobe of liver tissue female child (16 years) =~ Project: ENCODE
summary: Aliases: ali-mortazavi:human-tissue-W62-right-lobe-liver-miRNAseq-
Biosample Type: tissue ER
Replication type: unreplicated Date submitted: February 14, 2020
Description: RNA Evaluation human tissue W62 right lobe liver microRNA-  Date released: March 3, 2020
seq from Mortazavi
Nucleic acid type: miRNA
Size range: <30
Platform: llumina NextSeq 500
Isogenic replicates
Isogenic replicate “ Technical replicate + Summary Biosample Help s
Obr. 27: Screenshot Encode web page, Experiment summary for ENCSR155HYM.
ENCODE: Encyclopedia of DNA Elements.
https://www.encodeproject.org/experiments/ ENCSR155HYM (accessed

April 09, 2020)

4.5.4 HapMap

V fijnu 2002 odstartoval mezinarodni védecky projekt zaméfeny na vytvoreni mapy
haplotypti lidského genomu (haplotyp = skupina alel na urcitém misté na chromosomu,
ktera je mezi generacemi pfenasena soucasné) a popsani béznych vzorct variant. HapMap
se pouziva k hledani genetickych variant ovliviiujicich zdravi, nemoci a reakce na 1éky a
faktory prosttedi. Prvni sada vysledk byla zvetejnéna v roce 2005, druhé sada vysledkt
byla zvetejnéna v roce 2007. Sada vysledkt z faze III byla zvetejnéna v roce 2009.

V pilotni fazi I a II byly charakterizovany haplotypy z populaci Yoruby v Nigérii (trio 30
dospélych lidi s obéma rodiéi), Japonska (44 lidi bez vzajemnych vztaht), Ciny (45 lidi
bez vzajemnych vztahil) a Spojenych statti (30 trojic, obyvatelé Utahu s ptedky ze severni
a zapadni Evropy). Ve fazi Il byly pfidany populace lidi z jihozapadu USA s ptedky z
Afriky, z Denveru v USA s predky z Ciny, Gujarati z Houstonu v USA, Luhya a Maasai
z Keni, z Los Angeles v USA s predky v Mexiku a lidé z Toskanska v Italii.
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4.5.5 1000 Genome, 1000000 Genomes a 1+ Million Genomes Projects
1000 Genome Project

Mezi lety 2008 az 2015 probihal mezinarodni vyzkumny projekt s cilem vytvofit
podrobny katalog lidskych genetickych variant, ktery by podporoval budouci medicinské
vyzkumné projekty. Cilem projektu 1000 Genome bylo vytvofit katalog téméf vSech
genetickych variant (varianty s frekvenci nejméné 1 % v populaci), véetn¢ SNP a
strukturalnich variant, a jejich kontext v haplotypu. 1000 Genome Project navazal na
projekt HapMan.

Pilotni faze zahrnovala tfi proudy: prvnim bylo zjistit, zda je coverage 4x dostate¢na pro
odhaleni hlavnich cilii vyzkumu, druhy smér se zabyval sekvenaci trojic matka-otec-dité
s cilem posoudit pokryti a platformy a centra a tfeti se zabyval osekvenovanim 1000
oblasti genti v 900 vzorcich s cilem posoudit metody pro zachyceni genové oblasti.
Hlavni faze projektu se skladala ze 3 ¢asti: faze 1 a faze 3 se zabyvala tvorbou dat, zatimco
faze 2 technologickych vyvojem.

Celkove bylo objeveno a charakterizovano vice jak 88 miliond variant (z toho
84,7 milionti SNP, 2,6 milionu indelovych variant a 60 tisic strukturnich variant).

100000 Genomes Project

Pokracovacim projektem v letech 2015 az 2018 byl britsky projekt 100000 Genomes —
osekvenovani genomt pacientl s rakovinou, vzacnym onemocnénim nebo infekénim
stavem, s cilem propojit sekvenac¢ni data do standardizované a rozsititelné zpravy ohledné
diagndzy, 1éCby a vysledki.

1+ Million Genomes

Nejnovégjsich projektem je 1+ Million Genomes, iniciativa se zamérem vytvofit sit
genetickych a klinickych dat v ramci celé Evropy. Cilem projektu je mimo jiné umozneni
porovnani genetické a klinické informace lidi, coz by mohlo napomoci k rychlejsi detekci
onemocnéni, jeho vyvoje a moznostech 1éCby.

4.5.6 Earth BioGenome Project

Earth BioGenome Project (EBP, 2018-2028) je globalni iniciativa, jejimz findlnim
planem je osekvenovani vSech eukaryotickych forem zivota. EBP planuje pfipravit
kompletni katalog vSech druht rostlin, zvitat, hub a jednobunéénych eukaryot. Mezi cile
iniciativy patii zlepSeni Zivota obyvatelstva (vyvoj novych 1é€eb pro infekéni a dédi¢né
choroby, vytvofeni novych biosyntetickych paliv, tvorba novych biomaterialt, odhaleni
1é¢iv, kterd by mohla pomoci zpomalit/zastavit starnuti a postupy, jak zastavit hladomor),
ochrana biologické rozmanitosti a porozumeéni ekosystémuam.
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4.6 Otazky k tématu

Co maji spole¢ného metody sekvenovani nové generace?

. Zjednodusen¢ popiste princip klastrové (mustkové) PCR.

3. Jakou rozdilnou metodu od ostatnich NGS metod vyuzivda SOLiD pro
sekvenovani?

4. Jak se lisi metody NGS od Tteti generace sekvenovani?

Co je nanopor? Kde se vyuziva nanoporové sekvenovani?

6. Popiste zjednoduSené¢ metodu SMRT.

N —

N
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5 DATA A DATOVE TYPY

Jelikoz nedilnou soucasti prace bioinformatika je analyza, zpracovani, konverze formatt
a ukladani dat, je nezbytné mit pfehled o tom, co jsou data.

Data obecné jsou sady charakteristik, které se pouzivaji pro popis urcitého jevu ¢i efektu.
Data se shromazd'uji a ukladaji s cilem vytvofit na zaklad¢ jejich analyzy néjaky
predpoklad ¢&i hypotézu. Udaje ulozené v datech mohou mit kvantitativni (numerické) i
kvalitativni (textové, zvukové, obrazové) vlastnosti. Data, kterd se v bioinformatice
pouzivaji, vétSinou zahrnuji sekvence gentli, exonovych a intronovych oblasti, celych
genomi. Dale mohou obsahovat informace o proteinovych strukturach, véetné tercialni
struktury, expresi mRNA, protein-protein interakcich, protein-DNA interakcich a dalsi
informace z omics oborti (proteomika-proteomics, genomika-genomics, metabolomika-
metabolomics a dalsi).

5.1 Raw data

Raw data (primarni data) jsou data ziskana pfimo ze zdroje, bez jakéhokoli zpracovani.
Existuji captured data, kterd se sbiraji piimo za G¢elem nasledné analyzy, a exhaust data,
kterd jsou vedlejSim produktem hlavnich funkéni vypocetnich systému. Typicka capture
data jsou LOG soubory, cookies a docasné (temporary) soubory.

5.2 FAIR data

Vzhledem k mnozstvi dat (a cen¢), ktera jsou generovana modernimi sekvenacnimi
metodami, vyvstala naléhavd potfeba vytvofit funkéni infrastrukturu, kterd by
podporovala opakované pouziti dat z védeckych projekti. Byla vytvofena skupina se
zastupci akademické obce, primyslu, grantovych agentur i vydavateld, kterd se zamétila
na vytvoreni jednoduchych zéasad pro ulozeni dat z projektl a umoznéni jejich zpracovani
— FAIR Data Principy. Kromé& vyuZitelnosti ostatnimi védci je zde kladen diraz i na
umoznéni automatizovaného strojového zpracovani a vyhledavani uloZzenych dat, s cilem
podpofit jejich opétovné vyuziti jedinci.

FAIR data (Obr. 28) jsou ta, kterd spliiuji podminku pro vyhledatelnost (Findable),
ptistupnost (Accesible), interoperabilitu (Interoperable) a znovupouzitelnost (Reusable).
Nejcastéji se jednd o zpfistupnéni dat publikovanych v rdmci védeckého projektu,
pfipadn¢ i o nepublikované datasety. V pfipad€, Ze neni mozné z rtiznych divodi
zvetejnit plna data, je dobré zvetejnit alespon podrobna metadata.
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Obr. 28: FAIR data, Fair data, SangyaPundir, CC BY-SA 4.0, via Wikimedia
Commons

FINDABLE: data maji unikdtni a trvaly identifikdtor, ktery umoziluje dohledédni
datasetu. Krom¢ vyhledani ¢lovékem se jedna i o umoznéni automatizovaného strojového
¢teni. Kromé toho by k datim méla existovat i dohledatelnd, a stejnym stylem oznacena
metadata.

ACCESIBLE: data jsou pfistupnd za pouziti standartnich néstrojl, pouzity protokol by
mél byt vetejné¢ dostupny a zdarma. Je mozné vyzadovat ovéfeni uzivatele a jeho
opravnéni. Accesible neznamend, ze dataset méa byt volné a zdarma k dispozici Siroké
spolecnosti, ale Ze ma pfesné¢ uréené podminky, za kterych pfistupny je. V idedlnim
pfipadé je stroj schopen automaticky pochopit pozadavky, a pak je bud’ automaticky
provést nebo na n€ upozornit uzivatele. Typicky se jedna o povinnost pouzit https nebo
ftp, prokéazat se prihlaSovacimi udaji univerzity/védecké spolecnost nebo tieba provést
ovéteni po telefonu. Z etického hlediska neni mozné mit veskerd data naprosto volné
pfistupna vefejnosti.

INTEROPERABLE: data musi byt integrovatelna s dal§imi daty, standartnimi zptsoby
zpracovani a ukladani. Data jsou prezentovana standardizovanymi a zdokumentovanymi
postupy, popisy pouzivaji standardizované slovniky, terminologie a ontologie. Pii
navazani dalSich dat jsou data popséna tak, aby bylo mozné pochopit jejich vzajemny
vztah.

REUSABLE: metadata a data by méla byt co nejpfesnéji popsana. Standardem by mél
byt komplexni popis podminek, za jakych doslo k jejich generovani, v€etné typu piistroje
a softwarového vybaveni, a informace o ptivodu dat a moznosti pouziti. M¢lo by byt
umoznéno provedeni replikace analyzy, ptipadné reanalyza za zménénych podminek.

- FAIR data nejsou synonymem pro open acces data!

Principy Fair Guiding (Wilkinson et al, 2016),
https://www.nature.com/articles/sdata201618
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5.3 Datové typy a formaty

Vzhledem k mnozstvi rtznorodych dat zpracovavanych v bioinformatice a
bioinformatickych analyzach, jako napi. informace o zarovnani sekvenci, anotace,
strukturni informace o proteinech, udaje o datové expresi, informace ziskané z databazi a
popist experimentil a platforem, je zfejmé, Ze bude existovat i velké mnozstvi datovych
typt a datovych formati, které tyto informace ukladaji. BéZné se formaty d€li na textové
a binarni.

Kromé béznych typi formatd (BAM, VCF, GTF), které je mozné zpracovat a upravit
velkym mnozstvim néstroju, se vyskytuji i softwarové specifické formaty, které se daji
otevfit a zpracovat pouze urcitym softwarovym ndstrojem (¢asto se to stava u komercnich
programul).

5.3.1 SCF (ABI, AB1)

SCF (a formaty ABI, AB, AB1) slouzi k ukladani dat z fluorescen¢nich sekvenatort (Obr.
29). Vzhledem k tomu, Ze se dodnes bézné v nemocnicich potvrzuji nalezené patologické
varianty z NGS metod pomoci upravené Sangerovy metody, je pomérné vyhodné mit
poveédomi i o tomto formatu.

Kazdy soubor obsahuje data z jediného cteni. Soubor zacind hlavickou, déle obsahuje
sekvenci (sample points), pozice bazi vzhledem k sekvenci a ¢iselné odhady presnosti
kazd¢ baze. Voliteln¢ mlize obsahovat komentafe a privat data (misto k uklddani
informaci, které nejsou formatem podporovany).

0 2 30 40 50 60 70 80 90
CGATIG A TTBARGCGGCCGCG AATTCGCCCTTTCTC TACG ACG ATG ATTTACACGCATG TGC TG AAAGTTGGCGGTGCCGG AGTGCGC TCACCGC

H M, u |\ ”H ‘ w” ﬂ | \
AL Ahﬂ |

Obr. 29: Zobrazeni vystupu chromatografu, Loris, Public domain, via Wikimedia
Commons
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5.3.2 FASTA

FASTA je jednoduchy textovy format pro reprezentaci nukleotidovych nebo peptidovy
sekvenci. Nukleotidy nebo aminokyseliny jsou zapsany pouzitim jednopismenkovych
kodh. Minimalni pocet fadku je dva: hlavicka/fadek s komentarem, ktery zacina znakem
>, vétSinou obsahuje identifikator sekvence, a druhy fadek obsahujici sekvenci. Volitelné
miZze obsahovat fadek komentare zacinajici znakem ;, ktery je pfi zpracovani ignorovan.
Ve formatu FASTA se napft. zapisuji referencni sekvence, které mtizeme ziskat z databaze
RefSeq pod NCBI, ptipadné mohou byt vstupnimi daty pro algoritmus BLAST.

5.3.3 FASTQ

FASTQ (Obr. 30) je textovy format, ktery seskupuje dohromady sekvence a jejich
odpovidajici skore kvality. Kazdy zdznam tu je rozdé€len na 4 radky:

Radek 1: za¢ind znakem @ a jedna se o identifikator sekvence a volitelny popis
Radek 2: sekvence ulozena ve standardnim jednopismenném kodu
Radek 3: komentar, za¢ind znakem +, a za nim piipadné nasleduje identifikéator sekvence

Radek 4: hodnoceni kvality sekvence, musi obsahovat stejny poget symbolti jako pismena
v sekvenci. Ukdzkové Phred score zapsané ve FASTQ souboru mize vypadat takto:
VAWV SUARARAARRRRARRRAR] SUANSARRRRS SUARRRAARRRRARRRRE: SUEARAAD B3 223 AL A AR SRR AAR

@N8502156:25i:HGFG3BGXH:1:11101:8652:1032 1:N:0:GAATTCGT+AGGCTATA
GTTACCCTCCCTCCCCATTGACTCTGGGTGGGCCTGGGACTGTGTCAAAGTGGCACTGGGTGATTGGACTCAGTGG
r
AAAAAEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEAEEEEEEEEAEEEEEEEEEEEE
@NB502156:251:HGFG3BGXH:1:11101:7008:1032 1:N:0:GAATTCGT+AGGCTATA
GTCCCCAGGTAATGAATAATTGCCTCTTTGCCCGTCATACACTTGCTCCTTTCAGTCCGAACTTAGCTTTGATTTC
+
AAAAAEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEAEEEEEEEEEAAEEEEEEEEEEEEEEE
@NB502156:251:HGFG3BGXH:1:11101:9117:1033 1:N:0:GAATTCGT+AGGCTATA
ACCCTACTATGAAATGTGTGGAAGTATATAAAAAGCAAACATAAAAACATGTATAAAATATTAAAGAATAATTTTA
+
AAAAAEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE
@NB502156:251:HGFG3BGXH:1:11101:19517:1033 1:N:0:GAATTCGT+AGGCTATA
AAAAATTTGCTCCCACTCTGTAGGTTGCCTGTTCACTCTGCTGGTAGTTTCTTTTGCTGTGCAGAAGCTCTTTAGT
+
AAAAAEEEEEEEAEEEEEEEAEAEAEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE/EEEEEAAEEAEEEAEEE<EEEEE
@NB502156:251:HGFG3BGXH:1:11101:2880:1033 1:N:0:GAATTCGT+AGGCTATA
TATATATTAGTTATCTAAAAAATCCATTGGAATAAATTGGGTAGCAGGATGTCATATAAAATTTTAGCTCAAAAGT
b
AAAAAEEEEEGEEEEEEEEEEEEEEE/EEAEEEEEEEEEEAEE<EEEAEEAEEEEEEEEEEE<EEEA/EAEEEEEE
@NB502156:251:HGFG3BGXH:1:11101:15153:1034 1:N:0:GAATTCGT+AGGCTATA
AGAAAAGGAAATATCTTCGTATAAAAACTAGACAGAATGATTCTCAGAAACTCCTTTCTGATGTGTGCGTTCAACT
+
AAAAAEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEAEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE/EE
@NB502156:251:HGFG3BGXH:1:11101:18274:1035 1:N:0:GAATTCGT+AGGCTATA
GTTGATGATAATGATGACAATGGCAGTTAATATTTACTGGTTTTTACATTCCTATCTCTATGCTTTACATGAATTA
+

Obr. 30: Ukazka FASTQ, vlastni data
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Kvalita se urcuje podle Phred skore Q = -10 log(p). Ukazuje, jak si miizeme byt jisti, zZe
baze byla sekvenovana a identifikovana spravné. Malé p ve vzorci je pravdépodobnost,
ze uvedend baze je nespravna (Tab. 5).

Tab. S: Phred skore a presnost zapsané baze

Phred quality skore =~ Pravdépodobnost, Ze je dana Presnost zapsané baze
baze uvedena nespravné

10 1in 10 90 %

20 1 in 100 99 %

30 1 in 1000 99,90 %

40 1 in 10000 99,99 %

50 1 in 100000 ~ 100,00 %

Spise nez ¢iselnymi hodnotami je Phred skére uvadéno znaky ASCII od 33 do 126 (33 az
126 jsou kody pro jednotlivé znaky, takze skore miize byt reprezentovano jednim znakem,
Tab. 6). FASTQ-Sanger udava skalu Phred skore od 0-93, FASTQ-Illumina udava Phred
skore mezi 0 a 62.

Tab. 6: Priklad Phred skore

Dec Char PHRED Dec Char PHRED Dec Char PHRED

33 ! 0 73 I 40 93 q 80
34 “ 1 74 J 41 94 r 81

5.3.4 GFF/GTF a GFF3

GFF — Generic Feature Format, je standardni format souboru pro ukladani genomickych
funkci. Standartné je tvofen 9 sloupci oddélenymi tabulétory, které nesmi obsahovat

vvvvvv

s komentéfi (Obr. 31, Tab. 7 a 8).
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on_id *ENSE0002234944" ;

1 processed SPTFIEs.G gene_id "ENSGOGOGH c “ e e gene biotype "pseudogene”; transcript name *|

on_id "ENSE0000358;
14409 . gene id "ENSGOOOO script 00  bioty, dogene”; transcript nar
exon 2 + 5 gene 2 c NST00000515242"; €xon_numby gene_name "DDXL ype "pseudog cript_name *
exon 12613 + 5 gene id "ENSG ranscript id "ENST00000515 xon gene_name " ; gene biotype cript_name *
exon 2 + : gene id "ENSG0000223972"; transcript id "ENSTG000e exc “DDX ene | d *; transcript_name *
exon + g gene_id " ranscript_id "ENST00000518 X y g ranscript_name *
exon 259 . gene_id "ENSG ranscript_id "ENST60000518! d e e cript_name "
exon 0 g gene id * ranscript id "ENST00000518 Xo . name "DDX ene_biotype ranscript name *
exon 13 + s gene_id " 223972"; transcript id "ENST00000518655" gene_name "DDX gene_biotype ranscript_name *
exon 20 . gene id "ENSG 3972"; transcript id "ENST08080450305" ; gene_name " ; gene biotype ; transcript_name "
exon 12179 12227 : gene id * 3 ranscript id "ENST00000 Xo : ene_biotype "; transcript_name *
exon 12 12697 + . gene_id " ranscript id "ENST00000450 ¥ " g X ne_biotype g ranscript_name *

exon 2 13052 = gene_id "ENSG ranscript id "ENST0000450: I e ne_biotype cript_name "

exon 21 13374 . gene id * ranscript id "ENST00000 X0 ¥ : ene_biotype “pseudog ranscript_name *

exon_id
ribed_un ed e exon 13453 13670 + g gene id "ENSGBBB00223972"; transcript id "ENSTEG000450305"; exon number "6"; gene name "DDXIIL1"; gene biotype "pseudogene”; transcript name "

Obr. 31: Ukazka GFF, vlastni data

Tab. 7: Povinné sloupce GFF
Pole Popis

Seqname nazev chromosomu nebo scaffoldu; jména chromosomit mohou byt
uvedena s ptfedponou chr nebo bez ni. Seqname by mélo mit jako
standartni nazev nebo Ensembl identifikator, jako je ID scaffoldu, bez
jakéhokoli dalsiho ptidaného obsahu jako je druh organismu nebo
assembly

source nazev programu, ktery tuto feature vygeneroval, nebo zdroj dat (nazev
databaze nebo projektu)

feature type nazev feature, typicky gen, exon a dalsi

start Pocatecni pozice * prvku, se sekvenénim ¢islovanim zacinajicim na 1

end Konecna pozice * prvku, se sekvencnim ¢islovanim zacinajicim na 1

score hodnota skére s desetinnou ¢arkou

strand + (forward) nebo - (reverse)

frame hodnoty 0, 1 nebo 2, u protein kédujicich sekvenci. 0 znamen4, ze
prvni bazi prvku je prvni baze kodonu, 1 znamen4, ze druha baze je
prvni bazi kodonu atd.

group/feature ~ group: VSechny rfadky se stejnou skupinou jsou spojeny dohromady
do jedné polozky

feature: seznam tag-hodnota oddéleny stiednikem, poskytujici dalsi
informace o kazd¢ vlastnosti (feature), kazda dvojice je oddélena
mezerou

GTF — General Transfer Format, je specificky druh GFF verze 2. Osm sloupct
je shodnych s GFF, sloupec feature podporuje i hodnoty SUTR, 3UTR, inter,
inter CNS, and intron CNS. Seznam feature musi za¢inat jednim ze dvou
povolenych atributli: gene-id nebo trascript-id.
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Tab. 8: Tabulka GFF3, GFFC format vychazi z GTF

Pole Popis

seqid nazev chromosomu nebo scaffoldu; jména chromosomit mohou byt
uvedena s pfedponou chr nebo bez ni. Seqname by mélo mit jako
standartni nazev nebo Ensembl identifikator, jako je ID scaffoldu, bez
jakéhokoli dalsiho pfidaného obsahu jako je druh organismu nebo
assembly

source nazev programu, ktery tuto funkci vygeneroval, nebo zdroj dat (nazev
databaze nebo projektu)

type nazev vlastnosti, musi to byt vyraz ze SOFA sekvenc¢ni ontologie

start Pocatecni pozice * prvku, se sekvenénim ¢islovanim zacinajicim na 1.

end Konecna pozice * prvku, se sekvencnim ¢islovanim zacinajicim na 1.

score hodnota skore s desetinnou ¢arkou

strand + (forward) nebo - (reverse)

phase hodnoty 0, 1 nebo 2. 0 znamen4, Ze prvni bazi prvku je prvni baze
kodonu, 1 znamenad, Ze druhd béze je prvni bazi kodonu atd.

attribute seznam tag-hodnota oddéleny stfednikem, poskytujici dalsi informace o

kazdé vlastnosti (feature), n¢které tagy jsou preddefinovany: ID, Name,
Alias, Parent; kazda dvojice je oddélena mezerou

GFF3 souborovy format vychazi z GTF. GFF2 miZe obsahovat pouze dvé
vlastnosti hierarchie, zatimco GFF3 muze obsahovat libovolné prvky. GFF2
také nevyzaduje, aby sloupec 3, feature type, byl soucasti sekvenéni ontologie.
Muze to byt jakykoli fetézec

5.3.5 VCF

VCF — Variant call format, je textovy format pouzivany v bioinformatice pro ukladani
variant genovych sekvenci. Variantami se mysli SNP, inzerce, delece, CNV a dalsi
strukturni varianty. Na rozdil od GFF formatu neobsahuje redundantni informace. U VCF
staci ulozit variantu spolu s referen¢nich genomem. Ackoli byl plivodné vytvofen pro
potteby velkych projekti jako 1000 Genome Project, ten momentalné vyuziva svoji
vlastni specifikaci pro strukturni varianty, Genomic VCF (gVCF).

Soubor se sklada z hlavicky zacinajici znaky ## a minimalné 8 tabulatory oddélenymi
sloupci (Obr. 32, Tab. 9). Informace v hlavi¢ce obsahuji meta-informace, jako INFO,
FILTER a FORMAT.
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##fileformat=VCFv4.2
##fileDate=20210819
=CNVkit v0.9.9
IEND,Number=2, Type=Integer,Description="Confidence interval around END for imprecise variants">
i Confidence interval around POS for imprecise variants">
osition of the variant described in this record">
precise structural variation">
VLEN Number=1,T) e i Difference in length between REF and ALT alleles">
##INFO=<ID SVTYPE, Number=1, ipti e of structural variant">
"Fold change">
ype=Float,Description="Log fold change">
er,Description="Number of probes in CNV">

Duplication">
y number varlable l‘eqlon“>

N Genotype quallty >
Number=1, Type=Integer, Description="Copy number genotype for imprecise events's

0, Number=1, Type=Float, Description="Copy number genotype quality for imprecise events">
puj REF ALT QUAL FILTER INFO FORMAT SampleID

110231580 . <DEL> N N IMPRECISE; SVTYPE: H =~ H = H i) ;| 59200 ; PROBES=2 GT:GQ

196743953 . <DEL> . . : ;SVTYI : - ‘o . 706251; PROBES=10

207760085 . <DEL> . . IMPRECISE; SVT : {SVLEN=-34486 FOLD_CHAN

248756128 . <DEL> . . IMPRECISE; SVTY! : 99192 SVLEN=-3464; FOLD_ CHAN

195506983 . <DUP> N IMPRECISE;

8952627 . . . IMPRECISE; SVTYPE=D

678677 . . . IMPRECISE ; SVTYPE=D!

180377218 . <DEL>

31948428 . <DUP>

100634397 . <DEL>

102119656 . <DEL>

141765354 . <DUP>

86567092 . <DEL> . . IMPRECISE; SVTY! e .

145267895 . <DEL> . IMPRECISE; N H .258830; PROBES=93 H 0/1 93

14774 . N . . IMPRECISE; SVTYPE=D =~ 108696; FOLD_CHANGE=0. 794363; FOLD_CHANGE L0G=-0.3322 BES=25 GT:GQ 0/1:25

43133996 . N <DEL> . IMPRECISE; SVTYPE=DEL ; END=44868561; SVLEN -1734565; FOLD_CHANGE=0.664159; FOLD_CHANGE L0G=-0.590400; PROBES=57 : 0/1:57

Obr. 32: Ukazka VCF souboru pro zapis CNV variant

Tab. 9: Pole ve formatu VCF
Pole Popis

1 CHROM  Jméno sekvence (typicky chromosomu), na kterém se nachézi dana
varianta. Vétsinou se jedna o referencni sekvenci
2 POS Pozice varianty na dané sekvenci

3 ID Identifikator varianty, typicky RS ¢islo (dbSNP), v ptipad¢, Ze je
neznamy, pouzije se zapis pomoci .. Pokud je zapisovano vice
identifikatort, vklada se mezi n¢ stfednik bez mezer

REF Referencni baze/alela

ALT Seznam alternativnich alel na dané pozici

QUAL Skore kvality

FILTER  Pole oznacujici, kterym z dané sady filtri varianta prosla

INFO Seznam part klic-hodnota popisujici variantu.

FORMAT volitelny sloupec, polozky popisujici vzorky (napt. ADF je hloubka
osekvenovani pro kazdou alelu na forwardovém vldknu, GT
znamena Genotyp, ...)

+ SAMPLES volitelny sloupec, pro kazdy vzorek popsany v souboru, hodnoty
jsou uvedeny podle pole FORMAT

O 0 3 L A~

5.3.6 BED

Format BED — Browser Extensible Data, je format pouzivany na definovani dat pouzitych
v anotatnim tracku v genomovych prohlizecich. Kazd4 vlastnost je popsédna na
samostatném tadku, pro kazdy fadek je minimélni pocet sloupcit 3 (Obr. 30, Tab. 10),
volitelnych sloupct je dokonce 9 (Tab. 11), pficemz potadi volitelnych sloupct je
neménné. To znamend, Ze pokud chcei pouzit volitelny sloupec 8, musim vyplnit hodnoty
ipro 1 az 7. Jednotlivé sloupce mohou byt oddéleny tabulatory nebo mezerami. Soubor
miZze obsahovat tzv. track lines obsahuji informace o konfiguraci zobrazeni fadkt, jméno,
popis, nastaveni useScore a itemRgb. Track lines by mély byt umistény nad radky, které
chtéji ovlivnit.
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64748531
64755994
64766592
64769401
64814269
64817219
64820416
64824276
64824743
64824935
64837182
64838602
64846927
64847377
64848247
64850621
64857281
64859135
64859597

64748747
64756167
64766972
647695602
64814462
64817378
64820516
64824407
64824846
64825035
64837282
648387602
64847079
64847477
64848398
64850781
64857381
64859335
64859697

CEX-chr5-64748532-64748747
CEX-chr5-64755995-64756167
CEX-chr5-64766593-64766972
CEX-chr5-64769402-64769502
CEX-chr5-64814270-64814462
CEX-chr5-64817220-64817378
CEX-chr5-64820417-64820516
CEX-chr5-64824277-64824407
CEX-chr5-64824744-64824846
CEX-chr5-64824936-64825035
CEX-chr5-64837183-64837282
CEX-chr5-64838603-64838702
CEX-chr5-64846928-64847079
CEX-chr5-64847378-64847477
CEX-chr5-64848248-64848398
CEX-chr5-64850622-64850781
CEX-chr5-64857282-64857381
CEX-chr5-64859136-64859335
CEX-chr5-64859598-64859697

r5-64863338-64863444

64748531
64755994
64766592
64769401
64814269
64817219
64820416
64824276
64824743
64824935
64837182
64838602
64846927
64847377
64848247
64850621
64857281
64859135
64859597

6486

64748747
64756167
64766972
64769502
64814462
64817378
64820516
64824407
64824846
64825035
64837282
64838702
64847079
64847477
64848398
64850781
64857381
64859335
64859697

Obr. 33: Ukazka souboru BED, vlastni data

Tab. 10: Povinna pole formatu BED

Pole Popis
1 chrom nazev chromosomu nebo scaffoldu
2 chromStart  pocatecni pozice; prvni baze v chromosomu je znacena 0
3 chromEnd  koncova pozice

Tab. 11: Volitelna pole formatu BED

Pole Popis
4 name definuje jméno fadku v BED
5  score skore mezi 0 a 1000, v ptipad€ nastaveni v hlavi¢ce tracku na
useScore=1 bude zobrazeno jako stupné sedé (¢im tmavsi, tim vyssi
skore)
6  strand + (forward), - (reverse)
7  thickStart  Pocatecni pozice, ve které prvek zacina byt vykreslen jako plny

10
11
12

thickEnd
itemRgb

blockCount
blockSizes
blockStarts

obdélnik. Pokud neni urcen thickStart thickEnd, nastavuji se obvykle
do polohy chromStart

Koncova pozice, ve které je prvek vykreslen jako plny obdélnik
hodnota ve tvaru R, G, B (0, 10, 0); pokud v tracku nastaveni
itemRgb=0ON, pak bude tato hodnota urovat barvu zobrazeni dat v
daném BED tadku (doporuceno pouzivat max. 8 barev na jeden
soubor BED)

pocet blokl (exonil) na fadku

velikost blokt (exontl)

pocatecni pozice kazdého bloku

V ptipad¢ ptili§ velkého souboru BED je vyhodnéjsi ho transformovat do indexovaného
binarniho souboru bigBED. Umoziiuje zpracovani velkych datovych soubori mnohem
rychleji nez u bézného souboru BED.
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5.3.7 PDB

PDB — Protein Data Bank format je druh textového souboru, ktery masové pouzival pro
zapis sekvence tercidlni struktury proteinu a nukleovych kyselin. Obsahoval informace o
atomovych soufadnicich, sekundarni struktufe a atomové konektivity. Tento formét
ptestal byt podporovan jako hlavni formét z divodu omezeného mnozstvi atomu, které
v ném mohou byt zapsany (nicméné vzhledem k tomu, jak dlouho se vyuzival, je stale
k dispozici, a stale se hojn€ vyuzivd). V soucasné dob¢ se vyuziva format PDBx/mmCIF.

5.3.8 PDBx/MMCIF

PDBx/mmCIF (mmCIF = macro-molecular Crystallographic Information File), je format
zapisu sekvence tercialni struktury proteinu a nukleovych kyselin, ktery nahradil dfive
pouzivany format PDB. Nahrazeni probéhlo kvuli vétsi flexibilnosti formatu: neuklada
zadnd omezeni pro pocet atomd, rezidui nebo fetézci, které mohou byt zastoupeny v
jedné poloZzce; struktury obsahujici >62 fetézcl a/nebo 99999 ATOM zaznaml nemohly
byt pln¢ zapsan v PDB formati. Klicovou slozkou tohoto forméatu je ,,slovnik*
povolenych datovych polozek — sada ndzvli dat navrzenych k popisu makromolekularniho
krystalografického experimentu a jeho vysledkt. I nadale obsahuje hlavné informace o
atomovych soufadnicich, sekundarni struktute a spojeni atom1.

5.3.9 Binarni soubory

SRA — Sequence Read Archiv je komplexni soubor sekvenacnich dat nové generace a
zaroven format k ukladani dat (tedy nejde pifimo o novy typ dat). Archiv umoziuje ptistup
vefejnosti ke genomickym a transkripénim datim z rGznych projektd. SRA archiv
podporuje principy FAIR. SRA format dat je binarni archivaéni soubor, ktery uklada
zarovnana i nezarovnana data ve formatu BAM, a dale raw data ve formatu FASTQ.
Ziskani dat i jejich konverze do plivodnich forméatii je mozné diky SRA toolkit.

Formatem, se kterym se setkd prakticky kazdy bioinformatik, je soubor BAM (Binary

Alignment Map), ktery je binarnim zpracovanim textového souboru typu SAM
(Sequence Alignment Map).
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5.4 Format SAM/BAM
5.4.1 SAM/BAM

SAM je textovy format, ktery ukladd informace o zarovndni riiznych sekvenci
namapovanych proti referencni sekvenci, obsahovat miize i nenamalované sekevence.
Jedna se o zakladni soubor, ze kterého je mozné vycist mnozstvi informaci, a pouzit ho
na dal$i analyzu dat (pro variant calling, vypocet jednotlivych vlastni, atd). Kromé
sekvenci obsahuje informace popisujici alignmentu, napt. zda se jedna o vice fragment,
zda jsou vSechny fragmenty spravné namapovany, jestli existuje sekundarni alignmentu
a dalsi. Sklada se z hlavicky (header) a ze sloupcii oddélenymi tabulatory (Obr. 34, Tab.
12). Radky hlavitky zalinaji znakem @. Hlavicka miZe obsahovat nékteré z
pfeddefinovanych tagii jako @SQ — slovnik pro referen¢ni sekvenci, miize obsahovat
zdznamy o jménu referencni sekvence (SN*), jeji délce (LN*) nebo tfeba pouzitém
organismu (SP). Dulezitymi jsou pole FLAG (Tab. 13) a pole CIGAR (Tab. 14).

