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Abstrakt

Teoreticka ¢ast diplomové prace poskytuje strucnou charakteristiku lidskych mobil-
nich genetickych elementu (transposont), které tvori priblizné 50% lidského genomu a
jsou schopny “skdkat” z mista na misto. Jsou zde popsany zakladni rozdéleni a typy
transposonu piitomné v lidském genomu, mechanismy jejich $ifeni, aktivace a um-
Icovani. Prace se také vénuje tzv. domestikaci transposonu, popisuje zpusoby jakymi
TE prispivaji k poskozeni DNA a shrnuje nemoci zpusobené mutagenni aktivitou trans-
posonu v lidském genomu. Zavér teoretické ¢asti je vénovan technologiim sekvenace
piisti generace (NGS). V praktické ¢dsti byla analyzovdna data z RNA-seq experi-
mentu, pomoci kterych byla srovnana aktivita transposont v normalnich a rakovin-
nych bunkach prostaty a tlustého stieva. K analyze byly pouzity jak vefejné dostupné
sofistikované nastroje (TopHat), tak vlastni skripty. Vysledky dokazuji, ze u rakovin-
nych bunék dochdzi ke zvysené expresi transposonu, coz koresponduje s publikovanymi
vysledky a naznacuje souvislost aktivity transposonu se vznikem rakoviny.

Klicova slova

transposony, mobilni genetické elementy, LINE, 1.1, SINE,Alu, sekvenace nové gen-
erace, NGS, masivni paralelni sekvenovani, RNA-seq, rakovina, single-end, paired-end,
TopHat, Bowtie

Abstract

Theoretical part of this diploma thesis gives a brief characteristic of human mobile
elements (transposons), which represents nearly 50% of human genome. It provides basic
transposon clasification and describes types of transposons present in hunam genome,
as well as mobilization, activation and regulation mechanisms. The work also deals with
the domestication of transposons, describes the ways in which TE contribute to DNA
damage and summarizes the diseases caused by mutagenic activity of transposons in
the human genome. Conclusion of theoretical part describes next-generation sequencing
technologies (NGS). As practical part, data from RNA-seq experimet were analyzed in
order to compare differen transposon activity in normal and cancer cells from prostate
and colorectal tissues. As like as publicly available sophisticated tools (TopHat), new
scripts were created to analyze these data. The results show that cancer cells exhibit
overexpression of transposons. This corresponds with the published results and suggests
a connection of transposon activation with cancer development.

Keywords
transposons, mobile genetic elements, LINE, L1, SINE, Alu, next generation se-

quencing, NGS, massively paralell signature sequencing, RNA-seq, cancer, single-end,
paired-end, TopHat, Bowtie
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Mobilni genetické elementy, neboli transposony, jsou sekvence DNA schopné se v genomu
premist’ovat z mista na misto. Ackoliv obecné ptijimany nazor je, ze mobilni genetické
elementy jsou vyznamnou hybnou silou evoluce a hraji dulezitou roli v mnoha bio-
logickych procesech, diive se tadily spolu s dalsimi sekvencemi do tzv. “junk DNA” |
tedy DNA pro kterou se zatim nenasla zadna funkce. Oznaceni transposonu jako “junk
DNA” vyplyva uz z jejich distribuce v genomu. Tato distribuce neni ndhodna, ale je
zvySend v heterochromatinu a v centromerovych oblastech. Presnéji fe¢eno, ruzné tiidy
transposonu obyvaji ruzné oblasti v genomu. U savcu se transposony ze tiidy SINE
prednostné nachdzeji na GC-bohaté regiony (bohaté na geny), zatimco LINE trans-
posony maji tendenci se hromadit v AT-bohatych oblastech (chudych na geny).

To ze geny mohou “skakat” z mista na misto a replikovat se, bylo v rozporu s obecné
prijimanym modelem statického genomu. Pohled na genom jako na dynamicky systém
nezmeénil ani prilomovy objev transposont u kukutice Barbary McClintockové v roce
1948. Jeji préace byla ocenéna Nobelovou cenou az zpétné roku 1983.

Vysledky Human Genome Project v roce 2001 odhalily, ze lidsky genom je témér
z 50% tvoren mobilnimi genetickymi elementy. Ackoliv vétsinou jde o nefunkéni frag-
menty poskozené silnou akumulaci mutaci, priblizné 0.05% transposont zustava aktivni
[53]. Jejich mutagenni aktivita je spojena se vznikem mnoha geneticky podminénych
onemocnéni. Kromé inzercéni a post-inzeréni mutageneze se spekuluje o spojeni aktivity
transposonu a vznikem nadorovych onemocnéni. Rakovina predstavuje problém kom-
plexnich genomickych zmén, ne mutaci jednoho genu. Schopnost transposont indukovat
velké zmény ve strukture, velikosti a organizaci genomu je proto privadi do popredi stu-
dia rakoviny.

Mnoho aspektu jejich fungovani nicméné zustava stdle neobjasnéno. Prichod ma-
sivniho paralelniho sekvenovani vsak v poslednich letech zptsobil narust zajmu o oblast
mobilnich genetickych elementi, protoze umoznuje obdrzet vérna kvantitativni data
rychleji a s nizsimi néklady, nez tomu je u klasické Sangerovy metody. Jelikoz jsou
tranposony zdrojem genetické rozmanitosti, jejich studium by nam mohlo pomoci lépe

pochopit evoluci, stejné jako pomoci porozumeét vzniku rakoviny a jinych nemoci.
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2 Mobilni genetické elementy

V minulosti se odhadovalo, ze lidska DNA obsahuje v rozmezi 50,000-100,000 genu.
Jednim z prekvapeni Human Genome Project byl revidovany odhad asi 30,000 gent,
coz tvori pouze 1.5% z celkového mnozstvi (uvazujeme pouze exony). Jak je toto ¢islo
vyznamné vynikne pfi srovnani s genomem C.elegans, ve kterém bylo objeveno ptiblizné
20,000 genu [3]. Tyto dva odhady jsou si velmi blizké, navzdory skuteénosti, jak moc
jsou tyto dva organismy od sebe evolucné vzdéleny. Obecné se ukazalo, ze rozdil mezi
pocty genu spojenych s diverzifikaci obratloveu neni zase tak zavratny jak se puvodné
predpokladalo. Zajimavy je také nesoulad mezi velikosti genomu a komplexnosti or-
ganismu, nazyvany “paradox hodnoty C” [19], ktery tikd, Ze neexistuje korelace mezi
velikosti genomu a komplexnosti organismu. Ackoli je pocet genu u obou organismu
relativné podobny, velikost lidského genomu témér 33-krat presahuje velikost genomu
C.elegans. Co tedy stoji za tak velkym rozdilem ve velikosti genomu?

Dnes jiz vime, ze hlavni slozkou ptevladajici v lidském i mnoha jinych genomech
jsou repetitivni sekvence DNA, které muzou mit dvé hlavni podoby. Bud’ mohou byt
usporadany jedna za druhou do podoby tandemovych repetic, které se také oznacuji
satelitni DNA, a nebo se mohou vyskytovat rozptylené. Rozptylené repetice oznacu-
jeme jako mobilni genetické elementy, neboli transposony (TE, z angl. Transposable
Elements). Transposony jsou repetitivni a mobilni sekvence DNA, které jsou schopné
premist’ovat se (“skdkat”) v genomu z mista na misto.

Transposony se mohou §itit jak vertikdlnim pfenosem, tedy z rodic¢i na potomky;,

tak i horizontalné mezi druhy, jako retroviry.

2.1 Rozdéleni TE

Podle zpusobu jejich transposice rozdélujeme transposony do dvou hlavnich skupin [IJ.
Prvni skupina se premist'uje prostrednictvim molekuly DNA mechanismem vyjmi a vloz
(z angl. ’cut and paste’) a jeji ¢leny nazyvame DNA transposony (tf¥ida II). Elementy
spadajici do druhé skupiny oznacujeme jako retroelementy (tiida I). Retroelementy
vyuzivaji molekuly mRNA ke své transposici a $ii1 se mechanismem zkopiruj a vloz
(z angl. 'copy and paste’). Retroelementy se dale déli na retrotransposony obsahujici
dlouhé koncové repetice LTR (z angl. Long Terminal Repeat) a retroposony co LTR

neobsahuji, tedy non-LTR. K retroelementum se tadi i virové elementy, predevsim retro-
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viry a jim podobné elementy.

DNA transposony pirevladaji u bakterialnich genomu, kde nalézame predevsim IS
clementy (z angl. Insertion Sequences) [13], slozené transposony, Tn a Tn3 elementy.
funkéné nesouvisejici s procesem transposice. DNA TE jsou rozsifené i mezi eukary-
otami, mezi kterymi jsou TE rozdéleny do dvou podttid. Prvni podtiida obsahuje hlavné
transposony s obracenymi koncovymi repeticemi (TIR, z angl. Terminal Inverted Re-
peat) a mezi nejznaméjsi pripady patii Ac/Dc elementy u kukufice, P elementy u oc-
tomilky a evolucné stary Mariner element. Druhda podttida zahrnuje dva fady Helitron
a Maverick.

Retrotransposony s LTR nachazime zejména u rostlin. Mezi né patii rodiny Gypsy
a Copia (také oznacované jako Tyl a Ty3). Nejvice se vyskytuji u obilnin. Nejznaméjsi
piipad maximélniho pomnozeni LTR TE je u kukufice, kde tvori ptiblizné 80% genomu.
LTR TE jsou velmi podobné retrovirum. Oba obsahuji geny gag a pol kédujici strukturni
a enzymaticky aparat potifebny k jejich transposici. Na rozdil od retroviru jim vsak
chybi gen env (z angl. envelope, obdlka), ktery kéduje jednu ze slozek virové kapsuly
umoznujici retrovirum opustit buniku. Z tohoto duvodu je pravdépodobné, ze se LTR
retrotransposony vyvynuly z endogennich retroviru, nebo se naopak endogenni retroviry
vyvinuly z transposonu [14]. Transposony bez LTR byly nalezeny ve velkém mnozstvi
u vSech eukaryot. Do této skupiny predevsim patii LINE a SINE elementy, které jsou
vyznamné zastoupeny u savcu a vice jsou popsany v kapitole 2.3.

Autonomnimi se oznacuji ty elementy, které jsou schopny samostatné transposice.
Obvykle si samy kéduji enzymaticky aparat nezbytny k transposici. Neautonomni ele-

menty jsou zavislé na pomoci okolnich autonomnich elementu.

2.2 Mechanismy siteni TE

Transposony si osvojily rozlicné strategie svoji transposice, specificka mista integrace
a modely provazejici jejich aktivitu. Stale vice dukazu naznacuje, ze u savcu dochazi
k transposici hlavné béhem raného vyvoje, nebo piimo v zarodeénych bunkéch. Tento
model aktivace jim zaruci prenos i do dalsich generaci. K transposici dochézi ale i
v somatickych bunkach, jak dokazuji studie z oblasti neurogeneze a nékterych forem

rakoviny.

10
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LTR retrotransposon:

LTR pes GAG POL ENV per T 1
retrovirus [ I
non-LTR retrotransposon:
‘ SUTR | ORF1 | POL/ORF2 FUTR poly(A)
TIR TPase TIR
DNA transposon:

RPA HEL 3* hairpin ) 16200
Helitron: :I:I:_ﬁcmc-r

Obrazek 1: Typy mobilnich genetickych elementu rozdélené podle jejich struktury.
GAG-protein virové ¢astice, POL-polyprotein (resverzni transkriptédzu a restrikéni en-

donukledzu), ENV-obal virové ¢astice, TPase-transpozdza, RPA-replika¢ni protein A,
HEL-helikaza. Prevzato z [17].

U vétsiny transposonovych inzerci muzeme pozorovat zdvojeni cilového mista, neboli
TSD (z angl. Target Site Duplication), kterd je vysledkem stépenych lepivych koncu
hostitelské DNA. Transposony I a II tfidy obsahuji prilehlé piimé repetice (angl. flanking
direct repeat), které nejsou soucasti transposonu ale pii jeho vystfizeni zustavaji na
puvodnim misté jako stopy a umoznuji zpétnou identifikaci tohoto mista v genomu.
Byly evidovany pripady, kdy tyto repetice také mohou ovliviiovat expresi genu, v niz

byly zanechany.

2.2.1 DNA transposony

Protoze se DNA transposony pohybuji prostfednictvim mechanizmu vyjmi a vloz, pocet
jejich kopif zustava v genomu konstantni. Mnoho DNA transposonu jsou na obou okra-
jich lemovany koncovymi obrdcenymi repeticemi TIR (z angl. Terminal Inverted Re-
peat) o délce cca 9 az 40 bp, které jsou vyznamné pro jejich transposici, jak bude
vysvétleno dale. DNA transposony koduji enzym transpozazu, ktera je klicova pro jejich
transposici. Transpozaza rozeznava TIR repetice na které se navaze, rozstépi hostitel-
skou DNA a integruje transposon na cilové misto. V prubéhu transposice mohou k sobé
TIR konce ligovat a tim stabilizovat celou strukturu transposon + transpozaza. Inzerce

DNA transposonu méa za TSD pfiblizné 4 - 8 bp dlouhou.

11
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(a) Transpozice DNA transpozonu (b) Zivotni cyklus DNA transpozonu
DNA transpozon
dércovska DNA TIR \ TR

vystfizeni

: ‘\ vazba vystrizeni [ translace

Q/ s transpozazou aviozeni T

vioZeni tpAnskripce

¥

£ %

cilova DNA cytoplasma

Obrazek 2: Transposice a zivotni cyklus DNA transposonu. Pievzato z [17].

2.2.2 LTR retrotransposony

Tento typ retrotransposonu je charakteristicky tim, ze pii premisténi zachovava na misté
svoji puvodni kopii (mechanismus zkopiruj a vloz). Dochézi tedy k jejich replikaci a diky
tomu mohou genom zahltit velkym poctem svych kopii. Kromé LTR konct, které z obou
stran lemuji retrotransposon, obsahuji LTR TE geny GAG a POL, coz jsou strukturni
a enzymatické proteiny nezbytné k jejich mobilizaci. GAG kdéduje protein virové castice
a POL (polyprotein) kéduje protedzu, reverzni transkriptazu, integrézu a RNézu H.
Transposice probéhne tak, ze se RNA polymeraza Il navaze na promotor umistény
na 5 konci LTR a vytvoiri mRNA prepis transposonu. Nasledné se z proteinu GAG
vytvoil VLP ¢ééstice (z angl. Virus Like Particle), kterda obsahuje vytvorenou mRNA,
reverzni transkriptazu a integrazu. Reverzni transkripci se mRNA prepise do cDNA a

tu poté integraza vlozi do na nové misto v hostitelském genomu.

(a) Retrotranspozice LTR elementu (b) Zlvotni cyklus LTR elementu

reverzni
transkripce

RNA reverzni transkripce DNA
T transkripce integrace l

ey
retroelement hostitelska DNA

o © 0 GAG

e —— s — < 05., 8.0 ®RT-RH
plivodni TE kopie hostitelska DNA hova TE kopie Cyloplasma IN PR

Obréazek 3: Transposice a zivotni cyklus LTR transposonu. Prevzato z [17].

12
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2.2.3 Non-LTR transposony

Non-LTR elementy obsahuji na svém 5 konci promotor, nasledovany dvéma ¢tecimi
ramci (ORF1 a ORF2) a polyadenyla¢nim signdlem na 3’ konci. Jejich premisténi se
déje na zdkladé mechanismu TPRT (z angl. Target Site Primed Reverse Transcrip-
tion). Nejprve je transposon piepsan polymerdzou II do mRNA, tak jak tomu bylo u
LTR transposonu. Poté endonukledza vytvoii na jednom tetézci hostitelské DNA zarez,
uvolnujici 3’OH konec, ktery je vyuzit jako pocatek pro reverzni transkripci. Mnohé non-
LTR transposony jsou na 5 konci poskozeny z duvodu pred¢asného ukonéeni reverzni
transkripce, kterd neni tak efektivni jako transkripce dopredna. Vytvareji se tak vétsi-

nou pouze zkracené nefunkéni kopie, lemované 7-20 bp dlouhymi TSD.

(a) Mechanismus TPRT (Target-primed reverse (b) Zivotni cyklus non-LTR elementu
transcription) u non-LTR elementu

cilové misto integrace

T T T T T symiéza vt
rozétépeni prvniho fetézce elementu pomos{ TPRT
penip l rozstépeni druhého retézce \
IMTTTTTTTTETTTTT h “
chyomozomy
(@)
(€]
integrace a / /“ansme
. mR
reverzni NA—" l DNA syntéza
transkripce translace
| — _
NRNNRRNNNRNNN RN RNNARNAARNARNARRNARANRRRNART
| E— 1

TSD novy element TSD

cytoplasma

Obrazek 4: Transposice a zivotni cyklus non-LTR transposonu. Prevzato z [17].

2.2.4 Helitrony

Helitrony jsou 5-15 kbp dlouhé transposony, které se replikuji mechanismem otacivé
kruznice (angl. Rolling Circle), podobné jako plazmidy. Spoletnymi vlastnostmi he-
litront jsou integrace do mist bohatych na AT. Také postradaji zdvojeni cilového mista
(TSD) a na rozdil od DNA transposonu neobsahuji obracené koncové repetice. Na 5’
konci obsahuji TCT nukleotidy a 3" konec CTAG, kterym ptedchazi 18-25 bp dlouha
palindromicka sekvence, schopnd vytvaret vlasenkovou strukturu. Helitrony se casto
nachazeji v blizkosti genti.

Molekuly transpozazy vytvoii jednotetézcové zarezy na DNA molekule donorové i

cilové na jejich 5" konci. Replikace helitronu za¢ind na puvodni donorové molekule od

13



2.3 TE v lidském genomu 2 MOBILNI GENETICKE ELEMENTY

jejtho volného 3’ konce. Pokud je spravné rozeznana koncova palidnromicka sekvence
na 3’ konci, dojde k odstépeni druhého konce helitronu po sekvenci CTRR. Helitron je
poté premistén na cilovou molekulu kde vytvoti heteroduplex. Nékdy také dochazi ke
Spatnému rozeznani 3’ konce a ¢ast sekvence donorové molekuly muze byt prenesena

spolu s Helitronem [15].

2.3 TE v lidském genomu

Transposony tvori piiblizné 45% lidského genomu [3]. Nékteré soucasné odhady jsou
evolucné vzdélené aktivity transposonu [24]. Obsahuje zdstupce obou tiid DNA trans-
posonu i retroelementu, ackoli diky vyrazné akumulaci mutaci je vétsina inaktivni a
jednd se o genetické fosilie. Elementy, které v lidském genomu prevazuji a zaroven jsou
stale aktivni, jsou retrotransposony (non-LTR), pfemist'ujici se mechanismem TPRT.
Hlavnimi zastupci non-LTR elementu jsou LINE elementy L1, L2 a L3 tvorici 20%
genomu (500,000 kopii), dale SINE elementy predstavujici 13% genomu (Alu 10%,
1,000,000 kopii) a SVA elementy, které v lidském genomu vytvotily pfiblizné 3,000
kopii [4].

Lidsky genom obsahuje tii hlavni SINE rodiny, a to Alu, MIR a MIR3. SVA ele-
menty byly poprvé zminény byly roku 1994 a vzhledem jejich fylogenetické distribuci
se odhaduje, ze jsou relativné evoluc¢né mladé v porovnani s L1 nebo Alu. Skladaji se
z SINE-R elementu, VNTR sekce (z angl. Variable Number Tandem Repeats) a Alu
komponenty. LTR elementy v lidském genomu uz tak husté zastoupeny nejsou. Tvoii
8% genomu a jejich nejznaméjsimi zastupci jsou lidské endogenni retroviry HERV (z
angl. Human Endogenous RetroViruses), mezi které patii HERV-1, HERV-K a HERV-L.
Ackoli je v lidském genomu vice nez 400,000 sekvenci odvozenych z elementu podob-
nych retrovirim, vétsina je neschopnd transposice. DNA transposony jsou zastoupeny
pouze 3% a vSechny jsou povazovany za inaktivni. Hlavnimi zastupci DNA transposont
jsou transposony z nad-rodin TC-1/mariner, hAT, a PiggyBac.

Odhady naznacuji, ze k nové retrotransposici Alu elementu dojde kazdé 20-té narozeni,
u L1 kazdé 100-té a SVA kazdé 900-sté narozeni [4]. Elementy SINE a SVA nekdduji en-
zymaticky aparat nutny k jejich transposici a jsou tedy neautonomni. LINE elementy,

jako jedini zastupci autonomnich elementu v lidském genomu, jsou hlavnim zdrojem
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kéduijici ¢asti genti (exony) 1 %

introny repetice nepribuzné
a regulaéni s transpozony 15 %
sekvence 25 %

jedinecné

nekédujici

sekvence 15 %

DNA transpozony 3 %
LINE 20 %

LTR retrotranspozony 8 %

SINE 13 %

Obrazek 5: Slozky lidského genomu, prevzato z [20].

reverzni transkriptazy i pro neautonomni elementy a jejich aktivita tedy tidi rozsahlé
zmény v architekture celého genomu. Je tedy ziejmé, ze elementy SINE a SVA funguji

jako paraziti parazitu.

