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Abstrakt

Teoretická část diplomové práce poskytuje stručnou charakteristiku lidských mobil-
ńıch genetických element̊u (transposon̊u), které tvoř́ı přibližně 50% lidského genomu a
jsou schopny “skákat” z mı́sta na mı́sto. Jsou zde popsány základńı rozděleńı a typy
transposon̊u př́ıtomné v lidském genomu, mechanismy jejich š́ı̌reńı, aktivace a um-
lčováńı. Práce se také věnuje tzv. domestikaci transposon̊u, popisuje zp̊usoby jakými
TE přisṕıvaj́ı k poškozeńı DNA a shrnuje nemoci zp̊usobené mutagenńı aktivitou trans-
poson̊u v lidském genomu. Závěr teoretické části je věnován technologíım sekvenace
př́ı̌st́ı generace (NGS). V praktické části byla analyzována data z RNA-seq experi-
mentu, pomoćı kterých byla srovnána aktivita transposon̊u v normálńıch a rakovin-
ných buňkách prostaty a tlustého střeva. K analýze byly použity jak veřejně dostupné
sofistikované nástroje (TopHat), tak vlastńı skripty. Výsledky dokazuj́ı, že u rakovin-
ných buněk docháźı ke zvýšené expresi transposon̊u, což koresponduje s publikovanými
výsledky a naznačuje souvislost aktivity transposon̊u se vznikem rakoviny.

Kĺıčová slova

transposony, mobilńı genetické elementy, LINE, L1, SINE,Alu, sekvenace nové gen-
erace, NGS, masivńı paralelńı sekvenováńı, 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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B Rozděleńı read̊u 6

C Rozd́ıly v expresi rodin lidských transposon̊u 12

7



1 ÚVOD

1 ÚVOD

Mobilńı genetické elementy, neboli transposony, jsou sekvence DNA schopné se v genomu

přemist’ovat z mı́sta na mı́sto. Ačkoliv obecně přij́ımaný názor je, že mobilńı genetické

elementy jsou významnou hybnou silou evoluce a hraj́ı d̊uležitou roli v mnoha bio-

logických procesech, dř́ıve se řadily spolu s daľśımi sekvencemi do tzv. “junk DNA” ,

tedy DNA pro kterou se zat́ım nenašla žádná funkce. Označeńı transposon̊u jako “junk

DNA” vyplývá už z jejich distribuce v genomu. Tato distribuce neńı náhodná, ale je

zvýšená v heterochromatinu a v centromerových oblastech. Přesněji řečeno, r̊uzné tř́ıdy

transposon̊u obývaj́ı r̊uzné oblasti v genomu. U savc̊u se transposony ze tř́ıdy SINE

přednostně nacházej́ı na GC-bohaté regiony (bohaté na geny), zat́ımco LINE trans-

posony maj́ı tendenci se hromadit v AT-bohatých oblastech (chudých na geny).

To že geny mohou “skákat” z mı́sta na mı́sto a replikovat se, bylo v rozporu s obecně

přij́ımaným modelem statického genomu. Pohled na genom jako na dynamický systém

nezměnil ani pr̊ulomový objev transposon̊u u kukuřice Barbary McClintockové v roce

1948. Jej́ı práce byla oceněna Nobelovou cenou až zpětně roku 1983.

Výsledky Human Genome Project v roce 2001 odhalily, že lidský genom je téměř

z 50% tvořen mobilńımi genetickými elementy. Ačkoliv většinou jde o nefunkčńı frag-

menty poškozené silnou akumulaćı mutaćı, přibližně 0.05% transposon̊u z̊ustává aktivńı

[53]. Jejich mutagenńı aktivita je spojena se vznikem mnoha geneticky podmı́něných

onemocněńı. Kromě inzerčńı a post-inzerčńı mutageneze se spekuluje o spojeńı aktivity

transposon̊u a vznikem nádorových onemocněńı. Rakovina představuje problém kom-

plexńıch genomických změn, ne mutaci jednoho genu. Schopnost transposon̊u indukovat

velké změny ve struktuře, velikosti a organizaci genomu je proto přivád́ı do popřed́ı stu-

dia rakoviny.