INB562156: 251 : HGFG3BGXH: 1:23205:14866:13713 16 1 17915392 44 * 0 ACGATACTAAAAGGAAAATTCAAGCTGGAAACTGCTCAGAGCAAACCTGTCTCCCATTCTATTCAAAGTCACCTCT EEEE/EAE/AEEAE/E/AE/ /EEAAEE<AE/EAAEA
EE<E/EA<EEAEEEEEEE6EEEGEGEEEEEE/EAEAAAAA MD:Z:4A71 PG:Z:MarkDuplicates RG:Z:K0 C A R1 T1 NM:i:1 AS:i:71 XS:i:55
INB502156: 251: HGFG3BGXH: 3: 11405: 2236314006 0 1 17915696 60 76M * 0 ATGTAGTCAGGACTTCCTGAGACTTTGTCACATGTGTGTGTCCTCAACCTTGGCAAAATAAGCTCTCTAAATTAAC AAAAAEEEGEEG6EEEEEEEEE/EEEEEEEEEEEEEE
EEEEEEEEE/AEEEEEAEEAAEEEAEEEAEEEEEEEE//E PG:Z:MarkDuplicates RG:Z:K0 C ARl T1 NM:i:@ AS:1:76 XS:i:36
INB562156:251: HGFG3BGXH: 4:11609:6230: 14983 0 1 17915698 60 76M o 0 GTAGTCAGGACTTCCTGAGACTTTGTCACATGTGTGTGTCCTCAACCTTGGCAAAATAAGCTCTCTAAATTAACTG AAAAAEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE
MD:Z:76 PG:Z:MarkDuplicates RG:Z:KO C ARl T1 NM:i:@ AS:1:76 XS:1:38

() 1 17915769 60 76M g 0 TTCCTGAGACTTTGTCACATGTGTGTGTCCTCAACCTTGGCAAAATAAGCTCTCTAAATTAACTGAAATCTGTCCC AAAAAEAEGEEEAEEEEEE/EEEEEAEEEEEE//EE
MD:Z:76 PG:Z:MarkDuplicates RG:Z:KO C ARl T1 NM:i:@ AS:1i:76 XS:i:39
[NB562156:251: HGFG3BGXH: 1: 1. 1 16 1 17915868 60 73 * 0 GACCCTCACCCTGCTCTCCTTCTGACCCTGACCCTGGACCCTCCTTCCGCCTCTGGAGGTCACTCCTTCCACG EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE
EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEAAAAA 3 PG:Z:MarkDuplicates RG:Z:K0 C A 1 NM:i:@ AS:i:73 XS:i:21
INB562156:251: HGFG3BGXH: 4:22610:13980:6689 0 1 17916256 60 75M - ] CCCCCCGAGTCTCACACATTCGATCGCCTCTCACCTTTGCCTATGAATCGAACTCATTCTTCAAGGTCCTCTTGG AAAAAEEEEEEEE/EEEEEEEE//EEEEEEEEAEEE
EEEE/EAE/EGEEE/ /<EEEEEEEEEEEEEE/EAEEEEE MD:Z:75 PG:Z:MarkDuplicates RG:Z:K0 C A R1 T1 NM:i:@ AS:i:75 XS:i:0
INB562156: 251 : HGFG3BGXH: 2:23301:3987:17263 16 1 17916459 60 76M * 0 ACATGAATTTTGGAGTCAGATGCAAGTTTGAGACCTGGTACAACCTCAGAAGAGTGGGATGACCTTGGAGAATGTT EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE
EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEAAAAA MD:Z:76 PG:Z:MarkDuplicates RG:Z:KO C ARl T1 NM:i:@ AS:1:76 XS:i:0
INB562156: 251 : HGFG3BGXH: 3:13503:95560:7181 16 17916471 60 76M * 0 GAGTCAGATGCAAGTTTGAGACCTGGTACAACCTCAGAAGAGTGGGATGACCTTGGAGAATGTTACTCAGCTTCTC EEEEEEEEEEEEEEEEEEAEEEEEEEAEEEEEEEEE
EEEEEEEEEEEAEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEAAAAA M
INB562156: 251 : HGFG3BGXH:3:21461:19931:19783 0 7916822 0 TAAATCTCTGCTCTGAGCCCCCGGGTAAGGGCTGGGGGCTGGGAGATGCTCTGGTGTCTGGGGTGTCTCCTGCCTT AAAAAEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE
EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE MD:Z:76 PG:Z:MarkDuplicates RG:Z:K0 C A R1 T1 NM:i:@ AS:i:76 XS:i:21

1
:MarkDuplicates RG:Z:KO C ARl T1 NM:i:0 AS:1i:76 XS:i:0
1 60 76M *

Obr. 34: Zobrazeni vystupu souboru BAM, vlastni data

Tab. 12: Sloupce formatu SAM/BAM
Pole Charakter Popis

1 QNAME String Zadan¢ jméno zdznamu, zdznamy se stejnym QNAME se
povazuji za pochazejici ze stejného templatu.

2 FLAG Int bitwise FLAG

3 RNAME String Jméno referen¢ni sekvence, pokud jsou k dispozici fadky
zahlavi @SQ, musi byt v jedné ze znacek SQ-SN piitomno
RNAME (pokud neni RNAME oznaceno prazdnym mistem
*)

POS Int 1- based leftmost mapping POSition

5 MAPQ Int Kvalita mapovani, —10 logiop, kde p je pravdépodobnost, ze
pozice je namapovana Spatné. Hodnota 255 znamena, ze
kvalita neni k dispozici.

6 CIGAR String CIGAR zdznam

7 RNEXT String Nézev referencni sekvence primarniho zarovnani dalsiho
nacteného readu v templatu.
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Pole

Charakter

8 PNEXT Int
9 TLEN Int

10SEQ String

11QUAL  String

Popis
Poloha zarovnani dalSiho nacteného readu v templatu.
Pozorovana délka templatu. Pokud jsou vSechny segmenty
mapovany na stejnou referenci, délka templatu se rovna
poctu bazi od namapované baze uplné vlevo k namapované
bazi upln¢ vpravo. Levy segment ma znaménko plus a pravy
kraj ma znaménko minus. Znaménko segmentti uprosted
neni definovano. Je nastavena na 0 pro Sablonu s jednim
segmentem nebo kdyz jsou informace nedostupné.
segment sekvence, pokud neobsahuje prazdnou pozici (¥),
pak se jeji délka musi rovnat musi rovnat souctu délek
operaci M /1/S/=/X v CIGAR poli.
ASCII zaznam Phred sére kvality +33

Tab. 13: Bitwise FLAG, soucet bitovych flagii umoZiiuje oznaceni vice atributi
zarovnani ¢teni

BIT Popis

1 O0x1 templat ma vice segmentil v sekvenci

2 0x2 kazdy segment je spravné zarovnam vzhledem k aligneru

4 0x4 nenamapovany segment

8 0x8 dalsi segment v templatu je nenamapovany

16 0x10 SEQ je reverzné komplementarni

32 0x20 SEQ dalsiho segmentu v templatu je reverzné komplementéarni k

prvnimu segmentu v templatu

64 0x40 prvni segment v templatu

128 0x80 posledni segment v templatu

256 0x100 druhy alignment

512 0x200 zdznam neprosel filtrem — platform/vendor kontrola kvality

1024  0x400 PCR nebo opticky duplikat

2048  0x800dopliikovy alignment

Tab. 14: Cigar, Concise Idiosyncratic Gapped Alignment Report — pole
popisujici alignment

OP BAM Popis

M 0 alignment match (ale mozny mismatch v sekvenci)

I 1 inzerce oproti referenci

D 2 delece proti referenci

N 3 preskocena oblast proti referenci
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BAM Popis

soft clipping (clipped sekvence se vyskytuji v SEQ)
hard clipping (clipped sekvence neni zapsana v SEQ)
padding (silent deletion z padded reference)

match sekvence

>olm T v Q
i-u
S IS B LY N

mismatch sekvence

Dalsi informace o formatu SAM/BAM https://samtools.github.io/hts-specs/SAMv1.pdf.
BAM je komprimovana a binadrni reprezentace souboru SAM, s moZznosti indexovani
(soubor BAI). Oba formaty obsahuji totozné informace.

Prace s formaty BAM a SAM, a jejich vzajemna konverze, je umoznéna pomoci nastrojii
SAMtools.

5.4.2 SAMTOOLS

SAMtools obsahuji sadu nastrojii pro interakci a zpracovani soubori SAM a BAM.
Umoziuji tfidéni, srovndvani, extrahovéani informaci a indexovani souborti. Pomoci
SAMtools je mozné zpracovat binarni soubor BAM, aniz by byla nutnd dekomprese
celého souboru.

Zakladni ptikazy v SAMtools:

view: filtruje data ve formatu SAM nebo BAM. Je mozné vybrat pouhou cast dat, se
kterymi chceme pracovat, misto vSech dat.

sort: tfidéni souboru BAM podle koordinat ptipadné jiného klice (volba —n pro jméno).
Vzhledem k naroc¢nosti procesu je mozné vytvaret vice doCasnych soubori a pozdéji je
spojit dohromady (volba —m)

index: piikaz index vytvoii novy indexovy soubor, ktery umoziiuje rychlé¢ vyhledavani
dat v setfidéném SAM/BAM souboru.

flagstats: spocita pocet zarovnani pro kazdy typ pole FLAG

stats: vytvaii komplexni statistiky ze souboru zarovnani, v€etné vypoctu vlastnosti

Dalsi pifikazy na tomto odkazu, https://bioinformatics.uconn.edu/resources-and-
events/tutorials-2/file-formats-tutorial/#fileformats_sam.
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5.5 Otazky k tématu

Jaky je rozdil mezi FAIR a Open acces data
Popiste soubory GFF a BED.

Jaké jsou vyhody binarniho zapisu souborti?

Jak se 1isi FASTA od FASTQ souboru?

Uved'te néjaky ptiklad a vysvétleni k Phred Score
Co vSe lze vycist ze SAM/BAM souboru?
Uved'te ptiklad ptikazu v SAMtools

Nk W=

5.6 Zdroje
FAIR data

Wilkinson MD, Dumontier M, Aalbersberg 1J, et al. The FAIR Guiding Principles for
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6 DATABAZE A ZDROJE DAT

Kromé generovani dat z vlastnich sekvena¢nich projektli, je mozné ziskat data i z
nékterého z vetejné dostupnych ulozist'. Existuji stovky databazi s ulozenymi daty jak z
mikrocipovych, tak sekvenacnich technologii.

Nékteré databaze cili na urcity typ zdznamu: proteinové (InterPro, Swiss-Prot), struktur
protein (PDB), RNA (Rfam), microRNA (MirBase), databaze genovych expresi (GEO,
ArrayExpress), signalnich drah (Kegg pathways, WikiPathways, MSigDb), genovych
ontologii (Gene Ontology, Human Disease Ontology, Cell Ontology), metabolickych
drah (MetaCyc) a mnohé dalsi.

Za centralni (primérni) databaze by se daly povazovat databaze NCBI, ENA (EMBL) a
DDBJ, které¢ spadaji do dlouhodobé (rok 1987) iniciativy International Nucleotide
Sequence Database Collaboration (INSDC), v ramci které si na denni bazi vyménuji
nova/aktualizovana sekvenacni data (,,vzdjemné se zrcadli*), zaroven pouzivaji stejnou
syntaxi pro ukladani a zpracovani zaznamt. Primarni databaze obsahuji experimentalné
odvozena data, jako je nukleotidovd sekvence, proteinovd sekvence nebo
makromolekularni struktura. Experimentalni vysledky vkladaji badatelé¢ piimo do
databaze a data maji v zasad¢ archivni charakter. Jakmile jim je ptidéleno piistupové ¢islo
k databazi, data v primarnich databazich se nikdy nezméni: jsou soucasti védeckého
Zaznamu.

Sekundérni databaze obsahuji data odvozend z vysledkd analyzy primarnich dat, Casto
Cerpaji informace z mnoha zdroji, véetné jinych databazi (primarnich a sekundarnich),
kontrolovanych slovnik a védecké literatury. Jsou rizné kuratorované, mohou vyuzivat
vypocetnich algoritmli a manudalni analyzy a interpretace k ziskdni novych informaci.

Tab. 15: Rozdéleni podle
https://www.ebi.ac.uk/training/online/courses/bioinformatics-terrified/what-

makes-a-good-bioinformatics-database/primary-and-secondary-databases/
(accessed Aug 2 2021)

Primarni databaze Sekundarni databaze
Synonyma Archivni Kuratorované, Databéaze znalosti
Zdroj dat  Pfimé nahrani experimentalné Vysledky analyzy, literarniho
odvozenych dat vyzkumu a interpretace (Casto dat

v primarnich databazich)
Piiklady ENA, GenBank a DDBJ (nukleotidové InterPro (proteinové rodiny,
sekvence) motivy) UniProt
ArrayExpress a GEO (funk¢ni data) Knowledgebase (sekvence a
Protein Data Bank (PDB; koordinaty fukéni informace o
3D makromolekularnich struktur) proteinech) Ensembl (variace,
funkce, regulace, funk¢ni
informace celého genomu)
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Pokusy o dé€leni jsou neptesné (a nékdy moznd i matouci) i z toho divodu, Ze
v soucasné dobé uz databdze jako ulozi§té Cist¢ experimentdlnich dat
prakticky neexistuji — vSechny byvaji rozSifovany o nastroje pro analyzu.

6.1 Casto pouZivané databaze

6.1.1 NCBI

NCBI — Nérodni centrum pro biotechnologické informace, vytvari databazi ze sekvenci
predklddanych jednotlivymi laboratofemi a ze sekvenci ziskanych vyménou dat s
mezinarodnimi databazemi nukleotidovych sekvenci, Evropskou laboratofi molekularni
biologie (EMBL) a DNA databazi Japonska (DDBJ). Mezi hlavni databdze NCBI patii
GeneBank.

NCBI web portal, https://www.ncbi.nlm.nih.gov/search/, (dfive pod ENTREZ) je
rozhrani pro prohledavani databazi molekuldrni biologie, ktery poskytuje integrovany
pfistup k dajim o sekvenci nukleotidii a proteind, informacim o genovém a genomovém
mapovani, udajim o 3D struktufe, PubMed MEDLINE a dalSim. Vyhledavéani pokryva
vice nez 20 databazi vcetné¢ kompletnich dat o proteinovych sekvencich z PIR-
International, PRF, Swiss-Prot a PDB a dat o nukleotidovych sekvencich z GenBank,
které obsahuji informace z EMBL a DDBJ.

Vyhledavaci systém pouziva intuitivni uZzivatelské rozhrani pro rychlé¢ vyhledavani
sekvence a bibliografickych dat. Jedinecnou vlastnosti systému je jeho pouziti
pfedpocitanych hledani podobnosti pro kazdy zdznam k vytvareni odkazi na sousedy
nebo souvisejici zdznamy v jinych databdzich. Tato propojeni usnadfiuji integrovany
pfistup v ruznych databazich. Vysledky lze prohlizet v riiznych formatech, véetné
FlatFile, FASTA, XML a dalSich. Grafické¢ rozhrani umoziuje snadnou vizualizaci
uplnych genomi nebo chromosomtl, jakoz i biologickou anotaci jednotlivych sekvenci.
Systém také umoziuje hromadné stahovéni velkych vysledkti vyhledavani.
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GeneBank

GeneBank, https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/ je vefejné pfistupnd anotovana
sekven¢ni nukleotidova databaze s nukleotidovymi sekvencemi z vice nez 300 000 druhti
organismi. Data do GeneBank jsou ziskana primarné prostiednictvim podani od
jednotlivych laboratoii a hromadnych podani od velkych sekvencnich projektt, véetné
Whole Genome Shotgun (WGS) a projekty vzorkovani Zivotniho prostiedi. Pristup a
vyhledavani na GenBank je zajiSténo pfes NCBI Entrez, ktery zaroven integruje
vyhledavani v hlavnich DNA a proteinovych strukturnich a sekven¢nich databazich a v
hlavni databazi odbornych biomedicinsky zamétenych casopisit PubMed. BLAST
poskytuje vyhledavani sekvencni podobnosti GenBank a dalSich sekvenénich databazi.
Kromé pfistupu ptes webové rozhrani lze také prostiednictvim FTP celou databazi k
danému datu bezplatné nainstalovat na konkrétni pocita¢. V tomto piipadé je vSak nutno
ji pravidelné aktualizovat — NCBI uvoliiuje novou verzi kazdé 2 mésice.

Zakladni typy datovych zdznamt

e standardni originalni nukleotidové sekvence: sekvence ziskané sekvenovanim
fragmentti genomové DNA

o sckvence EST (expressed sequence tags): neuplné sekvence koncl jinak
necharakterizovanych c¢cDNA, data obvykle niz8i kvality nez standardni
sekvence

e sekvence HTGS (high throughput genome sequencing): dosud neposkladané
a neanotované sekvence pochazejici ze sekvenovani genomu

o sckvence WGS (whole-genome shotgun): referencni sekvence jiz vétSinou
poskladanych a anotovanych kompletnich genomu

e sekvence TPA (third party annotation): sekvence anotované jinymi nez
pivodnimi autory

e sckvence TSA (transcriptome shotgun assembly sequence): sekvence
transkriptomt ziskané reverznim ptrepisem z mRNA do cDNA, jedna z
nejrychleji nardstajicich oblasti dat

e sekvence ENV (Environmental sample sequence): environmentalni DNA
ziskana sekvenovanim celych spolecenstev ¢asto nepopsanych organismt,
napf. metagenomicka data ziskana z biofilmi, sedimentti, horkych prament,
povrchu tkéni apod.
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dbSNP

dbSNP, https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/, je nejvétsi svétova databaze pro varianty
nukleotidi. K tomuto datu se dbSNP sklad4d z velkého shluku druhové specifickych
databazi, které obsahuji vice nez 12 milion neredundantnich variaci sekvenci
(polymorfismy s jednim nukleotidem, inzerce ¢i delece a kratké tandemové repetice) a
vice nez 1 miliarda jednotlivych genotypti z HapMap a dalsi rozsahlé¢ genotypizacni
aktivity — vice nez 200 GB dat a kazdy den roste.

Kromé¢ téchto zpracovava NCBI celou fadu databazi pro medicinské a védecké ucely.
Toto zahrnuje databazi Online Mendelian Inheritance in Man (OMIM), Databazi
molekularnich modelovani (MMDB) 3D proteinovych struktur, Genovou mapu lidského
genomu, Prohlize¢ taxonomie a Cancer Genome Anatomy Project (CGAP), na kterém
pracuje ve spolupraci s Narodnim onkologickym institutem.

GEO Datasets

Gene Expression Omnibus, https://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/GDSbrowser/, (GEO,
Obr. 35) je vetejné dostupné tloziste, které archivuje a volné distribuuje komplexni sady
funkénich genomickych dat podanych védeckou komunitou. Kromé ulozeni dat je k
dispozici také sada webovych rozhrani a aplikaci, které uzivatelim pomohou vyhledédvat
a stahovat studie a vzorce genové exprese ulozené v GEO, a nasledné je i analyzovat
pomoci nastroje GEO2R. Typy dat uloZzené¢ v databazi mohou pochdzet z Cipovych
experimentll zpracovanych technologiemi Affymetrix, Agilent, Nimblegen a Illumina,
dale z RT-PCR, High-throughput sekvenovani a SAGE (data ze Sangerova sekvenovani).
Kazdy GEO zaznam obsahuje informaci o organismu, typu experimentu, technickém
popisu designu a souhrnu experimentu, jména téch, kteti se podileli na zpracovani, citaci
a odkaz na ¢lanek, odkaz na platformu, vzorky, analyza¢ni program GEO2R a odkaz na
ulozené data v BioProject a na stdhnuti raw dat, pfipadné pfedzpracovanych tabulek a
metadat.

< DATASET ‘
‘ NCBI ‘ BROWSER %

COVID-19 Is an emeraing, rapdly evolving situstion.
DC:

) Get the latest public health qov .
= Get the latest research from NIH: htt H //www nih. gov/cumnavvrus
Find NCBI SARS-CoV-2 literature, sequence, and clinical content: https: bi.nlm.nih.g: rs-cov-2/.

Search for Search | Clear || Show All | (Advanced Search) Page size |20 v
4348 DataSet records Page 1 of 218
DataSet Title Organism(s) Platform Series » Samples
GDS6063 Influenza A effect on plasmacytoid dendritic cells GPL10558 GSE68849 10 ~
GDS6010 Influenza virus H5N1 infection of U251 astrocyte cell line: time course GPL6480 GSE66597 18
GDS5879  Pulmonary CDC11c+ cells from young and middle-age animals GPL688S GSE71868 8
GDS5826 Multiple myeloma cell lines with acquired resistance to chemotherapeutic agent carfilzomib GPL570 GSE69078 12
GDS5825 Interleukin-1a deficiency effect on injured spinal cord GPL6246 GSE70302 12
GDS5881 Nebulin deficiency effect on the soleus GPL6246 GSE70213 12
GDS5880 Nebulin deficiency effect on the quadriceps GPL6246 GSE70213 12
GDS5913 SRPIN803 small molecule inhibitor of SRPK1 effect on retinal pigment epithelial cell line GPL570 GSE62947 6
GDS5665 hoge iated molecular-p: curdlan effect on i leukin-2 deficient GM-CSF myeloid dendritic cells GPL6246 GSE58120 12
enessRY Hictana damathulaca KDM2A-Anficianes affack an ackranan-chimulatad heaact cancar colle cm ~eERRO1R A
DataSet Record GDS6063: (E sion Profiles ) (Data Analysis Tools ) (Sample Subsets)
Title: Influenza A effect on plasmacytoid dendritic cells Cluster Analysis
Summary: Analysis of primary plasmacytoid dendritic cells (pDC) exposed to influenza A for 8 hours ex vivo. pDCs are vital to antiviral defense, directing immune responses via

secretion of interferon-alpha. Results provide insight into the regulation of the response of pDC to viral pathogens.

Organism: Homo sapiens

Obr. 35: GEO DataSet web page, GEO DataSet Browser. National Center for
Biotechnology Information.
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/GDSbrowser/ (accessed Dec 29, 2020)
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BioProject

BioProject, https://www.ncbi.nlm.nih.gov/bioproject/browse, shromazd’uje kolekce
biologickych dat z jednotlivych organizaci i konsorcii. Typicky zdznam v BioProjectu
obsahuje informace o typu dat, rozsahu, pouzitém organismu, odkazu na publikace
vztazené k projektu, odkazy na ptibuzné databazové zdroje, a hlavné¢ odkazy na data
(pokud jsou k dispozici) ve formé SRA experimentu, odkazu na sekvenci zdrojového
organismu a na dalS$i vztazené datasety (BioSample a Assembly). Registrace v
BioProjectu je nutnou soucasti vkladani dat do primarnich archivii NCBI, tj. do SRA,
TSA a WGS (v soucasné dob¢ to neni nutnou podminkou pro vkladani dat do GEO).

Assembly

Assembly, https://www.ncbi.nlm.nih.gov/assembly/organism/2759/all/, je databdze
poskytujici informace o struktufe assemblovanych genomti, nazvech assembly a dalSich
meta-datech, statistické reporty a odkazy na data genomovych sekvenci.

SRA, TSA A WGW (NCBI)

SRA - Sequence Read Archive, https://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra (Obr. 36), archiv
sekvencnich raw dat z technologii sekvenovani nové generace, véetné¢ Illumina, 454,
IonTorrent, Complete Genomics, PacBio a OxfordNanopores.

Ilu Sequence Read Archive

M| | Search | Downioad | Submt | Soware 1%

COVID-19is an ing, rapidly

Get the latest public health information from CDC: MDS:,/lwww.cofonavims.gﬂ .
Get the latest research from NIH: https://www.nih.gov/coronavirus.
Find NCBI SARS-CoV-2 literature, sequence, and clinical content: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/sars-cov-2/.

454 sequencing of Human HapMap individual NA18505 genomic paired-end library

Metadata Analysis Reads Dataaccess

Run Spots  Bases Size GC content  Published Access Type
SRR000001 471.0k  129.5Mbp 312.5M 41.3% 2008-04-04  public

Quality graph (bigger)

This run has 4 reads per spot:
L=4, 100% L=187, 0=95.9, 100% L=44, 50% L=123, 0=65.5, 50%

@ Legend

Experiment Library Name Platform Strategy Source Selection Layout Action
SRX000007 SID2748 LS454 WGS GENOMIC RANDOM PAIRED @ BLAST

I Biosample Sample Description Organism Links

AARANIAAAAAEAA IAMAAAAAAAY |l o Il A Ao T AL b d Al o f o I RAABEAE 0o i L ALAMA ML 1IN 4nn4n

Obr. 36: Ukazka Sequence Read Archive web page Sequence Read Archive Run
Browser.  National  Center for  Biotechnology  Information.
https://trace.ncbi.nlm.nih.gov/Traces/sra/2run=SRR000001 (accessed Dec
29, 2020)
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TSA — Transcriptome Shotgun Assembly, https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/tsa/,
archiv vypocetné sestavenych sekvenci transkriptd z primarnich dat, jako jsou EST a
technologie sekvenovani nové generace, misto pouziti tradi¢nich metod klonovéani a
sekvenovani cDNA.

WGS — Whole Genome Shotgun, https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/wgs/, archiv
genomovych assembly netplnych genomil nebo netplnych chromosomi prokaryot nebo
eukaryot, které jsou generovany sekvenovanim shotgun whole genome strategii. Projekty
WGS mohou obsahovat anotace, ale nemusi. Pro prokaryotni organismy méa NCBI
vytvofenou pipelinu na slozeni genomu, kdy pfi nahrani genomu je mozné tuto pipelinu
spustit, a pfed findlnim odeslanim upravit a zkontrolovat.

NCBI datasets

NCBI datasets, https://www.ncbi.nlm.nih.gov/datasets/, je experimentalni platforma pro
vyhledavani a vytvéareni dataset. Zaroven tento projekt usiluje o dodrzovani principti
FAIR. Momentéaln¢ umoziiuje uzivateliim ziskat sekvence genomt a jejich anotace podle
taxonomického jména, ID taxonomie nebo assembly pfistupového cisla.

6.1.2 EMBL-EBI

Databaze Evropské laboratofe molekuldrni biologie (EMBL) je komplexni soubor
primarnich dat uchovdvanych v Evropském bioinformatickém institutu (EBI),
https://www.ebi.ac.uk. Data jsou pfijimdna z center pro sekvenovani genomu, od
jednotlivych védcei a patentovych ufadii. Databaze EMBL jsou ulozeny a udrzovany v
systémech spravy dat Oracle, SQL server a Postgres, a lze je prohledavat na internetu
pomoci vyhledavaciho systému Sequence Retrieval System (SRS), coz je vyhledavac EBI
pro databdze molekularni biologie. EMBL-EBI je jednim z nejvétSich tlozist dat na
svéte, mimo jiné maji pod svou spravou databaze:

ENA

Databaze zaznamil a platforma pro spravu dat: ENA,
https://www.ebi.ac.uk/ena/browser/search, zahrnuje jak globaln¢ komplexni datovy
zdroj, ktery zachovava svétovy vetejny vystup sekvencnich dat, tak bohaté portfolio
nastrojii a sluzeb na podporu spravy sekvencnich dat.

BioSamples
BioSamples, https://www.ebi.ac.uk/biosamples/samples, popisujici biologické vzorky a
poskytujici odkazy na souvisejici experimentalni data.
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ArrayExpress
ArrayExpress, https://www.ebi.ac.uk/arrayexpress/browse.html, (Obr. 37) je repositaf
funkéné genomickych dat z mikro¢ipovych a dal§ich sekvena¢nich platforem. Cast
experimentalnich dat je importovana z NCBI Gene Expression Omnibus databaze. Data
ulozend v ArrayExpress obsahuji informace o pouzitém organismu, vzorcich, pouzité
¢ipové technologii a protokolu, popis experimentu a kontakty na i¢astniky experimentu.
Dale mohou obsahovat odkazy na raw data, zprocesovand data, design ¢ipu a odkaz na
detailni popis vztahti mezi daty (pokud jsou data k dispozici). Pro ArrayExpress existuje
balicek v R pro snadny piistup k datim a vytvareni datovych struktur.

@ ArrayExpress EXN -

Examples: E-MEXP-31, cancer, p53, Geuvadis % advanced search

About ArrayExpress Contact Us

ARRAYEXPRESS BROWSE E-MTAB-5248

E-MTAB-5249 - Defining the molecular properties of the repairing epithelium during DSS induced colitis

Status  Submitted on 31 October 2015, last updated on 11 N ber 2016, rele d on 30 November 2017
Organism  Mus musculus
Samples (6) Click for detailed sample information and links to data
Armay (1) A-GEOD-16570 - [MoGene-2_0-st] Affymetrix Mouse Gene 2.0 ST Array [transcript (gene) version]

Protocols (5)  Click for detailed protocol information

Description  In order to understand the molecular changes associated with the establishment of the repairing epithelium following dextran sulfate sodium
(DSS) induced injury of the colon we have isolated Epcam+Sca1+ expressing epithelial cells from repairing tissue and Epcam+ homeostatic
intestine. Cells isolated by flow cytometry were subjected to RNA extraction and analysed by expression analysis

Experiment types  transcription profiling by array, disease state design
Contact & Kim B Jensen <kim jensen@bric ku.dk>

MIAME

Platforms Protocols Variables Processed Raw

Files  Investigation description S, E-MTAB-5249.idf.txt
Sample and data relationship S, E-MTAB-5249 sdrf.txt
Raw data (1) &, E-MTAB-5249 raw.1.zip
Array design +, A-GEOD-16570.adf txt

Click to browse all available files

Obr. 37: Ukazka repozitafe ArrayExpress pro projekt E-MTAB-5249, Array

Expres. The European Bioinformatics Institute.
https://www.ebi.ac.uk/arrayexpress/experiments/E-MTAB-5249/ (accessed
Dec 29, 2020)
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6.1.3 DDBJ

Japonska DDBJ Center, https://www.ddbj.nig.ac.jp/index-e.html, mezindrodné ptispiva
jako ¢len INSDC ke sbéru a poskytovani nukleotidovych sekvenénich dat s ENA / EBI v
Evrop€ a NCBI v USA.

DDBJ Center je oficialné certifikovano pro shromazd’ovani nukleotidovych sekvenci od
vyzkumnych pracovnikil a pro vydavani mezindrodn¢ uzndvaného pfistupového ¢isla
zadavatelim udaji. Ptistupové Cislo vydané pro kazdé sekvencéni data je v databazi
jedinecné a mezinarodn€ uznavané, aby zarucilo zadavateli vlastnictvi pfedlozenych a
publikovanych udajii. Vzhledem k tomu, ze DDBJ Center si denné vyménuje uvolnéna
data s ENA / EBI a NCBI, sdileji tato tfi datova centra v daném okamziku prakticky stejna
data. Prakticky sjednocena databaze se nazyva INSD; Mezinarodni databaze
nukleotidovych sekvenci.

DDBJ shromazd’uje sekvencni data hlavné od japonskych védct, ale samoziejmé pfijima
data a vydava pfistupova ¢isla vyzkumnikiim v jinych zemich. 99 % udaji INSD od
japonskych védct se predklada prostifednictvim DDBJ.

INSD obsahuje data nukleotidové sekvence souvisejici s patentovymi piihlaskami
shromdzdénymi patentovymi ufady v Japonsku, Koreji, Evropé a USA.
DDBJ Center také poskytuje data aminokyselinovych sekvenci souvisejicich s
patentovymi pifihlaSkami shromazdénymi patentovymi ufady v Japonsku a Koreji.

6.2 DalSi databazové zdroje dat

Odkazy na dalsi zdroje a databaze pod EMBL-EBI

Tools & Data  Resources. The  European  Bioinformatics Institute.
https://www.ebi.ac.uk/services/all (accessed Dec 09, 2020).

Odkazy na dalsi zdroje a databaze pod NCBI

All Resources - Site guide. The National Center for Biotechnology Information.
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/guide/all/ (accessed Dec 09, 2020).

Odkazy na zdroje a databaze pod spravou organizace Elixir

ELIXIR Deposition Databases for Biomolecular Data. ELIXIR. https://elixir-
europe.org/platforms/data/elixir-deposition-databases (accessed Dec 09, 2020).

Dalsi zajimavou a vzhledem k Sirokému obsahu informaci nesmirn¢ uzitecnou databazi
je  UniProt (se manudlné¢ spravovanou databazi SwissProt a automaticky
spravovanouTrEmbl), UniProt. https://www.uniprot.org (accessed March 04, 2022).
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6.3 Genomové prohlizece

Genomové prohlizece jsou grafickd rozhrani, ktera slouzi k prohliZeni informaci z
genomovych databazi. Umozniuji prochéazet celé chromosomy i genomy s anotovanymi
udaji véetné predikce struktury gend, proteind, exprese, zobrazeni regulacnich mist,
variant, fylogenetického kontextu, srovnavacich analyz a dalSich. Mezi nejznamé;jsi
vetejné genomické prohlizece patii USCS Genome Browser, NCBI's Genome Browser a
Ensembl Genome Browser.

6.3.1 NCBI

NCBI Genome Data Viewer, https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/gdv/, (GDV, Obr.
38 a Obr. 39) je prohlize¢ genomu podporujici prizkum a analyzu eukaryotickych RefSeq
genomil. Uzivatelé mohou pomoci GDV vizualizovat riizné typy dat souvisejicich se
sekvenci v kontextu genomu. Genome Data Browser se také pouzivd v riznych
prostiedcich NCBI, jako jsou GEO a dbGaP, k zobrazeni datovych sad souvisejicich se
specifickymi experimenty nebo vzorky v kontextu prohlizece genomu.