2.3.1 LINE elementy

V lidském genomu jsou z LINE elementu (z angl. Long Interspersed Nuclear Elements)
aktivni pouze tii rodiny, a to L1 predstavujici 17% genomu, 1.2 a L3. FL (z angl. Full
Length) L1 elementy jsou dlouhé priblizné 6-7.5 kb a obsahuji dva ¢teci rdmce ORF1
a ORF2, schopné produkovat funkéni proteiny nezbytné pro jejich transposici, i pro
transposici na nich zavislych SINE a Alu elementi. Na obou koncich LINE elementu
se nachézeji netranslatované oblasti UTR (z angl. Untranslated Region). V nich se na
5" konci kromé regulacni sekvence muze nachazet metylguanosinova ¢epicka, ktera je
chrani pred rozkladem bunéénymi enzymy a usnadinuje iniciaci translace. Na 3’ konci
obsahuji polyadeninovy usek, ktery je co do délky velmi variabilni. LINE elementy
jsou transkribovany RNA polymerazou II. Lidské L1 elementy mohou byt rozdéleny
do nékolika podrodin na zakladé obsahu specifickych diagnostickych sekvenci mezi 5’
a 3" UTR. Kazda z L1 podrodin se v prubéhu evoluce primatu amplifikovala v jinou
dobu. Napftiklad podrodina Ta byla aktivni docela neddvno. L1 elementy prispivaji ke
genetické variabilité mezi jednotlivci. L1 inzeréni polymorfismus také je uziteény zdroj
pro sledovani popula¢ni historie [23].

LINE elementy se v lidském genomu nachézi vétsinou jen jako nefunkcni, na 5’ konci
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zkracené kopie, neschopné dalsi retrotransposice. Zkrécené kopie vsak mohou obsahovat
regulacni sekvence, které ovliviiuji genovou expresi v prilehlych oblastech. Z 500,000 L1
kopii, které se nashromazdily v lidském genomu jich je pfiblizné jen 3,000 plné délky
[8]. Z nich pouze cca 80-100 obsahuje oba neporusené ORF a jsou schopné transposice
[7.

ORF1 koéduje protein, ktery se in vitro vaze k L1 mRNA a vytvaii ribonukleo-
proteinovy komplex RNP. Ten je povazovan za meziprodukt retrotransposice, ktery je
patrné generovan na polyribosomu. Pro retrotransposici je nutny, ale sam o sobé ne-
dostatecny a zatim nevime presné jaka je jeho tloha. ORF2 kdduje protein s aktivitou
endonukledzy a reverzni transkriptazy. Lidsky L1 ORF2 muze byt vytvoren také alter-
nativnim splicingem z ORF1. Ackoli takto vytvoreny protein nemuze prispivat k L1
retrotransposici, muze prispivat k mobilizaci neautonomnich Alu elementu [5].

Drive se predpokladalo, ze k L1 aktivaci dochazi pouze v zarodecnych bunkach.
Tento predpoklad stavél na modelu Mus musculus, ktery vykazoval zvysenou expresi
L1 ORF1 v mysich zarodecnych bunkach. Vysoké hladiny ORF1 vsak byly detekovéany i
v lidskych somatickych bunkach. V nékterych tkénich byla mira exprese FL L1 elementu
na urovni, kterd byla detekovana u rakovinnych bunék. Tyto rozlicné hodnoty exprese

L1 v lidskych tkédnich mohou byt vysvétleny ruznou trovni metylace promotoru [4].

2.3.2 SINE elementy

SINE elementy (z angl. Short Interspersed Nuclear Elements) jsou oproti L1 elementum
velmi kratké. Délka jejich hlavniho zastupce v lidském genomu Alu elementu neprekroci
400 bp (konsenzus cca 280 bp [9]). Protoze neobsahuji ani gen pro reverzni transkrip-
tazu, jsou zcela zavislé na enzymatické aktivité L1 ORF2. Lidsky genom obsahuje tii
hlavni rodiny SINE elementt, a to Alu, MIR a MIR3. Alu elementy jsou nejcastéji se
objevujici sekvenci v lidském genomu (vice jak 1,000,000 kopii tvotici 13% genomu).
Jsou slozeny ze dvou podobnych podjednotek navzajem oddélenych regionem bohatym
na adenin. Na jejich 3’ konci je vétsinou umisténa polyadeninova sekvence a 5’ konec
obsahuje promotor pro RNA polymeréazu III. Alu jsou svoji délkou dosti heterogenni,
protoze RNA polymeraza III nerozezndva terminacni sekvenci, a misto ni rozeznava
¢tyfi nebo vice thyminu. Efektivita Alu transposice je také ovlivnéna délkou polyadeni-
nové sekvence.

Alu elementy jsou pravdépodobné odvozeny z 7SL RNA a podobné jako geny pro

16



2.4 Distribuce TE v lidském genomu 2 MOBILNI GENETICKE ELEMENTY
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Obrazek 6: Aktivni mobilni elementy v lidském genomu. TSD-target site duplication,
UTR-~untranslated region, EN-endonukledzova doména, RT-doména reverzni transkrip-
tazy, VNTR- variable number tandem repeats, prevzato z [22].

tRNA jsou transkribovany RNA polymerazou III. To je odlisuje od jinych kratkych
rozptylenych repetic napriklad mikrosatelitu, nebo MITE elementu. Zajimavé je, ze
expanze Alu elementu se shoduje s oddélenim linie primatu zhruba pred 6 miliony let
[21]. Jen zlomek Alu elementu je retrotransposicné aktivni. Ackoli je charakteristika
funkénich Alu nejasnd, predpoklada se ze hraje roli staii Alu elementu, integrita pro-
motoru RNA polymerdzy IIT a délka spolu s homogenitou poly(A) sekvence. Jako trans-
posicné nejaktivnéjsi skupina maji Alu hlavni vliv na lidsky organismus a jeho nemoci.

Alu sekvence jsou také hlavni pfedlohou pro ektopickou rekombinaci (viz déle).

2.4 Distribuce TE v lidském genomu

Retroelementy jsou v lidském genomu piitomny na vSech chromozomech. V nékterych
mistech je jejich koncentrace zvysena a nékde naopak snizend. Distribuce retroelementu
je vysledkem post-integrac¢nich selekénich procesu, které utvéarely podobu genomu po

miliony let. Piirodni vybér fixoval ty inzerce, které poskytovaly svému hostiteli urcitou
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vyhodu a eliminoval inzerce, které se ukazaly jako skodlivé. Bylo zjisténo, ze nékteré
transposony pouzivaji elegantni mechanismy pro cilenou integraci do specifickych ge-
nomickych lokusu (ang. gene targetting), zatimco jiné transposony tuto specificitu zie-
jmé postradaji [I7]. Pokud se zaméiime na lidsky genom, Alu elementy jsou zastoupeny
zejména v intronech. Oproti tomu L1 jsou vice rozptyleny, jejich kopie jsou od sebe
casto vice vzdélené a jsou vyrazné méné zastoupeny v kédujicich oblastech [6]. I pres
rozptyleny charakter distribuce L1 elementtu, mnozstvi dukazu naznacuje existenci jejich
cilené integrace. Rozdéleni muze také odrazet cilenou specificitu endonukleazy L1 ele-
mentu, kterd stépi sekvenci 5-TTTT/A-3" a zahajuje TPRT transposici stejné jako Alu
preferenci inzerci do 5-TTAAAA motivu [18]. Presny mechanismus tohoto asymetrick-
ého rozdeéleni neni znam. Asymetrické rozdéleni Alu a L1 elementu vsak pravdépodobné
vzniklo nasledkem soucasného pusobeni vice faktoru.

Byl prokazan zvySeny pocet transposonu v heterochromatinovych oblastech, ze-
jména v subtelomerickych a pericentromerickych. Pti integraci do heterochromatinu je
mensi Sance, ze dojde k poskozeni kodujici ¢asti DNA a tak je snizena pravdépodobnost
eliminace elementu. Vétsina TE v heterochromatinovych oblastech je vétsinou neaktivni
a tyto oblasti predstavuji spiSe “hibitovy” retroelementu. Vélenovani do heterochromat-
inu je pravdépodobné nasledkem cilené integrace TE.

Transposony jsou nejvice pomnozeny na pohlavnim chromozomu Y, u kterého je
potlacena, nebo snizena meiotickd rekombinace. Navic na ném nedochézi k selekci proti
inzerénim mutacim. Na chromozomu X jsou dokonce L1 elementy zastoupeny dvakrat
vice, nez na ostatnich autosomech. Tyto elementy zde také pravdépodobné hraji roli jako
podpora procesu, ktery se nazyva inaktivace X chromosomu [12]. Jeden z X chromozomu
v 46-XX je genomu umlcen inaktivaci, z duvodu kompenzace délky gent na chromozomu

X u muzu a u Zen.
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2 Ttida repetice Typ repetice Pocet (hg19) % Délka (bp)
| sNe | Rosptylena | 1797575 | 15% |  100-300 |
| DNAfransppson | Rozptylena | 463,776 | = 3% |  200-2,000 |

LTR refrotransposon Rozptjlena 718,125 200-5,000

LINE 1506,845 |  21% | 500-8,000 |
rDNA (16S, 18S, 5.85 a 285) 0.01% 2,000-43,000

Segmentalni duplikace a jiné Tandemova nebo rozptylena 2,270 0.20% 1,000-100,000

1 7

Chromozom

Obrazek 7: a) Zastoupeni ruznych typu repetic v lidském genomu. Barvy v obrézku
a) koresponduji s barvami v obrazku b), popisujicim jejich procentudlni rozdéleni na
jednotlivych chromozomech. Pievzato z [31].

2.5 Aktivace TE

Aktivace TE se muze objevit jako nasledek fungovani rozliénych mechanismu. Naptik-
lad demetylace a epigenetické preprogramovani aktivuje L1 elementy a dochazi k ni
béhem brzké embryogeneze. Experimenty popisuji také transposici vyvolanou mnoha
fyzikalnimi faktory. Transposice muze byt navozena UV ¢ gamma zafenim, teplotnim
Sokem, virovou infekci, nebo vlivem pusobeni mutagenniho faktoru ¢ piimo v rakovin-
nych bunkédch. U nékterych chemikalii byla prokazana az 3x vétsi aktivita v lidskych
bunéénych kulturach, a to u rtut’i, kadmia a niklu. U rostlin byla aktivace transposonu
prokazatelné zapricinéna ruznymi formami stresu. Zvyseny pocet poctu transposonu byl
pozorovan napiiklad u rostliny Hordeum spontaneum na svazich v Izraeli. Na suSsim
svahu, kde byla rostlina vystavena vyssim stresovym podminkdm bylo detekovano vice
BARE-1 elementu, nez na protéjsim svahu s priznivéjsimi podminkami. Dale byl vétsi
pocet transposonu detekovan u hybridi, vzniklymi kiizenim. Piiklad k tomuto tvrzeni
najdeme opét mezi rostlinami, kdy ¢astéji kiizena Arabidopsis lyrata vykazuje zvySenou

transposicni frekvenci a vyraznéjsi selekci proti novym TE inzercim, stejné jako rychlejsi
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mechanismus jejich odstranéni ektopickou rekombinaci, nez nekiizena A.thaliana.

2.6 Umlcovani TE

Umlcovani transposonu je zpusob, jakym se hostujici organismus brani proti jejich
siteni. Svoji aktivitou transposony mohou generovat mnozstvi mutaci, jako inzerce,
delece, duplikace, inverze, translokace, posuny c¢teciho ramce i vétsi genomové pres-
tavby. Mezi strategie pouzivané k omezeni aktivity TE patii ektopicka rekombinace,
RNA interference a metylace cytosinu nachazejicich se v promotorech transposonu.
DNA metylace patii mezi epigenetické modifikace DNA, coz je mechanismus, jakym
vnéjsi prostiedi ovliviiuje genom. Epigenetické modifikace vysvétluji naptiklad rozdily
mezi jednovajecnymi dvojcaty. Takové modifikace neméni kodujici posloupnost bazi, ale
upravuji promotorové ¢asti genomové DNA regulujici genovou expresi. Mezi epigenet-
ické modifikace kromé DNA metylace patii i modifikace histonu (methylace a acetylace).
Tyto epigenetické znacky maji pitimy efekt na expresi prilehlych genu a transposonu
nevyjimaje. Jsou povazovany za urcity sekundarni kod, ktery dopliuje DNA sekvenci
nukleotidu [11]. Vzor pro DNA methylaci je vytvoren uz béhem gametogeneze, ale
muze se béhem zivota ménit napt. pod vlivem stresu. Nevysvétlenou otazkou zustava,
jak hostujici organismus rozezna transposony jako substrat pro methylaci.

Dalsi moznosti umlcujici aktivitu transposonu je postranskripéni degradace mRNA
transposonu RNA interferenci (RNAi). RNA interference muze probihat dvéma cestami,
siRNAs (z angl. Small interfering RNA) a nebo piRNA (z angl. PTWI-interacting RNA)
[2]. Pro degradaci mRNA TE cestou siRNA je nejdiive potifeba dsRNA ’spoustéce’,
ktery je odvozeny z DNA transposonu s obracenou koncovou repetici (ve formé vldsenky,
kdy se konce spoji). Takovyto 'spoustéc’ je poté rozstépen proteinem z rodiny Dicer na
21-24 nt dlouhé siRNA. Jednovlaknovy tsek siRNA, ktery je komplementarni k mRNA
TE, je zaclenén do RISC komplexu (z angl. RNA-induced silencing complex), ktery se
vaze k TE mRNA a $tépi ji na malé kousky, které jsou poté degradovany bunéénymi
enzymy.

Pro degradaci transposonové mRNA cestou piRNA je nejdiive vytvoren primérni
piRNA transkript, vygenerovany z piRNA clusteru (piRNA cluster je DNA lokus, ktery
obsahuje sense i antisense sekvence, které jsou odvozeny z mobilnich genetickych ele-

mentu). Na tento primérni piRNA transkript o délce 24-35 nt se navaze PIWI, nebo
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2 siRNA interference b piRNA interference
RNA RNA
r> RNA polymeraza
D> [«
DNAtranspozonv pIRNA cluster
Zpracovani l l Zpracovani a navazani PIWI protein
AUB
dSRNA spoustat’ 3,“";:mm:m:()
pIRNA
Tvorba kratkych
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Obrazek 8: Umlcovani transposonu RNA interferenci. (a) siRNA cesta, (b) piRNA cesta,
prevzato z [2].

Aubergine (AUB) protein, ktery umozni jeho nasmérovéni ke komplementarni mRNA
TE sekvenci. Po navazani, je komplementarni mRNA TE sekvence prestiizena a uvol-
néna, ¢imz z ni vznikd sekundarni (angl. sense) piRNA, kterd se vaze k Argonatue
3 (AGO3) proteinem. Takto vznikly novy komplex se véze k puvodnimu predchudci
piRNA a je opét nasledovano stépenim endonukledzou, coz regeneruje (angl. anti-
sense) piRNA, kterd je nasmérovana k mRNA TE. Kvuli iterativnimu charakteru se
tento mechanismus nazyva ’ping-pong’ cyklus a casto slouzi k destrukci transposo-
mové mRNA v zarodecnych bunkéch. Transposony vedou ke vzniku mnozstvi siRNA

ve vétsiné organismu a urovné siRNA jsou korelovany s aktivitou transposonu.
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2.7 Poskozeni DNA zptsobené TE

2.7.1 Inzeréni mutageneze

Inzercni mutageneze vznika inzerci transposonu do oblasti v genomu s vyznamnou bi-
ologickou funkci. Pokud dojde k inzerci TE do kddujici oblasti, muze dojit k naruseni
funkce prislusného genu, nebo ke zméné v jeho expresi. Kvuli usnadnéni svoji tran-
skripce obsahuji transposony vlastni promotory a regula¢ni sekvence. Pokud dojde k
inzerci transposonu do oblasti blizké genu, vyvstava mozny potencial, Ze promotory a
regulacni sekvence ovlivni expresi tohoto genu. K inzeréni mutagenezi muze dochazet
jak v zarodecnych, tak v somatickych bunkach a mutace jimi zptusobené mohou vést
primo ke vzniku nemoci a maligni transformace, nebo k ni bunky ué¢ini nachylnéjsimi.
Bylo zjisténo, ze v tumorech dochazi k vice TE inzercim, nez v jim typové odpovida-
jicich normalnich bunkach. Pii L1 integraci ¢asto dochézi k deleci genomické sekvence,
které mohou byt tézko detekovany jako zpusobené L1 aktivitou. Proto je slozité urcit
hranice inzeréni mutageneze, za kterou nesou zodpovédnost L1 transposony. Ackoli by
se mohlo ocekdavat, ze inzercni mutageneze je hlavni mutagenni faktor spojeny s TE

aktivitou, ektopickd rekombinace zpusobuje jesté vyssi genomovou nestabilitu.

2.7.2 Ektopicka rekombinace

Dokonce i pokud dojde k inzerci transposonu do zdanlivé neskodného mista, mohou
jejich nové kopie prispét k naruseni genetické stability post-inzercné, protoze TE casto
pusobi v genomu jako zdroj pro ektopickou rekombinaci NAHR (z angl. Non Allelic
Homologous Recombination), tedy rekombinaci mezi sekvencemi které jsou silné ho-
mologni, ale nejsou alelami. Pii ektopické rekombinaci dochézi k delecim, nebo dup-
likacim sekvence, nachéazejici se mezi zdrojovymi TE sekvencemi. Muze tak dochézet i
k vétsim prestavbam genomu, protoze rekombinace ovliviiuje i lokusy TE nachézejici
se ve znacné vzdalenosti.

Alu elementy obsahuji urcité charakteristické znaky, které je ¢ini nachylnéjsimi k
rekombinacim. Témito znaky jsou relativni blizkost jednotlivych Alu elementu, které
¢ini Alu/Alu rekombinaci vice snesitelnou, déle jejich sekvenéni identita (v pruméru
vetsi jak 75 %), kterd zajisti efektivni sekvenéni parovani v prubéhu crossoveru, chi-
like motiv pritomny u Alu sekvenci, ktery stimuluje rekombinaci, a také jejich vysoky

pocet v genomu, ktery zvySuje rekombinacni pravdépodobnost. Ackoli jsou geny ob-
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Obrazek 9: Ektopickd rekombinace, (a) vznikld rekombinaci mezi dvéma TE, (b) mezi
LTR koncovymi sekvencemi jednoho TE. Ptrevzato z [17].

sahujici vétsi mnozstvi Alu nachylnéjsi k rekombinaci, nékteré Alu elementy maji vétsi
sklon prispivat k rekombinaci, i kdyz nejsou tak husté zastoupeny. Pravdépodobné je
to zpusobené riznou mirou homologie mezi Alu sekvencemi. Oproti tomu rekombinace
mezi vzdalenymi L1 sekvencemi by znamenala kritickou skodu v genomu. Ektopicka
rekombinace je nejuc¢innéjsim mechanismem regulujicim pocty TE.

Ektopicka rekombinace byla rozpoznana jako hlavni zdroj poskozeni DNA vedouci
k duplikaci nebo deleci sekvence mezi dvéma zucastnénymi Alu. Alu elementy, které
jsou blizko sebe v obracené orientaci jsou nejvice nachylné k rekombinaci. Bylo také
dokazano, ze Alu jsou 10,000 krat vice nestabilni pii absenci funkéniho p53, coz naz-
nacuje ze vyznamné prispivaji ke genetické nestabilité behem tumorogeneze. Bylo pub-
likovdno mnoho konkrétnich Alu/Alu piipadu rekombinace prispivajicich k nddorovym
onemocnénim, jejichz pocet dalece presahuje pocet nemoci zpusobenych Alu inzercemi.
7 tohoto duvodu maji rekombinace zahrnujici Alu elementy dalekosdhlejsi efekt na
genomickou nestabilitu, nez inzerce téchto elementu. Ektopickd rekombinace mezi jed-

notlivymi elementy také patii mezi dulezité regulatory poctu TE.
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2.7.3 Dvouretézcové zlomy

Aktivita L1 elementu pfispiva k nestabilité genomu nejen svymi inzercemi, ale také
vede k dvouretézcovym zlomum DSB (z angl. Double Strand Breaks). Bylo dokézéno,
ze posSkozeni DNA DBS je zptsobeno endonukledazovou aktivitou, kterd je kédovand L1
ORF2. Nicméné stale nebylo dokazano, zda jsou tyto dvoutetézcové zlomy vysledkem
nezdafenych L1 inzerci, nebo jestli se endonukledza uvoli a za¢ne nefizené napadat
genom. Jako obranu proti DBS si bunka vytvorila mechanismy jako NHEJ (angl. Non-
homologous end joining), nebo HDR, (angl. Homology-driven repair pathways), které
umoznuji opravu poskozené dvousroubovice. Neopravené DBS DNA jsou vysoce toxické
a Casto maji za nasledek vznik mutaci. DBS vede ke gamma fosforylaci histonu 2AX,

které mohou byt detekovany imunohistochemicky ve formé gamma-H2AFX lozisek.

2.8 Domestikace TE

Pokud hostitelsky organismus prevezme transposony k vykonavani funkce pro néj prospésné,
nazyvame to domestikaci transposonu. Protoze jsou transposony v genomu zastoupeny
v mnoha kopiich, mohly v ramci evoluce slouzit jako idealni stavebni materidl pro
tvorbu novych nebo modifikovanych forem genu. To v dusledku vede k diverzifikaci
novych druhu. V prirodé najdeme mnoho prikladu kdy TE vykonédvaji néjakou hostiteli
prospésnou funkci. Ty zahrnuji napiiklad vliv transposonu na regulaci genové exprese,
na evoluci v sekvencich koédujicich proteiny, na genomovou plasticitu hostitele, speciaci,
a mnohé jiné. Souvislost transposonu a speciace naznacuje i studie, ktera zjistila ze
oddeélovani jednotlivych vétvi savcu koreluje s periodickymi explozivnimi amplifikacemi
transposonu.

Napiiklad 25% promotort u ¢lovéka obsahuji sekvence, které byly puvodné odvozeny
z mobilnich DNA elementu [12, 10]. Jak jiz bylo zminéno vyse, TE se podileji na
inaktivaci chromozomu X. Také centromerové sekvence jsou casto tvoreny ruzné de-
generovanymi transposony. Transposony se také podileji na reparaci dvoutetézcovych
zlomu, které predstavuji idedlni cil pro inzerci elementu. Piikladem, ze transposony
slouzi jako geneticky material pro formovani novych gent, je i vznik genu SETMAR,
ktery vznikl inzerci transposonu typu Mariner (MAR) do blizkosti genu SET kédujiciho
histon metyltransferazu. Vznikl tak gen s funkénosti histon methyltransferazy se schop-

nosti se soucasné vazat na cilové sekvence TIR Mariner transposonu. Jedineény ptik-
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lad domestikace transposont najdeme u D.melanogaster, kde LINE elementy nahrazuji
funkci telomerazy, ktera regeneruje konce chromosomu zkracované béhem DNA rep-
likace.

Pusobivé je také spojeni mezi transposony a V(D)J rekombinaci, ktera je zdkladem
pro imunitni systém obratloven [16]. Imunoglobulinové receptory jsou syntetizovény a
vylucovany diferencovanymi B-lymfocyty. Jsou kédovany lokusem V(D)J genu, skla-
dajici se ze série diskrétnich kédujicich segmentu (L-V, D, J a C). Béhem diferenciace
lymfocytu dochézi k V(D)J rekombinaci. Jedna se o proces vytvarejici mnozstvi ruznych
kombinaci gent, jejichz Siroky repertoar ma za nésledek specifickou imunitni odpoved’
v podobé rozlicnych typu Ig. Tato specificita je rozhodujici souc¢asti imunitniho sys-
tému obratloveu. Rekombinace V(D)J lokusu je katalyzovdana dvéma enzymy RAGI1
a RAG2, které spolecné tvori enzym, u kterého se zjistila piibuznost s transpozazou
(enzym umoznujici transposici DNA transposont) [10]. Tyto objevy naznacuji, ze en-

zymatickd vybava transposonu stéla za evoluci V(D)J rekombinace.
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3 Nemoci zpusobené aktivitou TE

Mutace, vzniklé aktivitou mobilnich genetickych elementu v lidském organismu, mohou
piimo zpusobit propuknuti ruznych nemoci, véetné téch nadorovych. Demonstrovat,
ze aktivita transposonu zpusobuje rakovinu je obtizné, hlavné kvuli problematické
sekvenaci repetitivnich sekvenci. Stale vice studii na zvitecich modelovych organismech
ale nabizi argumenty podporujici aktivni roli TE na vzniku nadorovych onemocnéni.
Bylo zjisténo, ze retrotransposice probihd ve velmi vysokych frekvencich v somatick-
ych bunkach, obzvlasté tedy v mozku. Hlavnim mutagennim nastrojem TE jsou jejich
inzerce. Jako mutagenni faktor ale pusobi i post-inzeréné, prostfednictvim ektopické
rekombinace.

L1 transposony zpusobuji choroby predevsim prostrednictvim inzeréni mutageneze,
ktera je ¢asto doprovazend 3’ transdukci, tedy prenosem ¢asti DNA umisténé za L1
elementem, jako vysledek slabého transkripci ukoncujictho poly(A) signdlu. Alu ele-
menty skodi predevsim tim, ze funguji jako Casty zdroj pro ektopickou rekombinaci, ale
také zpusobuji inzercni mutagenezi a zmény v sestfihu RNA molekul. SVA elementy
také maji schopnost narusSovat geny prostiednictvim inzerc¢ni mutageneze a odlisného
sesttihu RNA. Jelikoz DNA transposony jsou v lidském genomu neaktivni, nejsou za-
znamenany zadné nemoci jimi zpusobené. Neékteré lidské endogenni retroviry HERV
si ale zachovaly schopnost transposice, jako napiiklad K113, ktery vykazuje inzercni
polymorfismus napiic¢ lidskou populaci. Transposony typu HERV jsou navrhovany jako
potencialni prispévatel k autoimunitnim chorobam.

Prozatim bylo zaznamenéno 96 TE inzerci zpusobujicich nemoci. Z nich 25 patiilo L1
elementum a zbylych 71 jsou L1 zprosttedkované, mezi kterymi je 60 piipadu pripsano
Alu elementum, 7 SVA elementum a 4 inzerce ze kterych zbyla pouze poly(A) sekvence.

Celkem transposony pokryvaji 0.4% ze vSech nemoc zpusobujicich mutaci [24].

3.1 Inzer¢ni mutageneze TE

L1 elementy jsou svymi inzercemi zodpovédné za méné nez 20% lidskych nemoci. Tento
maly pocet muze vyplyvat z preference inzerci do oblasti bohatych na AT (které neob-
sahujf tolik kédujicich sekvenci), nebo také hraje roli silnd negativni selekce (jejich délka
cca 20 krat prekracuje délku Alu elementt, proto jejich inzerce zpusobi vétsi skodu).

L1 inzerce mohou také zpusobovat delece v cilovém misté o délce 1-70,000 bp [26].
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K lidskym L1 elementy zpusobenym somatickym mutacim patii naptiklad inzerce L1
elementu do proto-onkogenu c-myc nalezena v bunkach karcinomu prsu, zpusobujici
preskupeni jednoho myc lokusu a amplifikaci druhého lokusu. Dalsim prikladem je inz-
erce L1 do tumor supresorového genu Apc, nalezeného u pacientu s rakovinou tlustého
streva.

Inzerce Alu elementu byla pozorovana napiiklad do genu Apc u desmoidnich na-
dort, nebo také v souvislosti s neurofibromatézou, kdy inzerce Alu elementu do intronu
genu NF-1 vedla k deleci a posunu ¢teciho ramce. Znama je také souvislost inzerci Alu
elementu do genu BRCA1 a BRCA2 vedouci k rakoviné prsu. Alu elementy maji také
souvislost s onemocnénim oc¢i. Polymorfismus Alu elementu u ACFE genu je spojovan
s lepsi ochranou proti vékem podminéné makularni degeneraci. Ackoli se Alu sekvence
castéji vyskytuji v intronech, jsou znamy i pripady, kdy inzerce Alu do exonu zpusobila
chorobu. Jak jiz bylo zminéno, u Alu sekvenci inzerovanych do intront dochdazi ¢asto k
jejich zadrzeni a prepsani do mRNA procesem Alu exonizace, kde vytvaii nova stépna
mista pro RNA splicing.

Retrotransposony jsou také puvodci populaéné specifickych chorob [24]. Mezi né
patii inzerce Alu do exonu genu MAK identifikovand u pacientu zidovského puvodu s
diagnostikovanou retinitis pigmentosa, kogenitalni svalova dystrofie typu Fukuyama u
japonskych pacientu zpusobend inzerci SVA elementu, nebo L1 zpusobend 3’ transdukce

genu dytrophin vedouci k Duchenneové svalové dystrofii u japonskych chlapcu.

3.2 Post-inzercni mutageneze TE

Ektopicka rekombinace mezi dvéma inzerovanymi Alu elementy, zpusobi bud’ deleci
nebo duplikaci sekvence umisténé mezi nimi. Gen BRCA1 obsahuje neobvykle vysoky
pocet Alu elemet, coz vede taktéz k castym ektopickym rekombinacim a tedy i delecim /du-
plikacim na tomto lokusu. U genu BRCA2 delece nebyly detekovény tak ¢asto. Alu/Alu
rekombinace byla pozorovana také u hepatomu a bylo také zjisténo, ze rekombinace
mezi Alu elementy vyvolava translokace v Tre-2 onkogenu a zpusobuje vyvoj Ewingova
sarkomu. Dalsim piikladem muze byt opakujici se duplikace MYB lokusu (kéduje
transkripéni faktor), které jsou vysledkem homologni rekombinace mezi Alu elementy
lemujicimi MYB gen [25]. Tyto duplikace prispivaji ke vzniku akutni lymphoblastické
leukemii u T-bunék (T-AML). Opakujici se duplikace MLL genu (myeloidni/lymphoidn{
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nebo mixed-lineage leukemia) mohou zase mit za nasledek vznik akutni myeloidni
leukemie (AML). Alu elementy také hraji roli v chronické myeloidni leukemii, kde jsou
piitomny v chromozomovych zlomech, produkujici translokace mezi chromozomy 9 a

22.
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4 Sekvenacni metody nové generace

4.1 Sangerova metoda

V roce 1977 byly nezavisle na sobé popsany dva postupy pro sekvenaci molekul DNA.
F. Sanger a A. R. Coulson vyvinuli Sangerovu metodu a nezavisle na nich pfisli americti
védci A. Maxam a W. Gilbert s podobnou Maxam-Gilbertovou metodou. Oba tymy byly
ocenény Nobelovou cenou v roce 1980, avsak pro svou jednoduchost se stala kapilarni
automatizovand Sangerova metoda standardem, ktery dominoval trhu ptes téméi dve
desetileti a vedl k dosazeni monumentalnich vysledku, jako napiiklad osekvenovani kom-
pletniho lidského genomu. Sangerova metoda je v soucasnosti nejpouzivanéjsi metodou
pro klinické pouziti a pro sekvenaci de novo.

Sekvenace probihd zaclenovanim smeési deoxyribonukleotidu spolu s dideoxynuk-
leotidy, které po pridani ukonéi elongaci fetézce. Vysledkem je smés ruzné dlouhych
fragmentu, ze kterych je po elektroforetickém rozdéleni mozno rekonstruovat sekvenci
DNA. Timto postupem je mozné dosahnout sekvenace fragmentu délky az 1000 bp
s néklady $500 za 1Mb [32]. Navzdory mnohym technickym vylepsenim které zvysily
ucinnost a presnost o tii fady, limitace Sangerovy metody odkryly potiebu pro nové
a lepsi technologie. Automatizovana Sangerova metoda je povazovana za technologii
prvni generace (z angl. “first-generation”) a novéjsi metody jsou oznacovény jako nova

generace (z angl. NGS-Next Generation Sequencing) [28§].

4.2 Masivné paralelni sekvenovani

Jako prvni z fady NGS postupu byla vyvinuta metoda masivné paralelntho sekven-
ovani (z angl. MPSS-Massively Parallel Signature Sequencing) firmou Lynx Thera-
peutics, [27]. Novétorsky piistup MPSS metody spociva v rozdéleni DNA molekuly
na miliony kratsich fragmentu, které jsou analyzovany soucasné. Tim dojde k snizeni
nakladu a zvyseni vykonosti. Sekvenace metodou MPSS probihala amplifikaci vzorku
emulzni PCR (emPCR, viz déle) na mikrokulickdch po které nasledovala detekce fluo-
rescen¢niho signalu CCD kamerou, produkovaného pridavanim fluorescencné znacenych
nukleotidu. O¢ekava se, ze MPSS si najde své uplatnéni v klinické osobni diagnostice.
MPSS umoznuje celogenomovy screening pro nové mutace a nebo soucasny screen-

ing stovek ruznych lokusu pro geneticky heterogenni onemocnéni. Pomoci MPSS bylo
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odhaleno obrovské mnozstvi zarodeénych a somatickych variant u normalnich jedincu.

Metoda MPSS se stala zakladnim kamenem pro rozrustajici se mnozstvi komercné
dostupnych platforem. Sekvenaéni metody nové generace se vyznacuji kombinaci ruznych
strategii od ptipravy vzorku, sekvenovani, zobrazovani a zarovnavacich ¢i shlukovacich
metod. V soucasnosti trhu dominuji ¢tyfi hlavni predstavitelé Roche, Illumina, Applied
Biosystems a Ion Torrent. Dal§imi zastupci jsou firmy Helicos BioScineces, Polonator in-
strument, Pacific Biosciences a Oxford Nanopore, vyuzivajici nanopory jako biosenzory
k detekci DNA sekvence nukleotidu.

Ackoli je metoda MPSS velmi komplexni, ma i své omezeni. Vétsina dostupnych
platforem NGS vykazuje vyssi chybovost oproti Sangerové sekvenaci. Dalsi nevyhodou
je obvykla délka fragmentu, ktera neni vyssi jak 50-100 bp. To déla de novo sekvenovani

vice obtiznym, hlavné pokud se DNA sklada z repetitivnich sekvenci.

4.3 Platformy NGS
4.3.1 Roche/ 454 GS-FLX

Sekvendtor typu 454 od spolecnosti Roche byl prvni dostupny NGS piisto] [29]. Kombin-
uje techniku amplifikace vzorku prostrednictvim emulzni PCR s pyrosekvenaci. Emulzni
PCR (emPCR) slouzi k amplifikaci DNA fragmentu pfiblizné délky 450 bp ptichycenych
na mikrokulickach. Prichyceni DNA fragmentu na mikrokulicky je umoznéno pridanim
adaptéru na oba konce fragmentu. Adaptéry obsahuji také primery RNA polymerazy 11
pro iniciaci PCR reakce. Adaptéry ohranicena DNA je soucasné prichycena k povrchu
mikrokulicky. Mikrokulicky jsou izolovany uvniti kapicek na bazi voda-olej a vytvareji
tak uzavireny mikro-bioreaktor, ve kterém probihd samotnd PCR reakce. V kazdé kapce
muze byt umisténa pouze jedna mikrokulicka s jednou vzorovou DNA molekulou. Tim
se zajisti, ze amplifikace bude probihat soucasné. Po probéhnuti PCR reakce obsahuje
kazda mikrokulicka miliony kopil cDNA molekul. V dalsim kroku je emulze voda-olej
rozbita a ¢cDNA pfichycend na mikrokulickdch je podrobena sekvenaci. Ta probiha
uvniti pikolitrovych jamek ¢ipu PicoTiterPlate (PTP), zpusobem jedna kulicka na
jamku. Do jamek jsou dale pfidany DNA polymeraza, sulfuryldza a luciferdza. Prti
pridani kazdého dNTP polymerazou zprostfedkovanou reakci je uvolnéno svétlo ze
vzniklého pyrofosfatu. Svétlo je zachyceno na podloznim sklicku slozeného z optickych

vlaken, které vede svételny signal az na vstup CDD kamery. Pocet pridanych stejnych
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Signal image

Light + oxy luciferin

Obréazek 10: Pyrosekvenace pomoci piistroje Roche 454 GS FLX. Prevzato z [32].

dNTP je ptimo umérny detekovanému signalu.

Hlavni nevyhodou této metody je cena, ktera je v porovnani s dalsimi metodami
vyssi. Na druhou stranu velkou vyhodou je, Ze generuje fragmenty vyssi délky. Za jeden
béh priblizné délky 10 hodin generuje piistroj 454 GS-FLX v titanové verzi PTP ~400-
600 Mb dat fragmentt délky ~450 bp, s ndklady ~$85/Mb. Uvadénd presnost je 99.5%
[32].

4.3.2 Illumina/Genome Analyzer

Metoda je zaloZena na sekvenovéani syntézou (z angl. sequence by synthesis), kterd je
doplnéna o detekci fluorescenéné znacenych nukleotidu podobajici se tradi¢ni Sangeroveé
metodeé. [llumina sekvenace pouziva k amplifikaci fragmentu techniku tzv. “mustkovou”
PCR (z angl. bridge). Zpracovévané fragmenty jsou 36-125 bp dlouhé a jsou obohaceny
pripojenim adaptéru, které jsou komplementarni k oligonukleotidovym sekvencim ko-
valentné umisténym na amplifikacni desti¢ce. Adaptory jsou spolu s jednovlaknovymi
DNA fragmenty hybridizovany k ukotvenym oligonukleotidim a cyklickou izotermickou
PCR dochéazi k vytvoreni shluku. Kazdy shluk se sklada ptiblizné z 1000 identickych
molekul. Mustkova se tato metoda oznacuje proto, ze pti ni dochdzi ohybu molekuly

DNA do podoby mostu. Znac¢ené nuklotidy pouzivané pro detekci signélu obsahuji modi-
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Obrazek 11: Sekvenace piistroji Illumina. a) Piiprava knihovy-navézani adaptéru
na fragmenty. b) Mustkovd PCR amplifikace, vytvoreni shluku a nasledné navézani
primeru. ¢) Detekce fluorescencniho signalu laserem. Prevzato z [32].

fikovanou 3’-OH skupinu, zajist'ujici zatazeni pouze jednoho nukleotidu v jednom cyklu.
Kazdé zarazeni jednoho nukleotidu je nésledované laserovou detekci fluorescenéniho
signalu z kazdého shluku. Pti jednom cyklu spolu vSechny nukleotidy soutézi o zaclenéni
do fetézce. Po zopakovani 125 cyklu vygenerujeme 125 bp dlouho sekvenci.

Spolecnost Ilumina v soucasnosti dominuje NGS trhu, hlavné diky robustnosti
provedeni a presnosti. [llumina Genome Analyzer produkuje za 7 dni béhu ptiblizné
17 Gb sekvenci délky 75+ bp za cenu ~$6/Mb. Uvadénd presnost je vice jak 99.5% [32].

4.3.3 Applied Biosystems/ SOLiD

Platforma SOLiD (z angl. Sequencing by Oligo Ligation and Detection) je zaloZena na
principu sekvenovani prostiednictvim ligace (z angl. sequencing by ligation). Piiprava
knihovny muze probihat dvéma zpusoby. Bud' se vytvari klasicka fragmentova DNA
knihovna se dvéma adaptéry na kazdém konci fragmentu, nebo se produkuje parova (z
angl. mate-paired) knihovna, kterd navic ke dvéma krajnim adaptérum obsahuje jesté
jeden interni. Analyzované fragmenty maji délku 50 bp a jsou amplifikovany metodou

emulzni PCR, podobné jako tomu bylo u sekvenace 454 Roche. Sekvenovani na prin-
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Obrazek 12: Sekvenace pristroji SOLiD. Znacené sondy soutézi o navazani za primer,
poté nasleduje stépeni a cely proces se opakuje (nahote). Posouvanim primeru o jeden
dNTP se restauruje celd sekvence (opakuje se 5x). Prevzato z [32].

cipu ligace pouziva systém nukleotidovych sond kédovanych dvéma béazemi. Sondy tvoii
oligonukleotidové oktamery, ale specifické jsou pouze prvni dva nukleotidy. Po navazani
primeru je do reakce ptidana sada fluorescencné znacenych sond, kterd soutézi o za-
fezeni do Tetézce za primer. Po ligaci sondy k primeru je detekovan fluorescenéni signal
a posledni tfi nukleotidy jsou odstépeny, coz zanecha na misté sondu pokryvajici 5
nukleotidu. Hybridizace sondy, ligace, detekce signédlu a stépeni sondy se musi zopako-
vat 10-krat, aby se sondami pokryl cely 50 bp dlouhy fragment. Pro urceni sekvence
nukleotidi musime cely proces opakovat celkem 5-krdt, a to vzdy s primerem o je-
den nukleotid kratsim nez u ptedchoziho cyklu. Diky systému sond kédovanych dvéma
bazemi je kazda pozice charakterizovand dvéma fluorescen¢nimi signaly, coz déla SOLiD

system velmi presnym.
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Nejvetsi vyhodou této metody je zvysSeny vykon a presnost. SOLiD sekvenator pro-
dukuje za 3-7 dni béhu ptiblizné 10-15 Gb sekvenci délky 50 bp za cenu ~$5.80/Mb.
Uvéddénd presnost je vice jak 99.94% [32].