Select organism

Homo sapiens (human) Homo sapiens (human) genome "R«
fruit fly Search in genome
F human . e , § n
/G: Aedes albopictus L Examples: TP53, chr17:7667000-7689000, rs334, DNA repair
yeast’ nematode chimpanzee
Assembly
GRCh38.p13 v
LS ;cbrafish rat
chicken Browse genome ] I BLAST genome

mouse

Assembly details

Name GRCh38.p13
cattle RefSeq accession  GCF_000001405.39
GenBank accession GCA_000001405.28

Download via FTP  RefSeq, GenBank
sheep

Submitter Genome Reference Consortium
Level Chromosome
Category Reference genome

Annotation details

Annotation Release 109 E] Feedback|
Release date 2020-05-29

Obr. 38: Screenshot GDV web page, NCBI's genome browser for human. National
Institutes of Health. https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/gdv (accessed
Dec 29, 2020)
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Obr. 39: Screenshot web page, Chrl: 1-249.0M. National Institutes of Health.
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/gdv/browser/genome/?id=GCF 000
001405.39 (accessed Dec 29, 2020)

6.3.2 UCSC

UCSC, https://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgGateway, (Obr. 40) obsahuje Sirokou sbirku
assembly a anotaci obratlovcil a modelovych organismd, spolu s velkou sadou néstroji
pro prohlizeni, analyzu a stahovani dat. Zobrazuje informace z mapovani a sekvenci
vcetn¢ alternativnich haplotypli, geny a genové predikce, fenotypy, mRNA a EST,
exprese, regulace, komparativni genomiku, variace, repetice, a dokonce assembly
denisovanu a neandrtalcti. V UCSC byly ukazany vysledky z HUGO projektu.
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UCSC Genome Browser on Human Dec. 2013 (GRCh38/hg38) Assembly
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Obr. 40: Screenshot UCSC Genome Browser web page, UCSC Genome Browser on

Human Dec. 2013 (GRCh38/hg38) Assembly. USCS Genome Browser.
https://genome.ucsc.edu/cgi-
bin/hgTracks?db=hg38&lastVirtModeType=default&lastVirtModeExtraS
tate=&virtModeType=default&virtMode=0&nonVirtPosition=&position=
chrX%3A15560138%2D15602945&hgsid=991914879 5J03eST6adlaZYPe
AeOROV550vNY (accessed Dec 29, 2020)

6.3.3 Ensembl

Ensembl, https://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgGateway, je genomovy prohlize¢ (Obr. 41)

genoml obratlovel, ktery podporuje vyzkum komparativni genomiky, evoluce,
sekvenénich variaci a transkripni regulace. Sestavuje anotované geny, pocita
vicendsobné zarovnani, predpovidad regulacni funkce a shromazd'uje udaje o nemoci.
Ensembl tools zahrnuji BLAST, BLAT, BioMart a Variant Effect Predictor (VEP) pro
vSechny podporované druhy
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Location-based displays
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Obr. 41: Screenshot Ensembl web page, Chromosome 1: 146,632,897-146,732,906.

Ensembl

genome browser 102.

https://www.ensembl.org/Homo sapiens/Location/Overview?db=core:r=1:

146632897-146732906 (accessed Dec 29, 2020)
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Otazky k tématu

Jaké znate hlavni databaze?

Co je primarni databaze?

Jak miizeme d¢lit databaze?

Ktera databaze uklada mikroc¢ipova data?
Co obsahuje zaznam GEQO?
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7 KVALITA DAT A VIZUALIZACE

7.1 Odstranéni nezadoucich sekvenci

Béhem pripravy sekvenacnich knihoven se na konce vSech readu ptipojuji adaptorové
sekvence. Ty jsou vyzadovany pro nasedani primerd, pro spravné uchyceni na flowcellu
a pro pfipojeni indexovych sekvenci, které umoznuji identifikaci vzorku. Jednim ze
zpusobu zlepseni vysledné kvality raw dat, a posléze i spravnosti zarovnani, je trimovani
(ofezani) téchto adapterovych sekvenci, koncovych bazi readil, ptipadné¢ dalsich sekvenci
a bazi napt. podle kvality. Adaptorové sekvence by mély byt odebrany z readii i vzhledem
k moznému ovlivnéni zarovnani sekvenci, zvlasté pak u de novo assembly.

UMI (unique molecule identifiers, nékdy oznacované jako molecular
barcodes) jsou ,,jedinecné* artificialni kratké DNA sekvence (indexy), které se
vyuzivaji pro korekci sekvenacnich chyb, zvySeni ptfesnosti sekvenovani a
odstranéni PCR biasu. Standartné se jich vyuziva u sekvenovani jednotlivych
bun¢k, ale tfeba také u sekvenovani malych molekul.

UMI samotné jesté¢ nemuseji byt dostate¢né silné pro identifikaci pre-PCR
molekul. Sekvenovani mize obsahat kolem 30-50 miliont readti, a UMI maji
12 bazi, tj. 412 moznosti, nehled¢ na to, ze i UMI mohou podléhat
sekvenacnim chybam. Dulezité je kolik riznych molekul je ve vzorku — single-
cell RNA-seq mlze obsahovat milion biomolekul. Deduplikace readt od
technickych replikati proto typicky probiha az po alignmentu, kdy se kromé
sekvence UMI rozhoduje i podle koordinat mapovani.

7.1.1 Nastroje urcené k trimovani sekvenci

Cutadapt a TrimGalore!

Cutadapt je samostatny néstroj napsany v Pythonu, ale pro zvyseni rychlosti je algoritmus
alignmentu implementovan v C jako rozSitujici modul Pythonu. Vyhledava a filtruje
adaptorové sekvence, sekvence primerd, poly-A konce a dalsi nezddouci sekvence z 454
a [llumina dat, ale také z color-space SOLiD readi, a to jak u single-end dat, tak i pair-
end dat. Zvlasté uzitecny je tento néstroj pro trimmovani small-RNA seq single readu.
Dalsi vlastnosti je moznost demultiplexovani single-end readl (pro pair-end neni tato
moznost k dispozici), kdy ready jsou zapisovany do rtiznych soubort podle adaptorti,
které v nich byly nalezeny. Pro zrychleni prace lze pouzit Cutadapt simultanné¢ s BWA
alignerem. Pomoci pipy je umoznéno obejit uklddani souborti, Cutadapt output je rovnou
pouzit jako input pro BWA.
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TrimGalore! je tzv. wrapper script kolem nastrojti Cutadapt a FastQC, ktery automatizuje
odstranéni adaptorovych sekvenci, stejné jako sekvenci a bazi s nizkou kvalitou, a
kontrolu kvality vysledného trimovani. Zaroven obsahuje pfidané funkce umoziujici
odstranéni biasovanych (jak nadhodnocenych, tak podhodnocenych) methylovanych
pozic u bisulfidového sekvenovani se snizenym zastoupenim.

Trimmomatic

Trimmomatic je néastroj pro zpracovani single-end i pair-end Illumina dat, zaloZeny na
programovacim jazyku Java. Trimmomatic umoziuje fadu riznych trimovani, jako napf.
kontrolu readli od 5' konce, déale v okamziku, kdy kvalita ¢teni klesne pod stanovenou
uroven, dany read je v daném misté ofiznut, ofiznuti readu na stanovenou délku
odstranénim bazi z konce sekvence nebo odstranéni celého readu, pokud primérna
hodnota validity je pod stanovenou mezi, a dal§i. Trimmomatic také umoziiuje
palindromni trimovaci strategii pro pair-endova data (Obr. 42) v pfipadé tzv. read-
through kdy sekvenovany insert je krat$i nez délka cteni. V tomto piipad¢ obé ¢teni musi
obsahovat stejny pocet platnych bazi a kontaminujici sekvenci z protilehlého adapteru.
Platna sekvence v kazdém parovém cteni bude reverznim komplementem. Vysledné
sekvence jsou zarovnany za pouziti globalniho alignmentu. Zarovnani se skore vétSim
nez stanoveny threshold urcuje, ze prvni ¢asti kazdého Cteni jsou vzajemné reverznimi
komplementy, zbyvajici Casti ¢teni odpovidaji jejich adaptériim, které jsou odebrany.
Takto jsou detekovany technické kontaminace ve Ctenich.

| Forward Read —>
[— ]

A |— Aligned Region —|
EEEE————— )
<— Reverse Read |

| Forward Read —>
]

B }— Aligned Region —{
. S|
<——— Reverse Read |

| Forward Read —>
N S

C |7 Aligned Region —{

<——— Reverse Read |

| Forward Read —>

D }7 Aligned Region 4{
<——— Reverse Read |
K - . Valid Sequence
e
v - Adapter - Trimmed Sequence

Obr. 42: Predpokladané zarovnani sekvenci palindromnim reZimu. Proces
zarovnani miiZe vést k nasledujicim moZnostem: obsahuji pouze
adaptorové sekvence (A), obsahuji sekvenci insertu a adaptoru (B),
obsahuji sekvenci insertu a ¢aste¢né adaptoru (C) anebo neobsahuji Zadny
adaptor (D) (Bolger et al, 2014)
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Fastp a AfterQC

Fastp je pythonovsky néstroj implementovany v prosttedi C++ urceny k piredzpracovani
single i pair-endovych dat ve formatu FASTQ spolu s vizualizaci jejich kvality.
Umoziuje celou fadu operaci s daty, jako filtrovani readd s nizkou kvalitou nebo velkym
obsahem N bazi, odstranéni adaptorovych sekvenci, identifikace a opravy chybnych bazi
za predpokladu, ze jedna baze (pravdépodobné spravnd) ma vysokou a ostatni baze
naopak velmi nizkou kvalitu. Zaroven dokdze zpracovat data s UMI identifikatory, kdy
sekvence UMI je vlozena do hlavicky readu. Vyslednd zprava o kvalité sekvenci je
vizualizovana pomoci html stranky (ukazka reportii Obr. 43), podobné jako u néstroje
FastQC, nebo pomoci JSON souboru. Ukazkovy report je dostupny na
opengene.org/AfterQC/report.html.

AfterQC je starsi verzi fastp, kterd neni implementovana do prostredi C++.

0.194980814286%

100000

5 |
= [ ] ,I I [ | II

Obr. 43: Ukazka vystupu AfterQC, http://opengene.org/AfterQC/report.html
(accessed Dec 27, 2020)

7.1.2 Nastroje pro odstranéni dalSich nezadoucich sekvencich

Kromé¢ adaptorovych a jinych technickych reliktli se v sekvena¢nich knihovnach mohou
objevit dal§i nezddouci sekvence, vzniklé jak napt. Spatnym odbérem materidlu,
kontaminaci v laboratofi, tak 1 biologickymi vlastnosti vzorku. V pfipadé
predpokladatelného kontaminantu (pracujeme napt. se zvifeci DNA, a mame obavy z
cross-kontaminace od pracovnika v laboratofi) je mozné namapovat ready na znamy
kontaminant, a nealignované ready zpétné namapovat na pozadovany organismus. Také
je takto mozné stanovit piibuzné sekvence, kdy ta data, kterd se namapovala na
kontaminant, zpétn¢ namapujeme na pozadovany organismus, a podle miry Gspésného
mapovani ur¢ime nakolik byl vzorek kontaminovan).
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SortMeRNA

Krom¢ tohoto zplisobu miizeme vyuzit i nastroj SortMeRNA, pythonovsky néstroj
kompilovany v C++, ureny pro Linux a Windows. SortMeRNA je nastroj primarné
uréeny na filtrovani ribosomalni RNA z dat ve formatu FASTA, FASTQ a jejich
komprimovanych variant, za pouziti referen¢nich databazi SILVA a RFAM. Kromé
tohoto jej 1ze pouzit i na odstranéni jinych nezddoucich sekvencich ulozenych ve formatu
FASTA.

7.1.3 Kontrola duplicit

U NGS metod jsou fragmentované kusy (c)DNA obvykle amplifikovany pomoci PCR
reakce. Amplifikani proces ale neni unikatni a vysledné knihovny pak mohou byt
zatizeny tzv. amplifika¢nim (PCR) biasem. To znamen4, Ze jsou pomoci PCR vytvofeny
technické replikaty insertu, a nikoli biologické replikaty (rizné mRNA/DNA molekuly)
ze vzorku. Jednim z moznych feSeni pro odstranéni PCR biasu je ignorovéani readi
zacinajicich stejnou bazi a majicich stejnou délku po dosazeni urc¢itého poctu, coz ovsem
neni Upln¢ vhodny piistup v ptipadé¢ cDNA molekul, které se v bunice vyskytuji v mnoha
kopiich. Dalsi z moznosti je vyuziti tzv. UMI — unikatnich molekulovych identifikatora.
DalSim z problému pak muize byt amplifikovani fragmentd bez biologické hodnoty,
typicky PCR primerti a adaptorovych sekvenci bez navazanych fragmentt, coz se fesi
typicky trimovanim sekvenci a kontrolou kvality readd. Rozdily v prosekvenovanosti
knihoven, délek genti a GC obsahu se typicky fesi normalizaci.

Deduplikace readii pomoci UMIs

Prvnim krokem v deduplikaci je odstranéni sekvence z readil a jeji vlozeni do headru. To
lze udélat pomoci nastroji fastp, UMI-tools i bel2fastq. Dalsim krokem je odstranéni
duplikovanych readli ze souboru. Best practise v tomto pfipadé je pouziti ndstroji z
balicku Alevin v pfipadé single cell dat a UMI-tools v ptipad¢ ostatnich dat. V piipadé
pouziti UMI-tools na ptikladu dat ze small RNA sekvenovani za pouziti QIAseq miRNA
Library Kit vypada extrakce nasledovné:

umi_tools extract --stdin=in.FASTQ.gz --stdout=out. FASTQ.gz --extract-
method=regex --bc-pattern="+AACTGTAGGCACCATCAAT {s<=2}(?
P<umi 1>.{12})(?P<discard 2>.*)'

o +AACTGTAGGCACCATCAAT ponech vSe pred touto  sekvenci
(AACTGTAGGCACCATCAAT, adaptorova sekvence) pro pouziti dal

o {s<=2} povolujeme 2 chyby v patternu pfed zavorkou (v nasi adaptorové
sekvenci)

o (?P<umi_I>.{12}) sekvence UMI (bude vlozena do headru readu)
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e (7P<discard 2>.*)" odstran veskeré dalsi baze po UMI (umi tools jsou ptivodné
uréeny pro single cell data, jejichz sloZeni readu je adaptér, pak UMI a pak to, co
chceme opravdu osekvenovat, takZe umi-tools nechévaji 5 konec readu
automaticky, pokud neni fe¢eno jinak)

Extrakce je provadéna na hrubych readech, jesté pted dalSim zpracovanim, vcéetné
ofezani. Po mapovani jsou z mapovani odstranény duplikované ready pomoci piikazy
dedup:

umi_tools dedup --method=unique -I in.BAM -S out. BAM

7.2 Kontrola kvality dat

Kromé jiz zminéného Fastp, existuji dalsi voln¢ dostupné néstroje pro kontrolu kvality
dat, jednim z nejvic vyuZzivanych je FastQC.

FastQC je nastroj napsany v prostiedi Java, ktery se pouziva pro kontrolu kvality NGS
dat, ur€eny pro prostfedi Linux, Mac i Windows. Jako vstupy mohou slouzit soubory
FASTQ, BAM a SAM, vcetn¢ color-space variant. Vysledné analyzy jsou ptrehledné
vizualizovany v html reportu. Report obsahuje informace o kvalité jednotlivych bazi,
poméru jednotlivych bazi, poctu N bazi, duplikovanych, overreprezentovanych
sekvencich (v€etné zapisu nabohacenych sekvenci a jejich mozného zdroje) a o obsahu
jednotlivych adaptorovych sekvenci. Adaptorové sekvence jsou defaultné nastaveny na
[llumina sekvenovani, ale je mozné ptidat do programu vlastni seznam adaptorovych a
jinych sekvenci, které chce uzivatel detekovat

7.2.1 Qualimap

Qualimap je nastroj nezavisly na platformé (Windows, Mac i Linux), napsany v jazycich
Java a R, ktery se pouziva pro kontrolu kvality namapovanych ¢teni spolu s analyzou
jejich vlastnosti. Umoziluje praci v piikazové tadce i v grafickém prostiedi. Vysledny
soubor obsahuje informace o celkovém a procentudlnim poctu read (namapovanych i
nenamapovanych), délkach readii v€etn€é znazornéni jejich distribuce, poctu duplikaci,
zastoupeni GC obsahu a mnoha dal§imi.
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7.2.2 RSeQC

RSeQC je balicek pythonskych skriptlh pro vyhodnoceni dat z masivniho paralelniho
sekvenovani. Zakladni moduly slouzi k rychlému vyhodnoceni kvality sekvence, PCR a
GC biasu a k vizualizaci poméri nukleotidi. Modul specificky pro RNA-seq slouzi k
uréeni sméru readd (forward, reverse strandedness), distribuci namapovanych readd,
coverage, integrity RNA na Grovni transkriptli a mnoha dalSich informaci.

7.2.3 Preseq

Preseq je bali¢ek nastroji v C++ pro Linux a Mac. Vstupnimi soubory jsou soubory
BAM, BED a count histogram — soubor, ve kterém pro kazdou vlastnost (Cteni, gen,
cokoli dal§iho) je urcen pocet jeho vyskytl. Slouzi k vyhodnoceni komplexity knihovny,
vyhodnoceni redundantnich readit a k odhadnuti uzitecnosti dalsiho sekvenovani. Je
dostupny také jako bali¢ek v R softwaru.

7.2.4 Mirtrace

Specializovanym softwarem je Mirtrace. Jednd se o ndastroj pro kontrolu kvality
microRNAs (QC mode), spolu s uréenim pivodu vzorkll a pfipadnym umoznénim
odhaleni cross-kontaminaci (Trace mode, Obr. 44). Vysledky analyzy jsou ulozeny do
interaktivniho html souboru. QC ¢ast reportu obsahuje informace o distribuci PHRED
skore, délkach readli, procentudlni zastoupeni readil, které ne/prosly kontrolou spolu s
odivodnénim, znazornéni frakci RNA typu a RNA komplexivity. Trace ¢ast obsahuje
informace o zastoupeni druhii v jednotlivych vzorcich, spolu s procentudlnim a
absolutnim vyjadienim frakci.
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Obr. 44: Ukazka vystupii v Mirtrace, vlastni data
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7.2.5 MultiQC

MultiQC je néstroj, ktery shromazd'uje vysledky bioinformatickych analyz, statistickych
analyz a kontrol kvality, ze kterych nasledné tvoii vysledny interaktivni report v html
formatu. Momentalné podporuje vice jak 110 samostatnych bioinformatickych nastroju
véetné AfterQC, FastQC, fastp, Cutadapt, SortMeRNA, featurecounts, Trimmomatic,
Samtools, Bowtie, Salmon, Star a desitky dalsich (Obr. 45).
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Obr. 45: Ukazka vystupu v MultiQC, vlastni data, nastroje Qualimap (Coverage a
Genomic Origin), RSeQC, featureCounts, Preseq a Cutadapt (délky trimovanych
sekvenci)

7.3 Vizualizace sekvenci a zarovnani

Pro vizualizaci ziskaného zarovnani, sekvenci, a vlastnosti (variant, inzerci, deleci, apod.)
mizeme vyuzit nékteré¢ho z nasledujicich prohlizect.

7.3.1 Artemis

Artemis (Wellcome Sanger Institut 2000) je voln€é dostupny genomovy prohlize¢ a
anota¢ni nastroj, ktery umoziuje vizualizaci dat a datovych analyz ze sekvenovani nové
generace v ramci kontextu celé sekvence, a také vizualizaci translace ve vSech Sesti
¢tecich ramcich. Obzvlasté uziteCnd je pro analyzu malych genomu bakterii, archei a
nizsich eukaryot. Artemis umoziiuje praci s indexovanymi soubory BAM, CRAM, VCF,
BCF, GFF3 a FASTA (indexovano pomoci SAMtools), dale s daty zapsanymi ve formatu
EMBL, GenBank a GFF3. Pro ukladani je mozné vyuzit formaty EMBL, GenBank a GFF
a Sequincing Table Format. Z vlastnosti lze zminit napf. vykresleni GC obsahu,
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anotovani vlozené sekvence pomoci EMBL a GenBank, zobrazeni proteinového ptekladu
na vymezeném useku bazi i s filtraci synonymnich/nesynonymnich variant a zobrazeni
sekvencnich variant (inzerce, delece, SNP).

7.3.2 Circos

Circos (Circos 2009) je softwarovy balicek uréeny na vizualizaci dat na kruhovém
pudorysu. To umoziuje zkoumat vlastnosti mezi objekty a pozicemi. Pivodné byl uréen
Cisté na vizualizaci genomickych dat, jako je zarovnani a strukturni zmény, ale umoziuje
vykreslovat vztahy v jakémkoli dal§$im odvétvi, napf. v matematice, databazovych
systémech a datové analyze. Je vhodny zejména pro vrstveni riiznych datovych sad a pro
vytvofeni vysoce informativni infografiky s texturou a vizudlni atraktivnosti. Circos je
schopen zobrazovat data také jako 2D bodové a hranové grafy, histogramy, heatmapy,
dlazdice, konektory a textové informace. Lze v ném vytvaret bitmapové nebo vektorové
obrazky z datovych vstupti ve stylu GFF a hierarchickych konfigura¢nich soubort (Obr.
46). Nastroj 1ze snadno zautomatizovat pomoci jednoduchych textovych konfigura¢nich
soubort, které 1ze zaclenit do analyzac¢nich pipeline. Circos se pouziva k identifikaci a
analyze podobnosti a rozdili vyplyvajicich z porovnani genomd, jako je zobrazeni
genomovych prestaveb, SNP variant, vztahi mezi geny a proteiny, identifikace
sekvenacnich kontighh obsahujicich zlomy. Jako vstup slouzi data v jednoduchém
textovém formatu.
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Obr. 46: Rhodococcus erythropolis, Circos, Strnad et al, 2014
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7.3.3 Integrative Genomics Viewer IGV

IGV (2012) je volné dostupny vizualiza¢ni nastroj pro interaktivni zkoumani velkych,
integrovanych genomickych datasetii (Obr. 47). Zamétuje se na vizualizaci a interaktivni
prizkum genomickych dat v kontextu referen¢niho genomu. Umoziuje flexibilné
vizualizovat mnoho riznych typti dat spole¢né, véetné zobrazeni informaci o vlastnostech
vzorku, jako jsou klinické a fenotypové informace a rtizné anotace. Pro podporu
interaktivniho prizkumu pfima manipulace v obdobném stylu jako jsou Google Maps.
Naptiklad klepnutim a taZenim se posune pohled pfes genom, dvojitym kliknutim na
zvolenou oblast se pfiblizi pohled pro podrobnéjsi zobrazeni. Podporuje interakci v
realném Case na vSech stupnich rozliSeni genomu, od celého genomu az po pary bazi, a
to 1 pro velmi velké soubory dat. Datovy server Broad IGV je hostitelem mnoha souborti
anotaci genomu a datovych sad z riznych vefejnych zdrojt.

IGV podporuje Sirokou skalu datovych typi jako namapované sekvenacni ready z dat
druhé generace, Cipova data, mutace, CNV, genové exprese, metylace, a anotace genomu.
IGV umoznuje praci s indexovanymi i neindexovanymi soubory, véetn¢ standartnich
soubort typy BAM, VCF, BED, také soubory LOG, SEG a WIG. Datové soubory lze
nacist z lokdlnich i vzdalenych zdroji, vcetné zdroji cloudovych, coz umoziuje
porovnavat vlastni genomové datasety s vetejné¢ dostupnymi daty. IGV existuje jako
desktopova aplikace, webova aplikace, ale i javaskriptova aplikace pro vlastni webovou
stranku. Hlavni daraz je vSak kladen na podporu biomedicinskych vyzkumnych
pracovnikd, kteti cht&ji nacist, vizualizovat a zkoumat vlastni soubory dat, ale mohou
také zptistupnit své datové soubory ostatnim pro prohlizeni v IGV, a sdilet je s kolegy
nebo védeckou spolecnosti obecné.
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Obr. 47: V600E mutace v melanomech, IGV, Kolai M
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7.3.4 Tablet

Tablet je vysoce vykonny graficky prohlize¢ ur€eny pro sekvence a zarovnani NGS dat.
Podporuje praci se soubory typu ACE, AFG, MAQ, SOAP2, SAM, BAM, FASTA,
FASTQ a GFF3. Umoziuje vyhledat, zobrazit a zvyraznit kli¢ové vlastnosti souborti
GFF3, VCF, GTF a BED. Podporuje zobrazovéani informaci ze CIGAR pole v
SAM/BAM souborech, vcetné zobrazeni pair-endovych dat. Dalsi jeho piednosti je
jednoducha instalace a podpora pro vSechny operac¢ni systémy, vcetné 64bit verzi.

7.3.5 ASCIIGenome

ASCIIGenome je genomovy prohlize¢ zaloZeny na rozhrani piikazového tadku, ktery
zobrazuje data piimo v oknu terminéalu. Podporuje formaty GFF, GTF, bigBED, BED,
bigwig, BEDGraph, TDF, VCF a BAM. Textové formaty mohou byt nahravany i v GZIP
kompresované formé€. Vétsinu zdrojui dat lze Cist ze vzdéalenych adres URL, jako jsou
adresy dostupné v prohlize¢i genomu UCSC nebo Ensembl.

~
~

Otazky k tématu

Co je trimovani sekvenci?

Z jakého divodu se odstrainuji adaptorové sekvence?

Jaké znate nastroje na odstraniovani nezadoucich sekvenci?
Co jsou UMI a k ¢emu se vyuzivaji?

Jaké jsou hlavni vlastnosti FastQC?

Jak se d4 vyuzit MultiQC?

Jaké znate nastroje na vizualizaci vysledkt?

Jaké znate genomové prohlizece?

PN R WD =
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8 ALIGNMENT

Jako (sekvencni) alignment oznacujeme zarovnani dvou (pairwise alignment), ¢i vice
(multiple sequence alignment) sekvenci (aminokyselinovych, nukleotidovych) na
zaklad¢ jejich vzijemné podobnosti (Obr. 48). Sekvence mohou byt zarovnany
s umyslem nalézt co nejlepsi shodu napfic celou délkou sekvenci — globalni alignment,
nebo pouze v ramci urcitého/urcitych usekli — lokalni alignment. Z tohoto divodu se
globalni alignment pouziva spiSe pro srovnavani stejné ¢i alespoit podobné dlouhych
sekvenci s vys§i mirou podobnosti, zatimco lokélni alignment se vyuzije pro naleznuti
useku s vysokou mirou shody v sekvencich, které si nejsou ptilis podobné.

U alignmentu nam jde o vyhodnoceni, zda dané sekvence mohou mit
spole¢ného predka. Chceme proto, aby nase substitucni matice ptifadila skore
alignmentu vyhodnocenim poméru mezi [pravdépodobnost Ze sekvence maji
spole¢ného predka] proti [pravdépodobnost, Ze sekvence byly zarovnany
nahodou] (o¢ekavame zlepseni oproti ndhodnému).

Pairwise alignment
Globalni alignment

HBA_HUMAN 1 MVLSPADKTNVKAAWGKVGAHAGEYGAEALERMFLSFPTTKTYFPHFDLS 50
L Lea LEa b LEREEEs e baa LOLELEELEEL ELETLETTLTT ]
HBA_MOUSE 1 MVLSGEDKSNIKAAWGKIGGHGAEYGAEALERMFASFPTTKTYFPHFDVS 50 FTFTALILLAVAV
HBA_HUMAN 51 HGSAQVKGHGKKVADALTNAVAHVDDMPNALSALSDLHAHKLRVDPVNFK 100 F--TAL-LLA-AV
R AR e e N e A A A Ay
HBA_MOUSE 51 HGSAQVKGHGKKVADALASAAGHLDDLPGALSALSDLHAHKLRVDPUNFK 100 L
Lokalni alignment
HBA_HUMAN 101 LLSHCLLVTLAAHLPAEFTPAVHASLDKFLASVSTVLTSKYR 142
FELELELELE s e b EREEEEEE LT
HBA_MOUSE 101 LLSHCLLVTLASHHPADFTPAVHASLDKFLASVSTVLTSKYR 142 FTFTALILL-AVAV

-—FTAL-LLAAV--

Multiple seaquence alignment

MVLSPADKTNVKAAWGKVGAHAGEYGAEALERMFLSFPTTKTYFPHFDLSHGSAQVKGHG 60
MVLSGEDKSNIKAAWGKIGGHGAEYGAEALERMFASFPTTKTYFPHFDVSHGSAQVKGHG 60
MSLTRTERTIILSLWSKISTQADVIGTETLERLFSCYPQAKTYFPHFDLHSGSAQLRAHG 60

. H HHH Kie L. KikIkkkik o DK

sp|P69905 |HBA_HUMAN
sp|P01942 |HBA_MOUSE
sp|P13786 |HBAZ_CAPHI

Diokcklclokkok T okokok T DL koK

sp|P69905 |[HBA_HUMAN KKVADALTNAVAHVDDMPNALSALSDLHAHKLRVDPVNFKLLSHCLLVTLAAHLPAEFTP 120

sp|P01942 |[HBA_MOUSE KKVADALASAAGHLDDLPGALSALSDLHAHKLRVDPVNFKLLSHCLLVTLASHHPADFTP 120

sp|P13786 |[HBAZ_CAPHI SKVVAAVGDAVKSIDNVTSALSKLSELHAYVLRVDPVNFKFLSHCLLVTLASHFPADFTA 120
L %ok Tooke KID LKk RKIKROKD  ORSRRIOKAOK § KAHKAKARAK K 0K § KK

sp|P69905 |HBA_HUMAN AVHASLDKFLASVSTVLTSKYR 142

sp|P01942 |HBA_MOUSE AVHASLDKFLASVSTVLTSKYR 142

sp|P13786 |HBAZ_CAPHI DAHAAWDKFLSIVSGVLTEKYR 142

Sk kkkk: kk kokok, kokok

Obr. 48: Clenéni alignmentii, pairwise, multiple a rozdil mezi globalnim a lokalnim,
vlastni data

Vyznam alignmentu nalézdme v nésledujicich oblastech: identifikace sekvence
v databazich, vyhledani podobnych sekvenci v databazi, detekce mutaci (variant calling),
hledani konzervovanych c¢asti sekvence (Casto regiony s ur¢itou funkéni), odhalovani
ptibuznych vztahi mezi sekvenci (evoluce, produkce fylogenetickych stromii), odhad
vztahu struktury a funkce makromolekul a predpoveéd’ vyssich struktur.
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V ramci evolucni biologie se miizeme setkat s vyrazem homologie. Homologie oznacuje
podobnost struktury, fyziologie nebo vyvoje riznych druhti organismi/znakii na zakladé
jejich ptivodu ze spole¢ného evolu¢niho ptedka, Homologické geny jsou tedy ty, které se
v evoluci méni spolu. Jako paralogy pak oznacujeme historicky homologické geny, které
vznikly (opakovanou) duplikaci v ramci jednoho genomu. Homologické geny, které se
vyskytuji u riznych organizmi, jsou ortology, analogie (,,faleSnd homologie®,
homoplasie) oznatuje podobnost diky nezavislé evoluci nevedouci ke spoleénému
predkovi (vztah kiidla ptaki a hmyzu, Obr. 49). Homologie je zdkladem pro hierarchické
srovnavani v evolu¢ni biologii.

ancestralni gen (napf. early globin gene)

homologie

®)
fetézec o fetézec B Q O@ ‘%
Zabi a lidsky o o 7abi B lidsky B B

\/-/ \/_/ analogie
ortholog ortholog 4 ;gg

paralog

—~

homolog
Obr. 49: Vztah homolog, paralog, ortholog, Pfeiferova L

Kromé sekvencniho rozeznavame i strukturni alignment, kterym porovnavame
proteiny (pfipadné i molekuly RNA) ne Cisté na zdkladé sekvenéni podobnosti,
ale prevazné podle jejich tvaru a prostorové konformace.

Pro alignment protein kodujicich sekvenci je vhodnéjsi pouzit aminokyselinové sekvence
namisto nukleotidi. Existuje nékolik divodu, pro¢ je jejich pouziti vhodnéjsi. Predné
existuje 21 (podle jinych teorii/zdroji miizeme narazit na 20, 21 i 22 zakladnich)
aminokyselin, ale pouze 4 rizné (zékladni) nukleotidy. Tim padem miizeme vypocitat
statistiku 1 pro mnohem kratsi alignmenty aminokyselin, oproti nukleotidovym. Déle se
pfi porovnavani aminokyselinovych sekvenci bere v potaz i pravdépodobnost zdmeny
jedné aminokyseliny za jinou. DalSim divodem je degenerovany geneticky kod, kde
zhruba 30 % vSech nukleotidovych substituci nezplisobi zaménu aminokyselin, tim
padem nejsou pod selekénim tlakem a vytvareji Sum v datech.
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8.1 Vypocet skore a substitu¢ni matice

Kazdé dvojici sekvenci je po zarovnani pfirazeno ¢islo — skore, které uruje miru jejich
podobnosti. Plati zde jednoduché uméra: ¢im vyssi je skore, tim vyssi je podobnost. Podle
pouzité substitucni matice (skoérovaci funkce) miize vysledné skoére dosahovat i
zapornych hodnot. Ptiklad jednoduchého vypoctu (Obr. 50).

AAEECCD
A ADDIZKIKTK
44+4+2+2-3-3-1+2-

DEEF
EF GG
3-2-3 = -1

Obr. 50: Ukazka jednoduchého vypoctu skore s vyuZzitim matice BLOSUM62

8.1.1 Vznik a penalizace mezer

V ramci zarovnani musime pocitat i s moznym vznikem mezer, které ndm umoznuji
zarovnat sekvence, ve kterych doslo k inzerci/deleci. Inzerce/delece v alignmentu miize
vzniknout z riznych divodi, jednim z nejcastéjSich divodi je vznik bodové mutace
v jedné ze sekvenci. Dal§imi divody jsou: nepfesny crossover pii meidze (inzerce nebo
delece tetézce bazi), DNA slippeage pii replikaci (vznik repetice v fetézci) anebo
translokace DNA mezi chromozomy. Mezery miZeme v ramci alignmentu nachdzet
libovolné v fetézci, na zacatku, uprostred i na konci (Obr. 51).

MVLSPA-DKTNVKAAWGKVGAHAG—-EYGAEALERMFLSFPTTKTYFPHFD

R A e e RN A NN AR AR R AR
MVLS-GEDKSNIKAAWGKIGGH-GAEYGAEALERMFASFPTTKTYFPHFD

Obr. 51: Zobrazeni moZnych mezer v alignmentu

Neexistuji teorie pro odvozeni ceny mezer (gap penalty), nicméné obecné plati, Ze cena
za otevieni mezery je vyS$i nez za jeji prodlouzeni, 1 kviili tomu, ze tvorbou mezer se
zvySuji pravdépodobnost alignmentu ndhodnych sekvenci. Navic, pokud je gap penalty
nizkd, miizeme sice ziskat ,,lepsi“ alignment, ale z hlediska biologie také miize jit o
nesmysl.