4.3.4 Life Technologies/ Ion Torrent

Technologie Ion Torrent byla predstavena na zacatku roku 2011. Jednd se o prvni
metodu ktera neni zalozena na detekci uvolnéného svételného zareni, jako vsechny pred-
chozi zminované metody, [30]. Misto toho méfi ionty H* produkované pii syntéze retézce
DNA polymeréazou, ktera pridava nukleotidy v jejich zakladni neupravené podobé. Ma-
sivné paralelni sekvenovani probiha na iontové senzitivnim tranzistorovém poli ISFET(z
angl. Ton Sensitive Field Effect Transistor). Architektura ¢ipu ISFET vyuziva elek-
tronické adresovani bézné v CMOS senzorech. Nad elektronikou a senzitivni vrstvou
je umisténa vrstva s jamkami, do kterych jsou rozmistény mikrokulicky s DNA frag-
menty amplifikovanymi pomoci emulzni PCR. Cip ISFET je pokryty 1.2 miliony sen-
zoru (novejsi Proton II ¢ip dokonce 660 milionu), které zaznamenaji kazdou zménu v
gradientu pH zpusobenou zaclenénim nukleotidu a ndslednym uvolnénim protonu H*.
Zména gradientu pH indukuje zménu potencialu na kov-oxid senzitivni vrstvé, kterd je
dale digitalizovana a zpracovana. Typicky béh trva 2 hodiny a generuje az ~1Gb dat.
Zpracovavaji se fragmenty délky “100bp produkuje pfiblizné 25 milionu bézi.

a)
i e— )
| ‘ Well
dNTP +
ApH
DNA template AQ vy b = . :
Bead . = o) -\
Metal-oxide-sensing layer .- - = " - A k' : \
Sensor plate = - = " = I,
Floating ok =g [ En ||Illl /
metal gate AV ¥ K
Bulk Drain Source —»-To column 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 S o |i

. Silicon substrate receiver )/

Obrazek 13: Ton Torrent technologie. a) Jamka s DNA fragmentem. b) 50x50 region
senzoru. ¢) Cip v keramickém baleni. Prevzato z [30].
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5 Sekvenace transkriptomu pomoci RNA-seq

Sekvenovani mRNA s pouzitim NGS technologii umozinuje méteni genové exprese celého
transkriptomu. Postup a provedeni RNA-seq experimentu je zndzornén na obr. 14.
Prvnim tkolem je vy¢istit zkoumany vzorek o rRNA, tRNA a mitochondridlni RNA,
které u prokaryot i eukaryot tvori priblizné 75% vsech RNA molekul. Navzdory pouziti
purifikacnich metod, mezi které patii napiiklad poly(A)purifikace a DNS normalizace,
sekvenacéni data mohou obsahovat mensi mnozstvi téchto RNA molekul [59]. Ty mo-
hou byt odfiltrovany v nasledujicich krocich bioinformatickymi postupy. Zbyla mRNA
je poté nastithdna na mensi ¢asti, a je z ni pripravena knihovna kratkych fragmentu s
navazanymi adaptory. Ty jsou poté sekvenovany sekvenacnim piistrojem a jako vysledek
ziskame tzv. ready. Anglické slovo 'read’ znac¢i datovou reprezentaci kratké sekvence
DNA obvykle 50-150 bp dlouhou, ktera byla vyprodukovana sekvenacnim pristrojem.
Samotné ready vSak nemaji zadnou vypovidajici hodnotu, a proto jsou dale bioinformat-
icky zpracovany. Namapovanim na referencni sekvenci zjistime jejich genomickou pozici,
ze které byly odvozeny. Vétsina readu je namapovana na exony, coz jsou transkripcné
aktivni jednotky, a pouze malé mnozstvi readu je namapovano na transposony. Ready
které nejde namapovat v celku, jsou rozdéleny na mensi ¢asti a ty jsou namapovavany
zv14st’. Rozdélené ready umoznuji jednodussi identifikaci mezer mezi exony (angl. splice
junctions) [54] 56).

RNA-seq metoda neni zatizena témér zadnym Sumem, je mnohem presnéjsi a ma
vétsi dynamicky rozsah oproti DNA microarray technologiim. Microarray totiz postrada
senzitivitu pro velmi malé, nebo naopak velmi velké tirovné exprese, z duvodu laserové
detekce. RNA-seq ma nekoneéné mnoho drovni exprese, protoze postrada horni limit
pro kvantifikaci exprese. Zalezi pouze na poc¢tu namapovanych readu. RNA-seq metoda
je vyhodnd pro sekvenaci de novo, protoze (oproti microarray) neni omezena znalosti
genomické sekvence. RNA-seq umoznuje objevovani novych gent, jejich transkriptu,
meéreni genové exprese a detekci zarodecnych i somatickych mutaci v oblasti transkri-
bované ¢asti genomu. RNA-seq se také hodi pro analyzu diferencidlni exprese (zdravy/
nemocny, lééeny /neléceny atd.) z duvodu jednoduché reprodukovatelnosti experimentu.
V neposledni radé je RNA-seq vhodna k analyze alternativniho sesttihu mRNA, prostred-
nictvim kterého jsou generovany odlisné transkripty z jednoho genu. Detekce téchto

isoforem pomoci mRNA je velmi pfesnd a odhaluje jak znamé, tak nové isoformy.
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Obrazek 14: Prubéh RNA-seq experimentu. Rozdélené ready jsou namapovany ptes
nekodujici sekvence introntt a umoznuji snazsi identifikaci mezer mezi exony. Upraveno

podle [36].

Z duvodu velkého mnozstvi dat produkovanych sekvenacnimi piistroji (v soucasnosti
vice jak 500 Gb na jeden béh) bylo nutné vyvinout robustni a efektivni bioinformatické
algoritmy, které takovou analyzu umozni. Obecné muzeme postup pti analyze RNA-seq
dat rozdélit na tii ¢asti. Jedna se o namapovani readu, klasifikaci a anotaci transkriptu
(angl. Transcript assembly), a také kvantifikaci exprese genu a jejich transkriptu. Ex-
istuje nékolik sofistikovanych nastroju pro kazdou z téchto ¢asti. Vétsinou jsou volné
dostupné a jsou vyvijeny laboratotemi na celém svété. Nastroje poskytujici klasifikaci,
kvantifikaci a anotaci transkriptu, se obecné zaméruji na genovou expresi a proto je pro
analyzu transposonu nebylo mozné pouzit. Ze vSech dostupnych nastroju byl pouzit

jeden néastroj slouzici k namapovani readu, ale nasledna kvantifikace tirovné exprese
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transposonu je feSena vlastnimi postupy a skripty.

Celkovy objem dat pouzitych v této praci je v souctu 66.8 GB ve FAST(Q formatu,
ktery bude popsan dale. Z duvodu velkého objemu dat a znaéné vypocetni sile, ktera
je pro tuto praci vyzadovana predevsim pro namapovani readu, byla veskera analyza
provadéna prostiednictvim vypocetniho centra MetaCentrum [40], ke kterému lze piis-
tupovat vzdélené ptes piikazovou fadku. MetaCentrum je vedeno virtualni organizaci
MetaVO, ktera poskytuje studentum a akademickym pracovnikim bezplatné vyuziti
vypocetni a ulozné kapacity, stejné jako fadu programu (napiiklad Matlab, Maple,
TopHat, Bowtie, Cufflinks, atd.).

Protoze anglické nazvy jsou v oboru zazité a jejich pocest’ovani by bylo matouci,
pouzivam v textu nékolik anglickych terminu, které jsou vzdy vysvétleny, napt. zminéné

ready.

6 Priprava dat pro namapovani

6.1 FASTQ format

Sekvenacni piistroje produkuji data ve formatu FASTQ [3§], ktery kromé samotné
sekvence obsahuje informaci o kvalité kazdého nukleotidu (Q jako quality, angl. kvalita).
FASTQ format se stal standardem pro uchovani a sdileni sekvenovanych dat. Existuje
vsak nékolik variant FAST(Q souboru, které se od sebe mi mirné lisi. Vsechna data
pouzita pro tuto diplomovou praci pochazeji z Illumina Genome Analyzeru, a proto zde
podrobnéji popisi tento typ formétu.

Jak je vidét na obr. 15, kazdy read je popsan ¢tyimi fadky. Prvni fadek obsahuje
hlavicku. Podobné jako zacatek FASTA hlavicky zacind znakem '>’, zacatek FASTQ
zacina znakem '@Q’. Hlavicka ma tfi pole, jejichz délka nema zadny limit. V prvnim poli
dat pochézejicich z NCBI SRA databéze (viz déle) se nachdzi identifikdtor readu. Na
obrézku je vidét ze na jeho konci je *.1°, coz znaci, ze ready tvoii pary (angl. paired-end).
Druhy read z paru méa na konci *.2’. Na prostiednim poli se nachazi [llumina identifiké-
tor. ' HWUSI-EAS230-R’ je unikatni nazev pristroje, za kterym nasleduji identifikaroty
konkrétnich souradnic, kde se sekvenovany DNA fragment na ¢ipu nachézel. Jsou jimi
¢islo pruhu (angl. lane) '5’) ¢islo dlazdice (angl. tile) '1’, x-soufadnice shluku (angl.

cluster) 16’ a y-souradnice 884" uvniti dlazdice. Posledni pole obsahuje informaci o
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1.7, @SRR057654.1 HWUSI-EAS230-R:5:1:16:884 length=36
2.r. GCGGGGCCGGAGCGAGGCTGAGANCNGNNNNTTCCT
3.%. +SRR057654.1 HWUSI-EAS230-R:5:1:16:884 length=36
4.1. AAQAAQ>QOKT?T?>=O; HHtfH#H### | # 1 #1 | | | #3HH##

Obrézek 15: Prvni 4 fadky FASTQ Sanger/Illumina formatu stezeného ze NCBI SRA
databaze, popisujici jeden read.

délce fragmentu, tedy ’length=36". Druhy faddek obsahuje samotnou sekvenci readu,
jejiz znaky odpovidaji jednopismennym kédum dle [IUPAC nomenklatury. Treti tadek
zacind znakem '+’ a muze obsahovat dodatecné informace. V nasem prikladu je zde
zopakovana hlavicka. Tento fadek je volitelny muze zde byt pouze povinny znak '+,

¢imz dojde ke vyraznému snizeni velikosti souboru.

6.1.1 Phred skore

Kazdé bazi je pristrojem piritazeno ohodnoceni kvality spravné identifikace, tzv. Phred
skére. Posledni fadek na obr. 15 obsahuje jednomistny ASCII kéd pro Phred skére
kazdé baze. Z toho duvodu je kazdy ¢tvrty fadek stejné dlouhy, jako délka sekvence na
druhém radku. Existuje nékolik typu kédovani Phred skére dle druhu pristroje. Pouzita
data jsou ve formatu Sanger/Illuminal.9. Pro tyto data je pouzit klasicky typ kédovani
Phred+33. Je dulezité si vSimnout, ze se mezi znaky kvality na ¢tvrtém radku muze
vyskytnout i znak '@’ (viz obr. 15). Neni proto mozné pouzit radek zacinajici na '@’
pro identifikaci radku hlavicky, napriklad pro parser.

Kvalita spravné identifikace baze ptistrojem je posuzovana na zakladé Phred skére.

K vypoctu kvality Q je pouzit vzorec z [38]

Q = —10xlog(PF,), (1)

kde P, znaci pravdépodobnost, ze pii volani béze (angl. base call) doslo k chybé.
Vyssi skoére tedy implikuji nizsi pravdépodobnost, ze doslo k chybé. Napriklad skére
Q=10 odpovidé pravdépodobnosti, ze 1 baze z deseti je spatné, tedy 90% presnost. Pro
Q=20 je 1 baze ze 100 $patné (presnost 99%), a pro Q=30 je to 1 z 1000 bazi (presnost
99.9%). Sanger/Illuminal.9 format dokéze zakédovat Phred skére od 0 do 93 pouzitim
ASCII znaku 33-126:
P4#3%&’()*+,-./0123456789:;<=>7@QABCDEFGHIJKLMNOPQRSTUVWXYZ[\]"_‘a

38



6.2 Single-end, paired-end a mate-pair 6 PRIPRAVA DAT PRO NAMAPOVANI

bedefghijklmnopqrstuvwxyz{|} .
Vétsinou se vsak skére pohybuje od 0 do 40, a jen ztidka prekro¢i hodnotu 60. Kédovani
Phred+33 znaci, ze kvuli posunu vznikajicim pti prevodu skére do ASCII, je nutné ke

skore pricist cislo 33.

6.2 Single-end, paired-end a mate-pair

Knihovnu readt je mozné ptipravit nékolika zpusoby. Prvnim je metoda single-end, pfi
které je read vygenerovan z jednoho fragmentu DNA. Single-end strategie vsak m4 jisté
nevyhody, predevsim pokud se jednd o kratké ready pro de novo sekvevenaci, tedy pro
sekvenaci bez zndmé publikované referencni genomické sekvence. Diky velkym segmen-
talnim duplikacim, repeticim a jinym malo komplexnim oblastem v genomu, je obtizné
ze single-end readu vytvorit pro kazdy chromozom jeden tzv. contig. Anglické slovo
‘contig’ znamena datovou reprezentaci dlouhé sekvence DNA| ktera neobsahuje mezery
a byla zrekonstruovand z namapovanych readi. U NGS sekvenace se vzdy snazime o
co nejdelsi contigy. U single-end knihovny je i pro malé genomy tieba velkého pokryti
(angl. coverage).

Z tohoto duvodu je velmi oblibend strategie paired-end typu knihovny. U paired-end
metody jsou z fragmentu DNA sekvenovany pouze jeho konce. Vzniklé dva ready jsou
ve vystupnim souboru oznaceny jako par (bud’ jako 'nazev.1’ a 'nazev.2’, nebo 'nazev/1’
a ‘mazev/2’). Pti tomto typu piipravy knihovny obdrzime nejen informaci o genomické
sekvenci, ale navic ziskame i informaci o vzdalenosti ve které se parové ready nachazi.
Druha zminénd informace je uzitecna naptiklad v pripadé, kdy jeden read pochézi
z repetitivni oblasti genomu a je velmi obtizné ho spravné namapovat a druhy read
obsahuje unikatni sekvenci. Unikatni read posouzi jako ’kotva’ pfi namapovani repeti-
tivniho readu. Déle je mozné pomoci paired-end readu detekovat strukturni varianty u
mutovanych genomu, jako jsou inzerce, delece a translokace. Pokud se napriklad ready
namapuji vyrazné blize oproti ocekavané vzdalenosti, znaci to mozny vyskyt delece ve
zkoumaném vzorku.

Posledni metodou ptipravy knihovny je mate-pair, ktery je podobny paired-end.
Lisi se v tom, ze parové ready nepochazeji z fragmentu dlouhého cca 200-300 bp, ale z

mnohem delsich tseku od 20 kb do 10 kb. Mate-pair ready se na genom namapovavaji v

vvvvvv

39



6.3 Ziskani dat 6 PRIPRAVA DAT PRO NAMAPOVANI

Mate-pair ready se pouzivaji napiiklad pro spojeni velkych mezer u de novo sekvenace,

nebo pro identifikaci velkych strukturnich variant.

6.3 Ziskani dat

Data pro tuto praci byla stazena z NCBI archivu SRA (Sequence Read Archive) [39],
kde jsou ulozena jak data volné ptistupna, tak data s omezenym piistupem. Z databaze
SRA byly vybrany dvé studie, které se zabyvaly diferencidlni analyzou transkripomu
normalnich a rakovinnych bunék. Prvni studie je dohledatelna na strankach SRA pod
kédem SRP002628. Vzorky pochézeji od pacientu s adenokarcinomem prostaty. Zvete-
jnénd data k této studii tvoii dva pary zdravy/nemocny (2 pacienti). Druha studie s
kédem SRP006900 se zabyva adenokarcinomem tlustého stieva. Studii tvori 10 paru
zdravy /nemocny. Ke své préaci jsem z nich pouzila polovinu. Podrobny souhrn jed-
notlivych dat naleznete v tabulce 1.

SRA databaze neumoznuje stahnout data z ftp serveru primo v pozadovaném for-
matu (napiiklad ’.fastq’) kvuli nedostatku finanénich prostedku, které by byly potieba
na vyvoj nastroju provadéjicich konverzi, a poskytuje data pouze ve formatu ’.sra’. Z
tohoto duvodu byl vytvoren SRATookit, coz je knihovna néstroju pro praci se ’.sra’
soubory. Po stdhnuti ’.sra’ souboru umoznuje konverzi do pozadovaného formatu. Kon-
verze ze '.sra’ do ’.fastq’ u paired-end dat provadi nastroj ./fastq-dump s volbou -
-split-3, kterd paired-end data ulozi ve dvou samostatnych souborech. Naptiklad
po stahnuti souboru SRR057658.sra obdrzim soubory SRRO057658_1.fastq pro ready
pochézejici z levé strany puvodniho fragmentu a SRR057658_2.fastq pochazejici ze

strany pravé.

6.4 Zhodnoceni kvality dat

NGS data trpi na systematické chyby, které jsou dusledkem nedokonalé pripravy kni-
hovny a sekvenace. Zhodnoceni kvality dat je proto dulezitym krokem, ktery by se mél
provadét vzdy pred pouzitim dat k dalsi praci, aby se zamezilo moznym problémum a
odchylkam, které by v dusledku mohly ovlivnit biologickou interpretaci. Velmi oblibeny
je néstroj pro ohodnoceni kvality dat FastQC [42], ktery umoznuje komplexnéjsi pohled
na data prostfednictvim grafického rozhrani. Pii nac¢teni dat se provede sada analyz,

ktera poskytne moznost identifikace problémovych oblasti, kterymi je tfeba se pii
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ID béhu Pivod tkané Typ Pocet readii Délka readi
SRR222176 tl.stfevo/rak. single-end 8542144 65
SRR222178 tl.stfevo/rak. single-end 11461875 65
SRR222175 tlstfevo/norm. single-end 9037384 65
SRR222177 tl.stfevo/norm. single-end 11308009 65
SRR057639 prostata/rak. paired-end 31370536 36
SRR057640 prostata/rak. paired-end 31979850 36
SRR057641 prostata/rak. paired-end 32614990 36
SRR057642 prostata/rak. paired-end 30425120 36
SRR057643 prostata/rak. paired-end 33158138 36
SRR057654 prostata/norm. paired-end 29523906 36
SRR057655 prostata/norm. paired-end 29495276 36
SRR057656 prostata/norm. paired-end 28473964 36
SRRO57657 prostata/norm. paired-end 23829402 36
SRR057658 prostata/norm. paired-end 29352538 36

Tabulka 1: Prehled analyzovanych datovych souboru.

upravach kvality dat zabyvat. Kromé zakladni statistiky udavajici pocet readu, ob-
sah GC, typ kédovani a délky readt, obsahuje FastQC dalsich 9 moduli. Detailni popis
vsech by byl pfilis zdlouhavy, je uveden v referenci[42]. Témi nejdulezitéjsimi parametry,
kterymi je vhodné se zabyvat jsou pfitomnost adaptoru (jejich pfipadné odstranéni),
Phred kvalita bazi na kazdé pozici readu, GC obsah, pritomnost duplikovanych sekvenci
a prumeérna Phred kvalita sekvenci.

Pokud v datech objevime problém, kterym se rozhodneme zabyvat, muzeme vyuzit
FASTX-Toolkit [41], coz je knihovna ndstroju pro praci s ’.fastq’ soubory. Obsahuje
mnoho uzitecnych funkci uréenych napiiklad k ofezani readu, filtraci nekvalitnich read,
formatovani dat, a jiné. Umi podobné jako FastQC graficky vykreslit zakladni statistické

udaje.

6.4.1 Odstranéni adaptortu

Nejdiive je nutné odstranit sekvence adaptoru, které byly sekvenovany spolu s za-
danymi fragmenty DNA. Pokud zname sekvenci adaptoru, muzeme k tomuto tucelu
pouzit nastroj fastx_clipper od FASTX-Toolkit, kterému je zaddna sekvence adap-
toru a on ji z kazdého readu odstrani. Pokud sekvenci adaptoru nezname je mozné
pouzit modul "Per Base Sequence Content’ od FastQC (obr. 17), ktery umozni piitom-

nost a délku adaptoru odhadnout. Tento graf znazornuje miru bézi na kazdé pozici
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readu. U knihovny readu se ocekava, ze obsah bazi bude ndhodny a tedy horizontalni
linie nebudou vykazovat vétsi odchylky. Na obrazku je vidét ze prvnich 14 bazi vykazuje
odchylky, které vypovidaji o nadmérném zastoupeni urcitych sekvenci. Omezeni tohoto
biasu na zacatek sekvence odpovida sekvenci adaptoru, které je treba z readu odstranit.
K tomu je mozné pouzit nastroj fastx_trimmer, kterému staci zadat rozsah bazi, které
si pfejeme zachovat. Pro vSechna pouzita data bylo odstranéno prvnich 13 béazi adap-

toru.

6.4.2 QOdstranéni nekvalitnich koncu

Vykresleni box-whisker grafu poskytne ptehled o rozlozeni kvality bazi na jednotlivych
pozicich v readu. Klasicka situace kvality bazi je zndzornéna na obr. 16, kdy s prirus-
tajicim poctem bazi klesa kvalita Phred skére. Nekvalitni konce readu je proto vhodné
odstranit. U readi analyzovanych v této praci byly odstranény konce u kterych klesla
Phred kvalita pod hodnotu 10. Pro uptesnéni grafu, modra ktivka zndzornuje prumérnou
kvalitu, ¢ervené ¢ary jsou pro medidn, zluty box reprezentuje kvartil pro 25-75% a horni
a spodni whiskery predstavuji spodnich 10% a hornich 90%.

U dat pochéazejicich z prostaty a z tlustého stieva, byly odstranény stejné dlouhé
konce, aby zustala délka readi u vsech datasetu konzistentni. Kromé odstranéni 13
bazi adaptoru (14 béaze je prvni bazi nového readu), byly u prostaty dale odstranény
posledni 2 baze, i kdyz nekvalitnich bazi na konci bylo vice. Je to z toho duvodu, ze
minimdaln{ délka readu pro namapovani programem TopHat (viz déle) je 20 bp, a pfi
dalsim zkracovani bychom dostali méné a nebylo by mozné ready namapovat. U dat
pochézejicich z tlustého stfeva jsme si mohli dovolit odstranit z konce vice readu. Bylo
odstranéno 22 bp (posledni bazi nového readu je 43 baze ptivodniho).

Ofezanim jsem tedy ready u tlustého stieva zkratili na 20 bp a u prostaty na 29 bp.

Pouzili jsme néstroj fastx_trimmer pro tlusté stfevo v podobé:
fastx_trimmer -f 14 -1 43 -Q 33 -i vstup.fastq -o vystup.fastq

A pro prostatu (paired-end):
fastx_trimmer -f 14 -1 36 -Q 33 -i vstup_1l.fastq -o vystup_1l.fastq

fastx_trimmer -f 14 -1 36 -Q 33 -i vstup_2.fastq -o vystup_2.fastq
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Parametr -Q 33 nastavuje kdédovani kvality na Phred+33.