Je také zapotiebi si uvédomit, ze indely se Casto objevuji v blocich, takze jednoducha
linedrni funkce (cena za otevieni mezery plus za prodlouZeni) neni dostate¢né piesna,

vvvvvv
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8.1.2 Substitu¢ni matice

Jak jiz bylo feceno, vybér substitucni matice, ovlivituje vysledné skore (a dalsi ptidanou
statistiku). Vychazime z ptedpokladu, ze sekvence maji nebo mohou mit spole¢ného
predka. Substituénimi maticemi rozumime teoreticky i empiricky odvozené matice, ve
kterych jsou zapsany frekvence, pii kterych se sledovany znak (nukleotidovd nebo
aminokyselinova substituce) v nukleotidové nebo proteinové sekvenci zménil v rdmci
evoluce na jiny. Informace v nich jsou Casto zapsané v matici jako zlogaritmované
pravdépodobnosti nalezeni dvou specifickych stavli zarovnanych znaki (log-odds
matice), a jsou zavislé na predpokladaném poctu evolu¢nich zmén nebo sekvencni
nepodobnosti mezi porovnavanymi sekvencemi. Zndme né¢kolik riznym substitu¢nich
matic, PAM, BLOSUM, GONNET, DNA identity matrix (skoro jedind zamétfena na
nukleotidy, vyhodnoceni transici a transverzi), Kimuriv model, WAG; my se zde budeme
vénovat prvnim dvéma.

PAM (Point accepted mutation)

Jedna z vibec prvnich substitu¢nich matic (log-odds matice, teoreticky odvozend)
vypocitand Margaret Dayhoff v 70. letech 20. stoleti, zalozend na mutacich v ramci
globalniho alignmentu. Pro vypocet matice PAM1 byla vybrana skupina velmi blizce
ptibuznych sekvenci s frekvencemi mutaci odpovidajicimi jedné jednotce PAM (1 %
aminokyselinovych pozic, které byly zménény). Celkem bylo pouzito pouzil 71
proteinovych rodin, u kterych Dayhoff vytvofila hypotetické fylogenetické stromy a
zaznamenala pocet pozorovanych substituci (podél kazdé vétve stromu) v cilové matrici
20x20. Na zaklad€¢ shromédzdénych mutacnich dat z této skupiny sekvenci pak byla
odvozena substitu¢ni matice. Matice PAM1 ve vysledku ukazuje, jaka rychlost substituce
by se ocekavala, kdyby se zménilo 1 % aminokyselin. PAM1 matice se da pouzit jako
zaklad pro vypocet dalSich matric za piedpokladu, ze opakované mutace by se fidily
stejnym vzorem jako ty v matrici PAMI1, a stim, Ze se na stejném mist¢ mohou
vyskytovat vicenasobné substituce (M. Dayhoff spocitala matice az do PAM250).
Problémem téchto matic je to, ze sekvencni zmény vramci dlouhych evolu¢nich
Casovych méfitcich se nedaji dobfe aproximovat slu¢ovanim malych zmén, ke kterym
dochazi béhem kratkych casovych métitek. PAM matice se tedy hodi na porovnavani
blizce ptibuznych proteint.

BLOSUM (BLOck SUBstitution Matrix)

Matice BLOSUM (log-odds matice, empiricky odvozend), poprvé popsané v 90. letech
Stevnem Henikoffem a Jorjou Henikoffovou, napravuji problém zmén v dlouhych
evolu¢nich méftitkach, se kterymi se potykaji matice PAM. Vychézeji z vétsiho mnozstvi
vice rozmanitych proteini. Vypocet prvnich matic probihal nasledovné: v databazi
BLOCKS se vyhledaly celé bloky konzervovanych oblasti v rdmci proteinovych rodin
(bez mezer v zarovnani; predpoklada se, ze konzervované oblasti nesou funkci, a proto
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maji niz§i miru substituci). Nasledné byly v téchto blocich vypocitany relativni
zastoupeni aminokyselin a pravdépodobnosti jejich substituce. Aby se snizila odchylka
od blizce pfibuznych sekvenci na rychlosti substituce, segmenty v bloku se sekvencni
identitou nad urcitym prahem byly seskupeny, ¢imZ se snizila vadha kazdého takového
shluku — pro matici BLOSUMG62 byl tento prah urcen na 62 %, frekvence se tedy pocitaly
mezi shluky, takZe pary byly pocitany pouze mezi segmenty s méné nez 62 % podobnosti.
Poté se vypocitala logaritmicka skoére pro kazdy ze 190 moznych substitucnich parta 20
standardnich aminokyselin. Matice BLOSUM se vyuzivaji v blastp, a jsou vhodné pro
identifikaci neznamych nukleotidovych sekvenci.

BLOSUM matrices vysokymi &isly je dobra pro porovnani vysoce piibuznych
sekvenci, zatimco nizké pro relativné vzdalené podobnosti

Fun fact: U matice BLOSUMS62 byla objevena chyba ve vypoctu, avsak po
jeji opravé matice funguje biologicky hiie

Stru¢né vysvétleni log-odds: log-odds je logaritmicka pravdépodobnost
s jakou by se aminokyselina a mohla zménit (mutovat) na aminokyselinu b v
ramci evoluce, na zakladé omezeni naseho evolué¢niho modelu

8.1.3 Rozdily mezi maticemi PAM a BLOSUM

1. Matrice PAM jsou zaloZeny na mutacich pozorovanych béhem globalniho
zarovnani, coz zahrnuje jak vysoce konzervované, tak vysoce mutabilni oblasti. Matrice
BLOSUM jsou zaloZeny pouze na vysoce konzervovanych oblastech v sériich zarovnani
(lokalni), které neobsahuji mezery

2. Matice BLOSUM jsou zalozeny na pozorovanych zarovnanich; nejsou
extrapolovany ze srovnani blizce pfibuznych proteinti jako PAM

vvvvv

vvvvv

a tedy mensi evoluéni vzdalenost (Obr. 52).

BLOSUMS0 BLOSUM62 BLOSUMA45
PAM1 PAM120 PAM250

vice podobné sekvence _ méné podobné sekvence

Obr. 52 Priklad: PAM250 se pouZiva pro vzdalenéjSi sekvence nez PAMI;
BLOSUMS0 se pouZziva pro blizsi sekvence nez BLOSUM46, Pfeiferova L

Hezké vysvétleni vypoctu a backgroundu za substitu¢nimi maticemi PAM a BLOSUM
najdete na https://www.youtube.com/watch?v=681F71zEUF8
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8.2 Pairwise aligment

Pairwise alignment se pouziva k pfimému porovnani dvou sekvenci spolu s nalezenim
nejlépe odpovidajiciho lokalniho nebo globalniho zarovnani, ptipadné overlap a semi-
globalniho, a k vyhledani podobnych sekvenci v databazi. Pro vytvéfeni parového
zarovnani muzeme pouzit nasledujici zakladni metody: dotplot, a dynamické
programovani, pifipadné jejich implementace. V rdmci dynamického programovani
vyuzivame Smith-Watermaniv algoritmus pro lokalni a Needleman-Wunschiv
algoritmus pro globalni zarovnéani. Specifickym problémem je alignment genti, kde
musime u eukaryotickych organismi pocitat s introny.

8.2.1 Dot plot

Patrné¢ nejjednodussim (ale zaroven pomérné ¢asoveé narocnym) provedenim pairwise
alignmentu je Dot plot, metoda grafického srovnani dvou biologickych sekvenci
vyuzivajici tvorbu rekurentniho grafu. Princip je nasledujici: vytvori se
dvoudimenzionalni matice, kdy jedna sekvence se nachazi na horizontalni ose a druha na
vertikdlni. Srovnani je pak provedeno jednoduse tak, ze postupné pro kazdy prvek obou
sekvenci prochdzime tadky/sloupce, ve kterém se nachdzi a zaznamenavame shody s
druhou sekvenci, takze odpovidajici segmenty sekvence se objevi jako behy diagonalnich
Car napfi¢ matici (Obr. 53). Dot plot lze mimo jiné pouzit k zobrazeni repetitivnich
oblasti. Oblasti, které¢ jsou vyrazné¢ podobné, se na grafu projevi jako diagondlni ¢ary
mimo hlavni thlopfi¢ku. Tento efekt muze nastat, kdyz se protein sklada z vice
podobnych strukturnich domén.

Néhodné shody mohou byt pro vétsi prehlednost odfiltrovany za pomoci nastaveni okna
(window size), kdy jsou porovnavany celé bloky sekvenci (po 3, 4, 10, vice, v zasadé
podle délky sekvence), a shoda se zaznamend pouze v piipad¢ dosahnuti urcité
minimalni thresholdové hodnoty. Vysvétleni dotplotu si miiZzete poslechnout na
https://www.youtube.com/watch?v=nnPNwlzX2qg&t=8s

TIA|T|C|GAA|GTA
T | X X X
A X XX X
T | X X X
T | X X X
C X
T | X X X
A X XX X

Obr. 53: Zobrazeni dotplotu, vlastni data
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8.2.2 Globalni alignment

Algoritmus Needleman-Wunch je piikladem globalni alignmentu zalozeném na
dynamickém modelovéani, ktery zarovnava podobné sekvence v celé jejich délce. Z tohoto
divodu je vhodnym algoritmem pro porovnani podobné/stejn¢ dlouhych sekvenci
s vysokou podobnosti. Od algoritmu Smith-Watermanu se 1i$i v tom, Ze vyZaduje penaltu
za mezeru (u Smith-Watermana neni povinna, ale 1ze ji inkorporovat). Ta se zapocitava,
pokud je nejvyssi skére nad anebo vlevo od hodnocené buiiky. Needleman-Wunschiv
algoritmus zaroven povoluje zdporné hodnoty vysledného skore.

Skore se pocita podle nasledujici rovnice (2), A = a;a, ...a, a B = byb; ...b,, jsou
sekvence o délce n a m, které chceme zarovnat.

Si—l,j—l + S(aibj),
maxka1{5i—k,j — Wi},
maxlzl{si,j—l - VVI}

Si; = max platné prol <i<n,1<j<m, (2)

ij

Algoritmus je nasledujici (Obr.54):

1. Urci se substituéni matice a gap penalty, s(a, b) je skore podobnosti prvki, které
predstavuji dveé sekvence, Wi je penalizace mezery o délce k

2. Sestavi se skorovaci matice S a inicializuje se jeji prvni fadek a sloupec. Velikost
skérovaci matice je (n+1) x (m+1) s indexovanim od 0. Skp = So1 = 0 pro 0 <
k<na0O<l<m

3. Vyplni se matice pomoci rovnice (2), kde S;_q ;1 + s(aibj) je skore
alignmentu a; a b, S;_y; — Wy je skore, pokud je a; na konci delky mezery o
delce k, S; j_; — W, skore, pokud je b; na konci délky mezery o délce 1

4. Traceback, zacina se (odzadu) od nejvyssiho skore S a konci se na buiice matice
se skore 0
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Needleman-Wunsch
match = 1 mismatch = -1 gap =-1

G Cc A T G C G

o/ 1 =2 3 4 5 6 7
N
G 1] 1«0 4 -1 23«45
\
A 2 0 0|1 0 123
K
T 3 - 110 241 0 1
KK
T 4 2 2 41 1 0 1
B
A 5 3 3 4 0,00 1
X
c 6 4 2 2 A 11 0
\
A 7 5 3 - 2 2 00

Obr. 54: Globalni alignment, Slowkow, CC0, via Wikimedia Commons

8.2.3 Lokalni alignment

Lokalni alignment pouzivd algoritmus Smith-Waterman, ktery vyuziva dynamické
programovani (rozdéleni komplexniho problému na sérii malych tkold. To znamena, ze
se nesnazime zarovnat celou sekvenci, ale hleddme shodu nebo rozdil u dvojic
nukleotidovych pozic). Jedna se o specificky ptipad algoritmu Needleman-Wunch. U
tohoto algoritmu se nemuseji pocitat mezery (i kdyz je mozné je do algoritmu
inkorporovat, a my je pocitat budeme), a vysledné skére nemiize vychazet v zapornych
Cislech.

Skore se pocitd podle nasledujici rovnice (1), A = a;a, ...a, a B = byb; ... b, jsou
sekvence o délce n a m, které chceme zarovnat.

Si—1,j—1 + s(aibj)’
maxkal{si—kj - Wk}’
maxlz1{5i,j—l o Wl}'

0

S;j = max platné pro 1 <i<n,1<j<m, (1)
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Algoritmus je nasledujici (Obr. 55):

1.

2.

> 4 0O X O 4 A4 O O

Ur¢i se substitucni matice a gap penalty, s(a, b) je skore podobnosti prvki, které
predstavuji dvé sekvence, Wk je penalizace mezery o délce k.

Sestavi se skorovaci matice S a inicializuje se jeji prvni fadek a sloupec. Velikost
skérovaci matice je (n+1) x (m+1) s indexovanim od 0. Skp = So1 = 0 pro 0 <
k<nal0<1l<m

Vyplni se matice pomoci rovnice (1), kde S;_; j_; + s(aibj) je skore
alignmentu a; a b, S;_y; — Wy je skore, pokud je a; na konci délky mezery o
delce k, S; j_; — W, skore, pokud je b; na konci délky mezery o délce 1 a 0 pokud
neni podobnost mezi dvojici a;b; (vysledna hodnota byla zaporna).

Traceback, zac¢ina se (odzadu) od nejvyssiho skore S a konci se na buiice matice
se skore 0.

T G T T A C G
0O 0 0O 0O O O 0 O
T 6 T T A C G G
G .0 O 3 1 0 0 0 3
0O 0 O0O O/ 0O O O O s
o ¥ 9 G 0 0 3 1 0 0 0 3
0O 0 321 0 0 0 3 3 [ N
» ¥ 9 T 0 3 1 6 4 2 0 1
0O 0 321 0 0 0 3 &6 [ 3
» va 3 v ¥ T 0 3 1 4 9 7 5 3
0 391 6242290 1 4 )
o "L R & G 0 1 6 4 7 6 4 8
0 391 4 997953 2 [ N
v Y3 9 9 9 A 0O O 4 3 5 10 8 6
0 1 624 7 624 8996 [ 3
v v v C 0 0 2 1 3 8 13 11
0 0 4 3 5 109896 5
v b T 0 3 1 5 4 6 11 10
0 0 2 1 3 8 119
» % 9 ¥ » A0 1 0 3 2 7 9 8
0 391 5 4 6 11 1028
v vyava vyav e & & B s B B
0 1 0 3 2 7 9 8 7 3 6 9 7 10 13
G T - A C
I I I I I
G T G A C

Obr. 55: Lokalni alignemnt Smith-Waterman algoritmus, skore za shodu (match)

+3 a za rozdil (mismatch) —3, gap penalty 2 (2k, k zna¢i délku mezery), Yz
¢s5160, CC BY-SA 4.0

Lokalniho alignmentu vyuZivaji nastroje BLAST a FASTA (viz niZe).
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8.2.4 Overlap alignment

Sekvenci si mizeme rozdélit na prefix ¢ast (,,pfedni®) sufix ¢ast (,,zadni*). Overlap
alignment se pak da popsat jako pfipad, kdy ignorujeme prefix prvniho fetézce a sufix
druhého fetézce, pokud zbyvéjici podietézce (sufix-prefix overlaping) poskytuji dobry
alignment. Overlapy jsou dulezit¢ pro fragment assembly, kdy se zpétn¢ sklada
genomicka sekvence z ndhodnych subsetl podretézci.

8.2.5 Gene alignment

Ve chvili, kdy méme proteinovou sekvenci z nezndmého genu, a hleddme sekvenci tohoto
genu v DNA. U prokaryot pouzijeme semi-globalni alignment, coz je specificky podtyp
alignmentu, kdy je nékolik prvnich fadkl nastaveno na hodnotu 0. Pak miZeme skore
Si—1,j-1 +S(a; bj) nahradit za S;_, j_3 + s(ai,aa[B[j - 2. .j]], kde A je proteinova
sekvence, B je DNA sekvence, aa[xyz] je aminokyselina ptepsand do DNA kodonu. U
Nejbéznéjsim zptsobem, jak je zakomponovat, je pouZit penalizaci affine gap, a pfifadit
velkou cenu otevieni mezery a naopak velmi malou cenu za rozsifeni mezery na strané
DNA, a na strané proteinu pak pouzit linedrni cenu mezery (otevieni, plus extenze). Také
je dobré¢ si uvédomit, Ze pocet introndl je omezeny.

8.2.6 Nastroje vyuzivajici lokalni alignment
Heuristickd aproximace Smith-Watermanova algoritmu se uplatiiuje ve vyhledavani

podobnych sekvenci v sekven¢nich databdzich. Pro posouzeni nejpodobnéjsSich slouzi
statistické vyhodnoceni vzhledem k mife podobnosti dané Cisté ndhodou (E-Value).

Pro¢ je spravnéjsi divat na E-Value: skore mize byt hezké, ale realné nemusi
vypovidat o podobnosti — mtlize se jednat i jen o alignmentem 8 aminokyselin
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8.2.7 Dilezité pojmy ke statistice

odpovidaji vyssi podobnosti. Stupnice skoére zavisi na pouzitém systému bodovani
(substitu¢ni matice, penalizace mezery).

Pokryti (Query cover): jaka ¢ast zajmové sekvence je porovnavand s nalezenou sekvenci.
lambda: parametr zavisly na substitu¢ni matici a na cen¢ za vytvoreni mezery. Pouziva
se na prevedeni skore S na normalizované S’ v bit score.

lambda ratio: lambda pro dany bodovaci systém v poméru s tim, ktery pouziva stejné
skodre substituce, ale s nekone¢nymi naklady na mezeru. Tento pomér ukazuje, jaky podil
informaci v zarovnani bez mezer musi byt obétovan v nadéji na zlepSeni jeho skore
prostiednictvim rozsifeni pomoci mezer.

E-hodnota (E-value): kolikrat je mozné v prohleddvané databazi oc¢ekavat sekvenci se
stejnym (¢i lep$im) skore alignmentu jako mé nalezena sekvence vic¢i zajmové Cisté
nahodou. E-hodnota by méla byt co nejmensi, idealné nula. Z definice E-value zavisi na
velikosti databaze, a proto se v ¢ase a s mnozstvim sekvenci, které do databazi vstupuji
meéni. Pro ,,normalni* databazi se jako treshold, kdy miizeme vysledek povazovat za
solidni bere E-value 107.

Bit-score: normalizované skore vyjadiené v bitech, které vam umozni odhadnout velikost
vyhledavaciho prostoru, kterou byste museli prohlédnout, nez byste o¢ekéavali, Ze najdete
skore tak dobré jako nebo 1épe nez tohle ndhodou.

Rozsifené informace ke statistice vyuzivané v Blastu najdete na této strance,
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/tutorial/Altschul-1.html.

8.2.8 BLAST

Jednim z nejcastéji pouzivanych algoritmt pro lokalni alingment je BLAST (zkratka
z anglického The Basic Local Alignment Search Tool) od NCBI (Obr. 56, 57). Zakladni
algoritmus je jednoduchy a robustni, méa dobry pomér mezi citlivosti a rychlosti analyzy.
Podle pouziti se porovnava nukleotidova nebo proteinova sekvence s velkymi DNA nebo
proteinovymi sekvencnimi datab4dzemi jako je GenBank a EBI (na rozdil od FASTA ma
oddélené programy pro praci s DNA resp. proteiny). Vzhledem ke své flexibilité je mozné
jej pouzit jak piimo k identifikaci a anotaci vyhledavaného tuseku, tak v ptipadé dosud
neanotovanych genomickych dat také k odvozeni funkénich i evoluénich vztahi mezi
sekvencemi a k zafazeni genu do rodiny. Kromé& popisu porovnanych sekvenci program
dale vypocitava statistickou vyznamnost pomoci bit-skdre, procentualni shody a E-
hodnoty (Obr. 58, 59).
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Basic Local Alignment Search Tool

BLAST+2.13.0 is here!

Starting with this release, we are including the
blastn_vdb and tblastn_vdb executables in the BLAST+
distribution.

BLAST finds regions of similarity between biological sequences. The
program compares nucleotide or protein sequences to sequence
databases and calculates the statistical significance. Learn more

Thu, 17 Mar 2022 12:00:00 EST 2 More BLAST news...

Web BLAST

BLAST Genomes

| |

Human Mouse Rat Microbes

Obr. 56: Ukazka hlavni stranky BLASTu, NCBI Basic Local Alignment Search
Tool. https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi (accessed April 30, 2022)

BLAST identifikuje shodné sekvence pomoci heuristické metody, ktera aproximuje
Smith-Watermantv algoritmus. BLAST nehledé identitu piimo, ale na zaklad¢ indexu.
Zjednodusen¢ identifikuje shody mezi dvéma sekvencemi, jejichz skore jiz nejde zvysit
rozsifenim dané oblasti a oznaci je jako HSP (High segment scoring pair). Zakladem jsou
3 algoritmické kroky: K dotazované sekvenci spocita vSechny slova dané délky se skore
podobnosti lepSim neZ treshold. Témito slovy pak prohledava databdzi a hleda hity.
Vezme nejlepsi oblast a hled4 na ob¢ strany od ni, idealné dokud nedosahne HSP. Neni
zaruceno nalezeni optimalniho zarovnani a veSkerych shod, nekteré hity mohou byt
vynechany.

Zjednoduseny pohled na BLAST algoritmus:

1. Odstranéni oblasti snizkou komplexivitou nebo repetitivni sekvence
v dotazované sekvenci;

e oblasti, které poskytuji falesn€¢ vysoké skore.
2. Vytvofeni slovniku obsahujiciho klicova slova — k-mery z dotazované sekvence

e vétsinou k = 3 pro sekvenci proteinu a,
e k=11 pro nukleidovou sekvenci.

3. Vytvoteni seznamu pravdépodobnych shod;

e berou se pouze slova s vysokym skérem,
e pro proteiny standartn¢ pouziti skorovaci matice (BLOSUMG62),
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e pro nukleitodové sekvence: match +5, misatch -4, ptipadné match +2,
mismatch -3,

e usek hodnocen jako odpovidajici (hit), pokud ptesdhne piedem
definovanou prahovou hodnotu (threshold) T.

Uspotadani zbyvajicich slov s vysokym skére do efektivniho stromu vyhledavéni.
Hledani shody v databazi pro slova s vysokym skore.

Alignment se rozSifuje na ob¢ strany, dokud skore ptestane dosahovat prahové
hodnoty;

e uiti stale stejné skorujici matrix,
e vytvofeni HSP, jako High-skoring segment pair,

e dale se pracuje HSPs které maji vétsi skore nez empiricky stanovené
skore S.

Vyhodnoceni vyznamnosti HSP skore;

e vypocet E-Value,
e vypocet bit-score.

V programu jdou ménit hodnoty pro vyhledavani cilovych sekvenci. B€Zné jsou potieba
nasledujici parametry:

Nk L=

Hodnota hrani¢ni e-val.

Délka kli¢ového slova pro slovnik.

Skoérovaci matice (proteiny).

Hodnota match/mismatch (nukleotidy).

Hodnota vytvofeni mezery.

Hodnota prodlouzeni jiz vytvofené mezery.

Minimalni skére pro rozsitfeni odpovidajiciho useku (hitu).

Dalsi vysvétlivky k pojmiim pouzivanych nejen v BLASTu (napt. i v PAM maticich)
najdete zde, https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK 62051/, a dal$i uzite¢né tutorialy,
vcetné videi pak zde, https://www.ncbi.nlm.nih.gov/home/tutorials/.
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Standard Protein BLAST

blastn m blastx thlastn tblastx

BLASTP programs search protein databases using a protein query. more...

Enter Query Sequence
Enter accession number(s), gi(s), or FASTA sequence(s) © clear Quarysd:rangee

>P01013 GENE X PROTEIN (OVALBUMIN-RELATED) F
QIKDLLVSSSTDLDTTLVLVNAIYFKGMWKTAFNAEDTREMPFHVTKQESKPV fonl l:]

QMMCMNNSFNVATLPAEKMKILELPFASGDLSMLVLLPDEVSDLERIEKTINF
EKLTEWTNPNTMEKRRVKVYLPQMKIEEKYNLTSVLMALGMTDLFIPSANLTG) To

Or, upload file Vybrat soubor neni vybran Zadny soubor @

Job Title |
Enter a descriptive title for your BLAST search (2]

D Align two or more sequences (2]

Choose Search Set

Try experimental clustered nr da

Databases @ standard databases (nr etc.): mo Experimental databases
For more info see What is clustered nr?
Compare [ select to compare standard and experimental database @
Standard
Database Non-redundant protein sequences (nr) v ]e
o

, ar = n uggests \D exclude (“Add organism )

Optional LE

Enter organism common name, binomial, or tax id. Only 20 top taxa will be shown. 9
Exclude () Models (XM/XP) () Non-redundant RefSeq proteins (WP) [ une i tal sample sequences
Optional

Program Selection
Algorithm O Quick BLASTP (Accelerated protein-protein BLAST)
@ blastp (protein-protein BLAST)
O PSI-BLAST (Position-Specific Iterated BLAST)
O PHI-BLAST (Pattern Hit Initiated BLAST)
O DELTA-BLAST (Domain Enhanced Lookup Time Accelerated BLAST)
Choose a BLAST algorithm @

BLAST ‘ Search database nr using Blastp (protein-protein BLAST)
O

Show results in a new window

<+ Algorithm parameters

Obr. 57: Vyhledavani v BLAStu, aminokyselinova sekvence, NCBI Basic Local
Alignment Search Tool. https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi (accessed
April 30, 2022)
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< Edit Search Save Search Search Summary v @ How to read this report? @ BLAST Help Videos *DBack to Traditional Results Page

I 0 Your results are filtered to match records with percent identity between 0 and 95.

Job Title P01013 GENE X PROTEIN (OVALBUMIN-RELATED)... Filter Results
RID 6WDUOHAG601N Search expires on 05-02 15:31 pm Download All v -
Program BLASTP@ Citation v Organism only top 20 will appear | exclude
Database nr See details v ’
=+ Add organism
Query ID Icl|Query_162485
Description P01013 GENE X PROTEIN (OVALBUMIN-RELATED) EDITED Percent Identity E value Query Coverage
Molecule type  amino acid ‘ ‘ to ‘ 95 ‘ \ ‘ to \ ‘ ‘ to \

Query Length 228

Other reports Distance tree of results Multiple alignment MSA viewer @ m

( X
Descriptions Graphic Summary Alignments Taxonomy
Sequences producing significant alignments Download - Select columns ¥ Show | 100V | @
select all 93 sequences selected GenPept Graphics Distance tree of results  Multiple alignment MSA Viewer
) ’ Max Total Query E Per. Acc.
Descript Scientific N i
esmlp on memf ame Score Score Cover value Ident Len Accession
v - - v -
hypothetical protein CIB84_014810 [Bambusicola thoracicus] Bambusicola thoracicus 427 427 100% 9e-149 90.52% 315 POI21443.1
(v] lated protein X Meleagris gallopavo 424 424 100% 2e-145 89.22% 456 XP_019469333.1
n OVALX protein [Ox gujanensis) Odontophorus gujanensis 413 413 100% 1e-144 86.64% 232 NXJ12991.1

Obr. 58: Ukazka vysledkii vyhledavani aminokyselinového retézce, vysledek
obsahuje maximalni skére, E-value, pocet nalezenych sekvenci,
identifikatory, pouZitou databazi a jiné, NCBI Basic Local Alignment
Search Tool. https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi (accessed April 30,
2022)

Query 177 EDGIEMAGSTGVIEDIKHSPESEOFRADHPFLFLIKHNPTNTIVYFGRYWSP 228
G_EMAGSTGV ED KHSPE EQFR DHPFLFLI HNPTNTIV+ GRY SP
Sbjct 264 EDGTEMAGSTGVTEDSKHSPELEOFRVDHPFLFLIIHNPTNTIVFIGRYCSP 315

& Download v GenPept Graphics ¥ Next A Previous <«Descriptions
ovalbumin-related protein X [Meleagris gallopavo]
Sequence ID: XP_019469333.1 Length: 456 Number of Matches: 1

Range 1: 225 to 456 GenPept Graphics Related Information
Score Expect Method Identities Positives m-associate.d gene d_etails
424 bits(1089) 2e-145 Compositional matrix adjust. 207/232(89%) 219/232(94%) 4/232(1%) Genome Data Viewer - aligned

genomic context
Query 1 QIKDLLVSSSTD--TTLVLVNAIYFKGMWKTAFNAEDTREMPFHVTKQESKPVQMMCMNN 58
Q+KDLLVSSS D TTLVLVNAIYFKG+WKTAFNAEDTREMPF VTKQESKPVQMMC-+N+
Sbjct 225 OMKDLLVSSSVDLDTTLVLVNAIYFKGVWKTAFNAEDTREMPFSVTKOESKPVOMMCLND 284

Query 59 SFNVATLP——KMKILELPFASGDLSMLVLLPDEVSDLERIEKTINFEKLTEWTNPNTMEK 116
+FNVATLP KMKILELP+ASG+LSMLVLLPDEVS LE+IEKTI+FEKLTEWTNPNTMEK
Sbjct 285 TFNVATLPAEKMKILELPYASGELSMLVLLPDEVSGLEOIEKTISFEKLTEWTNPNTMEK 344

Query 117 RRVKVYLPQMKIEEKYNLTSVLMALGMTDLFIPSANLTGISSAESLKISQAVHGAFMELS 176
RRVKVYLP+MKIEEKYNLTSVLMALGMTDLF SANLTGISSAESLKISQAVHGAFMELS
Sbjct 345 RRVKVYLPRMKIEEKYNLTSVLMALGMTDLFSRSANLTGISSAESLKISQAVHGAFMELS 404

Query 177 EDGIEMAGSTGVIEDIKHSPESEQFRADHPFLFLIKHNPTNTIVYFGRYWSP 228
E+G_EMAGSTGVIEDIKHS E E+ RADHPFLFLIKHNPTNTIVYFGRYWSP
Sbjct 405 EEGTEMAGSTGVIEDIKHSSEFEELRADHPFLFLIKHNPTNTIVYFGRYWSP 456

& Download v GenPept Graphics ¥ Next A Previous <«Descriptions
OVALX protein [0dontophorus guj is]

Sequence ID: NXJ12991.1 Length: 232 Number of Matches: 1

Range 1: 1 to 232 GenPept Graphics

n Score Expect Method Identities Positives Gaps
413 hite(10A1) 1e-144 Cy it matriv adinet 201/232(870%) 217/232(Q30h) 4/232(10k)

Obr. 59: Ukazka vysledki vyhledavani aminokyselinového retézce, zalozka
alignment, NCBI  Basic Local Alignment Search Tool.
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi (accessed April 30, 2022)
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Programy v ramci BLASTu:

Nucleotide-nucleotide BLAST (blastn): podle zadané¢ nukleotidové sekvence vraci
nejpodobnéjsi nukleotidové sekvence znukleotidové databdze (specifikované
uzivatelem).

Protein-protein BLAST (blastp): podle zadané proteinové sekvence vraci
nejpodobnéjsi proteinové sekvence z proteinové databaze (specifikované uzivatelem).
Nucleotide 6-frame translation-protein (blastx): prohledava proteinovou databazi
pomoci pielozeného nukleotidového dotazu, six-frame translace (oba sméry, 3+3).
Nucleotide 6-frame translation-nucleotide 6-frame translation (tblastx): pievadi
dotazovanou nukleotidovou sekvenci do vSech Sesti moznych ¢tecich ramct a porovnava
ji s preklady Sesti ramcti databdze nukleotidovych sekvenci. Ugelem tblastxu je najit
velmi vzdalené vztahy mezi nukleotidovymi sekvencemi.

Protein-nucleotide 6-frame translation (tblastn): porovnava proteinovy dotaz
s preklady vSech Sesti ¢tecich ramct databaze nukleotidovych sekvenci.

Large numbers of query sequences (megablast): zietézuje mnoho vstupnich sekvenci
dohromady, aby vytvortily velkou sekvenci ptfed prohledavanim databaze BLAST, a
nasledné analyzuji vysledky vyhledavani, aby ziskaly jednotliva zarovnani a statistické
hodnoty. Je velmi rychly, nachazi efektivné dlouhd zarovnéani velmi podobnych sekvenci.

8.2.9 PSI-BLAST

Pozi¢né-Specificky Iterovany BLAST (PSI-BLAST) (blastpgp) je program k nalezeni
vzdalenych ptibuznych proteinu. Hleda senzitivnéj$im zptisobem a je zalozen na BLAST,
ale dale vyuziva iterace krokli multiple alignmentu a tvorby a pouziti pozi¢né specifické
substitu¢ni matice (PSSM). Nejprve je vytvoren seznam vSech uzce piibuznych proteini.
Tyto proteiny jsou slou¢eny do obecné profilové sekvence, kterd shrnuje vyznamné rysy
pfitomné v téchto sekvencich. Pouzitim tohoto profilu je poté spustén dotaz proti
proteinové databdzi a je nalezena vétsi skupina proteint. Tato vétsi skupina se pouziva k
vytvofeni jiného profilu a proces se opakuje.

Zahrnutim piibuznych proteinti do vyhledavani je PSI-BLAST mnohem citlivéjsi pfi
zachyceni vzdalenych evolu¢nich vztahli nez standardni protein-protein BLAST.

BLAST existuje i ve formée webové aplikace na adrese
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi. Jedinymi pozadavky na spusténi programu je
zadani dotazované sekvence/sekvenci a vybér databaze. BLAST najde v databazi dil¢i
sekvence, které jsou podobné dil¢im sekvencim v dotazu. Podle typu (blastn, blastp, ...)
se 1 ve webové verzi BLAST daji ménit nekteré parametry, jako pocet cilovych sekvenci
k zobrazeni, threshold, délka kli¢ového slova, match/mismach skore (ptip. skérovaci
matice u proteinl), pouZiti filtri a masek.
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8.2.10 FASTA

Alternativni program k programu BLAST od EBI. Na rozdil od algoritmu BLAST jsou
zde tolerovany mezery. FASTA v citlivosti pfed¢i BLAST, ale je vypocetn¢ vyrazné

wewr

Vstupni parametry pro FASTA jsou obdobné jako pro BLAST: velikost gap penalty za
otevieni a prodlouZeni mezery, zvolena substitu¢ni matice a velikost vyhledavaného
slova (k-tuple). Nastaveni velikosti k-tuple ovlivituje vyslednou rychlost zarovnani, se
zvysujici se velikosti slova klesa citlivost (nenalezne viechny zaznamy). Useky o nizké
komplexité, které by mohly znepfesnit vysledky zarovnani, by mély byt pred vlastnim
zarovnanim, piipadné dodatecné, odfiltrovany.

Algoritmus FASTA se sklada z nasledujicich kroki:

1. Umisténi porovnavanych sekvenci na vertikalni a horizontalni ose grafu (obdobné
jako u Dot-plotu). Program vyhled4 kratké identické sekvence o pfedem dané
délce, které vytvori diagonaly ve skdrovaci matici.

2. Vybere se ptedem urceny pocet nejdelSich diagonal a spocita se nenormalizované
skore alignmentu bez mezer (initl). Dale se vytadi sekvence, jejichz nejlepsi
diagonaly nedosahujici pfedem dané mezni hodnoty (cutoff), tim dostanemé 1.
treshold.

3. Vytvoii se neoptimalizovany alignment spojenim (v€etn¢ vzniku mezer) nejlepsi
diagondly se sousednimi, piepocita se skore véetné mezer (initn).

4. Alignment je rozSifovan na ob¢ strany pomoci klasického pairwise alignmentu,
dokud skore neptesdhne zvolenou mezni hodnotu

5. Finalni vypocet z-skore/bit-skore a E-value.

Programy v ramci FASTA:

FASTA: srovnavd DNA (aminokyselinové) sekvence s jinou DNA (proteinovou)
sekvenci/databazi DNA (proteinovych) sekvenci.

SSEARCH: srovnava proteinovou nebo DNA sekvenci s databazi, Smith-Waterman bez
optimalizaci a heuristik (velmi pomalé).

TFASTX/Y: porovnavaji proteinové sekvence s DNA sekvenci/databazi, translace DNA
do proteinové sekvence, vcetné posunil Cteciho ramce a vyhledavani vSemi sméry.
FASTY je pomalejsi, protoZe povoluje frameshifty v ramci kodont.

GGSEARCH: global-global search, vyuzivd metodu dynamického programovani
Needleman-Wunsch pro sestaveni globalniho alignmentu.

GLSEARCH: global-local search, vyuzivda metodu dynamického programovani
Needleman-Wunsch pro sestaveni globalniho alignmentu.

111



Tab. 16: Prehled programii pro vyhledavani sekvenci na zakladé podobnosti
v sekvenc¢nich databazich. (Cvrékova F, 2016)

DNA Protein
DNA FASTA BLASTX
BLASTN
SSEARCH
GGSEARCH
GLSEARCH
Protein TBLASTN BLASTP
TFASTX/Y PSI-BLAST
FASTA
SSEARCH

Webova aplikace FASTA je na strance https://www.ebi.ac.uk/Tools/sss/fasta/.

8.3 Multiple sequence alignment

Multiple sequence alignment je rozSifenim pairwise alignmentu, kdy zarovnavame
nékolik proteinovych ¢i nukleotidovych sekvenci. Vyuziti je nasledujici: nalezeni
,diagnostického vzoru* (diagnostic patterns) na jehoz zéklad¢ je mozné charakterizovat
proteinové rodiny, analyza homologie mezi novou sekvenci se sekvencemi v databazich,
uréeni vzdjemné piibuznosti sekvenci v ramci skupiny spojené s tvorbou fylogenetickych
stromtl, predikce sekundarni a terciarni struktury novych proteinti a také navrzeni primerti
¢i oligonukleotidovych sond pro PCR a dalsi technologie.

Existuje nékolik moznych metod pro feSeni vicendsobného zarovnani:

dynamické programovani: pfimé rozsifeni pairwise alignmentu, simultanni alignment
vSech sekvenci, siln¢ vypocetné a Casové naro¢né, nevhodné pro vice jak 4 sekvence
progresivni alignment: nejCastéji pouzivany k vytvofeni alignmentu; vyuziva
fylogenetické informace — hierarchicky, nejdiive identifikuje nejpodobnéjsi sekvence a
nasledné inkorporuje ostatni

iterativni: odstraniuje problémy progresivniho alignmentu, ktery je zavisly na prvotnim
pfilozeni nejpodobnéjsich sekvenci pomoci opakovani alignmentu pro podskupiny
sekvenci nasledujici po globdlnim alignmentu hledani motivi: nalezeni Ccasti
konzervovanych sekven¢nich motivii pomoci globalniho pfilozeni a nasledné
,;,hodnoceni* téchto sekl nezavisle na celé sekvenci

pravddépodobnostni modely: vyuziti skrytych Markovovych modela

Vzhledem k vypocetni néarocnosti (programové feSeni je blizko NP kompletnich
problémi) vyuziva vétSina programill pro zarovnani vice sekvenci heuristické metody
spiSe nez globalni optimalizaci, které ale ¢asto neposkytuji optimalni feSeni.
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8.3.1 Nastroje

HMMER

HMMER (Obr. 60) se pouziva k vyhledani homolognich sekvenci v sekvencnich
databazich. Implementuje metody vyuzivajici skryté pravdépodobnostni modely
nazyvané profilové skryté Markovovy modely (profilové HMM). HMMER umoziuje
citlivou detekci vzdalenych homologl, u které vyuziva pravdépodobnostni modely.
V nedavné dobé doslo k upraveni vypocetni narocnosti a tim k podstatnému zrychleni
(zhruba stejnd rychlost jako BLAST). HMMER se casto pouziva spole¢né s databazi
proteinovych profild, (Pfam), ale obdobné jako BLAST muze pracovat se sekvencemi
dotazii. Prohledani dotazované proteinové sekvence v databazi mize probihat pomoci
phmmer nebo iterativnim vyhleddvanim pomoci jackhmmer.

Start with a multiple hesilt g aigll
q SCGC
sequence alignment seq3 NCGg \
segd TCG-WQ deletion
@ 123 1 45
Insertions / deletions can N W

be mOde”ed T \nsertlon F D
A E
@ S Q

Occupancy and amino acid ( - e W
frequency at each position in =
the alignment are encoded D) »

. 10 |1 12 13 4
Profile created N N " C N S\

Obr. 60: HMM modelovani multiple sequence alignmentu, EMBL-EBI Train
Online, CC BY-SA 4.0 via Wikimedia Commons

ClustalW

Jednotlivym sekvencim ptifazuje vahy (weight — W) podle ¢etnosti zastoupeni (¢im vice
jsou si sekvence podobné, tim niz§i maji vahu a naopak) a penalizuje pfitomnost mezer v
zavislosti na jejich pozici (pozicné specifické ceny za mezery), jedna z metod
progresivniho alignmentu. ZjednoduSeny algoritmus je nasledujici: pro kazdou dvojici
sekvenci se vytvoii pairwise alignment, nasledné se sestroji pfibuzensky strom (similarity
tree) a v poradi dle nejblizsi ptibuznosti se sestavi alignmenty. Jednou vlozené mezery
v pairwise alignmentu jsou zachovany i v pozdéj$im sestaveni alignmentt.

ClustalOmega
Nejnovéjsi verze programil Clustal. Vyuziva guide stromu vypocitaného z matice
vzdalenosti, kterym urcuje potadi jednotlivych parovych alignmenti. Vhodny pro sttedné
az dlouhé proteinové alignmenty. Oproti piedchozi verzi rychlejsi a presnéjsi.
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MUSCLE (MUltiple Sequence Comparison by Log-Expectation)

MUSCLE pro vypocet pouziva soucet vyslednach skoére zarovnani parti sekvenci Skore
zarovnani paru sekvenci se vypocita jako soucet skore substituéni matrice pro kazdy
zarovnany par zbytkll plus penalizace za mezery. Vypocet probihd ve tfech fazich:
progresivni navrh, progresivni vylepSeni a zptestujici faze. Ve fazi progresivniho navrhu
vytvaii algoritmus vicenasobné zarovnani navrhu, pfi¢emz klade diraz na rychlost pred
presnosti. Zjednoduseny postup je nasledujici: Sestavi se matice vzdalenosti (distance
matrix) pro kazdou dvojici sekvenci, na zakladé toho je sestaven (prvni) piibuzensky
strom. V potadi od vétvi ke kmenu je v kazdém rozvétveni vytvoten profil, ktery pfi
dal$im porovnavani nahrazuje ptivodni sekvence a vytvari prvni multiple sequence
alignment. Zde dochazi k ptepocitani vzdalenosti a tvorbé druhého piibuzenského stromu
a druhého zarovnéni. Vznikly stromu se rozdéli na dvé ¢asti a pro kazdou z nich se vytvori
vicenasobné zarovnani. Pokud je vysledny alignment lepsi, je zachovéan. Toto se
iterativné opakuje do konvergence nebo do urceného poctu krokti. MUSCLE dokaze
podle zvolenych podminek dosdhnout jak lepsi primérné piesnosti, tak lepsi rychlosti nez
CLUSTALW nebo T-Coffee.

T-Coffee

Pomalejsi ale vyrazné presné€j$i nez ClustalW. Kombinuje data z vice pfedchozich
alignmenti, které mohly byt vytvofeny riiznymi postupy (lokalni, globalni, strukturni
podobnost, ...). Misto substitu¢ni matice pouzité v klasickému progresivnimu alignmentu
se vyuziva pozicné specifické skorovaci schéma (extended library).

8.4 Otazky k tématu

1. Popiste zjednodusené globalni a lokélni alignment. Jaké algoritmy se pro né
pouzivaji? Co je gene alignment?

Co je principem alignmentu, proc¢ se déla?

ZjednoduSené popiste princip a pouziti BLAST a vysvétlete E-value.
Vysvétlete rozdil mezi BLAST a PSI-BLAST.

Na této strance, https://www.uniprot.org/uniprot/ASDDHS8#sequences, si
stahnéte sekvenci ve formatu fasta a vyzkousejte si zarovnani na webové
aplikaci BLAST.

ol
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9 MAPOVANI A ASSEMBLY

NGS metody sekvenovani (viz kapitola Sekvenovani) generuji velké mnozstvi kratkych
fragmentl bez genomického kontextu. Pokud byl referencni genom pro dany organismus
Jiz sestaven, mizeme namapovat jednotlivé ready na referencni sekvenci. V opacném
ptipadé je mozné vyuzit vysoce piibuzného druhu jako napoveédu a namapovat sekvence
na néj, anebo vyuzit de-novo assemblert.

Pro pfifazeni segmentl na referen¢ni genom by bylo mozné pouzit napt. BLAST, ale bylo
by to nesmirné vypocetné a ¢asoveé narocné, zarovnani miliona kratkych sekvenci timto
zpiisobem by trvalo tydny. Dal§i moznosti by bylo vyuzit multiple sequence alignment,
ale vzhledem k tomu, ze kazdd oblast je pokryta nékolika ready, by tento pfistup
vygeneroval enormni mnozstvi semi-globdlnich alignmentti. Nehled¢ na to, ze cilem
alignmentu je najit pfesnou pozici a rozdil, kdezto zde ndm staci najit ptibliznou pozici.
Tim padem se vyuziva specifickych algoritmi a programtl, tzv. mapovani.

9.1 Mapovani

Mapovani je proces zarovnani jednotlivych readt na referenc¢ni genom (Obr. 61), jedna
se o jeden z klicovych krokl v moderni analyze genomickych dat. Pomoci mapovani jsou
ready pfifazeny ke konkrétnimu mistu v genomu, coz umoziuje ziskat informace (podle
pouzité techniky) napf. o sekvenacnich variantach, genové expresi, otevienosti
chromatinu a dalSich. ProtoZe jsou naSe Cteni kratkd, miize byt v referencni sekvenci
n¢kolik stejné pravdépodobnych mist, ze kterych mohly byt piecteny, zejména v piipade
repetitivnich oblasti.
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CAAGTCGTTACTGGCTAGTTTGACTTACGTAAGATGATCGTAAGTCAGTAAAAGTA

Obr. 61: Vizualizace mapovani na referencni sekvenci, Pfeiferova L

9.1.1 Nahled na algoritmy pouZivané v mapovani

Vzhledem k velikosti referencni sekvence a vSech ¢teni, neni mozné pracovat s pfimym
textovym vyhledavanim jednotlivych c¢teni vramci sekvence. Proto se vyuziva
indexovani. Indexovani genomu si lze predstavit podobné jako indexovani knihy. Pokud
chceme védéet, na které strance se urcité slovo vyskytuje nebo kde zacina kapitola, je
mnohem efektivnéjsi vyhledat si je v pfedem vytvofeném rejstiiku nez prochazet kazdou
stranku knihy, dokud ji nenajdeme. Totéz plati pro mapovani. Indexy umozinuji maperu
zuzit potencialni pivod dotazované sekvence v genomu, ¢imz Setii Cas i pamét.
Ptikladem takového indexu je suffix array — sefazena pole (array) vSech ptipon (suffix)
fetézce. Definice suffix array je nasledujici: madme n-stringovy fetez S[1]S[2]S[3]...S[n]
a substring S od i do j. Suffix array A fetézce S je pole celych ¢isel poskytujicich
pocatecni pozice ptipon S v lexikografickém potadi. To znamena, ze A[i] je pocatecni
pozice i-t¢ho nejmensiho suffixu v S. Kazdy suffix S se v A objevi pravé jednou. Suffixy
jsou jednoduché fetézce, které se tiidi, nez se jejich pocatecni pozice (indexy celych Cisel)
ulozi do A (Obr. 62).
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Vstupni fetézec: banana$

1 i

i |1 6 |7 Al

Shi |b a |$ 1

] 5

2 ¥ ]

Suffix Sufbx Ali]

banana$ $ 1

anana$ a$ 2

nana$ ana$ 3

ana$ 4 anana$ 2 4 $ n a a
na$ 5 banana$ 1 5 a n $
a$ 6 na$ 5 6 $ a

$ 7 nana$ 3 7 $

Obr. 62: Tvorba suffix array, 1. indexujeme text ,banana®, $ je znak, ktery je
lexikograficky menSi nez v§echny ostatni znaky, oznacuje konec sekvence,
2. vytvoreni suffixi, 3. setfidéni suffixii podle vsestupného poradi, 4. Suffix
array A obsahuje pocateéni pozice sefazenych suffixi, 5. suffix array se
suffixy sepsanymi prehledné do tabulky, A[3] obsahuje hodnotu 4, ktera
odkazuje na suffix zacinajici na pozici 4, coz je suffix ana$

Vztah suffix array, suffix tree, suffix trie

Trie je nejjednodussi stromovad datova struktura pouzivand k vyhledani
konkrétnich klict ze sady. Tyto klice jsou nejcastéji fetézce, pricemz vazby
mezi uzly nejsou definovéany celym klicem, ale jednotlivymi znaky. Aby bylo
mozné ziskat pfistup ke kli¢i (obnovit jeho hodnotu, zménit ji nebo odstranit),
je trie nejprve prochdzeno hloubkou, podle vazeb mezi uzly, které predstavuji
kazdy znak v kli¢i. Suffix tree je vylepSenim oproti trie (ma ptiponové odkazy,
které umoznuji linedrni vyhledavani chyb, ptiponovy strom ofezava zbyte¢né
vétve trie, takze nevyzaduje tolik mista). Suffix array je zkracena datova
struktura zalozend na stromu ptipon (Zadné odkazy na piipony (pomalé shody
chyb), ptesto je vyhledavani vzora velmi rychlé).

Ackoli suffix array umoziuji kompresi dat a efektivnéjsi vyhledavani, v ramci genomu
to porad neni dostacujici, proto se vyuziva Burrows-Wheelerova transformace (BWT,
Obr. 63). Pro predstavu, velikost suffix array pro lidsky genom, ktery ma zhruba 3.2x10°
pari bazi, by v 64bit integer systému zabiral ptiblizn¢ 12 GB, suffix tree dokonce 45 GB.
Velikost indexu vytvofeného nastrojem Bowtie2, zalozeném na upraveném BWT
indexaci, zabird 2.2 GB. BWT lze popsat jako permutaci fetézce T postupnym
skenovanim jeho suffix arrays a zaznamenanim znaku, ktery pfedchazi kazdé pozici
v suffix array.
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Vstupni fetézec: banana$

0 B A N A N A $ 0 A N A N A $ B
1 A N A N A $ B 1 A $ B A N
2 N A N A $ B A 2 A $ B A N A N
3 A N A $ B A N 3 B A N A N A $

4 N A $ B A N A ‘ 4 N A N A $ B A
5 A $ B A N A N 5 N A $ B A N A
6 $ B A N A N A 6 $ B A N N A
Rotacni matice Sefazena matice

BWT output: BNNSAAA

Obr. 63: Prvni sloupec ordered matrix (sefazené matici) se oznacuje jako F,
obsahuje sefazené znaky vychoziho retézce. Posledni sloupec se oznacuje
jako L, obsahuje BWT vychoziho fetézce. Ze sloupce L se da ziskat piivodni
Fetézec

BWT je reversibilni, k piivodnimu fetézci se miizeme dostat na zakladé LF mapovani,
coz je funkce, kterd mapuje z posledniho sloupce BWT do prvniho sloupce pomoci ¢isla
radku a poctu vyskytu znaku v fetézci.

BWT v podstaté slouzi jako bezztratovy slovnik ¢teni, na rozdil od vysledkt
heuristického a ztratového mapovani cteni do genomu bézné¢ ziskanych v
prvnim kroku sekvenéni analyzy. Z BWT se da ziskat i suffix array.

Na BWT (a suffix array) je zalozeny FM index (Full-text index in Minute space). Lze jej
pouzit k efektivnimu nalezeni poctu vyskytli vzorku v komprimovaném textu a také k
nalezeni pozice kazdého vyskytu. FM index s backtrackingem byl Uispé$né pouzit pro
pfibliznou shodu fetézct/zarovnani sekvenci. FM index vyuziva Bowtie.

Suffixy, BWT i FM index jsou exact match. Vzhledem k tomu, Ze se zajimame
hlavné o rozdily mezi referenénim a nas§im genomem (navic existuji diploidni,
multiploidni 1 polyploidni organismy), neni mozné pouzit exact pattern
matching, ale indexed approximate pattern matching.
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Vybornym studijnim materidlem pro porozuméni algoritmiim, BWT, BWT
backtrackingu, vztahu suffix array a BWT a ostatnimu v mapovacich
algoritmech jsou pfedndsky Bena Langmeada, volné¢ dostupné na
https://www.youtube.com/user/BenLangmead

9.1.2 Nastroje pro mapovani
Pro mapovani (na referencni sekvenci) jsou uréeny nasledujici nastroje:

BWA: aligner na principu Burrows-Wheeler transformace s moznosti volby metody
tvorby indexu (FM/BWT). Tti algoritmi dle povahy readit — BWA-backtrack, BWA-SW
a BWA-MEM. BWA-MEM je nov¢jsi a je spolecnosti vice doporuc¢ovan. BWA-SW ma
vys$si citlivost v pripadé vysoké frekvence mezer v alignmentu.

Bowtie, Bowtie2: rychl¢ alignery vhodny pro ready o délce stovek az tisicii bp na
relativné dlouhé referencni genomy. Pro indexaci genomu vyuziva FM index. Bowtie je
stale povazovan za nejlepsi aligner pro kratké sekvence miRNA.

HISAT2: vyuziva grafového FM indexu.

STAR: specificky vyvinut pro RNA-seq. Vyuziva indexace suffix array a konceptu
,maximalniho mapovatelného prefixu* (MMP).

GSNAP: urcen na detekci variant a sestfihu z kratkych ¢teni

(A pseudoaligner Salmon, viz nize v kapitole Analyza genové exprese, Nastroje pro
ziskani count table.)

9.1.3 Identifikace variant ze sekvena¢nich dat

Referencni sekvence reprezentuje (C¢i spiSe by méla reprezentovat) nejcastéji se
vyskytujici varianty v rdmci populace (pokud je osekvenovany dostatecny pocet jedincti
dané¢ho druhu/ udaje o frekvenci v ramci populace jsou k dispozici). Pfi mapovani na
referencni genom ndm zajimaji odchylky od referencni sekvence. Proces identifikace
variant z referen¢ni sekvence se nazyva variant calling. Kromé identifikace germinalnich
(zdédénych po rodi¢ich) variant se da mapovani pienést i na problém identifikace
somatickych (ziskanych) variant. Ty se mohou vyskytovat v kterékoli buiice téla kromé
zarode¢nych (spermie a vajicka), a proto se neptedavaji dale v potomstvu. Tyto zmény
mohou (ale ne vzdy) zptisobit rakovinu nebo jind onemocnéni.
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Chyby sekvenovani: Sekvenator miize provést chybné volani bud z
fyzikdlnich divodl, nebo kvili vlastnostem sekvenované DNA (napf.
homopolymery). Protoze chyby sekvenovani jsou casto ndhodné, lze je
odfiltrovat jako jednotlivé ¢teni béhem volani variant.

Chyby mapovani: Algoritmus mapovani mize mapovat Cteni na nespravné
misto v referenci. To se Casto d€je v oblasti repetic nebo v jinych oblasti s
nizkou komplexitou.

Aby byla dand zména vyhodnocena jako varianta, musi byt pokryta (coverage) urcitym
poctem readd. Pod timto minimalnim poctem readii je zména vyhodnocena jako
sekvenacni chyba. Bézné se také pozoruje kvalita dané zamény, zda se nenachéazi pouze
v jednom sméru (u parovych cteni) a celkova coverage. Vhodné Cislo se udava spise
intuitivné, 1 kdyZ mtize napomoci znalost accuracy a single error rate pro pouzité metody.
Udava se vSak, Ze minimalnég kvalita varianty by vSak méla byt 20, frekvence 25 a count
5.

Strukturni varianty (Obr. 64)

SNP (single nucleotide polymorphism, jednonukleotidovy polymorfismus): variace v
jediném nukleotidu, kterd se vyskytuje na specifické pozici v genomu; kazda takova
variace je pfitomna v populaci v ur€ité pravdépodobnosti.

MNYV (multi-nucleotide polymorphism, vicenukleotidovy polymorfismus)

VNTR (Variable Number of Tandem Repeat polymorphism): odliSny pocet kopii
tandemovych repetitivnich jednotek v ramci homolognich chromosomt.

STR (Short Tandem Repeats, mikrosatelity): 2-16 nukleotidové repetice s vysokou
variabilitou opakovani, sekvence spolu piimo sousedi, pfimé vyuziti ve forenzni analyze
a urceni otcovstvi, kdy se sestavuje profil 20 specificky ur¢enych STR mist v jednom
vzorku a porovnava s druhym vzorkem

CNYV (copy number variation): opakovani ¢asti genomu, pocet opakovani v genomu se u
jednotlivea lisi

Delece: vynechani ¢asti chromosomu nebo sekvence DNA

Inzerce: pfidani jednoho nebo vice parti nukleotidovych béazi do sekvence

Duplikace: duplikace genu/chromosomu

Rekombinance: zmény v sekvenci spocivajici v jejim rozstipnuti a nasledném pftipojeni
k jinému fetézci

Translokace: preskupeni chromosomt

Chromosomalni inverze: segment chromosomu je obracen od jednoho konce k druhému
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Vlivem mutaci/strukturnich variant v genové sekvenci mize dojit k nasledujicim efektim
v proteinovém fetézci.

Nonsense: vznik pfedCasného stop kodonu v transkribované mRNA, a tedy zkraceny,
neuplny a obvykle méné funkéni ¢i uplné nefunkéni proteinovy produkt

Missense: zména v jednom nukleotidu vede ke kodonu, ktery kdduje jinou aminokyselinu
Conservative: ndhrada aminokyseliny v proteinu, ktery méni danou aminokyselinu na
jinou aminokyselinu s podobnymi biochemickymi vlastnostmi

Silent: bez nasledné zmény v aminokyseliné nebo funkci celkového proteinu (obvykle,
mize vyvolat fenotypickou zménu, naptf. zména rychlosti exprese, zména rychlosti
translace)

Frameshift: typ mutace zahrnujici inzerci nebo deleci nukleotidu, ve kterém pocet
odstranénych/vlozenych bazi neni délitelny tfemi, dochazi k posunu ¢teciho ramce

Popsané efekty mohou mit rizné stupné zavaznosti (impakt) — low, mediocre a high. High
impakt efekty Casto byvaji u nonsense a frameshift, low vétSinou u synonymnich mutaci.
Pro odhad efektu mutaci a jejich impaktl se pouzivaji prediktory — variant effect
predictors, zkracené¢ VEPs. Zlatym standardem u nastroji je SnpEff (jednoducha
instalace) a VEP od Ensembl (dostupny také v online verzi). Odhad impaktu pouze ze
sekvence a databaze miize byt n€kdy nepfesny, i proto se zacinaji objevovat prediktory
na bazi strojového uceni.

SNV: AATCG do ATTCG

MNV: AATCG do ATCGG

Delece: AATCG do AA-CG

Translokace: ABCD a UVWX do ABWX a UVCD
Inzerce: ABCD do ABRdpauCD

CNV: mmp mn) mmmm) (pOCet kopii genu u 1. jedince)
) ) mmmm) mmmn) (DOCet kopii genu u 2. jedince)

Obr. 64: MoZné strukturni varianty, vlastni data
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Nastroje pro variant calling

GATK (Genome Analysis Toolkit): soubor nastroji od Broad Institute s vlastnimi
pipelinami a workflow, obsahuje néstroje na detekci germinalnich variant, véetn€ CNV,
v DNA a RNA-Seq datech, zaméteny na ¢loveka

Mutect2: nastroj pod spravou GATK zaméteny pouze na detekci somatickych variant u
cloveka

MuSE: nastroj zaméfeny na detekci somatickych variant u ¢loveéka u heterogenich
nadorovych vzorkl. Vyzaduje zpracovani dat podle jimi stanovené workflow s vyuzitim
(nejenom) GATK.

Freebayes: ,,a haplotype-based variant detector®, néastroj zaméteny na detekci malych
polymorfismi jako SNP, indely, MNP a inserce krat$i, nez je délka short-read
sekvenéniho alignmentu, pro kazdy organismus, ke kterému je referencni sekvence ve
formatu FASTA

Strelka2: ,,Small Variant Caller®, rychly néstroj optimalizovany na germinalni varianty
a na somatické v tumor/normalnich parech.

VarScan: nastroj pod Genome Institute at Washington University na detekci variant
v NGS datech, zaméfuje se na detekce germindlnich varianty (SNP a kratké indely),
variant ve vice vzorcich, somatickych mutaci v tumor-normal parech a somatickych CNV
v tumor-normal vzorcich.

9.2 De-novo assembly

De-novo assembly je metoda pro konstrukci genomovych sekvenci z velkého poctu
(kratkych nebo dlouhych) fragmentli DNA bez znalosti spravné sekvence nebo potradi
téchto fragmentl. Postup de-novo assembly se sklada z nésledujicich krokl: korekce
chyb, sestaveni kontigli, scaffolding a vyplnéni mezer (Obr. 65).

1. Korekce chyb v readech —
tvorba konsensualnich readii I S S I N

2. Sestaveni kontigi z
consensualnich readt

| I
I I

3. Scaffolding
| ]

4. Vyplnéni mezer

|
I
| — | I A

Finélni sekvence chromosomu

Obr. 65: Vizualizace de-novo assembly, Pfeiferova L
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Problematiku de-novo assembly si miizeme predstavit na nasledujicim zjednoduseném
ptikladu. Mame sekvenci T u které zname frekvence k-mert, které se v ni vyskytuji. Tim
padem miiZzeme sestrojit de Bruijnliv graf (orientovany graf reprezentovany overlapy
mezi sekvencemi ve kterém pomoci Eulerovy cesty (kazdou hranu navstivime prave
jednou, problematiku lze vysvétlit na problému ,,7 mosti v Konigsbergu) najdeme
finalni sekvenci (Obr.66).

(Neznama) Finalni sekvence:
ATGCTATGCGT

Read 1: ATGCTA
Read 2: CTATGC
Read 3: ATGCGT

Frekvence k-mert (k=4): ATGC (2x), TGCT,
GCTA, CTAT, TATG, TGCG, GCGT

Obr. 66: de Bruijniiv graf, pro k=4

P11 vétsim poctu k-mert by se nejenom mohlo stat, Ze nenajdeme pouze 1 feSeni Eulerovy
cesty, ale Ze tento problém ani nebude mit feSeni v dosazitelném case. Misto toho se tedy
pokousime najit co nejmensi set co nejdelSich drah — kontigli, v daném assembly grafu.
Charakteristickou vlastnosti assembly grafu je, Ze cestu z vrcholu 1 do vrcholu 2 Ize
interpretovat  jako podfetézec genomu ziskany sloucenim dil¢ich fetézct
reprezentovanych vrcholy na cesté.

9.2.1 Odstranéni chyb v readech

K-mery v de Bruijnové grafu (ready v assembly grafu) mohou obsahovat sekvenaéni
chyby. Ty se mohou projevit jako tip — kratkd odbocka v ramci hlavni cesty, nebo jako
bubliny (bubbles). Tipt se da vétSinou jednoduse zbavit tim, Ze nastavime minimalni
chybové bubbles nebo redundantni, kdy k jejich tvorbé doslo jednoduse tim, Zze
sekvenovany jedinec mél v daném misté heterozygotni alelu (v pfipad¢ diploidniho
organismu). Re$eni je nicméné pro oba piipady stejné, vybere se jedna cesta (ndhodné,
nebo podle poctu readi, které ji podporuji) a druhy zdznam se ulozi. Bubbles se také
mohou vyskytnout u sekvencné podobnych oblasti.
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9.2.2 Sestaveni kontigii

Vzhledem k tomu, Ze poc¢itdme s parovym ctenim, a pracujeme s 2 DNA vladkny, mame
8 moznosti, jak skladat ready do kontighi. Mdme read R a S, které se prekryvaji, respektive
ready R, S pro reverzné komplementarni vlakno. Pak ready do kontigh mitzeme skladat
nasledovné:

(1) Suffix R piekryva prefix S
(i)  Suffix S prekryva prefix R
(iii)  Suffix R prekryva prefix S
(iv)  Suffix S prekryva prefix R
(v) Suffix R piekryva prefix S
(vi)  Suffix S prekryva prefix R
(vii)  Suffix R prekryva prefix S
(viii)) Suffix S pfekryva prefix R

V ramci kontigh je déale zapotiebi zbavit se redundantnich readii, které neposkytuji
zadnou novou informaci (pomoci backtrackingu ptes bidirectional BWT index).

9.2.3 Scaffolding

Po vyteSeni vzdjemné orientace readll nastava obdobny problém ve vzdjemné orientaci a
vzdalenosti mezi kontigy (NP hard problém).

9.2.4 Gap filling

V ramci de-novo assembly je pomérné jisté, ze se nepodaii vytvofit vétsi sekvenci bez
chybéjicich mist — gaps. Za predpokladu, Ze mame set readil, které nesedi do Zadného
z vytvotrenych kontigl,, miZzeme vytvofit pomocny overlap graf, ve kterém se budeme
snazit nalézt co nejdelsi suffix-prefix overlap mezi dvéma nezabudovanymi ready (véetné
povoleni urcitého poctu chyb), a tim finaln€ sestavit kontigy do chromosomii.

V soucasné dobé¢ je ale mnohem jednodusi na chybéjici ¢asti vyuzit metody 3 generace,
které produkuji mnohem del$i ready nez NGS metody, a tim tyto ¢asti vyplnit.
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9.2.5 Overlap-Layout-Consensus

Misto de Bruijnovych grafii 1ze vyuzit Overlap-Layout-Consensus (OLC) pfistup.
Zjednodusen¢ pracuje nasledovné: algortmu se poskytnou vygenerovana ¢teni, u kterych
jsou identifikovany piekryvajici se regiony (overlap). Kazdy read je v grafu vyznacen
jako uzel a piekryvy jsou reprezentovany jako hrany spojujici dva zucastnéné uzly.
Algoritmus ur¢i nejlepsi cestu podle Hamiltonova principu (kazdy vrchol/uzel projde
pravé jednou, pro pfipominku Euler prochazi kazdou hranou prave jednou). Hrany a uzle,
které nebyly pouZity (redundantni informace) jsou vyfazeny. Tento proces se iterativné
opakuje, vysledné sekvence z kazdého procesu jsou kombinovany za vytvoteni findlni
konsensualni sekvence (findlni genomové sekvence).

9.2.6 Assemblery

Assemblery jsou v drtivé vétSing zalozené na de Bruinovych grafech — Velvet (balicek
algoritmt pro assembly kratkych readi), AbySS (assembler kratkych readti pro sestaveni
,jakkoli“ velkych genomy, tedy i vétSich, nez je lidsky) a SOAPdenovo (short-read
assembler pro genomy o piiblizné velikosti lidského genomu).

Dutivod, pro¢ jsou de Bruijnovy grafy pouzivany misto OLC piistupu je v pfistupu ve
zpracovani redundantnich informaci z NGS dat (vysoké pokryti stejnych oblasti):
vicendsobné piekryvani mezi ready zvysuje frekvenci kazdého k-meru v piekryvu, ale ne
pocet uzll v grafu, tudiz nedochazi k navyseni vypocetni narocnosti. Nicméné¢ OLC
assemblery jsou dulezité z historického hlediska.

Algoritmus Celery, kterd byla pouZzita k sestaveni genomu octomilky a
castecné pii prvnich lidskych genomech vychazi z OLC. Dal$im jiz
zastaralych assemblerem je Newbler, také vychazejici z OLC principu, ktery
se pouzival pro ready vzniklé technologii 454. Pomoci Newbleru bylo
sestaveno mnoho geni, nyni je v§ak technologicky zastaraly. Vyjimkou, ktera
se stale vyuziva (a pouziva OLC) je RepeatExplorer, nastroj pro detekci a
charaktrizaci repetitivnich oblasti v eukaryotickych organismech (nicméné
obsahuje ¢asti siln¢ zamétené vyhradné na rostliny).

9.3 Anotace genomu

Jako anotaci genomu (Obr. 67) oznacujeme identifikaci interakénich mist DNA s proteiny
a RNA, identifikace funkénich oblasti, identifikace hranic intron-exon, protein kodujicich
Casti a genovych produktt, regulacnich oblasti (viz Encode) a dalSich ¢asti.
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Anotace genomu se sklada ze 3 zdkladnich bodu:

1. Identifikace mist, které nekodujici proteiny
2. Identifikace moznych protein kodujicich oblasti
3. Ovéfeni/pridani biologické informace do téchto oblasti

Strukturni anotace obsahuje nasledujici elementy: lokalizace ORFs (open reading
frames), genova struktura, kodujici oblasti a umisténi regula¢nich motivli. Funkéni
anotace se sklada z dopliiujicich biologicky relevantni informaci jako je biochemicka ¢i
biologicka funkce, zapojeni v regulaci nebo interakcich a exprese.

Jednoduchou metodu anotace ptredstavuje BLAST, kdy miiZzeme najit podobné misto
v jiném organismu, a timto zjistit moznou funkci.

Na rozsifeni anotace genomu maji obii podil velké sekvenovaci projekty jako 100,000
Genomes a hlavné ENCODE (popsané vyse).

9.3.1 Metody identifikace genii

GeneMark: predikce zalozena na Markovovych procesech, predpokladame, ze dlouhé
ORF sekvence jsou geny (trénovaci dataset). Pak pouzijeme Markoviiv model pro
ohodnoceni pravdépodobnosti, zda dana sekvence odpovidd modelu a vybereme sekvenci
s nejvyssi pravdépodobnosti. Markoviiv model je sestavovan z jiz anotovanych sekvenci
gentl.