SRRO57648 1.Fastq SRR222175.Fastq

e
@ Basic Statistics Quality scores across all bases (Sanger / llumina 1.9 encoding)
@perbasesequencequauty IIII ODOAHHH OOHAA OOHAAAARARA TITTT
. 32 !II!II!!!II!!IIII!IIIIIIIIIIIIIIIIIIIII ||||||||I IIII
@Persequencequahtyscores 30 ¥ .!ll”ll oLl ”I” _____
2a |“I|II IIII|III I”l
@ Per base sequence content |26 i ||| I
24
@ Perbase GC content 22
— 20
(JJ Fersequence GC content 18
16
@ Perbase M content 14
12
@ Sequence Length Distribution 10
8
@ Sequence Duplication Levels &
— 4 R
Q:] Overrepresented sequences 2
]

13579 121518 21 24 27 30 33 36 39 42 45 48 51 54 57 a0 63

. ) Kmer Content
(JJ mer Conten Position inread (bp)

Obréazek 16: FastQC program. Box-whisker graf reprezentujici kvalitu bazi.

SRRO57648_1.Fastq SRR222175.Fastq

el
@ Basic Statistics Sequence content across all bases
@ Per base sequence quality 100 5T
@ Persequence quality scores oS
80 Yol
@ Perbase sequence content -0 LA

@ Perbase GC content
C:] FPersequence GC content 50
@ Perbase M content 40

@ Sequence Length Distribution 30
20

@ Sequence Duplication Levels

o
(J] Owerrepresented sequences

1357912 16 20 24 28 32 36 40 44 48 52 56 60 64
Positionin read (bp)

(ﬂ:] Kmer Content

Obrazek 17: FastQC program. Pomérné zastoupeni bazi na kazdé pozici.
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SRRO57648_1.Fastq| SRR222175 Fastq

e
@ Basic Statistics Sequence Duplication Level == 58,54%
[T 100

@ Per base sequence quality wDuplicate relative to unique
20

@ Persequence quality scores
B0

@ Perbase sequence content -

@ Perbase GC content -

P

[\_./] Persequence GC content 50

@ Perbase N content 40

@ Sequence Length Distribution 30

@ Sequence Duplication Levels 20
L o 10
1) Overrepresented sequences
T 0 1 2 3 4 5 6 7 8 El 10+

@9 Kmer Content
[\,_,/] meronten Sequence Duplication Level

Obréazek 18: FastQC program. Procentudlni zastoupeni duplikaci.

6.4.3 Odstranéni duplikaci

Veétsina sekvenci by se v celé knihovné readiu méla objevit pouze jednou. Maly pocet
duplikovanych readu (tj. readu, jejichz stejna sekvence je v knihovné pritomna vice nez
jednou) muze byt zpusoben velmi vysokym pokrytim. Vysoké troven duplikace readu
muze byt znamkou jejich nadmérného zastoupeni, ¢asto zapti¢inéného PCR amplifikaci.
Na obr. 18 je procentualné vyjadieno zastoupeni duplikovanych sekvenci. Je patrné,
ze vétsina sekvenci je zastoupena jedenkrat. Rostouci tendence je pritomna pro 10+
duplikaci. Maly narust v kategorii 10+ je ocekavany, protoze kategorie sdruzuje vsechny
duplikace zastoupeni 10 a vicekrat. Podle dokumentace FastQC programu je pirekroceni
20% v kategorii 104 duplikaci pomyslnd hranice, kdy by tomuto jevu méla byt vénovana
pozornost a duplikace by mély byt odstranény. Rozhodné ale neni na skodu odstranit
duplikace pti kazdé analyze automaticky.

Existuje nékolik néstroju které lze k tomuto tucelu pouzit. FASTX-Toolkit obsahuje
piikaz fastx_collapse slouzici pro odstranéni duplikaci. Ten se vSak ukézal byt velmi
pomaly pro pouziti na lidsky genom. Dalsi alternativou je nastroj rmdup od SAMTools,
ktery na téchto datech nefungoval. Dokumentace obsahovala informaci o tom, ze v

nékterych ptipadech nastroj nemusi pracovat dobie a odkézali uzivatele na knihovnu
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nastroju Picard. Picard je knihovna predkompilovanych .jar funkci. Bohuzel ani jejich
nastroj MarkDuplicates.jar nefungoval podle ocekavani. Odstranoval pfiblizné polov-
inu vSech readu nehledé na typ dat. Tak velky pocet dat neodpovida grafu na obr. 18
a prisli bychom o velky pocet dat. Jednou moznosti jak si tento jev vysvétlit je to,
ze oproti predchozim nédstrojum na vstup MakeDuplicates.jar prichazi *.bam’ soubor,
tedy jiz namapované ready. Dokumentace k programu provadéjicimu namapovavani
(TopHat) udéva, ze pokud je vice readi mozné namapovat na vice mist, vybird misto
nahodné. Tento efekt spiSe naznacuje, ze vSechny ready jsou namapovany na prvni
pozici na kterou program narazi. Timto zpusobem muze dochdzet k tomu, ze na uréitou
genomickou pozici (kterd je dostateéné neunikatni, coz repetitivni oblasti jsou) se nama-
puje prevazna veétsina readu, které jsou poté vyhodnoceny jako duplikace a program
Picard je odstrani.

Urovert duplikace u pouzitych dat se pohybovala kolem 20%. Proto byl tento krok

kvili vyse zminénym komplikacim preskocen.
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7 Namapovani readu

7.1 Prehled metod pro namapovani readu

Namapovat ready znamena nalézt v genomu puvodni pozici, ze které byl read odvozen.
Existuji dva hlavni pistupy. Prvni ptistup pii namapovani readu nepovoluje velké mez-
ery (angl. unsplice read aligners) a pouziva se napiiklad u genomickych dat. Mezi
nejpouzivanéjsi programy tohoto typu patii velmi zndamé BWA, Bowtie (vyuzivajici
Burrowsovu wheelerovu transformaci) a Shrimp (fungujici na principu Hash tabulek).
Druhy ptistup, navrzeny pro analyzu transkriptomu, velké mezery povoluje (angl. spliced
aligners). Mezi hlavni dvé metody realizujici tento piistup patii exon first (exon prvni)
a seed and extend (zasej a prodluz). Pravdépodobné nejoblibenéjsi nastroj pouzivany
pro namapovani dat z RNA-seq je TopHat. Metoda exon first se sklada ze dvou kroku.
Jak jeji nazev napovida, nejdrive se namapuji ready, které jde namapovat bez preruseni
v celku. V druhém kroku se nenamapované redy rozdéli na mensi fragmenty, které
jsou namapovany zvlast’. Nasledné se genomicka sekvence kolem namapovanych frag-
mentu readu prohledd o mozné spojeni exonu (angl. splice connection). Rozdélené ready
umoznuji jednodussi identifikaci mezer mezi exony (angl. splice junctions). Algoritmus
seed and extend napiiklad pouzivaji programy GSNAP a QPALMA. [55]

V porovnani se seed-extend metodou je exon first rychlejsi a méné vypocetné

v/

e

gramu TopHat, ktery k prvnimu ’predmapovani’ vyuziva nastroj Bowtie, a az potom
identifikuje mozna spojeni. Namapovani readu na referencni sekvenci je vypocetné ne-

jnarocnéjsi cast diplomové prace.

7.2 Burrowsova Wheelerova transformace (BWT)

Program Bowtie nevyhledava ready piimo v genomu, ale vytvori si indexovanou verzi ge-
nomické sekvence pomoci Burrowsovy wheelerovy transformace (BWT). Metoda BWT
data transformuje (tzn. nedochézi ke ztraté informace) do struktury, kterd je mmo-
hem vhodnéjsi pro kompresi. Samotnd komprese poté muze byt realizovana napiiklad
jednoduchym RLE (Run Length Encoding), nebo MTF (Move To Front) algoritmem.

Transformace pomoci BWT je vratny proces.
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1 ema_ma_maso 1 _ma_masoem
2 ma_ma_masoe 2 _masoema_m
3 a_ma_masoem 3 a_ma_masoe
4 _ma_masoema 4 a_masoema_
5 ma_masoema_ 5 asoema_ma_
6 a_masoema_m 6 ema_ma_mas
7 _masoema_ma 7 ma_ma_maso
8 masoema_ma_ 8 ma_masoema
9 asoema_ma_m 9 masoema_ma
10 soema_ma_ma 10 oema_ma_ma
11 oema_ma_mas 11 soema_ma_m

Tabulka 2: BWA transformace. Tabulka vlevo obsahuje fetézce s posunutym zacatkem,
v tabulce vpravo jsou fadky uspotradany podle abecedy a jsou u nich zvyraznény prvni
a posledni sloupce.

Jako ptiklad poslouzi fetézec 'ema_ma_maso’. Ucinnost BWA vsak roste s délkou vs-
tupniho tetézce, tudiz u takto kratké véty neocekdvame vyrazné zlepseni. Nejdrive si
vytvoiime N opakujicich se fetézcu (kde N je zaroven délka tetézce), které jsou po-
sunuty zpusobem uvedenym v seznamu vlevo (viz levy sloupec tabulka 2). Nasledné
jsou Tetézce lexikograficky setiidény. Vystupem BWA je Tetézec slozeny z poslednich
pismen (zelené v tabulce 2) a z indexu fadku s puvodnimi daty, tedy ’aammmoe__sa6’.
Seskupeni stejnych znakt u sebe je duvodem 1ic¢inné komprese.

Pro dekompresi je nutné sestavit transformacni vektor. To jest vektor ¢isel o délce
N, ktery urcuje posloupnost pismen v puvodnim fetézci. Nas transformacni vektor je ’
89121173456 10’. Zname index fadku prvniho pismena, tedy 6. V tabulce na 6.
fadku je pismeno ’e’ (¢ervené v tabulce 2), které je prvnim znakem hledaného tetézce.
Na 8esté pozici v transformaénim vektoru je ¢islo 7, odpovidajici pismenu 'm’ (éervené).
Dekédovali jsme tedy prvni dva znaky fetézce ’em’. Déale na sedmé pozici ve vektoru
je ¢islo 3, tedy nam piibude pismeno ’a’ v tabulce. Timto zptusobem se dekdduje cela
zprava ’ema_ma_maso’.

Transformacni vektor 1ze vytvorit podle jednoduchého pravidla. Zac¢iname na prvnim
radku v pravém sloupci v tabulce 2 a hledame prvni vyskyt symbolu prvniho ¢erveného

?

sloupce (tedy '_") v poslednim zeleném sloupci. Symbol ’_’ se nachdzi na osmém tadku.
Do transformacniho vektoru proto napisi jako prvni ¢islo 8. Pokracuji druhym fadkem,
kde se opét nachazi symbol "_’. Najdu ho v poslednim sloupci na devaté pozici. Napisi

proto do transformacniho vektoru dalsi ¢islo 9. Timto zpusobem pokracuji pro cely
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vektor. Symboly jsou v tabulce usporadany podle abecedy, proto vzdy plati pravidlo
prvniho vyskytu.

7.3 Stategie pro multi-ready

Program se pfi namapovani casto dostane do situace, kdy najde vice vhodnych ge-
nomickych pozic pro jeden read. Tyto ready nazyvame multi-ready. Vybér vhodné
strategie pro praci s multi-ready patii mezi nejvétsi vyzvy sekvenace, predevsim sekve-
nace repetitivnich oblasti, které jsou dost nejednoznacné z hlediska namapovani readu.
Existuji tTi moznosti jak s takovymi ready nalozit [34]. Prvni moznosti je, ze tyto ready z
analyzy uplné vyiradime. Druhou moznosti je vybrat pouze jednu pozici pro namapovani
s nejméné neshodami (angl. mismatches). Pokud je vice stejné vhodnych pozic, muze
program vybrat jednu ndhodné, nebo nahlésit vsechny stejné vhodné. Tteti moznosti je
nechat program nahlésit maximalni pocet pozic d, nehledé na celkovy pocet nalezenych
pozic. Dalsi variantou této tfeti moznosti je ignorovat ready, které se namapuji vice
jak d krat. Paired-end knihovna do jisté miry fesi problém s multi-ready, jelikoz se oba
konce fragmentu DNA, ze které ready pochazeji, nachazeji ve znamé vzdalenosti. Infor-
mace o tom, jak daleko by se ready od sebe mély nachazet je poté vyuzita pro vybér
spravného namapovani.

Pokud se rozhodneme multi-ready ignorovat a odstranit je, omezime analyzu pouze
na unikatni oblasti v genomu. Protoze se prace vénuje repetitivnim oblastem u kterych
se predpoklada ze budou zdrojem mnoha multi-readu, neni tato strategie vhodna. Ak-
tivita (exprese) transposonu bude méfena podle pocétu readu namapovanych na ele-
ment. Proto ani povoleni namapovani readu na vice pozic by nebylo vhodné, nebot’ by
do méreni aktivity zanaselo chyby. Z toho duvodu byla zvolena moznost, kdy je pro
kazdy read vstupujici do analyzy nahlasena pouze jedna nejvhodnéjsi pozice. TopHat
pro to pouziva volbu -g/--max-multihits <int> [35], kterd ho instruuje povolit jen zv-
oleny maximélni pocet zarovnani pro jeden read. Tento parametr je tedy nastaven na
-g -1. Pokud TopHat narazi na vice stejné dobrych pozic, vybere jednu ndhodné. Vice
v dokumentaci TopHat [46].
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7.4 SAM format

Soubory s ptriponou ’.sam’ jsou produktem vétsiny néstroju pro namapovani readu
(TopHat, SpliceMap, BWA, Bowtie, atd.) a také jsou obecné piijimanym vstupem
pro néslednou analyzu exprese (Cufflinks). SAM formét byl vyvinut z duvodu sdileni
dat napfti¢ laboratoremi a pro ukladani velkého objemu sekvenacnich dat, pro které
bylo nutné vytvofit standardizovany format. Tim se stal textovy, tabulatorem odd-
éleny SAM format (z angl. Sequence Alignment Map format), respektive jeho bindrné
komprimovand verze BAM (z angl. Binary Alignment Map format). Specifikace SAM
formétu najdete v referenci [45]. Existuje také mnoho volné dostupnych néstroju pro
préci s témito soubory. Nejpopuldrnéjsimi jsou pravdépodobné SAMTools [33]a Picard
tools [43].

SAM soubor se sklada z hlavicky, kterd neni povinnd, a samotného namapovani.
Pokud je hlavicka ptitomna, nachézi se zpravidla pred zarovnanim. Kazdy fadek hlav-
icky za¢ind znakem ’Q’ a dodrzuje format ’znacka: hodnota’ , kde 'znacka’ je dvouz-
nakovy fetézec definujici obsah a format informace nachézejici se na radku. Kazdy radek
hlavicky tedy musi zacinat jednim z néasledujicich kédu: @HD (z angl. header), @SQ
(z angl. sequence, mysleno referencni sekvence), @QRG (z angl. read group), QPG (pro-
gram), @QCO (comment). Kromé znacky @QCO jsou tadky hlavicky rozdéleny tabuld-
torem (angl. tab-delimited). V ukézce na obr. 19 jsou piitomny pouze znacky @QHD
a @SQ. Informace na kazdém tadku hlavicky dodrzuji specifické usporadani, jehoz
popis by byl nad rozsah této prace, a proto je zde rozebran pouze format hlavicky
ukazkového souboru na obr. 19. Za znackou @HD nésleduje informace o verzi SAM
formatu ("VN:1.3’, aktudlni verze je 1.4 ze 7.z&i1 2011) a o zpusobu setazeni (’SO: coor-
dinate’, ready jsou sefazené podle jejich soutadnic). Za @QSQ je uvedené jméno referencni
sekvence ("SN:ref’) a jeji délka ("LN:45%). Pokud se pocitalo s vice referencemi, napf.
pro kazdy chromozom zvlast’, musi mit kazdy @QS(Q fadek unikatni SN oznaceni.

Za hlavickou nésleduje ¢ast samotného namapovani readu na referencni sekvenci.
Zde se kazdy radek vztahuje k namapovani jednoho readu a obsahuje vSsechny informace,
které byly nasbirany sekvenac¢nim pristrojem. Tyto informace jsou rozdéleny do 11-ti
povinnych sloupcu, u kterych je vzdy dodrzovano potradi. Pokud je néktera z jedenacti
informaci nedostupnd, mus{ byt v souboru nahrazena ’0’ nebo "*’ (podle typu). Radky
zacinaji ndzvem konkrétniho readu, QNAME (z angl. query name). Pokud maji ready

stejné QNAME, patii do stejného paru readu (mate-paired/paired-end).
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©HD VN:1.3 S0:coordinate
@SQ SN:ref LN:45
r001 163 ref 7 30 8M2I4M1D3M

37 39 TTAGATAAAGGATACTG *

r002 0 ref 9 30 3S6M1P1I4M * 0 O AAAAGATAAGGATA *
r003 0 ref 9 30 5HEM * 0 0 AGCTAA x NM:i:1
r004 0 ref 16 30 6M14N5M * 0 0 ATAGCTTCAGC *
r003 16 ref 29 30 6H5EM * 0 0 TAGGC *  NM:1:0
r001 83 ref 37 30 9M = 7 -39 CAGCGCCAT *

Obrazek 19: Ukazka ¢ésti jednoduchého SAM souboru. Prevzato z [45].

Sl. ID Typ Rozsah/Regexp Kratky popis

1  QNAME String [-7A-"]{1.255} Jmého dotazovaného readu
2 FLAG Int [0,216-1] Bindrné zakédovana vlajka
3 RNAME String V-0 4+-<>7]-77* Nézev referencni sekvence
4 POS Int [0,229-1] Pocétecni (levd) pozice readu
5 MAPQ Int 0,28-1] Kvalita namapovani

6 CIGAR String \*|([0-9]+MIDNSHPX=)])+ CIGAR znacka

7  RNEXT String -0 4-<>7][-7T* Jméno dalstho/mate readu
8 PNEXT Int [0,229-1] Pozice dalstho/mate readu
9 TLEN Int [-2294+1,2%9-1] Vypozorovana délka reference
10 SEQ String \*[A-Za-z=.]+ sekvence readu

11 QUAL  String -7+ ASCII kéd Phred kvality + 33

Tabulka 3: Typy informaci o namapovani readu, odpovidajici jednotlivym sloupcum v
SAM forméatu. Upraveno podle [45]

Nasleduje vlajka FLAG, ve které jsou binarné zakédované ruzné doplnujici in-
formace: ma-li napiiklad read vice segmentu (paired-end/mate paire), jestli je spravné
namapovan, nebo neni nenamapovan, zda-li jde o primarni nebo sekundarni namapovani,
jestli prosel, nebo neprosel kontrolou kvality a v neposledni fadé jestli se jedna o dup-
likaci vzniklou pfi PCR reakci. Vypis vSech je uveden v tabulce 3. Zkontrolovat vyznam
vlajky je mozné interaktivné prostiednictvim k tomu urcené aplikace na oficidlnich
stréankach Picard [44]. Pro prvni a posledni read v ukdzce SAM souboru na obr. 19
zjistime informaci zakédovanou ve vlajce nasledujicim zpusobem. Vlajku 163 muzeme
rozlozit jako 1424324128, kdy 1 znamend ze read pochézi z paru (paired-read/mate-
pair), 2 ze oba ready z péru jsou spravné namapované, 32 ze druhy read z péru je
namapovan na obraceném -’ fetézci a 128 znamena ze read je druhym readem z paru

(viz tabulka 4). S timto readem (s vlajkou 163) tvoii par read s vlajkou 83 o cemz
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Bitové Decimalné Popis

0x1 1 read pochazi z paru

0x2 2 read je v paru spravné namapovan
0x4 4 read je nenamapovan

0x8 8 druhy z paru/mate je nenamapovan
0x10 16 read je namapovéan na -’ fetézci
0x20 32 druhy z paru/mate je namapovan na -’fetézci
0x40 64 read je prvnim z paru

0x 80 128 read je druhy z paru
0x100 256 namapovani neni primarni
0x200 512 neprosel kontrolou kvality
0x400 1024 read je PCR nebo opticka kopie

Tabulka 4: Vyznam jednotlivych bitu u vlajky FLAG v SAM formatu.

napovida i stejné jméno 't001°.Cislo 83 muzeme rozepsat jako 142416464, kde 16
znaci, ze jde o read namapovany na obraceny -’ Tetézec a 64, ze jde o prvni read z
paru.

Za FLAG vlajkou nésleduje pole se jménem referencni sekvence RNAME, které
pokud je uvedeno (neni misto néj '*’), musi byt stejné jako nékteré ze jmen uvedené
v @SQ casti hlavicky. Nenamapovany read méd na tomto poli "*’. Nasleduje pole POS,
které informuje o pozici prvni namapované baze, mysleno zleva a indexovano od ¢isla 1.
Pro nenamapované ready toto pole obsahuje '0’. Kvalita namapovani MAPQ, uvedena
v patém sloupecku je rovna Phred skore. Hodnota 255 tika ze MAPQ neni dostupné.