Prodigal: néstroj zaloZeny na dynamickém modelovani

BLAST: identifikace homolognich oblasti, pfedpoklddame, Ze evoluce protein
kodujicich oblasti je pomalejsi, nez evoluce nekddujicich oblasti.

CEM a TWINSCAN: komparativni metody, DNA sekvence je porovnana s podobnou
DNA sekvenci z evoluéné blizkého organismu. CEM vyuzivd konzervovanych
exomovych oblasti TWINSCAN Markovovy procesy.

9.3.2 Identifikace nekodujich oblasti

vvvvvv

s uspechem vyuzit sekvencni podobnosti. Mitochondrie a chloroplasty navic ukazuji ne-
mendelovskou dédi¢nost. Jednim z nastrojii na identifikaci IncRNA je napt. Lncident,
ktery vyuziva vlastnosti vnitiniho slozeni sekvence a informace o otevieném c¢tecim
ramci zalozené na modelu podpiirného vektorového stroje.
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9.3.3 Identifikace proteinovych domén

Identifikace proteinovych domén mulZze probihat napf. pomoci strukturniho alignmentu,
vysoce konzervovanych proteinovych oblasti nebo podle Markovovych modelt (Pfam
kuptikladu vyuziva jak Markovovy modely, tak multiple sequence alignment).

Genome browser Association graph File details Include deprecated files [}

Q search foragene Enter gene name h

Sortby: | « Replicates | ¥ Output type L Legend
O Reset coordinates ct Genome Genes CCREs
[l Nucleobase A Transcript [l Promoter-like
56,5001 56,601 56.60M Nucleobase T . Protein coding Proximal enhancer-like
. .IIIIIIII lIlI.I.IlI.IIlIIIII Illll.llllll I . Nucleobase G Non-protein coding Distal enhancer-like I-I
[l Nucleobase C W uTR DNase-H3K4me3
GENCODE M21 paxo Il GC-low [ cTCF-only
GC-rich [l DNase-only -
Gm15524 Low-DNase
B Unclassified
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Obr. 67: Zobrazeni anotaci v Encode,

https://www.encodeproject.org/annotations/ENCSR394RWS/ (accessed
April 30, 2022)

9.4 Otazky k tématu

1. Co se da zjistit pomoci mapovani? Jaky je rozdil mapovani a assembly?

2. Co znaci v assembly pomoci de Bruijnovych grafi bubliny? Bylo by rozumné
odstranit vzdy vSechny bubliny?

3. Jaky je (zjednoduseny) postup v de novo assembly?

4. Co je genomova anotace a k jejim se vazé velkym sekvenacnim projektim?
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10 ANALYZA GENOVA EXRESE

10.1 qPCR a RT-PCR

Metoda qPCR slouzi pro kvantifikaci DNA a transkripce. V principu je identicka s
metodou klasické PCR, ovSem s pfidanim fluorescencniho substratu a s vyuzitim
specialniho cykleru, ktery v pribéhu PCR kontinudln¢ zaznamenavd mnozstvi DNA.
qPCR se obvykle provadi v 96 nebo 384 jamkovych destickach, kdy uroven fluorescence
je zaznamenavana v kazd¢ jednotlivé jamce, krom toho detekce probihda béhem kazdého
cyklu. Detekce fluorescence DNA odrazi mnozstvi pfitomné DNA, tj. i mnozstvi
vychoziho templatu. Fluorescence je vyzafovana substritem az po jeho navazani na
DNA, volny substrat je neaktivni. Detekce DNA je vysoce citliva i specificka.

U RNA plati, Ze vzhledem k teplotni nestabilit¢ RNA polymerazy, a jeji vétsi chybovosti
pfi syntéze nového vlakna, se misto pfimé amplifikace molekuly RNA vyuzivé reverzni
transkripce, pii které vznika komplementarni DNA (cDNA) k dané¢ RNA (Obr. 68). Pii
jeji ptipraveé se RNA nejdiive reverzng prepisSe do DNA, ktera je nadsledné¢ duplikovana
na dvojfetézec.

Kvalita RNA byva urcovana tzv. RIN ¢islem (RIN number, RNA integrity number).
Tradicné se jednd o vyhodnoceni poméru 28S podjednotky rRNA ku podjednotce 18S
pomoci kapilarni elektroforézy pro celkovou RNA ve vzorku. Standartné
elektroforeogram pouziva desetibodovou stupnici, kde

e RIN 1-4 je oznaceni pro siln¢ degradovanou RNA,
e RIN 4-7 pro akceptovatelnou kvalitu RNA,
e RIN 7-10 je oznaceni pro dobrou kvalitu RNA.

I kdyZ je RIN povaZzovan za zlaty standard ve vyhodnoceni kvality RNA, neni
uplné vhodné ho pouzit ve vSech piipadech, napt. pro vyhodnoceni kvality
RNA-seq malych molekul — miRNA byva vyrazné stabilnj$i nez
ostatni druhy RNA.
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4.8 Reverse transcription polymerase chain reaction (RT-PCR)

In RT-PCR, The RNA population is converted to cDNA by reverse transcription (RT), and then the cDNA is
amplified by the polymerase chain reaction .The cDNA amplification step provides opportunities to further study the
original RNA species, even when they are limited in amount or expressed in low abundance. Common applications
of RT-PCR include detection of expressed genes, examination of transcript variants, and generation of cDNA
templates for cloning and sequencing.

1a. RNA
RNA consist of Start
codon AUG and ends
with poly A tail

b. Oligo dT Primer
Oligo dT Primer is
binding to RNA poly A
tail

C. Reverse Transcriptase
and
dNTPs

d.  Reverse Transcriptase is
an enzymes binds to oligo
dT primer and synthesises
the cDNA by adding dNTPs

e.  RNA hybrid formation : S? 3
First - strand cDNA synthesis | |

o comlmemen Ry WS’

2 a Amplification of cDNA E HE afrRc R Nolnel
with Specific Primers

and Taq Polymerase

©Lokesh Thimmana, under the guidance of Dr. G. Mallikarjuna, Assistant Professor, Molecular Biology, Agri Biotech Foundation.

Obr. 68: Pribéh reverzni transkripce, Lokeshthimmana, CC BY-SA 4.0, via
Wikimedia Commons
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Velice casto se vyuzivda PCR metoda kombinujici reverzni transkripci
s kvantifikaci: qRT-PCR

Neékdy se 1ze setkat s oznacenim RT-PCR (PCR v redlném case) misto qPCR
(kvantifika¢ni PCR)!!!

10.1.1 Zdroje fluorescence

SYBR green

Jednim z nejrozsifenéjSich zdroji fluorescence pro kvantifikaci qPCR/qRT-PCR je
SYBR green (Obr. 69). Radi se k nespecifickym fluorescenénim substratiim, které vytvati
vazbu na dvouvldknovou DNA bez jakékoliv specificity k sekvenci. Zaroven se jedné o
tzv. interkalacni latku — vdZe se pouze na dvouietézcovou DNA, pokud je v reakci
pfitomna pouze jednotetézcovd DNA, molekuly SYBR greenjsou v roztoku ve volné
form¢ a nefluoreskuji. V okamziku, kdy je dvoufetézcovdi DNA denaturovand na
jednofetézcovou, také dojde k uvolnéni SYBR greenu z DNA. V pribéhu reakce dochazi
k narustim a poklesiim fluorescence podle faze PCR. Jednou z nevyhod pouziti SYBR
greenu je mozna niz$i presnost kvantifikace v n€kterych piipadech nez pfi pouziti jinych
postupti.

Obr. 69: SYBR green, Zephyris, CC BY-SA 3.0, via Wikimedia Commons

Molecular beacon

Molecular beacons (Obr. 70) jsou jednofetézcové oligonukleotidy se vzajemné
komplementarni konci, diky kterym se vytvofi tvar vlasenky. Na jednom konci sondy je
fluorochrom, na druhém konci je tzv. zhdse¢ (quencher), ktery ve vlasence blokuje emisi
fluorescence z fluorochromu. Ve chvili, kdy dojde k denaturaci vlasenky a néasledné
hybridizaci s cilenou sekvenci na DNA, dojde k separaci molekuly fluorochromu od
zhéaseCe, a tim dojde k emisi fluorescence. Pokud se specificka sekvence na DNA
nenachazi, dojde k opétovnému spojeni komplementarnich koncti sondy do vlasenky, a k
emisi fluorescence nedochézi.

135



Molekular beacons jsou tvoieny ze Ctyt ¢asti:

e Ocko vlasenky: 18-30 bazi, komplementarni ke specifické sekvenci DNA

e Baze vlasenky: 5-7 bazi na koncich oligonukleotidu, vzajemné
komplementarnich

e 5'fluorofor: molekula fluorochromu, ktera je umisténa na 5° konci sondy

e 3'zhaseC: molekula barviva, kterd je kovalentn€ vazana na 3’ konec sondy

Reporter and
qqencher-marked

L]\ probe
“‘.... /

r \/,

Target DNA strand
hybridized with probe

Obr. 70: Molecular beacons, S. Jahnichen using 3d studio max and Photoshop
Element, GNU Free Documentation License, via Wikimedia Commons

TaqMan

TagMan sondy (Obr. 71) jsou hydrolyza¢ni sondy o 18-22 parech bazi, které vyuzivaji 5'
exonukleazové aktivity Taq polymerazy pifi syntéze DNA. Obsahuji sekvence
komplementarni ke specifické sekvenci na DNA. Na jednom konci sondy se nachdzi
reportérovy fluorofor, na druhém je molekula zhaSece. Pokud sonda neni ¢innosti Taq
polymerazy hydrolyzovana, zhaSe¢ je v blizkosti fluorochromu a k fluorescenci
nedochéazi. Béhem PCR se sonda vaze specificky na komplementarni sekvenci DNA mezi
forward a reverse primery. Kdyz béhem syntézy DNA Taq polymerdza narazi na
navazanou TagMan sondu, rozlozi ji svoji exonukleazou aktivitou. Tim dojde k separaci
fluorochromu od zhasece, a tim k emisi fluorescence. V pribéhu PCR tak dochazi k
postupnému zvySovani signalu.
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Obr. 71: TaqMan sonda, Braindamaged, Public domain, via Wikimedia Commons

- Pouziti molecular beacon nebo TagMan sond se zvySuje specifita RT-qPCR
reakcei.

FRET

FRET (Forsteriv rezonancni pienos energie, Obr. 72) je excitovany stav vzajemné
interakce dvou fluoroforti, kdy emisni energie jednoho fluoroforu (donoru) na 3' konci
prvni sondy je spojena s excitaci druhého fluoroforu (akceptoru) na 5' konci druhé sondy.
Jedna se o mechanismus nezafivého pienosu energie (bez emise fotonu) mezi dvéma
molekulami barviva s elektronové excitovanymi stavy. Molekuly akceptoru a donoru
musi byt umistén blizko sebe.

Béhem PCR sondy hybridizuji k cilovym sekvencim na DNA. Donorovy fluorochrom,
excitovany externim zdrojem svétla, pfenese Cast své excitacni energie na akceptorovy
fluorochrom. Excitovany akceptorovy fluorochrom emituje svétlo o jiné vinové délce,
které je nasledné detekovano detektorem. Fluorochromy jsou cilen¢ vybirany tak, aby se
emisni spektrum jednoho fluorochromu piekryvalo s excitatnim spektrem druhého
fluorochromu.
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Obr. 72: Jablonského diagram FRET prenosu mezi donorem a akceptorem

10.1.2 Krivka tani

PCR miize byt nachylné na tvorbu nespecifickych produktl ¢i produktd typu primer-
dimer. V ptipadé vyuziti SYBR green miizeme pomérné snadno zjistit jejich mozny vznik
v reakci. Vyuziva se k tomu melting curve (kiivka tani), kterd ukazuje zménu intenzity
fluorescence pii riznych teplotach (ptipadné jeji derivaci). Pii vzristajici teploté dochazi
ke snizeni intenzity fluorescence. V principu jde o to, Ze rizné PCR produkty maji i riizné
teploty tani (Tm, melting temperature), piicemz nespecifické produkty maji obvykle
teplotu tani niz8i nez specifické. Kfivka tani s jednim vrcholem ukazuje na Ccisté
specifickou reakci, kiivka s vice vrcholy na vznik nespecifickych produkti (Obr. 73).

Kiivka tani Derivace kfivky tani

Specificky
produkt

e Nespecifické !
k produkty

Druha derivace intenzity
fluorescence

/

Intenyita fluorescence

teplota
teplota Tm

Obr. 73: RT-PCR, kfivka tani a jeji derivace
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10.1.3 Reak¢ni krivka

Ziakladni pojmy:

e Threshold: hodnota prahu pozadi

e Cr (cycle of treshold): Jedna se o Cislo poradi cyklu, ve kterém doslo k nartistu
fluorescence nad urcenou hodnotu tresholdu (prahu pozadi), kdy, jiz mize byt
detekovana. Hodnota Ct se pouzivd pfi nasledné kvantifikaci nebo detekci
pfitomnosti/nepfitomnosti napt. u virovych onemocnéni (viz. rok 2020 —
soucasnost (inor 2022) v souvislosti s onemocnénim Covid-19). Porovnanim
hodnot Ct vzorkl neznamé koncentrace s fadou standardl Ize relativné presné
uréit mnozstvi templatové DNA v nezndmé reakci., plati Ct (cycle of threshold)
= Cp (crossing point) = Cq (cycle of quantification).

e Templat: sekvence DNA nebo RNA kterou chceme amplifikovat

e LOD (Minimalni limit detekce): Pocet detekovatelnych molekul, Signal se
statisticky 1isi od pozadi, ale nelze jej kvantifikovat.

e LOQ (Limit kvantifikace): Signdl se statisticky 1i$i od pozadi a je mozné ho
kvantifikovat.

Na zacatku je mnozstvi templatové DNA nizké, diky ¢emuz intenzita fluorescen¢niho
substratu neptesahuje uroven pozadi, dochazi k nartistu produktu. Dalsi pribéh reakce je
exponencialni. Intenzita fluorescence presahuje troven pozadi a miize byt detekovana
detektorem. V idealnim ptipadé se mnozstvi DNA produktu zdvojnéasobi podle vzorecku
2", kde n je poradi cyklu. Ke kvantifikaci DNA na zaklad€ fluorescence se pfistupuje v
tomto kroku, protoze intenzita fluorescence v tomto kroku pomérné presné odrazi
mnozstvi DNA v reakci. Finalni fazi je tzv. plateau faze. Sice je ve vzorku pfitomno
obrovské mnozstvi templatové DNA, ale dochézi ke zpomaleni nariistu intenzity
fluorescence a ke zplosténi reakéni kiivky (Obr. 74). To mlze mit pfi¢inu napt. v tom, Ze
nékteré komponenty reakce byly jiz spotiebovany, ¢imz dochazi k vyraznému zpomaleni
kinetiky reakce. Mnozstvi fluorescence produkované v této f4zi nemusi viibec reflektovat
mnozstvi templatové DNA dodané do reakce, a tak neni mozné tuto fazi pro kvantifikaci
DNA vyuzivat. Pfestoze mohou mit dvé reakce stejnou koncentraci vstupni DNA, plateau
faze miize nastat v jiném case kviili jiné kinetice reakce pro dany vzorek.
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Obr. 74: RT-PCR, threshold — prah detekce fluorescence, v misté protnuti s kiivkou
je definovano Cr. Ct (threshold cycle) - ¢islo cyklu, ve kterém fluorescence
prekrodi limit detekce, Pfeiferova L

10.1.4 Kvantifikace

Absolutni (Obr. 75): vyuziti metody standardni (kalibra¢ni) kfivky. Pro kazdy gen, o
ktery se zajimame, vytvofime standartni kfivku s vynesenim hodnot Cr proti log
hodnotam fedéni znamych koncentracnich standartii tohoto genu. Porovnanim nezndmé
hodnoty se standardni kifivkou a extrapolaci ziskané hodnoty dostaneme absolutni
kvantifikaci mnozstvi genu ve vzorku. V idedlnim ptipad¢ je pifi kazdé kvantifikaci
vzorku generovana nova standardni kiivka, ale v praxi se generuje standardni kiivku
jednou a opakované se pouziva ke kvantifikaci vzorkii po jistou dobu. Absolutni
kvantifikace se pouziva u metody Droplet digital PCR technologie.
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Obr. 75: Absolutni kvantifikace. a) Amplifika¢ni kFivky dvou vzorki o rizném
pocateénim mnoZstvi. V misté protnuti kiivky s tresholdem je hodnota Cr.
b) Kalibra¢ni krivka standardi o znamé koncentraci

Relativni (Cast¢jSi): zména genové exprese je analyzovana ve srovnani s jinym
referencnim genem ¢i skupinou genl (napiiklad jiz zminénymi housekeepingovymi
geny). Pro zakladni vypocet se mlze pouzit Livakova metoda (komparativni metoda
2—AACT)

Obecny vzorec pro vypocet pocatecniho mnozstvi molekul je podle rovnice (3)

N(c) =N(O)(1 + E)* 3)
kde N¢ je pocet amplifikovanych molekul po C cyklech, Ny vychozi pocet molekul, E
efektivita a C pocet cykli. Vzhledem k tomu, Ze métime fluorescenci, a ne pocet molekul,
pouziva se vzorec podle rovnice (4)

S(c) = KxAXF({1+E)° 4)
kde S je naméteny fluorescencni signal, K nastaveni ptistroje, A je mnozstvi vzorku, F je
frakce mRNA méfeného genu, AXF je koncentrace méfeného genu. Hodnota Cr je
definovéna dosazenim amplifikaéni kiivky k definované ,,treshold value* St (rovnice 5 a

6).

St = KXAXF(1+E)‘r Q)
log, L = log, A + log, F + Crlog,(1 + E) (6)

Pokud ucinnost (efektivita) reakce neni 1, pak provedeme korekci Ct podle rovnice (7)
Cs°"" « Crlog,(1+E) (7
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Vzhledem k tomu, ze se Casto predpokladd, ze E = 1, nechame oznaceni Ct i pro
opravenou hodnotu, viz rovnice (8).

log, S;T =log, A +log, F + C;"" (8)
Pokud budeme spolu s méfenym genem t méfit referencéni gen r, miizeme vyhodnotit

jejich relativni abundanci a odstranit z rovnice konstantu pro nastaveni piistroje a vzorek
(rovnice 9-13), kde Q je relativni exprese R (v porovnani s R) a 274¢T je , delta Cr*.

Ct =log, S?T —log, A —log, F! 9)

C7 = logz%—long—log2 F" (10)
Cr —CE =log, Ft —log, F" (11)
log, & = cf — ¢t (12)
i—i _ = 265-¢f = p-tcr (13)

Finaln¢ dostaneme rovnici (14), ve které¢ jsme se zbavili pfistrojové konstanty a zkresleni
u piipravy vzorkd.

ACy = Ctt — Ct" (14)
Misto jednoho referenéniho genu muizeme pouzit i aritmeticky prumér C7 vice

referenc¢nich genll (geometricky primér jejich frakci), rovnice (15).
x 1 ; s 1 oN -
Cr =1 Y Ch = log, - —log, A — - Zizylogz F! (15)

Predpokladejme, Ze referencni gen je exprimovan se stejnou intenzitou ve v§em vzorcich.
Pak mizeme porovnavat hodnoty relativni exprese Q pies vSechny vzorky, tj. treatment
proti kontroldm, KO vs. WT vzorky, podle porovnani (16).

RQ = 278ACT (16)

Zmény v genové expresi jsou ¢asto prezentovany na logaritmické Skéle, rovnice (17)

log, FC =log, RQ = —AAC, (17)
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Protoze je mnozstvi DNA v kazdém cyklu PCR zhruba zdvojnasobeno, je Ct
v logaritmickém méfitku. Jako vyjadieni poméru exprese se vyuziva proto
log2 fold change hodnota, viz rovnice (17).

log, FC = 0 = z4dna zména v genové expresi
log, FC = 1 = dvojnasobna zména, upregulace

log, FC = —1 = dvojndsobna zména, downregulace

10.1.5 Ué&innost PCR

Efektivita je teoreticky stoprocentni, ale realn& byva nizsi. To je zplisobeno mnoha
faktory, jako vazbou primeri, pomérovym slozenim reakce, moznosti pfitomnosti
inhibitortl ¢i enhancerti reakce, u RT-PCR také nizkou kvalitou RNA podle RIN ¢isla,
degradaci RNA pted transkripci na ¢cDNA. Podle jiz zminéné rovnice (5), naméfeny
fluorescencni signal S(c) se vypocita jako K X A X F(1 + E)C.

Uginnost (efektivita) reakce se da vypo¢itat podle rovnic (18) a (19).

10g10 i{_T == 10g10 A + 10g10 F + CT loglo(l + E) (18)

S
_ logyo T/K _
log19(1+E) log19(14+E)

T X (log1o A +logo F) (19)

Pokud E=1, smérnice — ma piibliznou hodnotu -3,3; ¢islo mensi jak 3,32 (v

1
log1o(1+E)
absolutni hodnot¢) znaci efektivitu mensi jak 100 %, vyssi hodnota ukazuje na nizkou
kvalitu vzorku ¢i problémy pfi ptipravé reakce. Jako dobry vysledek efektivity PCR se
udavaji hodnoty E mezi 1,75 a 2.

Proménnd F (frakce mRNA méfeného genu) u RNA-Seq zhruba odpovida
hodnoté TPM vynasobené 10°
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10.1.6 Normalizace

Dtlezitym krokem pro kvantifikaci qPCR a qRT-PCR je normalizace dat podle alespoil
jedné z nasledujicich proménnych:

e velikost vzorku, hmotnost nebo objem tkané,

e celkové mnozstvi extrahované RNA,

e celkové mnozstvi genomické DNA,

e referencni ribosomalni RNAs (18S nebo 28S rRNA),
e referenéni mRNA, tzv. vnitini reference.

Velmi ¢asto se pro normalizaci dat vyuziva referen¢nich geni, jejichZ pocet kopii by mél
byt stejny u vSech testovanych vzorkll (v rdmci odchylky). Jako reference se Casto
vyuzivaji tzv. housekeepingové geny, tedy geny kodujici proteiny ¢i funkéni RNA, které
se ucastni zdkladnich bunéénych procesi, které jsou nezbytné pro existenci buiiky, bez
ohledu na jeji specifickou roli ve tkani nebo organismu. Piikladem jsou (u ¢lovéka)
ACTB (aktin, beta), GAPDH (Glycelaldehyd-3-fosfait dehydrogendza), PGKI1
(Fosfoglycerat kindza 1), B2M (Beta-2-microglobulin), TBP (TATA box vazebny
protein), SDHA (Komplex sukcinatdehydrogenazy, podjednotka A, flavoprotein (Fp)),
ARBP (Kysely ribosomalni fosfoprotein PO) a dalsi.

Normalizace podle geNorm: Mame n referen¢nich genti s indexy 1i, j,... a M vzorkli m,
n,..., provedeme experiemnt podle rovnice (20)

CM = log, S?T —log, A™ —log, F™

cr =log, S;T —log, A™ —log, F™ (20)

Clacy J je cyklus, kdy se docililo tresholdu, log, S?T je konstanta, log, A™ je mnozstvi

vzorku (absorbance), log, F™ a log, F™ jsou relativni vyskyty i a j. Nadefinujeme set
hodnot 4;; pro kazdy par geni (i, j), rovnice (21) a (22)

Ay = {logz Pfﬂ}m =12,..M 1)
mj

Ay ={cV —crlm=12,.M (22)
Podle rovnice (23) vypocitame standartni odchylud;;, kterou oznacime jako V;;

Vi; = stdev(4;;) (23)
Finaln¢ definujeme stabilitu genu j jako rovnice (24)

1
Mj = — iz Vi (24)

Na zékladé¢ stability genu vybereme ty nejlepsi jako referencni geny. Jejich pocet se
odhaduje, ptipadné existuji pseudokritéria.
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10.2 RNA-seq

RNA-seq je technika, kterd se pouziva na kvantifikaci RNA ve vzorcich pomoci metod
sekvenovani pfisti generace. Timto je umoznéno analyzovat a kvantifikovat cely
transkriptom, celkovy bunéény obsah RNA ve vzorcich, pfipadné je mozno se cilené
zaméfit pouze na urcitou ¢ast celkové RNA (velmi ¢asté je napf. cilené zkoumani malych
RNA ve vzorcich. Z celkové RNA se vétSinou odstranuji sekvence ribosomalni RNA).

Pochopeni transkriptomu je klicové pro propojeni informaci o genomu organismu s
funkéni genovou expresi. RNA-seq nam muze fict, které geny jsou v bufice zapnuty, jaka
je jejich uroven exprese, pii jaké podmince jsou aktivovany, vypnuty ¢i jinak zménény,
ale také umoziuje ndhled na alternativni genové sestfihy, post-transkripéni modifikace,
jednonukleotidové i vicenukleotidové polymorfismy, somatické mutace, inzerce a delece.
Typicky je RNA-seq vyuzivan na vyhodnoceni zmén genové exprese v experimentech
kdy je hodnocena zdrava tkan proti nemocné, ptipadné kontrolni zdravé/ovlivnéné buiiky
proti buiikach ovlivnénym za urc¢itych podminek, napft. 1é¢ivem.

Zatimco polymorfismus je spojen s Cetnosti vyskytu varianty v populaci,
somatickd mutace je spojena s funkéni zménou (vadou, jak u regulac¢nich
elementd, tak proteinii u protein kodujicich gentt).

10.2.1 Workflow RNA-seq

Workflow (Obr. 76) pro zpracovani RNA-seq dat kopiruje standardni zpracovani
sekvenacnich dat (pro ucely naSeho manualu mysleny standartni FASTQ soubory):

preprocesing: kontrola kvality dat a odstranéni nezadoucich sekvenci
mapovani: vlastni mapovaci proces

post-alingment operace: vypocet vlastnosti, kontrola mapovani, vytvaieni reportl
kvality dat a mapovani a jiné

Za zlaty standard pro analyzu NGS dat se mohou napt. povazovat pipeliny od
skupiny nf-core, https://github.com/nf-core.

Preprocesing

Napted se udéla prvni kontrola kvality hrubych sekvenacnich dat pomoci nastrojii pro
kontrolu kvality, jako je FastQC nebo FASTP nebo jiné. V pfipadé, ze u piipravy
knihoven byly pro zlepSeni pfesnosti sekvenovani a korekci sekvenacnich chyb pouzity
sekvence UMI nebo barcody, je tfeba je nejpozdéji v tomto kroku odstranit ze sekvenci
napt. pomoci UMI-tools, a ulozit jejich sekvenci do headrti readii pro budouci zpracovani.
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DalSim krokem je odstranéni adaptorovych sekvenci, bazi z konct readii s nizkou
kvalitou a ostatnich sekvenci, vzniklych v disledku sekvenac¢nich chyb, které by mohly
zkreslit vysledky mapovani pomoci néstrojii jako jsou Cutadapt a Trimmomatic. Po tomto
kroku by méla nasledovat druhd kontrola kvality dat, kterd by méla ukazat zlepSeni. V
této Casti také mizeme odstranit ribosomalni sekvence, pokud je nechceme zahrnout do
konec¢ného vysledku.

Mapovani

Vlastni mapovaci proces Viz Kapitola 9. Mapovani.

Post-alignment operace

Do procesit po mapovani fadime vSechny procesy vazané na vysledky mapovani.
Zakladem je tfidéni a indexovani namapovanych sekvenci pomoci SAMtools. V
SAM/BAM souboru namapovanych sekvenci, se alignmenty vyskytuji ndhodné podle
pofadi ve FASTQ souborech. Pro dalsi zpracovani je proto minimalné¢ vhodné, v
nékterych piipadech i nutné, uspofadat alignmenty v genomovém potadi, tedy podle
potfadi chromosomli a podle chromosomovych pozic. DalSim dilezitym krokem je
indexovani alignmentli, které umoziiuje rychlou manipulaci se zarovnanimi, a v
nékterych ptipadech (IGV prohliZze¢) umoziuji vizualizaci zarovnani proti referenénimu
genomu.

Po sefazeni a indexovani miizeme provadét dals$i operace s daty. Pokud byly pouzity
UMI/barcody mulzeme odstranit duplikované sekvence pomoci UMI-tools podle
informaci o UMI v hlavickéach readl v alignmentu. Pomoci rtiznych nastrojii mizeme
zjistit statistick¢é informace o alignmentu: napt. miru duplikaci (dupRadar), distribuci
namapovanych readli, PCR bias, GC bias, coverage, smérovost vldkna (RSeQC),
komplexitu a redundantnost readi pro mozné zmény ve tvorbé knihovny u pfistiho
sekvenovani (Preseq), vyhodnoceni readii z hlediska poméri protein kddujicich oblasti,
intronil, spojovacich sekvencich a dalSich informaci dalezitych pro mozné zmény u ptisti
sekvenacni knihovny (Qualimap) nebo tfeba assemblovat alignmenty do moznych
transkriptl (StringTie) a zahrnout je do komplexniho souboru pomoci MultiQC.

vvvvvv

kvantifikace alignmentu: vypocet vlastnosti v zarovnani.
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1. ko(xllzola kvality FastQC, fas

Odstranéni adaptorovych sekvenci, trimovani: Trimmomatic, Cutadapt, Trim Galore!

2. kontrola kvality

dat FastQC, fastp

Alignment Star, HISAT, BWA, Bowtie, Salmon

vypocet count matrix: FeatureCounts, HtSEQ, Salmon
Post a]ignmentu Qdstranéni duglicit: umitools. dugRadar
operace: Kvalita a metrika alignmentu: RSEM, Preseq, Qualimap, SAMTools

Souhrny report kvality: MultiQC

Obr. 76: Zakladni workflow pro RNA-seq. Salmon samoziejmé neni aligner, ale
miiZe slouZit jako tzv. pseudoaligner, je tedy zde zafazen i do alignmentu

10.2.2 Nastroje pro ziskani count table

FeatureCounts

FeatureCounts je nastroj v balicku Subread implementovany v jazyku C, a také funkce v
jazyku R, ktery se pouziva ke kvantifikaci readl ziskanych metodami sekvenovani pfisti
generace. Prifazuje Cteni ke genomovym vlastnostem jako jsou napf. geny, exony,
miRNA. Zohlediiuje veskeré mezery (inzerce, delece, spojeni exon — exon nebo flze),
které se ve Cteni nachazeji. Jako hit je oznacovan overlap mezi ¢tenim/fragmentem a
danou genomickou vlastnosti, v pfipad¢ vice ptekryvii mohou byt reportovany vSechny
vlastnosti a jejich pocty za pouziti -O volby. MiiZze byt pouzit jak na single-end, tak na
pair-end data. Jako input miize byt pouzit SAM i BAM format (sefazeny i nesetfazeny),
dal$im vstupem je soubor s anotacemi (ve formatu GTF nebo SAF). Outputem jsou dva
soubory: count table s jmény vlastnosti, chromosomovymi pozicemi vlastnosti, jejich
sumarnim poctem a dalS§imi charakteristikami, a soubor s informaci o poctu a
procentudlnim poméru ptifazenych a nepfitazenych vlastnosti.

Ukéazka kodu:

featureCounts -T 16 -p -g gene_name -a Homo_sapiens.GTF -o counts.txt
input. BAM
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HTseq

HTseq (obr. 77) je pythonsky skript uréeny pro kvantifikace vlastnosti RNA-seq a jinych
dat z NGS technologii. Jako vstup je pouzit SAM nebo BAM soubor a anotace ve formatu
GTF/GFF. Pro kazdou anotaci je vyhodnocen pocet piifazenych cteni, ktera prekryvaji
danou vlastnost v anotaci. Vlastnosti je myslen interval (rozsah pozic) na chromosomu
nebo spojeni takovych intervalil. V piipadé RNA-seq jsou to obvykle geny, kde za gen je
povazovano spojeni vSech jeho exond. V jiném piipadé mize byt za vlastnost povazovan
jednotlivy exon, napt. za ucelem kontroly alternativniho sestfihu. Pro porovnani u ChIP-
Seq se jako vlastnost mohou brat vazebné oblasti z piedem uréeného seznamu. Pro ptipad
overlapu HTseq umoziuje vybrat si mezi ttemi moduly:

1. union: sjednoceni vS§ech mnozin S (i)
2. intersection-strict: prasecik vSech mnozin S (i)
3. intersection-nonempty: prasecik vSech neprazdnych mnozin S (i),

kde mnozina S(i) definovana jako mnozina vSech prvki ptekryvajicich polohu i. Pokud
S obsahuje pfesn¢ jednu vlastnost, bude se pro tuto funkci pocitat cteni. Pokud obsahuje
vice nez jednu funkci, Cteni se pocita jako nejednoznacné (a nepocitd se pro zadné
funkce), a pokud je S prazdné, ¢teni se pocita jako no_feature.

Ukéazka kodu:

htseq-count -1 gene _name -m intersection-nonempty -f BAM input. BAM
Homo sapiens.GTF > counts.txt

Alignment read/vlastnost moéd union intersection_ intersection_
strict nonempty

A A A
3
B

g A no_feature A
£| g
£
0

H A no_feature A
©
E

S ——— " " "
o
i
8

m b " " "
c
[

] - -

= nejednoznacné A A
Q.
z
2

E—— [ nelednoznatné

Eﬁ?; ; neunikatni alignment

read Vlastnost A (gen, exon, Vlastnost B (gen, exon,
b intron...) intron...)

Obr. 77: Zobrazeni vyslednych efektii vramci tfi zminénych méda (union,
intersection_strict a intersection_nonempty) spolu s —nonunique (all)
volbou https://htseq.readthedocs.io/en/master/ (accessed May 29, 2022)
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StringTie

StringTie je dal$i nastroj uréeny na kvantifikaci NGS dat. Jako vstup se vklada sefazeny
a indexovany soubor BAM. Volitelnym vstupem je pak anotacni soubor ve formatu
GTF/GFF. Pti vyuziti anota¢niho souboru, StringTie spocita pro overlapujici ready s
anotaci coverage, TPM a FPKM (viz. Nasledujici kapitola Normalizace) hodnoty pro
dany BAM soubor. Hlavni vyhoda tohoto softwaru ale spociva v moznosti sestavit
exprimované vlastnosti ptimo z RNA-seq dat, a sestavit nové genové modely. Pro data,
ktera nejsou kryta anotaci, mize vytvotit dodate¢né transkripty (volba -e) a pridat je do
kvantifikace.

Vystupni soubory:

e soubor GTF obsahujici sestavené transkripty,
e genové abundance v tab-delimited formétii (count table).