V sestém sloupecku se nachazi CIGAR znacka. Tento fetézec znaku v sobé kéduje in-
formaci o inzercich /delecich namapovaného readu oproti referenci a také o bazich, které

se namapovaly spravné a které spatné (match/mismatch). Napiiklad takto namapovany

read
Pozice reference: 12345678901234 5678901234567890123456789012345
Reference: AGCATGTTAGATAA**GATAGCTGTGCTAGTAGGCAGTCAGCGCCAT
Read: TTAGATAAAGGATA*CTG

koresponduje s 8M214M1D3M CIGAR znackou, kterd znaci, ze prvnich osm bazi je
namapovano na referenci, dalsi dvé baze na referenci neexistuji, ¢tyfi baze se opét
namapovaly, jedna baze neexistuje na readu a nakonci jsou 3 spravné namapované

baze.
Dalsi sloupecek RNEXT udévéa jméno referenéni sekvence, ke které se dalsi paired-

end /mate-pair read namapoval. Znak =" znamend, Ze jméno je stejné jako RNAME
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*7 je uveden pokud tato informace neni dostupna. Osmy sloupecek PNEXT

a znak
informuje o pozici dalstho paired-end/mate-pair readu. Hodnota je nastavena na ’0’
pokud je informace nedostupna. Devéty sloupecek TLEN je tzv. vypozorovana délka
reference. TLEN znaé¢i délku, kterou pokryva dand skupina readu (paired-end/mate-
pair) poc¢itand od prvni baze readu namapovaného nejvice vlevo k bazi posledniho readu
namapovaného nejvice vpravo. Pokud je ¢islo kladné, jde o read umistény nejvice vlevo
na referenci. V pripadé zaporného cisla jde o read umistény nejvice vpravo. Pokud read

nepochézi z paru, nebo je informace nedostupnd, je tato hodnota opét nastavena na ’0’.

7.5 Nastaveni a implementace TopHat

Program TopHat je jednim z nejpouzivanéjsich nastroju pro namapovani RNA-seq NGS
dat a identifikaci mezer mezi exony (angl. splice junctions). Umoznuje nastavit celou
fadu parametru, jejich kompletni vycet je k nalezeni v dokumentaci [46]. Protoze se
TopHat stale vyviji a ladi, ptiblizné kazdé 3 mésice vychazi nova verze programu.
Hlavnim vystupem z programu je BAM soubor, binarné zakédovana verze SAM souboru
(viz kapitola 7.4), kterd obsahuje namapované ready. TopHat vraci nenamapované ready
zvlast’ v dalsim souboru. Tyto dva BAM soubory doplnuje jesté nékolik dalsich BED
souboru (napf. se soufadnicemi exonovych mezer, atd.), které vSak pro tuto praci nej-
sou podstatné. Pro praci byl pouzit TopHat verze 2.0.8 vyuzivajici programu Bowtie2,
verzi 2.1.0. Bowtie2 obsluhuje prvni cast namapovani readt, nez dojde k jejich rozdéleni
na ¢asti (viz kapitola 7.1 Piehled metod pro namapovéani readu). Voldni TopHatu je
nasledujict:
TopHat [options]* <index_base> <readsl_1[,...,readsN_1]>
[reads1_2,...readsN_2] ,

kde [options]* jsou volitelné nastaveni, <index_base> je tzv. ’basename’ (ndzev bez
piipon) indexovaného referenéniho genomu pro Bowite2. Na konci piikazu jsou zadany
".fastq’ soubory s daty. Pokud jde o pired-end ready, musi byt vstupni data zakoncena
*_1 a *_2. Pii pouziti vice datasetu (napiiklad typu zdravy/nemocny) musi byt tyto
datasety oddéleny c¢arkou. Indexovany referenéni genom hgl9 byl stazen spolu s anotaci
na strankach UCSC [47]Déle je dostupny také na strankdch Bowtie2 [48].

Pro praci bylo pouzito nésledujici nastaveni programu (prvni pro single-end, druhy

pro paired-end).
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SRR057639

595 2%62%
(o]

8% Nenamapované
Namapované
21% e .
Spravné sparované
49% SINE
LINE
79% DNA

LTR

Obrazek 20: Ukéazka rozdéleni namapovanych readu. Pro ostatni datasety jsou tyto
rozdéleni uvedena v priloze.

TopHat -p 4 --max-multihits 1 --no-coverage-search -G rmsk.gtf genome
single.fastq

TopHat -p 4 --max-multihits 1 --no-coverage-search -G rmsk.gtf genome
paired_1.fastq paired_2.fastq

Prvni parametr -p/--num-threads <int> nastavuje paralelni zpracovani ve 4 vlaknech.
Druhy parametr -g/--max-multihits <int> nastavuje maximalni pocet namapovani
pro jeden read. Standardné je tento parametr nastaven na hodnotu 20. Pro tcely diplo-
mové prace byl parametr nastaven na hodnotu 1, aby bylo po namapovani mozné
z poctu namapovanych readu pocitat miru exprese pro transposony. Parametr--no-
coverage-search vypina hledani mezer mezi exony, které je zalozené na hustoté pokryti
ready. Toto hled4n{ je ¢asové naroéné a pro nase ucely redundantni. Ctvrty parametr
-G/--GTF <GTF/GFF3 file> poskytuje TopHatu soubor s anotaci, ve formatu GTF 2.2
, nebo GFF3. Pokud byla anotace poskytnuta, bude se TopHat prednostné snazit
namapovat ready na soufadnice definované v anotaci. Nasleduje basename indexu ref-
erencniho genomu genome. Nakonci ptikazu jsou uvedeny vstupni FASTQ soubory.
Prumérneé se programu TopHat podarilo namapovat 84% readu. Vétsina nenamapo-
vanych readu byla pravdépodobné vyfazena pii dodateéné kontrole kvality, kterou

provadi TopHat. Priblizné 43% z namapovanych paired-end readu bylo spravné sparovdno
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(tedy oznaceno jako angl. properly-paired, coz odpovidd vlajce 0x2 ve FLAG vlajce )
a 13% paired-end readu bylo namapovano jako singleton, tedy byl namapovan pouze
jeden read z paru. Ze zbylych readu sice byly namapovany oba z péaru, ale ne spravné
podle nastavenych parametru. Tyto ready se mohly namapovat mimo ocekavany rozsah,
nebo také mohlo dojit k namapovani parového readu na jiny chromozom. Informace
o statistickém rozdéleni readu byly ziskany z BAM souboru pouzitim nastroje flag-
stat od SamTools a vlastnimi awk skripty. V priloze je k nalezeni celkova statistika

namapovanych readu, ukazka pro data SRR057639 je na obr. 20.
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8 Analyza aktivity transposonu

Zatimco analyza exprese gent je oblasti, pro kterou existuje fada sofistikovanych nastroju,
analyza aktivity transposonu se dostala do popredi az v poslednich letech a existuje
malo specializovanych nastroju k tomuto urc¢enych. Z tohoto duvodu bylo tieba vytvorit
vlastni postup. Na druhou stranu, odhad exprese genu vyzaduje (oproti odhadu exp-
isoforem jednoho genu. Isoformy vznikaji diky alternativnimu sttihdni mRNA tran-
skriptu. To do znac¢né miry komplikuje proces vypoctu aktivity transkriptu, protoze
read namapovany na sdileny exon muze pochézet z vice isoforem. Cufflinks je nejpouzi-
vanéjsim nastrojem, ktery odhaduje miru exprese transkriptu statistickym zpracovanim
[57, 58]. Transposony alternativnimu splicingu nepodléhaji, a proto neni takovéto zpra-
covani potfeba.

Zéakladem vypoctu pro odhad exprese transposont je pocet readu, které se na trans-
posony namapovaly. Pokud by se ale TE elementy v genomu navzajem prekryvaly,
mohly by se nékteré namapované ready pocitat vicekrat a do analyzy by bylo zanaseno
zkresleni. Z tohoto duvodu byla pouzitd anotace repetitivnich sekvenci z programu
RepeatMasker [49] testovdna na pomér piekryvajicich se elementu. Pokud bychom z
anotace vybraly pouze transposony (tedy vSechny elementy zafazené do jedné z tiid
LINE, SINE, DNA, LTR), které v souctu pokryvaji 1 398 596 178 bp, z ¢ehoz 1 342 971
bp je prekryvajicich se s jinymi elementy, tedy priblizné 0.096%. Piitomnost prekry-
vajicich se transposoni muze byt zanedbédna, protoze nezanasi do analyzy vyraznou
chybu.

K vypoctum provadénym v této ¢asti prace byly pouzity nastroje BedTools [50],
SamTools [51] a unixovy programovaci jazyk awk. Typy readu (single-end a paired-end)
si vyzadovaly odlisny pristup k nésledujici analyze aktivity transposont. Mira exprese

byla pocitana jak pro jednotlivé rodiny (viz piiloha C), tak pro celé tiidy transposont.

8.1 Normalizace RPKM a FPKM

Celkovy pocet readu v RNA-seq knihovné pochézejicich z jednoho transkriptu je primo
umérny mnozstvi transkriptu pfitomného ve vzorku. Pokud ale potfebujeme porovnavat
uroven exprese transkriptu mezi dvéma vzorky, nebo troven exprese dvou transkriptu

u jednoho vzorku, je nutné provést normalizaci dat. Normalizace je provadéna dvéma
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zpusoby [37]. Prvnim zpusobem je normalizace na délku transkriptu. Pokud se na delsi
transkripty namapovalo vice readl nez na ty kratké, neznamena to nutné, ze u nich
pozorujeme vyssi expresi. Méjme napriklad dva transkripty A a B, které jsou ve vzorku
stejné hojné zastoupeny, ale transkript B je dvakrat tak delsi nez transkript A. Vysledna
knihovna bude obsahovat dvakrat tolik readu pochézejicich z B jak z A. Druhym zpu-
sobem je normalizace na celkovy pocet readu. Pti porovnani exprese u dvou vzork,
pricemz jeden ma 25 miliontu readu a druhy 50 milioni, je jasné ze, i pii realné stejné
expresi transkriptu, bude u druhého vzorku po namapovani exprese zvysend, protoze
obsahuje 2x vice vstupnich dat.

Aby nedochézelo ke zkreslovani vysledku, byla zavedena metrika nazvand RPKM
(angl. Reads Per Kilobase of Transcript Per Milon Mapped Reads), kterd normalizuje
data jak z hlediska délky transkriptu, tak z hlediska velikosti knihovny readu. Pro
paired-end sekvenovani se pouziva podobna metrika FPKM (angl. Fragments Per Kilo-
base of Transcript Per Milon Mapped Reads). Tento piistup normalizace transkriptu u
RNA-seq byl zaveden Mortazaviho skupinou [35].

RPKM se vypocita jako

Ci * 109
TN @)

kde C; zna¢i pocet readu namapovanych na transkript, L; poc¢et bazi transkriptu a

RPKM,; =

je celkovy pocet readu v experimentu. Za N by bylo mozné dosadit pocet readu vypro-
dukovanych sekvenaénim piistrojem, nebo i pocet readu proslych kontrolou kvality. V
této praci bylo za N dosazen pocet spravné namapovanych readu TopHatem. Pokud by-
chom ale v jednom piipadé pracovali s nekvalitnimi daty, ze kterych po kontrole kvality
a namapovani zustal jen zlomek, a vysledek srovnavali s kvalitnimi daty, jejichz pocet
se v prubéhu analyzy tak razantné nezmensuje, zanaselo by to do vypocétu zkresleni. Je
proto vhodné volit dosazeni za hodnotu N dle konkrétniho experimentu a v zavislosti
na typu analyzovanych dat.

Vzorec pro vypocet FPKM zustava stejny, pouze misto readu dosazujeme vzdy
informace vztahujici se k celému DNA fragmentu, ze kterého byly paired-end ready
odvozeny. Tedy C; znaci pocet fragmentu namapovanych na transkript a L; délku frag-

mentu. Celkovy pocet fragmentu je pro paired-end ready roven N/2.
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8.2 I'Jprava anotace

Anotace pouzita pri namapovani programem TopHat nevyhovovala vypoctum rozdilné
exprese z namapovanych readu, protoze neobsahovala klasifikaci transposonu do tiid
a do rodin. Z tohoto duvodu byl soubor s anotaci upraven tak, aby klasifikace byla v
souboru zahrnuta. Puvodni anotace pochazi z databdze programu RepeatMasker, ktery
vyhledéva repetice a jiné malo komplexni sekvence, viz [49]. Pouzity soubor 'rmsk.gtf’
byl stazeny z UCSC Table Browseru [47] a kromé transposont obsahuje i jiné repetitivni
sekvence lidského genomu (pseudogeny, jednoduché repetice, satelity, aj.) Nepotiebné
repetitivni sekvence jsou z analyzy vytazeny. Stazena anotace je velkda 545 MB a jeji
format vypada nasledovneé.

$ head -5 rmsk.gtf

chri hgl9_rmsk exon 16777161 16777470 2147.000000

chri hgl9_rmsk exon 25165801 25166089 2626.000000

chri hgl9_rmsk exon 33553607 33554646 626.000000

chrl hgl9_rmsk exon 50330064 50332153 12545.000000
chrl hgl9_rmsk exon 58720068 58720973 8050.000000

. gene_id "AluSp"; transcript_id "AluSp";

. gene_id "AluY"; transcript_id "AluY";

. gene_id "L2b"; transcript_id "L2b";

. gene_id "L1PA10"; transcript_id "L1PA10";
. gene_id "L1PA2"; transcript_id "L1PA2";

L+ o+

Tento soubor je ve formatu GTF a sklada se z osmi sloupecku definujicimi ruzné
informace o elementu a jednoho sloupecku s atributy. Tyto sloupecky jsou serazené
zpusobem <sekvence> <zdroj> <vlastnost> <zacatek> <konec> <skore> <vlikno>
<Cteci rdmec> [atributy]| [komentéare| a jsou navzijem oddéleny tabulatory. Podrobna
specifikace GTF formétu a jeho dalsich verzi je k nalezeni na strankach [52].

Jak je vidét, anotace obsahuje rozdéleni repetitivnich sekvenci podle jména, ale
chybi rozdéleni do tiid a do rodin. Nova anotace byla vytvorena pomoci awk skriptu a
z divodu snizeni velikosti souboru byly nadbytecné sloupecky nahrazeny “.” Upravena
anotace v usporné verzi vypada nésledovné.

$ head -5 rmskNEW

chrl . exon 16777161 16777470 . + . AluSp;SINE;Alu

chrl . exon 25165801 25166089 . . AluY;SINE;Alu

chrl . exon 33553607 33554646 . . L2b;LINE;L2

chrl . exon 50330064 50332153 . . L1PA10;LINE;L1
chrl . exon 58720068 58720973 . . L1PA2;LINE;L1

+ o+

Posledni devaty sloupecek obsahuje informace pro klasifikaci elementu do skupin,
které jsou ve forméatu < nézev repetice>; <ttida repetice>; <rodina repetice> . Zaznam

pro devaty sloupecek byl opét stazeny z UCSC Table Browseru [47].
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8.3 Postup pro single-end knihovnu

K analyze aktivity TE u single-end knihovny byl nejdiive pouzit néstroj coveragebed od
BedTools [50], ktery vypocita pokryti namapovanymi ready obsazenych v BAM souboru
napii¢ vSemi elementy definovanymi v anotaci. K nésledné klasifikaci do skupin a k
vypocétu RPKM byl vytvoren awk skript. K zapocitani readu staci aby se s elementem

v anotaci prekryval na 1 bp. Situace je nastinéna v nasledujicim prikladu:

Chromozom = ~TTTTTTTTToToTTToosmmmmmmmamaaasammmmmmaaaaaammmmmmmm e
Anotace ok Kok Kok kKK ok Kok K ok Kok Kok Kok Kk ok Kok K Kok ok ok Kk ok Kok ok Kok KK Kok
BAM cott et . Thnnnnnn mnn mm meneen

Visledek [ 3 prekryvy ] [ 1 prekryv ] [ iptekryv ] [ 6 prekryva ]

Nevyhodou tohoto nastroje je, ze pro vétsi soubory je prilis pomaly. Nastroj cov-
eragebed spocita pro kazdy element v anotaci 4 informace, které jsou pridany na konce
kazdého tadku anotace (posledni ¢tyfi sloupecky, ukazka déle). V prvnim pfidaném
sloupecku se nachézi pocet prekryvu ("hloubky pokryti’) pro dany element v anotaci,
ve druhém je pocet piekryvajicich se bazi ('sitka pokryti’), ve tfetim je délka elementu a
na poslednim misté je pomeér prekryvajicich se bazi ku celkové délce elementu. Nastroj

coveragebed byl voldn nésledujicim zpusobem
coverageBed -abam accepted_hits.bam -b rmsk.gtf > coverage,

kde -abam accepted_hits.bam je soubor s namapovanymi ready a -b rmsk.gtf je
soubor s anotaci. Vysledek je ulozen do souboru 'coverage’, ktery vypadd nasledovné.

$ head -5 coverage

chrl . exon 25165801 25166089 . - . AluY;SINE;Alu 3 289 289 1.0000000

chrl . exon 33553607 33554646 . + . L2b;LINE;L2 0 0 1040 0.0000000

chrl . exon 50330064 50332153 . + . L1PA10;LINE;L1 O O 2090 0.0000000

chrl . exon 58720068 58720973 . - . L1PA2;LINE;L1 O O 906 0.0000000

chrl . exon 75496181 75498100 . + . LiMB7;LINE;L1 O O 1920 0.0000000

V souboru jsou za kazdym definovanym elementem anotace priddny 4 sloupecky;,
z nichz nds zajiméa pouze prvni (desaty sloupecek celkem) obsahujici poc¢et namapo-
vanych readu. K tomuto souboru byla priddna RPKM normalizace jako 14. sloupecek.

Nakonec byly vSechny elementy roztiidény do skupin a pro kazdou skupinu byl vracen

pocet namapovanych readu, hodnota RPKM a pocet elementu ve skupiné. Rozdélenim
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do skupin byly ze souboru s anotaci vybrany pouze transposony, ostatni repetitivni
sekvence byly timto z analyzy vyrazeny. K praci byl vytvoren kratky awk skript, ktery
pocitda RPKM, klasifikuje transposony do hlavnich 5-ti skupin (Alu, MIR, LINE, DNA
a LTR) a pro tyto skupiny pocita pocet readu, které se na né namapovaly a sumu
RPKM. Nasleduje ukazka.

awk ’BEGIN {

while (getline < "coverage")
{
#pridam sloupelek s RPKM hodnotami
$14 = $10%1000000000/ ($12%7338751) ;
#rozd&lim 9-ty sloupelek podle ";"
split($9, ret, ";");
if (ret[3] == "Alu") {
#pro skupinu sCitam polet namapovanyjch readu
AluR +=$10;
#peCet elementu
AluC++;
# a hodnoty RPKM pro vsechny Alu
A1uRPKM +=$14;

}

else if (ret[3] == "MIR") {MIRR +=$10; MIRC++; MIRRPKM +=$14;}
else if (ret[2] == "LINE") {LINER +=$10; LINEC++; LINERPKM +=$14;}
else if (ret[2] == "DNA") {DNAR +=$10; DNAC++; DNARPKM +=$14;}
else if (ret[2] == "LTR") {LTRR +=$10; LTRC++; LTRRPKM +=$14;}

}
celkem = AluR+MIRR+LINER+DNAR+LTRR;

8.4 Postup pro paired-end knihovnu

Vypocet pro paired-end ready je podobny predchozimu vypoctu u single-end s tim
rozdilem, Ze nejprve musime vytvorit z paired-end readu useky puvodnich DNA frag-
mentu a az poté lze pocitat pokryti téchto fragmentu namapovanymi ready. Aby bylo
mozné prepocitat paired-end ready na fragmenty, je nutné z BAM souboru vybrat
pouze spravné sparované ready (angl. properly-paired). Konkrétné se jednd o ty pii-
pady, u kterych jsou oba ready z paru namapované a navic jsou namapované ve spravné
vzdalenosti. Tyto ready jsou v. BAM souboru oznaceny bitovou vlajkou 0x2, kterou
pouzijeme k jejich filtraci. Pred filtraci je nutné seradit BAM soubor podle nazvi readu

(tedy podle 1. sloupéeku BAM souboru), protoze programem TopHat je sefazen podle
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Kontrola kvality Namapovani
(A) readi
GTF GTF
SRA —)I FASTQ I »| BAM v}{;}f&k
SR AToolkit Tophat coveragebed awk

(B)

SRA .FASTQ »| BAM BAM .BAM
Tophat samtools samtools

sort -n -bf 0x2

SR AToolkit

bedtools
bamtobed
-bedpe

bedtools
intersect -c

awk

Obrazek 21: Schéma toku analyzovanych dat. (A) - pro single-end knihovnu, (B) - pro
paired-end knihovnu

soufadnic. Toto sefazeni si vyzaduje nastroj bamtobed. Serazeni provedeme nastrojem

sort od SamTools s volbou -n (znaéi angl. name, jméno).

samtools sort -n accepted_hits.bam sorted_accepted_hits

Poté je provedena filtrace piikazem view od Samtools.

samtools view -bf 0x2 sorted_accepted_hits.bam

Nésledné vyuzijeme néstroje bamtobed od BedTools [50]. Bamtobed s volbou -bedpe

umoznuje konverzi formatu z BAM na BEDPE.
bedtools bamtobed -bedpe -i sorted_accepted_hits.bam > bedpe

Format BEDPE bude vyhodny pro spojovani paired-end readu do fragmentu. Ve
vytvoreném souboru 'bedpe’ jsou na jednom radku zapsany oba ready z paru nasledu-

jicim zpusobem.
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$ head -5 bedpe

chr16 15841444 15841467 chr16 15841505 15841528 SRR057639.31 50 +
chr20 42177074 42177097 chr20 42177127 42177150 SRR057639.34 50 +
chrX 148685682 148685705 chrX 148685716 148685739 SRR057639.45 50 + -
chrl 151221077 151221100 chrl 151221090 151221113 SRR057639.51 50 +
chr7 100613344 100613367 chr7 100613386 100613409 SRR057639.52 50 +

kde 1 a 4 sloupecek je oznaceni chromozomu, na kterych se ready nachézi. Sloupecky
2,3 ,5 ,6 jsou soufadnice readu. Zavérem spojime takto usporddané paired-end ready

do jednoho fragmentu nasledujicim skriptem.

awk ’BEGIN {
while (getline < "bedpe")
{

# pokud ready pochédzeji ze stejného chromozomu
if ($1 == $4){
# pokud prvni read se nachizi pfed druhym readem, uloZim
pocZatecni a konelnou pozici pro fragment
if ($2<$5) {start = $2; end = $6;}
else {start = $5; end = $3;}
# vysledek zapiSu do souboru
{printf $1 "\t" start "\t" end "\n" >> "bed";}
b
b
})

Timto zpusobem byl forméat BEDPE preveden na format BED, ktery jiz muzeme
pouzit pro vypocet pokryti transposonu fragmenty a pokracovat zpusobem podobnym
u single-end readu. BED format vypada nasledovné.

$ head -5 bed

chrl 204095144 204095212

chrM 13895 13960

chrl 22853680 22853745

chr5 133938103 133938169
chr20 34241601 34241668

Problém nastal pii pouziti coveragebed, kdy vypocet trval velmi dlouho, jelikoz
soubory pro paired-end ready byly cca 4x vétsi nez u single-end knihovny. Proto byl
jako nédhrada pouzit jiny néstroj s ndzvem intersect (také BedTools), ktery pracoval
mnohem rychleji. Piikaz intersect v zdkladnim nastaveni vraci pro 2 vstupni soubory

(BED a anotaci) soutadnice spoletného piekryvu. Proto jsme vyuzili parametru -c,

61



8.4 Postup pro paired-end knihovnu 8 ANALYZA AKTIVITY TRANSPOSON U

ktery vraci pouze pocet prekryvi (angl. count, pocet). Piikaz intersect byl voldn nésle-

dujicim zpusobem.
bedtools intersect -a rmsk.gtf -b fragments.bed -c > coverage

Vystupem je stejny format souboru jako u nastroje coveragebed, s tim rozdilem,
ze intersect doplni na konec kazdého fadku (odpovidajici jednomu elementu) anotace
pocet prekryvajicich se readii v . BED souboru. Na konec souboru se pfipoji pouze 1
misto 4 sloupecku.

Podobné jako u single-end readu, je dalsim krokem vypocet normalizované FPKM
hodnoty pro kazdy element a klasifikace elementu do skupin. Protoze jiz pracujeme s
celymi fragmenty, muzeme do vzorce na vypocet FPKM rovnou za C' dosadit pocty
prekryvu, ulozené v poslednim sloupecku. Za hodnotu N dosadime pocet readu vy-
filtrovanych pomoci FLAG vlajky 0x2 a podélime 2 (abychom z paired-end obdrzely
fragmenty). Cely dalsi postup klasifikace transposontu do skupin je stejny jako u single-

end readu.

62



9 ZHODNOCENI VYSLEDKU

9 Zhodnoceni vysledku

Pro srovnani a ovéreni spravnosti byl cely postup analyzy aplikovan na data, pouzitd pti
tvorbé ¢clanku zabyvajicim se mimo jiné aktivitou transposonu u ¢lovéka [45]. Zminéna
data jsou v piipadé potieby k nalezeni na SRA NCBI databazi (odkazy v ¢lanku) a
pochdzi z krevnich bunék typu PBMC (angl. zkr. peripheral lood mononuclear cells,
tedy periferni krevni mononukledrni buriky). Vyslednd aktivita transposonu, vyjadiend
poc¢tem namapovanych readu, byla shodnd s vysledky, kterych bylo dosazeno aplikaci
postupu zpracovani dat, vytvorenym v této praci. Tim doslo k ovéreni spravnosti pos-
tupu. Analyzovana data byla normalizovana pomoci RPKM.

Lidské transposony jsou rozdéleny do ¢tyt hlavnich tiid, LINE, SINE, DNA a LTR.
Protoze tiida SINE zahrnuje zajimavou skupinu Alu elementt, byla tato tfida pro
ucely analyzy dale rozdélena do dvou hlavnich skupin Alu a MIR. Téchto pét skupin
(LINE, DNA, LTR, Alu, MIR) tvoii zakladni klasifikaci transposont. Detailnéjsi pohled
na aktivitu transposonu je poskytnut rozdélenim na jednotlivé rodiny, pro které byla
také pouzita RPKM normalizace. Prislusné grafy jsou z duvodu prostorové naroc¢nosti
uvedeny v piiloze C. Pouzité datasety (pro tlusté stfevo 4 datasety - 2 rakovina a
2 normal, pro prostatu 10 datasetu - 5 rakovina a 5 normal) byly pro ohodnoceni a

vykresleni grafii v ramci své skupiny zprumeérovany.

9.1 Rozdily v aktivité hlavnich trid TE

Aktivitu transposonu u normadlnich a rakovinnych bunék tlustého stfeva a prostaty
shrnuje obr. 22. Pii pouziti RPKM normalizace byly potvrzeny publikované vysledky;,
tedy ze v rakovinnych burnkach dochézi ke zvyseni aktivity transposonu [4]. Ta byla de-
tekovana ve vSech skupindch TE. Nejvyssi aktivity zdravé a nemocné tkané dosahovaly
LINE a Alu elementy. Na obr. 23 je vidét rozdil mezi expresi TE v prostaté a tlustém
stteveé, kde u prostaty dochazi k vyrazné vyssi aktivité, nez je tomu u tlustého stieva.
Pokud bereme v tivahu droven exprese v za normalniho stavu, u Alu doslo k nejvyssimu
rozdilu v expresi.

Jednim z hlavnich mechanismu zptsobujicich zvyseni aktivity transposont, je ztrata
metylace v oblasti promotoru. Vyskytem zmén v DNA methylaci by bylo mozné nartust v
aktivité transposonu vysvétlit. Tyto vysledky bychom mohli zpfesnit analyzou vétsitho

mnozstvi datasetu. Rozdilnd aktivita transposonui u prostaty a tlustého stfeva naz-
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Obrazek 22: Mira exprese transposonti u normélnich a rakovinnych bunék s pouzitou
RPKM normalizaci.

Rozdily v expresi rakovinnych a normalnich buriék
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Obrazek 23: Rozdily v expresi normalnich a rakovinnych bunék s RPKM normalizaci.
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nacuje, ze je aktivita transposonu tkanoveé specifickd. Z toho duvodu by bylo zajimavé

provést analyzu u jiného typu tkani.

9.2 Rozdily v aktivité rodin TE

Detailnéjsi pohled na rozdily v expresi transposont lidského genomu poskytne jejich
podrobnéjsi rozdéleni do jednotlivych rodin. Toto rozdéleni je celé k nalezeni v priloze,
cast C. Je patrné, ze pouze u nékolika rodin transposonu dochazi k vyrazné zméné v
expresi mezi zdravymi a nemocnymi bunkami. Naptiklad Alu elementy jsou rozdéleny
do ti{ hlavnich skupin AluJ, AluS a AluY, podle staif (AluY nejmladsi, AluJ nejstarsi).
Ze skupiny AluY je pouze stejnojmennd rodina AluY vyrazné aktivnéjsi u rakovinnych
nez u zdravych bunék. Podobny rozdil je pfitomen jak u prostaty, tak u tlustého stieva.
Dalsi takové priklady jsou k nalezeni ve vSech tiidach transposont.

Za povsimnuti také stoji vysoky rozdil v expresi dlouhych LINE z rodin L2, L3
na obr. 24. Ze tiidy DNA transposont dosahuji vyraznych rozdilu rodiny MERSA a
MERS5B, ze tiidy LTR rodiny MLT1B a MLT1AT1.

9.3 Diskuze o pouziti RPKM

Pro vypocet RPKM potiebujeme tii hodnoty (C' = pocet namapovanych readu, L =
celkovy pocet readu v experimentu a N = délku elementu). Pfi blizsim pohledu na
délku transposonu v anotaci zjistime, ze se v ni vyskytuji i velmi kratké fragmenty,
které pravdépodobné ani nemohou byt aktivni. Chyba nevznikne namapovanim readu
na kratky transposon, z duvodu jeho aktivity, ale proto, ze jeho sekvence je homologni
s ostatnimi elementy dané skupiny. Po prepoctu do RPKM ziska tento fragment vyssi
ohodnoceni nez aktivni dlouhé fragmenty. Vyplyva to ze vzorce (2) na vypocet RPKM.
7 duvodu blizstho prozkoumani byly vykresleny histogramy s délkovym rozlozenim
transposonu pro vsech pét hlavnich skupin (LINE, DNA, LTR, Alu a MIR), viz pfiloha
A. Pro LINE, DNA a LTR obsahuje anotace velké mnozstvi kratkych fragmenti, které
do normalizace zanéseji chyby. Situace je zndzornéna na obr. 25., kde je patrné nejvyssi
zastoupeni kratkych elementu LINE mensich nez 150 bp. Maly narust na cca 6kbp znaci
pritomné LINE transposony plné délky. Oproti tomu transposony Alu a MIR vykazuji
z obou stran ohranicené piky, které koresponduji s jejich konsenzualni délkou. U Alu

transposont je v histogramovém rozlozeni vidét vyrazny pik na 300 bp. V tdvahu je
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Obrazek 24: Detailni pohled na rodiny transposonu pro transposony tiidy LINE. Ostatni
ttidy jsou k nalezeni v priloze. 66
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Obrazek 25: Histogram délek LINE transposonu ptitomnych v anotaci, ostatni his-
togramy v pifloze. Pik na cca 6kbp znaci LINE transposony plné délky (cca 6,2 kbp).
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také nutné brat to, ze metoda RPKM byla vytvofena z duvodu potiebné normalizace
exprese gent, vice v referenci [46].

Moznym vychodiskem pro provedeni potiebné normalizace by bylo odstranit z ano-
tace elementy, které se svoji délkou vyrazné lisi od prumérné délky aktivniho elementu
pro danou skupinu. Timto zobecnénim bychom vsSak o ¢ast informace prisli. Nebo by
také bylo mozné do vypoctu RPKM dosadit za N piimo prumeérnou délku elementu
dané skupiny, ¢imz by mélo dojit k mirnému zpfesnéni (znevyhodnili bychom problé-

mové kratké fragmenty).

9.4 Diskuze o pouziti TopHat

Pii ovérovani vysledku vyvstala otdzka o vhodnosti pouziti programu TopHat pro
namapovani readu. Pfi snaze nalézt konkrétni transposony v genomu, které vykazuji
vyrazny rozdil v expresi (a jejich zobrazeni na IGV prohlizec¢i [60]) byly nalezeny
transposony, které se nachézeji mezi dvéma exony. Ready pfitom nebyly namapované
piimo na tyto transposony, tudiz tyto transposony nevykazovaly zadny rozdil v aktiv-
ité. Jednalo se o ready, které se nepodarilo namapovat v celku. Z toho duvodu byly
ready TopHatem rozdéleny na dva kratsi celky, které byly namapovany zvlast’. Tento
pristup umoznuje efektivni identifikaci mezer mezi exony. Rozdélené ready vsak nejsou
rozdéleny na 2 ¢asti i v.SAM souboru, ale jsou reprezentovany jednim readem, ktery
ma& na startovni pozici poc¢atecni pozici prvni ¢asti readu a na koneéné pozici koneénou
pozici druhé ¢asti readu. Informace o mezefe mezi témito dvéma ¢astmi je ulozena v
CIGAR retézci, se kterym jsme pii vypoctu pokryti transposonu ready nepracovali.
Protoze se TopHat snazi nenamapované ready namapovat pomoci jejich rozdéleni na
mensi Useky, vznika v nasledné analyze odchylka. Tuto informaci bychom mohli vyuzit
pro dalsi upresnéni vysledku a vyzkouset pouziti jiného nastroje, ktery namapovava
ready v celku. Napriklad zminovanou Bowtie. Namapovanim readu v celku bychom
nejenom odstranili tuto odchylku, ale doslo by ke snizeni po¢tu namapovanych readu.
To by vysvétlilo, pro¢ bylo na TE namapovdno cca 19,6% readu, kdyz je v lidském
genomu aktivnich transposonu méné nez 1%. Program TopHat byl pouzit, protoze je
nejpouzivanéjsim programem pro namapovani RNA-seq readu, jehoz hlavnim cilem je
analyza genu. VySe uvedené duvody vSak naznacuji, ze pro analyzu transposonu neni

prilis vhodny.
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Transposony jsou schopny svoji aktivitou zpusobovat vétsi ¢i mensi zmény v genomu
vedouci ke genetické nestabilite, kterd byla prokdzana v rakovinnych bunkach. Jejich
aktivita je v normalnich bunkach omezena, aby se zabrénilo skodam. Regulaci trans-
posonu maji na starost t¥i hlavni mechanismy: metylace promotoru, umlé¢ovani trans-
posonové mRNA interferenci a transkripcni faktory nutné pro aktivaci transposont.
Abnormalni vzor metylace DNA je ¢asto pozorovan v rakovinnych bunkach. Hypomety-
lace promotoru transposonu umozni jeho aktivaci. Poté je nutna pritomnost spravnych
transkripcnich faktori a utlumeni mechanismu mRNA interference. V ptipadé ak-
tivni mRNA interference by byl transkript transposonu znicen. Otazkou zistava, zda
zvysend aktivita transposonu v rakovinnych bunkéch je dusledkem zmén, kterymi burika
prochazi, nebo se jednd o jednu z pti¢in vzniku rakoviny.

Spojeni vzniku rakoviny se zvysenou aktivitou transposont je aktudlni téma, prede-
vs§im diky rozvoji novych technologii umoznujicich sekvenaci repetitivnich oblasti genomu.
RNA-seq technologie patti mezi sekvenaéni metody nové generace a umoznuje presnou
analyzu celého bunééného transkriptomu. Oproti microarray technologiim poskytuje
fadu vyhod, zejména umoznuje objevovat nové transkripty. RNA-seq produkuje velké
mnozstvi dat, které je tieba vypocetné zpracovat. V této praci byly srovnany exp-
rese jednotlivych rodin lidskych transposont u rakovinné a normalni tkdné pomoci dat
z RNA-seq experimentu. Z SRA NCBI databaze byla stazena experimentélni data,
ktera byla pouzita ke srovnani rozdilné exprese transposonu tlustého stfeva a prostaty.
Pro zpracovani dat byly pouzity jak volné dostupné sofistikované nastroje, tak vlastni
skripty. U obou dvou analyzovanych tkani byl detekovan narust aktivity transposonu
u rakovinnych bunék. Vyrazné vyssi narust aktivity byl pozorovan u bunék prostaty. Z
hlavnich skupin transposonu byla nejvyssi aktivita a zaroven nejvyssi rozdily detekovany
u LINE a Alu transposontu. Transposony byly déle klasifikovany do jednotlivych rodin.
Pro rodiny byly vykresleny rozdily v expresi, coz poskytlo detailnéjsi ndhled na aktivitu
lidskych transposonii. Vysledky dosazené v této praci koresponduji s publikovanymi i
pres rizika analyzy, diskutovana v kapitolach 9.3 a 9.4, .

Tato prace poskytuje zdkladni nahled do perspektivni oblasti aktivity transposont v
rakovinnych bunkach. Pro objasnéni souvislosti zvysené aktivity transposonii se vznikem

rakoviny je tfeba rozsahlého vyzkumu. Techniku sekvenace nové generace je mozné
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pouzit na detekci zmén v metylaci DNA (angl. Bisulfite Sequencing) a zkouméani novych
transposonovych inzerci. Ze srovnani exprese transposont u tlustého streva a prostaty
je videét, ze dochazi ke tkanove specifickym rozdilim. Pro vice komplexni pohled je treba
dalgich analyz jinych typu tkéaneé.

7 duvodu vysoké vypocetni narocnosti, pii které je nutné zpracovavat velké objemy
dat (celkovy objem vstupnich dat je 67 GB ve formétu FASTQ), je témét nemozné
provadeét analyzu RNA-seq dat na bézném pocitaci. Veskera analyza proto byla provadéna
na vypocetnim centru MetaCentrum [40]. Na testovani i samotnou analyzu bylo na
MetaCentru spusténo 528 uloh s celkovou spotiebou 73,8 dnu procesorového casu.

Protoze stéle dochézi ke snizovani nakladi na sekvenaci DNA, v budoucnosti by
mohla byt sekvenace genomu a transkriptomu provadéna v ramci preventivni péce.
Identifikace novych transposonovych inzerci a detekce jejich aktivity v ruznych rakovin-
nych bunkach by mohla pomoci pii diagnostice rakoviny. Transposony by se také mohly
uplatnit pti lécbé geneticky podminénych chorob a tudiz by slouzily jako zédklad pro gen-
ovou terapii. Pouziti transposonu slibuje nizsi imunogenicitu, vyssi bezpec¢nost a snizené
operacni néklady nez je tomu pii pouziti virovych vektoru. Dva DNA transposony byly
jiz rekonstruovany jako néstroj genové terapie. Jednd se o transposon Sleeping Beauty,
ktery je puvodné neaktivni element z lososovité ryby. Nazev poukazuje na to, ze byl
transposon zaktivovan po dlouhém evoluénim spanku. Dalsim je PiggyBac element z
genomu baciloviru. Pouziti o transposonu jako strazcu naseho genomu je jednou z bu-

doucich vizi genové terapie.
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SEZNAM ZKRATEK

TE
LTR

LINE
SINE
SVA
TSD
TIR
VLP
ORF
TPRT

FL
UTR
VNTR

siRNAs
piRNA
HERV
NAHR

NGS
MPSS

CCD
emPCR
dNTP
cDNA
SOLiD

transposon (z angl. Transposable Element)

typ transposonu obsahujici dlouhé koncové repetice (z angl. Long
Terminal Repeat), naopak non-LTR

Long Interspersed Nuclear Elements

Short Interspersed Nuclear Elements

typ transposonu slozeny ze SINE/VNTR/Alu

kratka duplikace cilového mista (z angl. Target Site Duplication)
obracené koncové repetice (z angl. Terminal Inverted Repeats)
¢éstice typu VLP (z angl. Virus Like Particle)

¢teci rdmec (z angl. Open Reading Frame)

mechanismus tanspozice non-LTR TE (z angl. Target site Primed
Reverse Transcription)

elementy celé délky (z angl. Full Length)

netranslatovand oblast (z angl. UnTranslated Region)

sekvence tandemovych repetic (z angl. Variable Number Tandem
Repeats)

zpusob RNA interference (z angl. Small Interfering RNA)

zpusob RNA interference (z angl. PIWI-interacting RNA)

lidské endogenni retroviry (z angl. Human Endogenous Retrovirus)
ektopickéd rekombinace (z angl. Non Allelic Homologous
Recombination)

sekvenace pristi generace (z angl. Next Generation Sequencing)
masivné paralelni sekvenovéani (z angl. Massively Parallel Signature
Sequencing)

typ senzoru (z ang. Charge Coupled Device)

emulzni polymerazova tetézova reakce

deoxynukleozidtrifosfat

komplementarni deoxyribonukleova kyselina

platforma pro sekvenaci na zakladé ligace (z angl. Sequencing by

Oligo Ligation and Detection)
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A Délky transposonu v anotaci
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2400 - 2700
2100 - 2400
1800 - 2100

1500 - 1800
1200 - 1500 mm
900 - 1200 mmm

Histogram délek LTR transposon
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300 - 600 |1
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0

50000
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1680 - 1710
1620 - 1650
1560 - 1590
1500 - 1530
1440 - 1470
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1080 - 1110
1020 - 1050
960 - 990
900 - 930
840 - 870
780 - 810
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660 - 690
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120 - 150
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0-30
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Délka elementu

Histogram délek DNA transposont

3600 - 3650
3550 - 3600
3500 - 3550
3450 - 3500
3400 - 3450
3350 - 3400
3300 - 3350
3250 - 3300
3200 - 3250
3150 - 3200
3100 - 3150
3050 - 3100
3000 - 3050
2950 - 3000
2900 - 2950
2850 - 2900
2800 - 2850
2750 - 2800 |
2700 - 2750 |
2650 - 2700 |
2600 - 2650 |
2550 - 2600 |
2500 - 2550 |
2450 - 2500 |
2400 - 2450 |
2350 - 2400 1
2300 - 2350 |
2250 - 2300 |
2200 - 2250 |
2150 - 2200 |
2100 - 2150 |
2050 - 2100 |
2000 - 2050 |
1950 - 2000 |
1900 - 1950 |
1850 - 1900 |
1800 - 1850 |
1750 - 1800 |
1700 - 1750 |
1650 - 1700 |
1600 - 1650 |
1550 - 1600 |
1500 - 1550 |
1450 - 1500 |
1400 - 1450 |
1350 - 1400 |
1300 - 1350 1
1250 - 1300 1
1200 - 1250 1
1150 - 1200 &
1100 - 1150 1
1050 - 1100 1
1000 - 1050 n
950 - 1000 =
900-950 m
850-900 m
800-850 m
750-800 m
700-750 m
650 -700 mm
600 - 650 mm
550 - 600 mm
500 - 550 —
450 - 500 —'
400 - 450 —
350 - 400 —