Ukazka kodu:

stringtie -p 16 -e -G znamé vlastnosti v.GTF -B -o
nové nalezené vlastnosti v.GTF -A count_table input. BAM

RSEM

RSEM je balicek nastroji kompilovany v C, ktery se pouzivéa na odhad hladiny genové a
izoformni exprese z dat RNA-seq dat. Oproti pfedchozim nastrojim, které vyuzivaji
ready namapované na referencni sekvenci ve formatu BAM, RSEM vyzaduje ready
mapované proti referenénimu transkriptomu. RSEM se da pouzit na single-end i pair-end
data. Krom¢ urceni skére kvality, odhadu RSPD (read start position distribution,
rozlozeni pocatec¢nich pozic jednotlivych ¢teni) a proménlivé délky readli poskytuje
informace o Urovni exprese. Pro vizualizaci v UCSC Genome a IGV miiZze vygenerovat
soubory BAM a Wiggle v transkrip¢nich i genomovych koordinatdich. RSEM ma také
vlastni skripty pro vygenerovani grafii hloubky transkripce ve formatu PDF. Jednotlivé
grafy lze skladat, pticemz hloubka jedine¢nych ¢teni (single mapping) je zobrazena ¢erné
a ty, které pfispivaji k vicendsobnym ctenim (multiple mapping) jsou zobrazenym
cervené (Obr. 78). Kromé¢ toho Ize také vizualizovat modely ziskané z dat.

Ukazka kodu:

rsem-calculate-expression -p 8 --paired-end --BAM --estimate-rspd --append-
names \--output-genome-BAM input. BAM Homo_sapines.GTF

rsem-calculate-expression --num-threads 8 --time --star SFASTQ
$(file_directory output)
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Obr. 78: Ukiazka RSEM hloubky jednotlivych ¢étenich, upraveno, Li, B. A Short
Tutorial for RSEM. https://github.com/bli25broad/RSEM tutorial
(accessed Dec 17, 2020)

SALMON

DalSim néstrojem, ktery se vyuziva ke kvantifikaci exprese transkripti RNA-seq dat.
Vyuzivéa konceptu kvazi-mapovani s dvoufazovou inferen¢ni (usuzovaci) procedurou,
coz umoziuje velmi rychly odhad exprese spolu s malym vyuzitim paméti. Inference se
provadi pomoci expresivniho a realistického modelu dat RNA-seq, ktery bere v ivahu
experimentalni atributy a zkresleni b&zné pozorované ve skute¢nych datech RNA-seq.
Salmon neni mapovaci algoritmus v pravém slova smyslu, ale pouzivd se jako
pseudoaligner.

Kvantifikace v Salmonu je umoznéna ve dvou rezimech: prvni vyzaduje pouze set
referen¢nich transkritpii a soubor typu FASTA/FASTQ s cilovymi daty, které piimo
zpracuje. V druhém rezimu je zapotiebi kromé setu referencnich transkriptl a soubor
SAM/BAM s alignmentem. Salmon pouziva streaming inference method na kvantifikaci
na urovni transkripce metody, jejimz zdkladnim pfedpokladem je, ze pozorovani (tj. ¢teni
nebo zarovnani) jsou provadéna ndhodné. Z tohoto ditvodu alignment NESMI byt
sortovany — pokud ano, je diilezité pred spusténim provést randomizaci.
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10.3 Diferencialni genova exprese RNA-seq

Vyhodnoceni diferencidlni genové exprese probihd casto za pomoci R balicku DESeq?2,
limma nebo EdgeR (Obr. 79), kde jako vstup slouzi tzv. count-table (viz. Pfedchozi
kapitola)

Sequencing depth CPM (counts per million)

N I H Gene length TPM (transcripts per kilobase million)

0 l I I a I Za Ce RPKM/FPKM (reads/fragments per kilobase of exon per million reads/fragments mapped)
DESeq2’s median of ratios EdgeR’s trimmed mean of M values (TMM)
PCA

Kontrola kvality

Heatmapy a Korelacni heatmapy

Stat i Sti C ka, ana Iylza Geny se signifikantné zménénou regulaci (DEG)

EGSEA

FUnkéni dana Iylza Signalni a jiné drahy

Obr. 79: Postup analyzy dat RNA-seq
Zékladni postulaty genové exprese

1. Kazdé bunééné jadro obsahuje kompletni genom vytvoifeny v oplodnéném
vajicku. Z informaéniho hlediska je DNA ve vSech diferencovanych bunék
identicka.

2. Nepouzité geny v diferencovanych buiikach si zachovavaji potencidl pro expresi.

3. 'V kazdé burice je exprimovana pouze mala ¢ast genomu a tato ¢ast syntetizovana
v burice je specificka pro dany typ bunky.

Cilem diferencidlni exprese je zjisténi, ktery/é z genti jsou exprimované rozdilné v rdmci
ur¢itych podminek. Tyto geny pak pomou nastinit biologicky pohled na procesy
ovlivnéné danou podminkou.

Diferencni (genovd) exprese znamena provedeni statistické analyzy dat ke zjiSténi
kvantitativnich zmén exprese mezi dvéma podminkami. VyuZivame testovani
statistickych hypotéz pro rozhodnuti, zda pozorovany rozdil v poctu ¢teni/genti je
signifikantn¢ vétsi nebo mensi, nez by byla ndhodna zména.
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10.3.1 Normalizace

Normalizace exprese je nezbytna pro odstranéni technickych zkresleni v sekvenovacich
datech, které mohou byt zpisobeny naptiklad hloubkou prosekvenovani a délkou genu.
Normalizace miize byt v ramci vzorku (RPM, RPKM/FPKM, TPM), nebo mezi vzorky
(TMM)

Sequencing depth: Vyhodnoceni hloubky sekvenovéani je nezbytné pro porovnani
genové exprese mezi vzorky. Pii porovnani vzorku A proti vzorku B se mlize zdat, Ze se
kazdy gen v A vyskytuje v 2x vétsi mife jak ve vzorku B, nicméné je to pouze disledek
2x vetsi prosekvenovanosti vzorku A proti B.

Gene length: Stejné tak je pro diferencialni genovou expresi dilezité vzit v potaz délku
gend. Gen X a gen Y maji podobnou miru exprese, ale pocet readii namapovanych na gen
X muze byt mnohonasobné veétsi, nez pocet namapovanych readil pro gen Y, protoze gen
X je delsi.

CPM/RPM (counts/reads per million, pocet/¢teni za milion): vydéleni poctu cteni
vlastnosti (genu) souctem poctu ¢teni v ramci celé knihovny, a vynasobenim vysledkt

milionem (rovnice 17). Nezohlediiuje délky gend.

pocet (¢teni genu)x10°

CPM = (17)

celkovy pocet (namapovanych tteni)

RPK (Reads Per Kilobases, ¢teni na kilobézi): oproti RPM se ziskéd délenim poctu ¢teni
délkami genil (vyjadienymi v kilobazich).

RPKM/FPKM (reads/fragments per kilobase per million reads/fragments mapped,
Cteni/fragment na kilobdzi na milion, rovnice (34)): RPKM je expresni jednotka
normalizovana na délku genu, kterd se pouzivé pro identifikaci odliSn€¢ exprimovanych
gend porovnanim hodnot RPKM mezi riznymi experimentalnimi podminkami. Obecné
plati, Ze ¢im vys$si je RPKM genu, tim vyssi je exprese tohoto genu. FPKM se pouziva
zejména pro normalizaci poctil pro data RNA-seq s parovym koncem, ve kterych jsou
ob¢ (leva a prava) ¢teni sekvenovana ze stejného fragmentu DNA. Opét plati, Ze ¢im vySsi
je FPKM genu, tim vys$i je exprese tohoto genu.

RPKM =

otet (¢tenf genu)x103x10°

celkovy pocet (namapovanych tteni)xdélka genu v bp

TPM (transcripts per million): TPM je alternativa k RPKM. Vztah k RPKM vysvétluje
rovnice (34) a (36), ve které plati, ze soucet TPM hodnot pies vSechny geny je pro kazdy
vzorek konstatni (10°). Hodnota 10° fadové odpovida po¢tu mRNA molekul v buiice.
Pokud jsou vSechna ¢teni stejné dlouhd, spocitime TPM nésledovné (rovnice 37).
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A= pocet (¢teni genu) (35)

délka genu v bp

TPM = A X ﬁ) x 106 (36)
Proporéné k RPKM

_ RPKM 6
TPM = TR 10 (37)

EdgeR’s trimmed mean of M values (TMM): pouziva vazeny ofezany prumeér pomeért
logaritmickych expresi mezi vzorky. TMM predpoklada (stejné jako ostatni metody), Ze
vétSina genll neni diferencné exprimovana. TMM normalizuje celkovy vystup RNA mezi
vzorky, pro normalizaci nebere v uvahu délku genu nebo velikost knihovny.

DESeq2’s median of ratios: je podobnd metod¢ TMM. Normalizace DESeq pouziva k
vypoctu velikostnich faktorti median pomérii pozorovanych poctl. Struéné feceno, faktor
velikosti se vypocitd tak, Ze se pozorované pocty pro kazdy vzorek vydéli jeho
geometrickym primérem. Velikostni faktor se pak vypocitd jako median tohoto poméru
pro kazdy vzorek. Tento faktor velikosti se pak pouZije pro normalizaci nezpracovanych
dat poctu pro kazdy vzorek.

Opét se predpoklada, ze vétSina genti neni diferenéné exprimovand, stejné tak se nebere
v uvahu délka genu pro normalizaci, protoze predpoklada, ze délka genii by méla byt
mezi vzorky konstantni.

10.3.2 Stabilizace rozptylu

Stabilizace odchylek (transformace stabilizujici rozptyl) je krokem v pfedzpracovani dat,
ktery mlze vyrazné zptesnit statisticky model a naslednou analyzu. Transformace jsou
uzite¢né pii kontrole odlehlych hodnot nebo jako vstup pro techniky strojového ucent,
jako je shlukovani nebo linearni diskriminacni analyza. Mnoho statistickych metod
pracujicich s vicerozmérnymi daty (typicky PCA, klastrovani) pro spravné pouziti
vyzaduje homoskedastickd data — data, jejichZ rozptyl pozorovanych hodnot (jako je
exprese genu) nezavisi na primérné hodnoté. V RNA-seq datech rozptyl zavisi na
priméru, ¢im je pramér vétsi, tim roste i rozptyl. Balicek DESeq2 pouziva néstroje vst a
rlog, které vypocitaji transformaci stabilizujici odchylku v log2 skale (Obr. 80). Zaroven
vSak neodstraniuje variability, které mohou byt spojené sbatch efektem nebo
s experimentalnimi proménnymi.
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Design—-aware normalization
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Obr. 80: Stabilizace rozptylu z R balicku DESeq2, vlastni data

10.3.3 Batch effect

Jako batch effect oznaCujeme faktory jiného nez biologického piivodu, které mohou
ovlivnit vyhodnoceni experimentalnich dat (napf. pouziti jinych metod izolace u dvou
skupin, ¢asovy posun v treatovani kontrolnich a métenych bunék...)

ComBat-Seq method: ComBat upravuje vstupni, pfedem normalizovana (obecné se
doporucuje log normalizace) count data porovnadnim/normalizaci kvantili empirickych
distribuci dat s o¢ekavanou distribuci bez batch efekti v datech. Pro upravu/odstranéni
batch efekt z dataseti se pouziva bud’ parametricky, nebo neparametricky empiricky
Bayes. Vystupem je opét count matice s odstranénym batch efektem. ComBat se Gspésné
vyuziva pro spojeni dvou (nezavislych) datasetti spolu s umoznénim jejich porovnani.

10.3.4 Kontrola kvality

PCA (principal component analysis): Analyza hlavnich komponent (PCA, Obr. 81) je
technika redukce rozméri, kterd najde sméry nejvétsich zmén v datové sadé/v ramci
skupin dat a pfifadi je hlavnim komponentam. Hlavni sloZzkou (PC) vysvétlujici nejvetsi
mnozstvi variability v datové sadé je PCl, PC vysvétlyjici druhy nejvétsi podil
k variabilité je PC2.
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Design-blind normalized PCA
Based on 500 most variable genes
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Obr. 81: Ukazka PCA, R bali¢ek DESeq2, vlastni data

Heatmap: zpisob zobrazeni dat v mfizce, kde kazdy tadek predstavuje gen a kazdy
sloupec predstavuje vzorek. Barva a intenzita poli se pouziva k reprezentaci genové
exprese nebo jejich zmén (Obr. 82).

Pro tvorbu heatmap nedoporucujeme pouzivat R bali¢ek Heatmap.2, ktery
nespravné pouzivad a vizualizuje klastrovani. Misto toho doporucujeme

mnohem piijemné;jsi bali¢ek ComplexHeatmap.
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Design-blind normalization
500 most expressed genes
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Obr. 82: Ukazka heatmapy, R bali¢ek ComplexHeatmap, vlastni data

Korela¢ni Heatmap: zobrazuje korelaci genové exprese pro vSechny parové kombinace
vzorkll v datové sad€ (Obr. 83). Protoze vétSina genli neni odliSné exprimovana, maji
vzorky obecné vysoké vzajemné korelace (hodnoty vyssi nez 0,80). Vzorky nizsi nez 0,80
mohou znamenat extrémni hodnotu v datech anebo ukazovat na kontaminaci vzorkii.
V korela¢ni heatmapé se vétSinou uvadi hodnota 1-|cor]|.
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Obr. 83: Ukazka korela¢ni heatmapy, R balicek ComplexHeatmap, vlastni data

10.3.5 Statisticka analyza

Cilem tohoto kroku je ziskat pomoci statistického testovani hypotéz na
ziskanych datech na zaklad¢ (linearnich) modelll informace o signifikantné
deregulovanych (upregulovanych ¢i downregulovanych, spolu s hodnotami
log2 fold change spojené s dalsi statistikou jako p-hodnota, korigovana p-
hodnota a dalsi) genech/vlastnostech v experimentu. V ptipadé RNA-Sequ
vyuzivame pro statistické modelovani pfimo hrubé pocty cCteni, protoze
obsahuji nejvice informaci.

Linerani modely

Modely vyuzivané v kvantitativné genetickych analyzach jsou ve vétSiné ptipadi
linedrni. Pfedpokladame, Ze veliCiny, které zkouméame (nezavisle proménna X a zavisle
proménnd Y) jsou spojité, anebo mohou byt kddovany jako kvantitativni. Prvnim krokem
v regresni analyze by mélo byt zakresleni jejich numerickych hodnot do grafu. Tento krok
nam muze pomoci ukdzat, zda existuje vztah mezi obéma proménnymi:

e zda existuji trendy: rostou ¢i klesaji obé v jednom sméru, nebo jedna klesa, kdyz
druha roste

e zda je linedrni zavislost vhodnym modelem pro vyjadfeni vztahu mezi t€mito
dvéma veli¢inami
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Pouziti linedrni modelt je u vétSiny biologickych jevi bud’ dostacujici nebo vynucené
nedostatkem dat. Ackoli nelinedrni modely mohou byt dilezité, ¢asto je mozné je
aproximovat zvolenym linedrnim modelem. V tradi¢nim smyslu jsou linearni modely
slozeny ze tii Casti:

1. Vlastni regresni model: Rovnice modelu definuje efekty, které mohou mit vliv
na pozorovanou vlastnost. Maticovy zapis obecné modelové rovnice (38) je:

Link(Y) = pX +¢, (33)

kde y je vektor pozorovanych hodnot vlastnosti, B je vektor pevnych efektd, € je
vektor nahodnych rezidualnich efektl, X je nezavisla proménna, link je
nadefinovana fuknce, ktera prevadi meéfené hodnoty na hodnoty, které mizeme

modelovat (linker function)
2. Daty

3. Ocekavanym rozdélenim rezidui, € € N(0, o)
Linearni regrese

Linearni regrese je matematickd metoda, kterda zahrnuje proloZeni dat
pfimkou/rovinou/nadrovinou, a naslednou analyzu statistickych vlastnosti tohoto
prolozeni, pficemz predpokladame, Ze x-ové soufadnice jsou piesné, zatimco y-ové
soufadnice mohou byt zatizeny ndhodnou chybou. Pfedpokladame, Ze zavislost y na x 1ze
graficky vyjadfit ptfimkou/rovinou/nadrovinou takovou, ze pii odecitdni z grafu bude
mezi y-ovou hodnotou méfeného bodu a y-ovou hodnotou lezici na piimce odchylka.
Podstatou linearni regrese je nalezeni takové ptimky, aby soucet druhych mocnin téchto
odchylek byl co nejmensi pomoci aproximaci danych hodnot pfimky metodou
nejmensich ¢tverct.

10.3.6 Testovani statistickych hypotéz

Statistickd hypotéza je tvrzeni, které 1ze i nelze zamitnout na zdkladé experimentalnich
dat a statistickych metod. Testovanim hypotéz je mozné posoudit vyjadiené predpoklady
o (experimentalng) ziskanych datech. Castym typem experimentu je porovnani mezi
skupinami (komparativni experiment), kdy jedna skupina je vystavena vlivu, ktery je
zkouman (napft. vliv 1é¢iva na buiiku), druha skupina je kontrolni bez dané¢ho pokusného
zasahu. Experimenty je mozné provadét mezi vice skupinami. Efekt zkoumaného vlivu
je ¢iselna hodnota, u které predpokladdme ndhodné rozdéleni, na jejiz urceni pouzijeme
parametrické testy. Dilezitym cilem statistickych analyz je kvantitativni zjisténi rozdilt
mezi skupinami vzdjemnym porovnanim vybérovych souborti vzorkli v experimentu.

Testovanim statistickych hypotéz porovnavame dvé hypotézy: nulovou
hypotézu (Ho) a alternativni hypotézu (Hi, Ha, A, tvrzeni, jehoz platnost
chceme testovat). Zakladnim pfedpokladem je, Ze nulova hypotéza plati.
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U testovani hypotéz je nutné stanovit si hladinu spolehlivosti a, pravdépodobnost, ze
zamitneme nulovou hypotézu, i kdyz plati (chyba I. druhy). Standardné se a stanovuje
jako velmi mald hodnota, typickd hodnota je 0,1, 0,05, v nékterych ptipadech i 0,01.
Nulova hypotéza je zamitnuta ve chvili, kdy ziskana p-hodnota, tj. pravdépodobnost, ze
pozorovana, nebo lepsi statistika, nastane, kdyz je platnd Ho, je mens$i nez stanovena
hladina vyznamnosti a.

Chyby pfi testovani hypotéz

Pti testovani hypotéz se miizeme dopustit jedné ze 2 chyb (Tab. 18):

chyba 1. druhu a (false positive): zamitdme hypotézu Ho, kdyZ plati a neméli bychom ji
zamitnout

chyba II. druhu B (false negative): nezamitime hypotézu Ho, kdyZ neplati a méli
bychom ji zamitnout

Tab. 17: Chyby u testovani hypotéz

Nas vysledek

Ho plati Ho neplati

Ho plati spravny chyba I. druhu

Skutecnost

Ho neplati | chyba II. druhu spravny

Snazime se zvolit test tak, aby pravdépodobnost obou chyb byly co nejmensi, avSak
takovy test neni jednoduché sestavit, jelikoZ chyby spolu souvisi: ¢im mensi je hodnota
a, tim vetsi je chyba B, a naopak. Zpravidla se voli dostate¢né nizka hodnota a, chyba [
je pak dana velikosti zvolené chyby a. Silu testu (rozliSovaci schopnost testu) definujeme
jako pravdépodobnost 1-B. Sila testu uruje pravdépodobnost, ze spravné zamitneme
nulovou hypotézu, kdyz neplati. S klesajici hladinou vyznamnosti a sila testu klesa.

Korekce mnohonasobnych testii

Casto se setkame s nutnosti testovat vice statistickych hypotéz zaroveti (stanoveni jak a
jestli se lisi skupina 1 od 2, 2 od 3, ...) S nartistajicim poctem testovanych hypotéz roste
zaroven pravdépodobnost oznaceni falesné pozitivniho vysledku. To znamena, Ze se pfi
testovani zmylime, a vyhodnotime jako statisticky vyznamny rozdil tam, kde ve
skuteCnosti zadny neexistuje. Nastaveni hodnoty p pro mnohonasobné testy hypotéz se
fidi chybou 1. druhu.
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,ZMiizeme si predstavit modelovou situaci, kdy provedeme zaroven 60 testii, coz v dobé
bézného provadeni biochemickych a genetickych experimentii neni zase tolik. Pouzijeme-
li standardni hladinu vyznamnosti a. = 0,05, mame pro kazdy test 5% riziko ziskani falesné
pozitivniho vysledku. Vynasobime-li 60 a 0,05, vyjde nam, ze zhruba u 3 testii bychom
meéli dospet k falesné statisticky vyznamnému zaveru. V pripade genomickych analyz, kde
Jjsou Ccasto ruzné testy pouze formou explorativni a popisné analyzy, nemusi byt
pritomnost falesné pozitivnich vysledkii fatalni, v klinické praxi to vsak miize vést k
zavadejicim vysledkiim a mylnym interpretacim. Z tohoto ditvodu je nutné pri nasobném
statistickem testovani uvazovat tzv. korekéni procedury (correction for multiple testing),
ktere by mely brat v uvahu  celkovy  pocet  provedenych  testi.*
Pavlik, T. Biostatistika pro matematickou biologii - Problém ndasobného testovani hypotéz
[online]; https://portal.matematickabiologie.cz/index.php?pg=aplikovana-analyza-
klinickych-a-biologickych-dat--biostatistika-pro-matematickou-biologii--uvod-do-
testovani-hypotez--poznamky-k-testovani-hypotez--problem-nasobneho-testovani-
hypotez (accessed Dec 17, 2020).

Family-wise error rate (FWER): kontroluje pravdépodobnost vzniku alespoil jedné
chyby prvniho druhu. FWER je vhodné, pokud chceme zabranit jakémukoli faleSné
pozitivnimu vysledku, i za cenu toho, Ze n¢které skute¢né zmény oznacime jako faleSné
negativni. V mnoha piipadech vSak urcity pocet faleSn¢ pozitivnich vysledki neni velky
problém. Jeden z FWER pfristupii je Bonferonniho korekce: snizujeme hladinu
vyznamnosti dil¢ich testd tak, aby bylo dosazeno rozumné celkové hladiny vyznamnosti.
U Bonferonniho korekce zamitdme nulovou hypotézu, pokud je p-hodnota mensi nebo
rovna hodnot¢ o/m (a je zvolend hladina vyznamnosti testu, m pocet provedenych testi).

False discovery rate (FDR): volime ocekavany podil falesné negativnich nulovych
hypotéz pro danou mnozinu testi misto toho, abychom upravili globdlni hladiny
statistické vyznamnosti. Takto definovand chyba je ekvivalentem ke globélni hladiné
chyby prvniho druhu pro dany experiment v ptipad¢, Ze vSechny nulové hypotézy plati,
ale je nizsi v ostatnich ptipadech. Kontroluje ocekavany podil falesn¢ pozitivnich (FP)
vysledkli mezi vSemi zamitnutymi hypotézami. FDR je méné ptisné nez FWER.
Pouzivame ho, pokud chceme objevit co nejvice skutecné pozitivnich vysledkl i za cenu
nékolika faleSn€ pozitivnich, které udrzime v rozumném poméru oproti pravdivym
pozitivnim vysledkiim. FDR je mnohem silnéj$i nez FWER vzhledem k chybé II. druhu.
Metoda FDR se také nazyva Benjamini-Hochbergova korekce. Jednoduchy postup,
k vypoctu FDR porovnava setfidéné hodnoty p s pfimkou se smérnici o/m. Jednotlivé
hypotézy jsou nejprve uspoifadany a poté odmitnuty nebo pfijaty na zéklad¢ jejich p-
hodnot. Pokud hypotéza s i-tou nejmensi p-hodnotou mé p-hodnotu mensi nez #a, je Ho

zamitnuta.
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Problém nasobného testovani hypotéz (multiple testing problem) spociva v
tom, Ze s naridstajicim poctem testovanych hypotéz ndm roste také
pravdépodobnost ziskani falesné pozitivniho vysledku, tedy pravdépodobnost
toho, Ze se pfi naSem testovani zmylime a ukdzeme na statisticky vyznamny
rozdil tam, kde ve skuteCnosti zadny neexistuje. Z tohoto diivodu je nutné pfi
nasobném statistickém testovani uvazovat tzv. korekéni procedury (correction
for multiple testing), které by mély brat v uvahu celkovy pocet provedenych
testi.

Desing experimentu

Spravné zvoleny design experimentu je klicovy pro spravné vyhodnoceni analyzy.
Experiment muze byt zatizen mnozstvim chyb a technickych artefaktii, které negativné
ovliviiuji nasledné statistické vyhodnoceni. Hlavni myslenky névrhu experimentd jsou
komparace (posouzeni efektu intervence), randomizace (zndhodnéni) a replikace
(opakovani).

Komparace: porovnani objektii vystavenych zkoumanému jevu s kontrolni skupinou.
Nejdiive se proméfi vSechny uvazované proménné a poté zménime podminky
experimentu. Usuzujeme, jaky efekt mé¢la zména podminek na cilové proménné. Pro
spolehlivé porovnani vysledki je diilezité k sobé tadit podobné vzorky (napft. z hlediska
pohlavi zkoumanych pacienti).

Randomizace: ndhodné zatfazeni do skupin, zajistime objektivitu zafazeni do urcité
skupiny. Randomizace odstraiiuje technické artefakty (vzniklé napt. sekvenovanim
kontrol v dubnu, zatimco sekvenovani vzorkd az v Cervenci). Korelované technické
artefakty (napt. pokazdé izolujeme ovlivnéné vzorky v pondéli a sekvenujeme v ttery,
zatimco izolace kontrol probihd ve stiedy a sekvenuji se ve Ctvrtky) mohou uplné
znemoznit interpretaci vysledki experimentu.

Replikace: vicendsobné opakovani méfeni umozni posoudit nahodnou variabilitu
meétenych veli€in, a tim 1 ur€it pfesnost méfeni, je nezbytna pro odhad experimentalni
chyby a smérodatné odchylky efektii pro potfeby testovani. Spravny experiment by mél
byt opakovatelny kviili ovéteni vysledkl. V piipadé replikace upfednostiiujeme
biologické replikaty pted technickymi. V kazdém ptipad¢ by mély v kazdé skupin€ byt
minimaln¢ tfi biologické replikaty, aby bylo mozné odhadnout odlehlé vzorky. Také
zavisi na pouzitém testu, v pfipad¢ nutnosti pouzit neparametricky test by pocet vzorkt
na skupinu m¢l byt minimalné 10.

Biologické replikaty: z odliSnych biologickych vzorkt

Technické replikaty: odvozeny ze stejného vychoziho biologického vzorku,
rozdil mezi dvéma vzorky je spiSe v pouZité technice, nez v biologii
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10.3.7 Nastroje
Nastroje pro zpracovani RNA-Seq ve statistickém prostiedi R.

DESeq2

Tento nastroj bere jako vstup count table spolu s popisem vzorkli a informacemi o
skupinach. DESeq?2 provadi vnitini normalizaci, kde se pro kazdy gen ve vSech vzorcich
vypocita geometricky primér. Pocty ¢teni pro kazdy gen se poté vydéli timto primérem.
Median téchto pomérua piese vSechny geny ve vzorku je faktor velikosti pro tento vzorek.
Tento postup opravuje zkresleni velikosti knihovny a slozeni RNA, ke kterému muize
dojit naptiklad v ptipad¢€, ze je maly pocet genli vysoce exprimovan v jedné podmince
experimentu, ale ne v ostatnich. Pro odhad disperze a fold changes vyuziva statistické
smrsténi (shrinkage estimation). Hodnota disperze se odhaduje pro kazdy jednotlivy gen
a upravuje se fitovanim modelu na zéklad€ informaci i od ostatnich genii. Pro spravny
odhad disperze jsou zapotiebi biologické replikaty ve vSech podminkéch experimentu.
DESeq2 pouziva negativni binomicky generalizovany linearni model pro kazdy gen, pro
testovani vyznamnosti pouzivda Waldiv test a pro odhadnuti a odstranéni odlehlych
vzorkli Cooperovu vzdélenost. Také automaticky odstrani geny, jejichz primér
normalizovanych pocti je pod prahovou hodnotou uréenou optimalizacnim postupem.
Odstranéni téchto gentl s nizkymi pocty zlepSuje detekéni schopnost tim, Ze snizuje pocet
testovanych gent a tak zvySuje silu experimentu (viz. Multiple testing issue).

edgeR

Stejn¢ jako DESeq2, edgeR bere jako vstup count table, spolu s popisy vzorkii a
pfidanymi informacemi o skupinach v experimentu. edgeR vyuziva jako normalizaci
trimmed mean M-hodnot (TMM), ktera se podobné jako u DESeq2 pouzivé k vypoctu
normalizacnich faktorii tak, aby doSlo k redukci vlivu slozeni RNA na experiment ve
chvili, kdy je maly pocet genli velmi vysoce exprimovan v jedné podmince experimentu,
ale ne v ostatnich. Disperze je uréena pomoci Cox-Reid profile-adjusted podobnostni
metody (CR). Stejné¢ jako DESeq2 pouziva negativni binomicky generalizovany linearni
model pro kazdy gen, po nafitovani dat na model se pomoci F-testu kvazi-vé€rohodnosti
(QL) stanovi diferencialné exprimované geny. Statistickd analyza k identifikaci odli$né
exprimovanych vlastnosti (geny, miRNA, ..) se provadi pomoci vicerozmérného
regresniho modelu. Pro model 1ze zadat maximaln¢ tii rizné proménné a jejich interakce.
Je doporuceno mit vzdy biologické replikaty pro kazdou podminku experimentu, ale
edgeR, narozdil od DESeq2, je schopen pracovat i bez biologickych replikati. edgeR také
neprovadi filtrovani vysledkd ve vysledkové tabulce. Tabulku je mozné dodatecné
filtrovat pomoci jinych nastroju.

DESeq2 a edgeR jsou uréené na count data, na pocty vlastnosti z HTS
experimentll jako je RNA-seq, Limma je uzitecnd hlavné na zpracovani
spojitych dat, jako jsou intenzity Cipovych dat, pfipadné proteomicka data.
Nicméné pii vyuziti limma-voom je mozné zpracovavat i count data.
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limma

Narozdil od nastroji DESeq2 a edgeR, které se vyuzivaji na zpracovani HTS dat (RNA-
seq, ChIP-Seq, obecné count table s hodnotami poc¢tu vyskytu dané informace) se Limma
pouziva spiSe na vyhodnoceni intenzit ¢ipovych dat (v log2 skale). Jako normalizaci
pouziva metody podle zvolenych ¢ipt (single color, two color), bud’ normalizaci mezi
skupinami nebo v ramci skupin. Zakladni statistikou pouZivanou pro analyzu
vyznamnosti je moderovana t-statistika, kterd se pocita pro kazdou sondu a pro kazdy
kontrast s pouzitim jednoduchého Bayesovského modelu. Moderované t-statistiky vedou
nejvyssi hodnoty stejnym zptsobem jako bézné t-statistiky, kromé toho, Ze se zvySuji
stupné volnosti, coz odrazi vétsi spolehlivost spojenou s vyhlazenymi standardnimi
chybami.

limma voom

RNA-seq data mohou byt zpracovana v limma s vyuzitim metody voom (variance
modeling at the observational level). Hodnoty v count table jsou transformovany na log2
pocty per million reads (CPM), kde ,,per million reads* je definovano na zakladé diive
vypoctenych normalizaénich faktorii. Pro kazdou log2 CPM hodnotu pro kazdy gen je
nafitovan linedr model, a jsou vypocteny residuals. Na odmocninu standartni odchylky
reziduall je nafitovana hladka kiivka na zéklad¢ primérnych expresi. Hladka kiivka se
pouziva k ziskani vah pro kazdy gen a vzorek, které jsou predany do limmy spolu s log2
CPM hodnotami.

Vysledky statistické analyzy dat, ptevazné informace o log fold change spolu s p
hodnotami (adjustive p-val) se findln€ vyuziji ve Funkéni analyze dat.

10.4 Funk¢ni analyza dat

Funk¢ni analyza dat zodpovida otazku, co znamenaji zmény v expresi gentl na biologické
urovni? Protoze jsou geny, respektive proteiny, vzdjemné propojené do zméti drah
(signalnich, metabolickych, ...), jakdkoliv odchylka v deregulaci geni miize byt pticinou
ke vzniku onemocnéni. Znalost zmén na Grovni drah mutize zrychlit a zpiesnit diagnostiku
urc¢itych onemocnénich a poskytnout kli¢ k nalezeni spravné terapie.

Existuje dvoji feseni pro funkéni analyzu dat:

1. Geny, které najdeme deregulované mezi skupinami mizeme vlozit do databaze a
podivat se kam patii (KEGG, MsigDB, ...), nevyhodou vsak je to, ze nemame
informace o statistické vyznamnosti

2. Miuzeme vsak také porovnavat vSechny geny se skupinami genti v jednotlivych
drahéch s pomoci statistickych ptistupt, které se obecné nazyvaji metody analyzy
genovych sad (GSEA, Gene Set Enrichment Analysis). V této metodé¢
pracujeme jiz s definovanymi skupinami genti pro jednotlivé drahy (Obr. 84).
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Obr. 84: Ukazka signifikantnich KEGG vyrazi ve dvou vzorcich, R balicek
ClusterProfiler, vlastni data

10.4.1 Biologické, signalni a metabolické drahy

Biologicka draha je specificky popis biologické funkce, jedna se o fadu interakci mezi
molekulami, které vedou k ur¢itému produktu nebo zméné v buiice. Signalni drahy (Obr.
85) jsou sekvence interakci, které umoziuji butice pfijmout signal (informaci vedouci od
jedné bunky ke druhé, zmény v prostiedi) a biologicky na néj reagovat. Informace se mezi
bunikami se §ifi pomoci signdlnich molekul (napf. hormony, cytokiny, riistové faktory,
malé molekuly jako NO a CO, ...), které tvoii vazbu se specifickymi receptorovymi
molekulami na povrchu bunky (napf. GPCR: G-protein—coupled receptor), které
umoziuji signal pfijmout a odpoveédét na ng;.

Vazbou signalni molekuly na receptor dojde na molekuldch receptoru ke strukturnim
zméndm. Tato zména umozni navodit sérii reakci uvnitt bunky (signdlni transdukce),
které v kone¢ném dusledku vyusti v alteraci urcité bunécné ¢innosti.

V biochemii jako metabolické drahy oznacujeme metabolické procesy, coz jsou sledy
enzymy fizenych reakci vyskytujicich se v burtice, které vedou k tvorbé konkrétnich
produktti. Tyto drahy jsou popisovany enzymy a metabolity. Draha také miiZze popisovat
genetické regulacni sit€ nebo proteinové kaskady. Ty obsahuji informaci o spojeni mezi
geny, moznych duasledcich a smérech efektt.
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Obr. 85: Signalni draha apoptézy (zjednoduSena), vlastni data, balicek keggsvg J.