600 - 610
580 - 590
560 - 570
540 - 550
520 - 530
500 - 510
480 - 490
460 - 470
440 - 450
420 - 430
400 - 410
380 - 390
360 - 370
340 - 350
320 - 330
300 - 310
280 - 290
260 - 270
240 - 250
220 - 230
200 - 210
180 - 190
160 - 170
140 - 150
120 - 130
100 - 110
80 - 90
60 - 70
40 - 50
20 - 30
0-10

300 - 350

250 - 300

0 20000

Detail 0 - 610 bp
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Délka elementu
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450 - 460
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430 - 440
420 - 430
410 - 420
400 - 410
390 - 400
380 - 390
370 - 380
360 - 370
350 - 360
340 - 350
330 - 340
320 - 330
310 - 320
300 - 310
290 - 300
280 - 290
270 - 280
260 - 270
250 - 260
240 - 250
230 - 240
220 - 230
210 - 220
200 - 210
190 - 200
180 - 190
170 - 180
160 - 170
150 - 160
140 - 150
130 - 140
120 - 130
110 - 120
100 - 110
90 - 100
80 - 90
70 - 80
60 - 70
50 - 60
40 - 50
30 - 40
20 - 30
10-20
0-10
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Rozdéleni readu

PROSTATA - RAKOVINA

SRR057639

= Nenamapované
= Namapované
 Spravné spdrované
SINE
" LINE
DNA
W LTR

SRR057640

= Nenamapované

= Namapované

W Spravné sparované
SINE

" LINE
DNA

WLTR



SRR057641

= Nenamapované

= Namapované

m Spravné sparované
SINE

" LINE
DNA

T LTR

SRR057642

= Nenamapované

= Namapované

M Spravné sparované
SINE

" LINE
DNA

T LTR

SRR057643
1%

0,
394 2% 1%

= Nenamapované

= Namapované

M Spravné sparované
SINE

" LINE
DNA

WLTR



PROSTATA - NORMAL

SRR057654

= Nenamapované

= Namapované

m Spravné sparované
SINE

" LINE

 DNA

T LTR

SRR057655

= Nenamapované

= Namapované

M Spravné sparované
SINE

" LINE

© DNA

T LTR




SRR05756

= Nenamapované

= Namapované

m Spravné sparované
SINE

" LINE

" DNA

T LTR

SRR05757

= Nenamapované

= Namapované

M Spravné sparované
SINE

" LINE

" DNA

T LTR

SRR057658

%

= Nenamapované

= Namapované

M Spravné sparované
SINE

" LINE

" DNA

W LTR




TLUSTE STREVO - RAKOVINA

SRR222176

= Nenamapované
= Namapované
SINE
" LINE
DNA

WLTR

SRR222178

= Nenamapované
= Namapované
SINE
I LINE
DNA

WLTR

10



TLUSTE STREVO - NORMAL

SRR222175

= Nenamapované
= Namapované
SINE
" LINE
DNA

WLTR

SRR222177

 Nenamapované
= Namapované
SINE
" LINE
DNA

WLTR

11



C Rozdily v expresi rodin lidskych transposoni

Rozdily v expresi AluJ W prostata
(rakovina - normal) W tl. stfevo
AluJo
AluJb
AluJr ¢
AluJrg  [—
-100000 0 100000 200000 300000 400000 500000 600000
Rozdily v expresi AluS
AluSx4 ==
AluSz !
AluSz6 |
AlUSC I
AluSq2 !
AluSp !
AluSq  |—
AluSg4 "
AluSc5 M=
A|uSg I
AluSg4 =
AluSc8 —
AluSq10 ™
AluSx1
AluSg7
AlUSX3 I
AluSx
-100000 0 100000 200000 300000 400000 500000
Rozdily v expresi AluY
Aluya8 "
AluYf4 ™=
AluYbg ™
Aluyfs !
AluYb9 !
Aluy |
AluYds !
Aluyge ™
Aluyk4 ™
AluYh9 !
AluYc3 ™
Aluyc ™
AluYa5
AluYk11 [—
AluYch
AluYk12 *
-50000 0 50000 100000 150000 200000 250000
Rozdily v expresi MIR
MIRb
MIRc |
MIR3 |
MIR ¢
-100000 0 100000 200000 300000 400000 500000 600000 700000 800000 900000

RPKM
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Rozdily v expresi LINE

(rakovina - normal)

L3b
HAL1-3A_ME
L1PBa1
L1PBa
L1ME4a
L1PBb
L1MDa
L1MDb
L1M3a
L1M3b
L1MA1
X1_LINE
L1M3c
L1MA2
L1M3d
L1MA3
L1M1
L1M3e
L1MA4
L1M2
L1M3f
Plat_L3
L1MA5
L1M3
L1P3b
L1MAG
L1M4
L1MA7
L1M5
L1PA2
HAL1N1_MD
L1M6
L1MAS
L1PABA
L1IMC1
L1PA3
L1M3de
L1M7
L1IMC2
L1MA9
L1PA4
L1PA5
L1IMC3
X7D_LINE
L1PA6
L1IMC4
L1ME2z
L1IMC5
HAL1b
L1PA7
L1PA8
L1IME1
X7A_LINE
LIME2
L1IME3
L1IME5
LIMC
L1IMD
L1ME3A
L1ME3B
L1ME3C
HAL1
L1ME3D
X6A_LINE
L1ME3E
L1ME3F
L1PA10
L1PA11
L1PA12
L1MC4a
L1PA13
X8_LINE
L1PA14
L1PA15

"“I""‘]11|1|'l|*]"‘]1]' e I L *|1|' rE o me s o ‘ |

0 200000
RPKM

400000

Rozdily v expresi LINE

(rakovina - normal)

X5A_LINE
L1PA16
L1PA17

L1MA4A
X2_LINE
L2a

L2b

L2

L2c

L3

L4

L5
X7B_LINE
L1MCa
L1MCb
L1MCc
HAL1-2a_MD
L1M2a
L1M2b
L1MEg1
L1M2c
L1MEg2
L1MEa
L1MEb
L1MEc
Mam_R4
L1MEd
X6B_LINE
L1PA15-16
L1MEe
L1MEf
L1MB1
L1M4b
L1MEg
L1M4c
L1MB2
L1PREC2
L1MB3
L1MB4
L1P4a
L1MB5
L1P4b
L1PB1
L1P4c
L1PB2
L1MB7
L1P4d
L1PB3
L1MD1
L1MB8
L1P4e
X9_LINE
L1MD2
L1PB4
L1MA10
L1MD3
L1P1
X5B_LINE
L1P2
L1P3
L1P4
L1P5
CR1_Mam
L1HS
X3_LINE
L1M

L1P
L1M2a1
L1PB
X7C_LINE
L1MASA
ALINE

13
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Rozdily v expresi DNA

Charlie26a
Tigger3b
Tigger3c

Tigger15a
Tigger3d
MERS5C1
MER53
MER1A
MER1B
MER91A
MER91B
MER91C
MERG63A
MamRep488
Kangala
MamRep38
MERG63B
Kanga1b

Ricksha_a
Kangailc

Charlie13a
MERG63C

Ricksha_b
Kanga1d
MER63D

Charlie13b

EuloroA
Ricksha_c
Eulor9B
MER75
MER20B
EuloroC
Charlie15a
MERS5A
MER94
MER5B
MERS5C
MER112
MER96
MER113
Tigger9a
Tiggerdb
MER115
MER99
Charlie17a
Charlie2a
Tigger12A
Charlie2b
MER117
MER113A

MER113B

MER132

Tigger2b_Pri
MER119
MERX
MER135
MER136
Charlie19a
Charlieda
UCON29
Zaphod
Charlie10
Charlie11
Charlie12
CheshMITE
FordPrefect_a
Tiggeria_Mars
Looper
MERS58A
Arthur1A
MER58B
Cheshire

Charlie21a
Arthur1B

(rakovina - normal)

MERS58C
MamRep137
Arthur1C
MERS58D
MamRep434
MERA45A
Charlie23a
MER20
MER106A
MER45B
Charlie1
MER106B
MER45C
Charliedz
MER30B
Charlie3
Charlie4
Tigger12c
MER97a
MER75A
Charlie5
Charlie6
MER97b
MER75B
Tigger2a
Tigger2b
MER97¢c
MARNA
Charlie7
MER47A
MER97d
MERA47B

Charlie8
MERA47C

B T T

o

50000
RPKM

Tigger14a
Charlie9
Charlie10a
Charlie10b
ORSL-2a
ORSL-2b
Tiggerda
Tiggerdb
Tiggeria_Art
Tigger16a
MER45R
Tigger16b
Tigger10
MER2B
Tigger12
MER102a
Tigger1
Tigger2a_Car
Tigger6a
Tigger2
MER102b
Tiggeréb
Tigger3
MER102¢
ORSL
MERS81
Tigger4
Charlie14a
Tigger5
MER82
Kanga2_a
Tigger7
Tigger8
HSMAR1
MER85
Ricksha
MER94B
HSMAR2

100000
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Rozdily v expresi DNA

(rakovina - normal)

0T "'I'I|"]'I"|" ‘I'I""'I' "I"'I' II] B l'I|"I"‘I1|'l'

0 50000

RPKM
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100000



Rozdily v expresi DNA

Charlie16a
Charlie1la
MER107
MERG6A
Charlie1b
MER121
MER6B
MER6C
MER123
MER96B
Ricksha_0
MER125
MER126
Charlie18a
MER127
MamRep4096
Eulor11
MADE1
MADE2
Arthur1
DNA1_Mam
MamRep1161
MamRep1879
Eulor1
Charlie7a
Charlie24
Charlie20a
MamRep1894
Charlie25
Zaphod2
Zaphod3
MER103C
Eulor8
Kanga1
Charlie22a
MER44A
BLACKJACK
MER44B
MER44C
Tiggerila
MER44D
Merlin1_HS
MER2
MER3
MER30
MER®6
MER46C
Tigger13a
FordPrefect
MER5A1
MER33
MERS8
Cheshire_Mars_
Charlie1b_Mars
Kanga11a
Tigger3a

(rakovina - normal)

M prostata
M {l. stfevo

"'”"’l|‘"'""' L] N B

0 50000 100000

RPKM
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MER70-int
MLT1G-int
ERVK13-int
LTR60
LTR61
LTR62
LTR22
LTR64
LTR23
LTR65
LTR24
LTR25
LTR66
LTR26
LTR68
LTR27
LTR69
LTR28
LTR29
MLT2D
MLT2E
MER39B
LTR6A
MER31A
MLT2F
LTR6B
MER31B
MER72B
MLT1C-int
LTR2B
LTR2C
LTR16D1
LTR16D2
MER51-int
MLT1E3-int
JERVKO-int
LTR45B
LTR82A
LTR82B
LTR45C
LTR86C
LTR41B
LTR75_1
ERVS71-int
LTR49-int
ERVK22-int
MER90
MER50
MER95
MERG5A
HERV17-int
MER89-int
MER65B
MERG1A
MER65C
MER61B
MER61C
MER65D
MER61D
MERG1E
MERG1F
RVP71A-int
MER34C2
MER9B
IERS-P3-int
MLT1N2-int
MLT1J2-int
LTR38B
LTR38C
LTR75B
LTR71A
LTR71B
MER9a1
MER9a2

Rozdily v expresi LTR

(rakovina - normal)

B R el B B e |

-

0 10000 20000 30000 40000
RPKM
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MER9a3
MLT1A1-int
MER34C_
MSTC-int
MER41-int
LTR40A1
MER66-int
MER54A
MER54B
MER50B
MER50C
LTR81AB
LOR1a
LOR1b
THE1C-int
LTR27B
MLT2C1
MLT2C2
MER101B
LTR1
LTR2
LTR3
MLT1L-int
LTR4
LTR5
LTR7
LTR8
LTR9
MLT1-int
LTR16A
LTR16B
PRIMAX-int
LTR12B
LTR90A
MLT1N2
MLT1J1
LTR16C
LTR12C
LTR90B
MLT1J2
MLT1F1
LTR16D
LTR12D
MLT1F2
LTR12E
LTR12F
MLT 1H-int
HERVK-int
MERA4-int
ERVK14-int
LOR1-int
LTR52-int
LTR70
LTR30
LTR72
LTR31
LTR32
LTR73
LTR33
LTR34
LTR75
LTR35
LTR76
LTR36
LTR77
LTR78
LTR38

MLT1D-int
LTR12_
“Fe1 LTR1

'| S ‘ o |1 ) ']1‘ A L

0

Rozdily v expresi LTR

(rakovina - normal)

M prostata
M {l. stfevo

10000 20000 30000 40000
RPKM



Rozdily v expresi LTR Rozdily v expresi LTR

(rakovina - normal) (rakovina - normal)
MER778 = LTR13A
LTR7A | HERVL-int !
LTR7B ! LTR54B # M prostata
LTR3A | PABL A-int = .
LTR3B | MLT1G] M {l. stfevo
MER52-int | MLT1G3 =
LTR7C ! MER57-int *
LTR16E1 RVFH19-int |
LTR16E2 * LTR38-int |
LTR16A1 LTR81 =
LTR16A2 * LTR41 ==
ZRVKC4-int | LTR83 =
MSTB e LTR42
MSTB2 = LTR43 !
LTR7Y | LTR44
VIP10F-int ! MLT1E-int
MERS57E1 * LTR45 |
MERS57E2 | LTR87 ™=
MER57A1 B LTR46 =
MERS57E3 HERVH-int |
RVL-B4-int LTR89 !
/IP10FH-int = LTR48 =
MLT1G1-int ERVK11-int *
MERG6A * LTR49 =
LTR46-int LTR13_
MERG6R MER74A =
MER21A LTR8A =
MERG6C = MER74B *
MER21B  mem— MER70A !
MER68 == MER74C |
MER66D ! MER70B
MER21C me— MER70C |
LTR35A LTR16B1 !
LTR358 ! LTR16B2 M=
LTR72B ! MLT1A-nt !
MER110-int | MLT1E-int '
ERVL32-int LTR47A =
MSTA ,— LTR47B *
ERVLAnt ! LTR80A !
MSTB ~ e—— LTR43B |
MSTC MER34-int |
MSTD  me— LTR80B |
MSTD-int * ZRVH48-int |
MLT-int = MER57B1 =
MER101 ! ‘RV1_LTRa |
HERV3-int | MER57B2 e
LTR23-int " :RV1_LTRb |
MER92A = ‘RVI_LTRc |
UMA4_LTR = ‘RV1_LTRd
MER51A | ‘RVI_LTRe |
MER51B ¥ RVK71D-int
MER92B ! HERVK3-int !
MER92C | LTR86A1 ®
MER51C | LTR86A2 !
MER51D ! PABL A *
MERS51E ! PABLB |
LTR10B1 * MER72 !
ERVE a-int | LTR88a
PrimLTR79 ! MER73 |
THE1D-int ! LTR88b |
LTR24B * LTR84a !
RVK14C-int | MER34
LTR24C = LTR88c =
MLT1F1-int ! LTR84b e
RVFH21-int ! MERG7A =
MER4DO = MER76 |
MER4D1 ™= MER67B "
ERVL66-int | MER77 e
RIMA4-int | MER67C *
PRIMA4-int = MER67D |
MER76-int ! MER39 =
MLT 1M-int HERV30-int
LTR57-int * MER34A1 *
MLT1l-int | MSTB1-int =
0 10000 20000 30000 40000 0 10000 20000 30000 40000
RPKM RPKM
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Rozdily v expresi LTR Rozdily v expresi LTR

(rakovina - normal) (rakovina - normal)

LTR5 Hs ! LTR14 |
HERV15-int | LTR55 *
LTR43-int ! {ERV4 |-int ! M prostata
RV-Fel-int LTR15 ! .
IERS-P1-int P LTR56 = M {|. stfevo
ERVL18-int ! LTR57 !
MER68-int ! LTR58 |

MER110 ! LTR17 *
{ERV35l-int ! LTR59 !

LTR3B_ = MLT1A  je—
MER110A ! MLT1B ¢
{arlequin-int ! MLT1C !
1GypLTR1a | MLT1D
MLT1H1-int | MER34A =

MER1T1A MLT1E =

MER52A ! LTR5A |
MSTA-int = MER34B *®
1GypLTR1b = ERVL40-int ™=

MER11B ! MLT1F  me—
mGypLTR3 = LTROB
1GypLTR1C | MER34C

MER11C * MLT1G M=

MER52C | LTR5B =
1GypLTR1d P LTR1B !

MER11D MER34D

MER52D * MLTH  —
VIER34B-int = MLT 1| e—
MLT1E1A = LTRIC |
VIER83A-int MLT1J ¢

LTR21A ! LTR1D !

LTR21B | MLT1K of

MLT2A1 == THE1-int |

MLT2A2 = MLT L e—
MLT1F2-int ! MLT1B-int =
~16A3_LTR ' MLTAM  f—
THE1A-int = HERVE-int |

MER4E1 ™= MER50-int !

MER4A1 = MLT1E2-int !

MER41A == V-Fc2 LTR |

MER4 1R  me— LTR48B »

MER41C = LTR81A *
ILT1E1A-int ! LTR81B =

MER41D * LTR8IC |

MER41E ! MER57C1 *

MER41G MER57C2 !
MER101-int M= MLT1G3-int !
MLT1J-int = MER31-int ™=
PABL_B-int | LTR86B1 *

LTR18A | LTR86B2 !

LTR14A | MER83 *

LTR18B == MER84 =

LTR14B | LTR85a =

LTR10A * LTR85b =

LTR14C LTR40a ™=

LTR10B ! LTR85c ™

MLT1H1 LTRAQD e

LTR10C * MERGSB ™=

MLT1H2 MER87 !

LTR10D ! LTR40c *

LTR10E = MERSS *

LTR10F ! MER89 |

LTR10G | MER48 *
LTR3%-int ' MSTB2-int !
3-16A3_[|-int  e— MER49 ==
MLTAF-int * HERV16-int |

LTR50 = MER4A ==
HERVI-int * MER4B M=

LTR51 ! MER4C ®

LTR11 = MER4D ™=

LTR52 ! THE1A =

LTR53 * MER4E ™=

LTR12 e THED  ee——

LTR54 == RV-Fc2-int

LTR13 * THE1C

0 10000 20000 30000 40000 0 10000 20000 30000 40000
RPKM RPKM
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IERS-P2-int
THE1D
ERVL74-int
HERV9-int
MLT1J1-int
MER4B-int
LTR37A
LTR37B
LTR78B
LTR33A
LTR33B
LTR33C
MER84-int
MLT1A0-int
ERVL-E-int
LTR25-int
VIER57A-int
MLT 1H2-int
MSTB-int
1GypLTR2b
MERS57D
MERG65-int
1GypLTR2¢c
MERS7F
VIER83B-int
MST-int
MER4A1_
amRep1527
LTR33A_
MER®61-int
LTR22A
THE1B-int
LTR26B
LTR67B
LTR22B
MER21-int
LTR22C
LTR26E
MLT2B1
MER90a
MLT2B2
MLT2B3
MLT2B4
MLT2B5
MER87B
MER83B
MERS83C
LTR19-int
:R8-P3b-int
AamGyp-int
MLT1K-int
LTR19A
LTR19B
LTR19C
MLT1E1
MLT1AQ
MLT1E2
MLT1A1
MLT1E3
{ERV1_l-int

Rozdily v expresi LTR

(rakovina - normal)

M prostata
Wl {l. stfevo

0

10000 20000 30000 40000
RPKM

19



	ÚVOD
	Mobilní genetické elementy
	Rozdělení TE
	Mechanismy šíření TE
	DNA transposony
	LTR retrotransposony
	Non-LTR transposony 
	Helitrony 

	TE v lidském genomu
	LINE elementy
	SINE elementy

	Distribuce TE v lidském genomu
	Aktivace TE
	Umlčování TE
	Poškození DNA způsobené TE
	Inzerční mutageneze
	Ektopická rekombinace
	Dvouřetězcové zlomy

	Domestikace TE

	Nemoci způsobené aktivitou TE
	Inzerční mutageneze TE
	Post-inzerční mutageneze TE

	Sekvenační metody nové generace
	Sangerova metoda
	Masivně paralelní sekvenování
	Platformy NGS
	Roche/ 454 GS-FLX
	Illumina/Genome Analyzer
	Applied Biosystems/ SOLiD 
	Life Technologies/ Ion Torrent


	Sekvenace transkriptomu pomocí RNA-seq
	Příprava dat pro namapování
	FASTQ formát
	Phred skóre

	Single-end, paired-end a mate-pair
	Získání dat
	Zhodnocení kvality dat
	Odstranění adaptorů
	Odstranění nekvalitních konců
	Odstranění duplikací


	Namapování readů
	Přehled metod pro namapování readů
	Burrowsova Wheelerova transformace (BWT)
	Stategie pro multi-ready
	SAM formát
	Nastavení a implementace TopHat

	Analýza aktivity transposonů
	Normalizace RPKM a FPKM
	Úprava anotace
	Postup pro single-end knihovnu
	Postup pro paired-end knihovnu

	Zhodnocení výsledků
	Rozdíly v aktivitě hlavních tříd TE
	Rozdíly v aktivitě rodin TE
	Diskuze o použití RPKM
	Diskuze o použití TopHat

	ZÁVĚR
	PŘÍLOHY
	A Délky transposonů v anotaci
	B Rozdělení readů
	C Rozdíly v expresi rodin lidských transposonů