Novotny

10.4.2 GSEA

Gene Set Enrichment Analysis (GSEA) je metoda, kterd vyhodnocuje data na Grovni

vvvvvv

biologickych znalosti, jako jsou publikované informace o biochemickych drahach.
Jednolitvé sady se fadi v ramci seznamu podle exprese genl. Cilem metody GSEA je
urcit, které geny/genové sady se maji tendenci vyskytovat nahote nebo dole v sefazeném
seznamu. V takovém piipad¢ je sada genli korelovana s rozdilem ve fenotypu mezi
danymi skupinami (Obr. 86). Pokud genova sada spad4 nahoru, jedna se o upregulovany
set, pokud dolii, tak dochézi ke snizené/nulové expresi genti v daném setu.

Kroky GSEA:

1.

Vypocet skore nabohaceni: vypocita se skore nabohaceni (ES, enrichment
score), které odrdzi miru, na kterou je set S nadhodnoceny v extrémech (nahoie
nebo dole) na celém seznamu. Skore se vypocitd prochdzenim seznamu a
navysenim pribézné statistiky souctu, kdyZ narazime na gen v S a jeho snizenim
ve chvili kdy narazime na geny, které nejsou v S. Velikost pfirtstku zavisi na
korelaci genu s fenotypem. Enrichment score je maximalni vychylka od nuly
zjisténa ndhodnym prochazenim, a zhruba odpovidd Kolmogorové—Smirnové
statistice.
Odhadnuti miry signifikantnosti (vyznamnosti) ES: odhadujeme miru
vyznamnosti (P value) ES pouzitim empirického permutacniho testu zalozeném
na fenotypu, ktery zachovava komplexni korela¢ni strukturu dat genové exprese.
Konkrétné permutujeme fenotypové znacky a prepocitdvame ES sady geni pro
permutovana data, coz generuje nulovou distribuci pro ES. Empiricka nominalni
hodnota P pozorovaného ES se poté vypocita vzhledem k této nulové distribuci.
Dulezité je, ze permutace znaceni tfid zachovavd mezigenové korelace, a tak
poskytuje biologicky pftijatelnéjsi hodnoceni vyznamnosti, nez jaké by bylo
dosazeno permutaci gentl.
Uprava pro mnohonasobné testovani hypotéz: po vyhodnoceni celé databaze
genovych sad, upravime odhadovanou hladinu vyznamnosti tak, aby
zohlednovala mnohonéasobné testovani hypotéz. Nejprve normalizujeme ES pro
kazdou sadu genil na zaklad¢ velikosti sad, ¢imz ziskdme normalizované skore
obohaceni (NES). Poté kontrolujeme podil faleSné pozitivnich vysledki
vypoctem miry falesnych objevi (FDR) odpovidajici kazdému NES.
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Jaky je rozdil mezi genovou sadou a signalni drahou?

Signalni drahy jsou sekvence interakci, které umoziuji bufice pfijmout

signal.

Oproti tomu genova sada je jakakoliv mnozina gent, naptiklad vSechny geny
patfici do jedné drahy ale tieba i vSechny geny, které maji podobnou funkci.
Genova sada tedy neni signalni drdha; jedna se 0 mnohem vSeobecnéjsi a

méng specificky pojem

Rank Type ID Description g (o] pvalue p.adjust qvalue Count
1 1 GO:0003735 structural constituent of ribosome 133/1628 202/17696 7.16 2.76e-88 2.47e-85 1.94e-85 133
2 1 GO0:0045296 cadherin binding 122/1628 331/17696 4.01 8.13e-44 3.65e-41 2.87e-41 122
3 1 GO:0050839 cell adhesion molecule binding 132/1628 499/17696 2.88 4.55e-30 1.36e-27 1.07e-27 132
4 1 GO:0045182 translation regulator activity 56/1628 141/17696 4.32 1.53e-22 3.43e-20 2.70e-20 56
5 1 GO0:0003954 NADH dehydrogenase activity 29/1628 46/17696 6.85 2.62e-19 3.35e-17 2.64e-17 29
6 1 GO:0008137 NADH dehydrogenase (ubiquinone) activity 29/1628 46/17696 6.85 2.62e-19 3.35e-17 2.64e-17 29
7 1 GO:0050136 NADH dehydrogenase (quinone) activity 29/1628 46/17696 6.85 2.62e-19 3.35e-17 2.64e-17 29
8 1 GO:0016655 oxidoreductase activity, acting on NAD(P)H, quinone or similar compound as acceptor 32/1628 60/17696 5.80 4.18e-18 4.69e-16 3.69e-16 32
9 1 GO:0090079 translation regulator activity, nucleic acid binding 42/1628 109/17696 4.19 1.11e-16 1.11e-14 8.71e-15 42
10 1 GO:0009055 electron transfer activity 42/1628 114/17696 4.00 7.37e-16 6.61e-14 5.20e-14 42
Showing 1 to 10 of 151 entries Previous 2 4 5 Next—

Obr. 86: Ukazka moZnych vysledkii ziskanych metodou GSEA

10.4.3 Databaze genovych sad

Databaze genovych sad jsou zdroje, které shromazd'uji a vizualizuji ziskané znalosti z
mediciny a biologickych véd, shroméazdéné podle charakteristik do skupin napt. podle
povahy drahy (metabolicka, signalni) nebo interakci (protein-protein interakce).
Mame dva zpisoby konstrukce drahy:

Na zakladé dat: tato drdha je vyuZzivana ke studiu vztahti mezi geny nebo proteiny
identifikovanymi v konkrétnim experimentu, jakym je naptiklad mikrocipova

studie.

Na zakladé znalosti: tato draha vyzaduje vytvotfeni podrobné znalostni databaze
o biologickych drahach jednotlivych domén, jakymi jsou typ buiiky, nemoci nebo

systému.
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Genové ontologie

Ontologie jsou kontrolované slovniky (obsahuji termy ¢i klicova slova), které definuji
zakladni pojmy a vztahy oblasti tématu, ke kterému nalezeji. Gene Ontology (GO) zacalo
jako konsorcium roku 1998, kdy se védci, kteti studovali genom tii modelovych
organismii — Drosophila melanogaster (octomilka), Mus musculus (mys) a
Saccharomyces cerevisiae (pivovarské/pekatské kvasnice), dohodli na spole¢né praci na
klasifikaénim schématu pro funkci genti. V soucasné dobé se pocet riznych organismil
zastoupenych v GO pocita v tisicich. GO umoziuje flexibilnim a dynamickym zpisobem
poskytnout srovnatelné popisy homolognich genovych a proteinovych sekvenci naptic
fylogenetickym spektrem, a zv1asté pokud studované organismy studované geny zdédily
od spole¢ného predka.

GO nabizi dva hlavni zdroje, GO samotné a GO Annotations.

GO

GO ontologie jsou strukturovany jako orientovany acyklicky graf, pficemz GO termy jsou
uzly v grafu a vztahy (vlastnosti objektu, is a, part of, has part, regulates) jsou hrany
mezi termy. Rodicovské uzly jsou obecnéjsi terminy, naopak dcefiné uzly jsou vice
specifické. Rodi¢ovsky uzel obsahuje vSechny geny a vlastnosti svého potomka, ale mtize
obsahovat také geny, které u potomka nejsou.

Gene Ontology (GO) popisuje nase znalosti biologické domény s ohledem na tii aspekty
(Obr. 87):

¢ Biologické procesy (Biological Processes): V¢tSich procest neboli biologickych
programl se dosahuje sprazenim vice molekularnich aktivit, jako naptiklad
oprava DNA nebo signalni transdukce. Biologicky proces tak, jak je popsan v GO
vSak neni ekvivalentem k pathways, v soufasné¢ dobé se GO nepokousi
reprezentovat dynamiku nebo zavislosti, které by byly nutné k uplnému popisu
cesty.

e Bunééné komponenty (Cellular Component): Umisténi relativné k bunécnym
strukturam, ve kterych genovy produkt vykondva funkci, bud’ bunécné
kompartmenty (napf. celda mitochondrie), nebo stabilni makromolekulérni
komplexy, jejichZ jsou soucasti (napf. ribosom). Na rozdil od ostatnich aspektt
GO se tfidy bunéénych komponent nevztahuji na procesy, ale spiSe na buné¢nou
anatomii.

e Molekularni funkce (Molecular function): Cinnosti na molekularni trovni
provadéné genovymi produkty. Pojmy molekuldrni funkce popisuji ¢innosti, které
se vyskytuji na molekularni urovni (katalyza, transport). Terminy GO molekularni
funkce pfedstavuji aktivity spiSe nez entity (molekuly nebo komplexy), které
provadéji akce, a nespecifikuji, kde, kdy nebo v jakém kontextu se akce odehrava.
Molekularni funkce obecné odpovidaji aktivitdm, které mohou byt provadény
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jednotlivymi genovymi produkty (tj. proteinem nebo RNA), ale n&které aktivity
jsou provadény molekularnimi komplexy slozenymi z vice genovych produktu.
Piiklady S$irokych funkcnich terminti jsou katalytickd aktivita a aktivita
transportéru; piiklady uzSich funkénich vyrazi jsou aktivita adenylatcyklazy nebo
vazba na Toll receptor. Aby se zabranilo zamén¢ mezi nazvy genovych produktt
a jejich molekularnimi funkcemi, jsou molekularni funkce GO ¢asto spojovany se
slovem aktivita (proteinova kindza by méla aktivitu proteinové kinazy GO

molekularni funkce).
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GO Annotations

Urcuji funkce konkrétniho genu. GO Annotations se vytvaieji pfidruzenim genu ¢i
produktu genu ke GO termu. Spole¢né tato tvrzeni predstavuji ,,snimek* soucasnych
biologickych znalosti. Anotace GO proto zachycuji vyroky o tom, jak gen funguje na
molekularni Grovni, kde v buiice funguje a jaké biologické procesy pomaha provadet.
Genovy produkt miize byt z kazdé ontologie anotovan ni¢im nebo vice vyrazy. Kazda
anotace je podporovana GO Evidence Codes z Evidence a Concepts Ontology a referenci.
Genové produkty jsou anotovany nejpodrobnéj§im pojmem v ontologii, ktery je
podporovan dostupnymi dikazy. Podle principu piechodnosti anotace k vyrazu GO
implikuje anotaci v§em jeho rodi¢iim. Anotace GO maji odrazet nejaktualnéjsi pohled na
roli genového produktu v biologii. Protoze se méni biologické znalosti, mohou se anotace
pro dany genovy produkt ménit, aby odrazely zmény ve znalostech a/nebo zmény v
ontologii. Pokud je genovy produkt bez pozndmek, jeho role je stile neznama.

KEGG

KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) je databaze znalosti slouzici k
systematické analyze funkci a vlastnosti velkych biologickych systémd, jako jsou buiiky,
organismy a celé ekosystémy, na molekuldrni urovni. Jedna se o pocitatovou reprezentaci
biologického systému, ktery se skladd z molekularnich stavebnich blokd genti a proteinii
(genomova informace) a chemickych latek (chemicka informace), které jsou integrovany
se znalostmi o molekularnich schématech zapojeni interakénich, reakénich a relacnich siti
(systémové informace). Informace o vlastnostech byly pfevazné¢ ziskany z molekularnich
datovych souborti generovanych sekvenovanim genomu a dalSimi vysoce vykonnymi
experimentalni technologiemi.

V soucasné dobé se integrovand databaze KEGG sklada z 18 jednotlivych databazi.
Unikatnim objektem KEGG databaze jsou molekularni sité (Obr. 88 a 89), které pomoci
interak¢nich, reakénich a relacnich siti predstavuji systémové funkce buiiky a organismu.
Vizualizace siti a popisované vztahy jsou uspofadany v nasledujicich databéazich:

Mapea siti: KEGG PATHWAY

Hierarchie a tabulky: KEGG BRITE

Clenstvi (logické vyrazy): KEGG MODULE
Clenstvi (jednoduchy seznam): KEGG DISEASE

wewv

databaze. Mapa drah (KEGG Pathway) se sklad4 z diagramti, obsahujicich vyrazy v Kegg
ontologii, které zobrazuji interakce/reakce sprazené v orientovanych sitich. Diky tomu
lze experimentalni dikazy ve specifickych organismech zobecnit pro vyuziti jinymi
organismy prostfednictvim genomové informace. Zakladni referen¢ni mapa je rucné
kreslena, ostatni mapy drah (napf. ty specifické pro organismus) jsou generovany
vypocetné.
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KEGG je verejné dostupnéd databaze, nckteré Casti jsou ale dostupné pouze v placené
verzi, jako naptiklad stahnuti celé¢ databaze.
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WikiPathways

WikiPathways je databdze zaloZena na dynamickém piistupu podobném Wikipedii, ¢imz
zUstava ve spojeni s neustale se rozvijejicimi biologickymi znalostmi v literatufe. Jejich
cilem je dat dohromady definice drah, které jsou obecné uznavané védeckou komunitou.
Zobrazeni drah je jednodus$si nez v piipadé KEGG Pathways, coz umoziiuje snazsi
upravu, na druhou stranu drahy maji neinteraktivni formu statickych obrazku, a nelze se
tedy pfimo z drahy odkazat na konkrétni gen a ziskat tak snadno dodate¢né informace.
Kazda draha ulozena ve WikiPathways ma ale vyhrazenou svoji wiki stranku zobrazujici
proudovy diagram, popis, reference, vyvoj zmén a dil¢i seznamy genil, proteinli a
metaboliti.

MSigDB (Molecular Signature Database)

Databaze MSigDB je spojena s metodou GSEA. Misto grafického znazornéni drah (jako
u KEGG databaze) pouziva obecnéjsi pojeti genovych sad. Genové sady déli do péti
hlavnich kategorii:

C1 (pozi¢ni genové sady): sady reprezentované geny na stejném chromosomu nebo jeho
casti

C2 (vytvorené genové sady): z online databazi drah, publikaci v PubMed a znalosti
expertll

C3 (tematické genové sady): zalozené na konzervativnich cis-regulac¢nich tématech ze
srovnavacich analyz genomt ¢loveéka, mysi, krysy a psa

C4 (vypocitané genové sady): definované expresi sousedicich gend, které jsou spjaty s
rakovinou)

CS (GO genové sady): slozené z genii anotovanych stejnymi GO-terminy

Uzivatel si také mize definovat vlastni genové sady tykajici se jeho zajmového procesu
nebo fenotypu.

10.5 Otazky k tématu

Popiste amplifikacni kiivku PCR. Co je cDNA?

Co jsou referen¢ni geny? Na co se vyuzivaji?

Co je to log2 fold change? Co znamena LFC = -2?
Co je RNA-seq a k ¢emu se vyuziva?

Co je count table?

Pro¢ je dulezité tfidéni a indexovani BAM soubort?
Co je linearni regrese?

Jaky je postup zpracovani RNA-seq dat?

. Jaké druhy normalizace znate?

10. Co je genova exprese?

11. Jak se od sebe 1isi DESeq2 a Limma? Jak a k ¢emu se vyuzivaji?

RSP AN AN ol ol S e
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11 PRILOHA

11.1 Casova osa
Dtlezité milniky v molekularni biologii, vypocetni biologii a bioinformatice

1854-1864 Gregor Mendel, zakladatel genetiky, d¢la pokusy s kiizenim hrachu,
aby zjistil, jak se dédi jejich jednotlivé znaky

1869 Friederich Miescher poprvé izoluje DNA
1909 Wilhem Johannsen poprvé pouziva vyraz gen
1911 Thomas Morgan prokazuje, Ze geny jsou umistény na chromosomech

1941 George Beadle a Edward Tatum potvrzuji hypotézu ,,jeden gen, jeden enzym* (s
objevem alternativniho splicingu pfekonéno)

1944 Oswald Avery, Colin Munro MacLeod a Maclyn McCarty dokazuji, Zze DNA je
nositelem genetické informace. Tato informace byla pfijata az roku 1952, kdy Alfred
Hershey and Martha Chase ukézali, ze do organismu (bakterie) musi vstoupit nukleova
kyselina, aby doslo k infekei, kdezto proteinova kapsida zustava na povrchu. Pivodni
tvrzenim bylo, Ze nositelem genetické informace jsou proteiny

1952 Martha Chase a Alfred Hershey definitivné dokazuji, Ze geny jsou sloZzeny z DNA

1952 Grace Hopper dokoncuje programovy linker (kompildtor), ktery byl napsan
pro systém A-0

1953 Watson a Crick navrhuji model dvojité Sroubovice DNA na ziakladé dat
ziskanych Rosalind Franklin a Mauricem Wilkinsem

1954 Max Perutz vyvinul metodu téZkych atomti k feSeni fdzového problému v
proteinové krystalografii

1955 Frederick Sanger stanovuje prvni sekvenci proteinu (hovézi inzulin)

1957 Francis Crick navrhuje Centralni dogma molekularni biologie

1965 Margaret Dayhoff propaguje vyuZiti vypocetni technologie k porovnani
proteinovych sekvenci a znazornéni jejich evolu¢nich vztahii ze zarovnani,
publikuje knihu Atlas of Protein Sequence and Structure, ve které uvadi v§echny

v té dobé znamé proteinové sekvence

1966 Marshall Nirenberg, Har Khorana, Severo Ochoa a dalsi rozlustili geneticky kod
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1969 Je vytvoiena ARPANET (praptivodni pocitacova sit’) provazanim pocitaci na
Standfordu a Kalifornské univerzité v Los Angeles

1970 Jsou zverejnény podrobnosti algoritmu Needleman-Wunsch pro srovnani
sekvenci

1971 ZaloZeni databaze PDB (Protein Data Bank)

1972 Paul Berg, David Jackson, Robert Symons vytvafi prvni molekulu rekombinantni
DNA

1973 Robert Metcalfe popisuje Ethernet

1974 Vint Cerf a Robert Khan rozvijeji koncept propojeni siti pocitaci do ,,internetu a
rozvijeji Transmission Control Protocol (TCP)

1975 ZalozZeni spole¢nosti Microsoft Corporation Billem Gatesem a Paulem Allenem. P.
H. O’Farrel popisuje dvojrozmérnou elektroforézu, kde je separace proteinti na

polyakrylamidovém gelu SDS kombinovana se separaci podle izoelektrickych boda

1975-77 Frederick Sanger, Allan Maxam a Walter Gilbert popisuji metody DNA
sekvenovani (Sangerova metoda, Maxam-Gilbertova metoda)

1976 Je zaloZena prvni geneticko-inzenyrska spolecnost Genentech
1977 Je uvedena nukleotidova sekvence Phi_X 174 (dodnes srovnavaci sekvence)

1977 Phillip Allen Sharp a Richard J. Roberts objevili nekodujici sekvence, introny,
prerusujici sekvence s biologickou funkei (exony)

1978 Margaret Dayhoff zverejiuje PAM matici (point accepted mutation) -
substitu¢ni matici ke skorovani alignmentu proteinovych sekvenci

1980 Walter Gilbert a Frederick Sanger ziskavaji Nobelu cenu za chemii za prikopnickou
praci v metodice sekvenovani

1982 Je zalozena databaze GenBank
1983 Kary Mullis vyviji metodu PCR reakce

1983 Richard Stallman zakladd projekt GNU zaméfeny na svobodny software,
inspirovany opera¢nimi systémy unixového typu

1988 Je zalozen The National Centre for Biotechnology Information (NCBI) v ramci
National Cancer Institute
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1988 Je zahajena inciativa Human Genome, Pearson a Lipman publikuji algoritmus
FASTA pro srovnani sekvenci

1988 Je vytvoren novy specificky pocitacovy program: prvni pocitaCovy virus, navrzeny
R. Morrisem, infikuje 6 000 vojenskych pocitaci v USA

1990 Je implementovan algoritmus BLAST

1991 CERN oznamuje vytvofeni protokoll, které tvoii celosvétovou webovou sit’. Je
popséana tvorba a pouziti znacek exprimovanych sekvenci (EST). Jsou osekvenovani
nasledujici dulezité geny: BRCA1, BRACA1, CHD1, MMACI, MMSC1, MMSC?2,
CtIP, p16, p19 and MTS2.

1993 Affymetrix zahajuje nezavislé operace v Santa Clara v Kalifornii.

1993 Objev microRNA u Caenorhabditis elegans

1994 Burrows a Wheeler prichazi s algoritmem na kompresi dat (Burrows-Wheeler
Transformation = BWT)

1994 Spole¢nost Netscape Communications Corporation zalozila a vydala Navigator,
komer¢ni verzi Mozilly od NCSA. Je publikovdna databaze proteinovych motivli —

PRINTS, Attwoodem a Beckem

1995 Je osekvenovan genom Haemophilus influenzea a Mycoplasma genitalium
(vedeno Craigem Venterem)

1996 Je osekvenovan genom Saccharomyces cerevisiae. Bairoch a kolektiv uvadi
databaze PROSITE

1996 Affymetrix ukazuje prvni komeréni DNA ¢ip

1997 Je publikovan genom E.coli. LION bioscience AG zalozily integrovanou
genomickou spolecnost se zaméfenim na bioinformatiku. Spole¢nost sestdvala z IP z
EMBLu, EBI, a DKFZ (The German Cancer Research Center), a University of
Heidelberg

1998 Je publikovan genom pro Caenorhabitis elegans

1998 Craig Venter tvofi spolecnost Celera v Rockville v Marylandu

1998 V San Diegu vznikla spole¢nost GeneFormatics, spole¢nost zabyvajici se analyzou
a predikci struktury a funkce proteint

2000 Jsou publikovany sekvence genomi Pseudomonas aeruginosa a D.melanogaster
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2000 Paolo Ferragina a Giovanni Manzini ukazuji pouziti BWT jako indexu (FM
index)

2001 Je publikovan lidsky genom
2003 Zacina ENCODE Projekt

2005 Je publikovana metoda microfluidniho pyrosekvenovani 454, prvni z metod
Nové generace, ktera umoznila sekvenovani v Fadku tisicti aZ milioni sekvenci

2006 Solexa (Illumina) sekvenovani nové generace
2009 Prvni projekt Single cell sekvenovani (mysi blastomera)

2011 Jennifer Doudna a Emmanuelle Charpentier vyviji CRISPR/Cas9 systém specifické
editace DNA

2012 ENCODE konsorcium publikuje, Ze vice nez 80 % protein nekédujici DNA
vykazuje urcitou biologickou funkei

2018 spolecnost DeepMind publikuje nastroj na predikci 3D struktur proteinit AlphaFold
vyuzivajici umélou inteligenci, zpisobuje revoluci v proteinovych predikcich

2020 Je publikovan AlphaFold2 — vylepSena verze AlphaFold
11.2 Dalsi aplikace NGS

11.2.1 Single cell sekvenovani a spatial transcriptomics

Specifickym zpiisobem sekvenovani je single cell sequencing (sekvenovani jedné bunky,
scRNA-seq), které vyuziva lehce modifikovanych metod sekvenovani pfisti generace,
konkrétn€ vyuzivéa Illuminy (Solexa) a Ion Torrentu. Tato technologie se s uspéchem
pouziva pfi sekvenovani transkriptomi jednotlivych bunék pro zjisténi rozdilt v bunécné
populaci a charakterizaci bunéénych evolu¢nich vztahti. Oproti klasickym zplisobiim
sekvenovani, single cell umoziuje detekovat heterogenitu mezi jednotlivymi builkami,
rozlisit druhy bunék v riiznych stadiich vyvoje (napt. vyvoj rakovinné butiky) a v riznych
fazich bunééného cyklu, a kone¢né vytvoreni celobunéénych map.

179



Typicka workflow pro scRNA-seq zahrnuje nasledujici kroky (s moznymi Upravami i
vynechanim kroku):

. izolace a tfidéni jednotlivych bunck
. Iyze bunék pti zachovani mRNA
. zachyceni mRNA a pfepis na cDNA
. cDNA amplifikace a pfiprava knihovny cDNA
. vlastni sekvenovani za vyuziti metod NGS
6. specifikovana bioinformaticka analyza (R balicky Seurat, Velocyto,
bioinfocz/scdrake)

W W N =

Rozdéleni bunék: Existuje n¢kolik moznosti, jak rozdélit jednotlivé buiiky: pomoci
aktivované fluorescence, magnetickych kuli¢ek, mikroselekce, mikrofluidic ¢i manudlni
selekce. Momentaln¢ se vSak nejvice vyuziva technologie droplets (Obr. 90): kazda
buiika je enkapsulovéna do emulze s gelovou kulickou na mikrofluidnim ¢ipu. Kazda
buitkka je oznacena specifickym molekularnim barcodem, kazdd molekula obvykle
oznacena unikatnim identifikatorem (UMI). RNA je reverzn¢ transkribovana na cDNA
(10X Chromium Countner od 10X Genomics).

Aktivovanad fluorescence: suspendované znacene bunky v kapickach, kdy kazda obsahuje
prave jednu buiiku, vedeny pred laser. Na zakladeé fluorescence a rozptylu svétla aplikuje
pristroj naboj na kapicku obsahujici pozadovanou bunku a elektrostaticky vychylovaci
system usmerni kapicky do riiznych sbernych zkumavek.

Magnetické kulicky: bunky jsou specificky znaceny znackou navazanou na magnetickou
kulicku. K oddélent kulicek se pouziva magnetickeé pole.

Mikroselekce: laser je vystielen pres vicko na buiiky, které jsou predméetem zajmu. Teplo
roztavi membranu a bunky prilnout k roztavené membrané. Po odstranéni vicka jsou
zachycené bunky odstranény a ostatni bunky nechany stranou.

Manuadlni selekce: pomoci sklenené pipety pripojené k mikromanipulatoru, jednotlivé
bunky tak mohou byt vybrany a preneseny pro analyzu.

Microfluidic: bunky jsou napred disociovany a poté proudi k cipu. Takto mohou byt
bunky rozdeleny do riiznych kompartmentii (jamek, kapicek) obsahujicich pouze jednu
bunku.
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Obr. 90: 10X Chromium priprava bunék pro scRNA-seq

Ptiprava knihovny a sekvenovani probiha obdobné jako u ostatnich NGS metod, velmi
obdobné¢ probihaji i n¢které kroky bioinformatické analyzy (kontrola kvality, mapovani).
Nasledn¢ dochazi k detekci vysoce variabilnich genti, vyhodnoceni efektu bunééného
cyklu, normalizaci, shlukovéni a redukci dimenzionality.

Shlukova analyza se obvykle pocita na zaklad¢ transkripénich profili jednotlivych bunék,
a je nasledovéna anotaci napf. pomoci skorovaci matice a vybérem markerovych gent,
které jsou rozdilné exprimované mezi klastry.

Spatial transcriptomics je metoda molekularniho profilovani, kterd umoziiuje méfit
veskerou aktivitu genli ve vzorku tkan¢ (FFPE blocky, nebo laserovy fez Cerstvou
zmrazenou tkani) a mapovat, kde k aktivit¢ dochazi. Klasicka spatial transcriptomics
nema rozliSeni na urovni bunck, ale objevila se technika — single-cell Stereo-seq (rok
2022), ktera to je schopna umoznit.
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11.2.2 Amplikonové sekvenovani

Amplikonové sekvenovani je jednou z technik vyuzivajicich technologie NGS. Vyuziva
se pro paralelni sekvenovani nékolika konkrétnich geni/libovolnych usektit DNA, kdy
muzeme sledovat zmény v konkrétnich genech spojenych typicky s urcitym fenotypem.
Technika vyuziva pfesn¢ navrzenych PCR primerti nebo capture probes pro dané tseky
na DNA. Typickym pouzitim v klinickém prostiedi je screening onemocnéni, kdy se
pouziva kupftikladu pro odhaleni somatickych mutaci ve vzorcich, které obsahuji jak
normalni, tak naddorovou tkan (typicky vzorky ziskané biopsii). Nevyhodou je nutnost
provést PCR vsech tsekli ve vSech vzorcich. V okamziku, kdy bychom méli 14 genti
spojenych s onemocnénim, a 96 riznych pacientli, bude nutné provést 14 x 96 PCR
reakci, a nasledné smichat amplikony pro dany vzorek dohromady. Vysledkem by byla
zaplnéna 96 jamkova desticka, kde by bylo v kazdé jamce 14 riznych amplikond. Tyto
amplikony déle sekvenujeme Sangerovskym nebo NGS sekvenovanim. Amplikonové
sekvenovani se velmi Casto pouZzivd v genomice, protoze vyrazné sniZuje cenu za
sekvenovani.

11.2.3 ChIP-Seq, CLIP-Seq, ATAC-Seq

ChIP-Seq se primarné pouziva k urceni, jak transkripcni faktory a dalsi proteiny spojené
s chromatinem ovliviiuji mechanismy ovliviiujici fenotyp. Ur€eni toho, jak proteiny
interaguji s DNA za ucelem regulace genové exprese, je nezbytné pro plné pochopeni
mnoha biologickych procest, stejné jako chorobnych stavii. Kombinuje imunoprecipitaci
chromatinu (ChIP) s NGS metodami. ChIP vytvaii knihovnu cilovych mist DNA
navdzanych na sledovany protein. NGS metody se pouzivaji ve spojeni s
celogenomovymi sekvenénimi databdzemi k analyze vzoru interakce jakéhokoli proteinu
s DNA nebo vzoru jakychkoli epigenetickych modifikaci chromatinu. Jako alternativa k
zavislosti na specifickych protilatkdch byly vyvinuty rizné metody k nalezeni
nadmnoziny vSech aktivnich regulacnich oblasti v genomu s depletovanym nebo
narusenym nukleozomem, jako je DNase-Seq a FAIRE-Seq.

CLIP-Seq (znamé také jako HITS-Clip) se pouziva pro zjisténi RNA interagujici s RNA-
vazebnym proteinem (pfipadné jinou RNA). Vyuziva crosslinking (,,propojeni‘) mezi
RNA a proteinem, nasledovanou imunoprecipitaci s protildtkami pro dany protein.

ATAC-Seq (Assay for Transposase-Accessible Chromatin with high-throughput
sequencing) je metoda k uréeni otevienosti/dostupnosti chromatinu napfi¢ genomem
pomoci NGS knihoven vytvofenych s vyuzitim hyperaktivni transpozazy Tn5. Adaptéry
jsou navazany na Tn5 transpozazu, coz umoznuje soucasnou fragmentaci chromatinu a
integraci téchto adaptéri do otevienych oblasti chromatinu. ATAC-Seq se vyuziva
k pochopeni jak chromatin a dalsi faktory ovliviiuji genovou expresi, napt. u komplexnich
onemocnéni, embryondlniho vyvoje, aktivace T-bunck a rakoviny. K urceni
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chromatinovych stavli jednotlivych subpopulaci bun¢k je mozné vyuzit ATAC-Seq na
urovni jedné bunky — Single-Cell ATAC-Seq.

11.3 Cipové technologie

Zakladnim principem DNA ¢ipt (mikroc€ipii, microarrays) je hybridizace — schopnost
spontanniho navazani fluorescenéné¢ znacené¢ho vzorku na sondy imobilizované na
povrchu Cipu (sonda = navrzeny unikatni iisek DNA sekvence). Hlavni vyuZiti ¢ipt je
charakterizace apoptdzy, bunécné signalizace, diferencidlni (genové) exprese,
povrchovych receptoril, metylace DNA, na genotypizaci (SNP, STR) a pro komparativni
genomiku (zmény v poctu kopiich genti, porovnani dvou piibuznych genomil, z nichz
jeden musi byt znam).

Specifickou metodikou je chromatinova imunopercipitace na Cipu (ChIP-on-chip),
metoda, které slouzi ke stanoveni epigenetickych zmén chromatinu ¢i TFBS
(Transcription factor binding site, vazebné misto transkripéniho faktoru). Epigeneticky
stav piislusné kodujici oblasti a promotoru, je zdsadni pro regulaci transkripéni aktivity
geni. DNA sekvenci nalezici k TFBS konkrétniho proteinu lze izolovat pomoci
imunoprecipitace daného proteinu a ziskané fragmenty se nasledné navazi na Cip.

V soucasné dobé se od pouziti ¢ipovych technologii pomalu upousti, ale
v nemocnicich pofdd nachdzi své uplatnéni (napt. pfi charakterizaci typu
leukémii).

Nejbéznéjsim nosnym podkladem ¢ipu je mikroskopické sklicko. Povrch ¢ipu musi byt
upraven pomoci hydrofobnich polymerti (poly-L-lysin, modifikovany silan)
poskytujicich reakéni skupiny pro navazani sond. Fragmenty DNA sond mohou byt 5'
koncich znaceny fluorescen¢ni znackou, nebo nukleotidy jejimz prostiednictvim dochdzi
k vazbé (typicky biotin).

Existuji riizné technologie pro piipravu DNA sond na povrchu Cipu:

Off-line (spotted arrays): mechanické nanaseni jiz presyntetizovanych sond, a to bud’
cDNA klont, PCR produkt nebo chemicky ptipravenych oligonukleotidi. Pfenos sond
probihé pfes Cipovaci pfistroje (spotter, microarrayer, mikropipetor) pomoci hrotu na
povrch Cipu.

Ink-jet: bezkontaktni vyroba Cipli, kdy se prostfednictvim elektromagnetického nebo
piezoelektrického systému nanéseji stiikackou kapky tésné nad povrch Cipu.

In-situ: pfimad chemickd syntéza na povrchu Cipu pro vyrobu libovolnych sekvenci
oligonukleotidovych sond.

Mikro€ipy jsou pouze semi-kvantitativni metodou, kdy nespecifické hybridizace vedou
ke Spatnym signdlim (cross-hybridization). Pro stanoveni hodnoty pfirozeného
fluorescencniho pozadi bez cross-hybridizaci jsou Cipy vybaveny sondami negativnich
kontrol, jejichz sekvence se nevyskytuji v analyzovaném genomu (napf. gen u jiného
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druhu organismu, ktery se nevyskytuje ve studovaném organismu), mismatch proby,
které jsou velmi podobné, ale ne dokonale komplementarni k cilovému transkriptu a/nebo
sondy s housekeepingovymi geny. Pomoci intenzity téchto kontrolnich sond je mozné
odhadnout statistickou vyznamnost méfené intenzity signalu pro kazdy cil napiiklad
pomoci p-hodnoty. Také pomahaji odhadnout kvalitativni a kvantitativni limity Cipa.

Kazdy vyrobce vyuziva pro ¢ipy vlastni datovy format. Vystupni soubor z analyzovani
Affymetrixovych €ipti jsou soubory CEL, u [llumina ¢ipti IDAT soubory, které obsahuji
matici dat skladajici se z identifikdtorti prob, odhad intenzit signal spolu s intenzitou
pozadi nebo odhadem chyby signald, a z experimentalnich metadat. Vystupni soubory
mohou byt analyzovany pomoci specialnich softwarti danych firem, pfipadné¢ pomoci
riznych Bioconductor balickll v softwaru R (Limma, Affy, Oligo).
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