Mnoho aspekt̊u jejich fungováńı nicméně z̊ustává stále neobjasněno. Př́ıchod ma-

sivńıho paralelńıho sekvenováńı však v posledńıch letech zp̊usobil nár̊ust zájmu o oblast

mobilńıch genetických element̊u, protože umožňuje obdržet věrná kvantitativńı data

rychleji a s nižš́ımi náklady, než tomu je u klasické Sangerovy metody. Jelikož jsou

tranposony zdrojem genetické rozmanitosti, jejich studium by nám mohlo pomoci lépe

pochopit evoluci, stejně jako pomoci porozumět vzniku rakoviny a jiných nemoćı.
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2 MOBILNÍ GENETICKÉ ELEMENTY

2 Mobilńı genetické elementy

V minulosti se odhadovalo, že lidská DNA obsahuje v rozmeźı 50,000-100,000 gen̊u.

Jedńım z překvapeńı Human Genome Project byl revidovaný odhad asi 30,000 gen̊u,

což tvoř́ı pouze 1.5% z celkového množstv́ı (uvažujeme pouze exony). Jak je toto č́ıslo

významné vynikne při srovnáńı s genomem C.elegans, ve kterém bylo objeveno přibližně

20,000 gen̊u [3]. Tyto dva odhady jsou si velmi bĺızké, navzdory skutečnosti, jak moc

jsou tyto dva organismy od sebe evolučně vzdáleny. Obecně se ukázalo, že rozd́ıl mezi

počty gen̊u spojených s diverzifikaćı obratlovc̊u neńı zase tak závratný jak se p̊uvodně

předpokládalo. Zaj́ımavý je také nesoulad mezi velikost́ı genomů a komplexnost́ı or-

ganismu, nazývaný “paradox hodnoty C” [19], který ř́ıká, že neexistuje korelace mezi

velikost́ı genomu a komplexnost́ı organismu. Ačkoli je počet gen̊u u obou organismů

relativně podobný, velikost lidského genomu téměř 33-krát přesahuje velikost genomu

C.elegans. Co tedy stoj́ı za tak velkým rozd́ılem ve velikosti genomů?

Dnes již v́ıme, že hlavńı složkou převládaj́ıćı v lidském i mnoha jiných genomech

jsou repetitivńı sekvence DNA, které můžou mı́t dvě hlavńı podoby. Bud’ mohou být

uspořádány jedna za druhou do podoby tandemových repetic, které se také označuj́ı

satelitńı DNA, a nebo se mohou vyskytovat rozptýleně. Rozptýlené repetice označu-

jeme jako mobilńı genetické elementy, neboli transposony (TE, z angl. Transposable

Elements). Transposony jsou repetitivńı a mobilńı sekvence DNA, které jsou schopné

přemist’ovat se (“skákat”) v genomu z mı́sta na mı́sto.

Transposony se mohou š́ı̌rit jak vertikálńım přenosem, tedy z rodič̊u na potomky,

tak i horizontálně mezi druhy, jako retroviry.

2.1 Rozděleńı TE

Podle zp̊usobu jejich transposice rozdělujeme transposony do dvou hlavńıch skupin [1].

Prvńı skupina se přemist’uje prostřednictv́ım molekuly DNA mechanismem vyjmi a vlož

(z angl. ’cut and paste’) a jej́ı členy nazýváme DNA transposony (tř́ıda II). Elementy

spadaj́ıćı do druhé skupiny označujeme jako retroelementy (tř́ıda I). Retroelementy

využ́ıvaj́ı molekuly mRNA ke své transposici a š́ı̌ŕı se mechanismem zkoṕıruj a vlož

(z angl. ’copy and paste’). Retroelementy se dále děĺı na retrotransposony obsahuj́ıćı

dlouhé koncové repetice LTR (z angl. Long Terminal Repeat) a retroposony co LTR

neobsahuj́ı, tedy non-LTR. K retroelement̊um se řad́ı i virové elementy, předevš́ım retro-
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2.2 Mechanismy š́ı̌reńı TE 2 MOBILNÍ GENETICKÉ ELEMENTY

viry a jim podobné elementy.

DNA transposony převládaj́ı u bakteriálńıch genomů, kde nalézáme předevš́ım IS

elementy (z angl. Insertion Sequences) [13], složené transposony, Tn a Tn3 elementy.

Posledńı dva se řad́ı mezi ty složitěǰśı a obsahuj́ı nav́ıc geny, které kóduj́ı produkty

funkčně nesouvisej́ıćı s procesem transposice. DNA TE jsou rozš́ı̌rené i mezi eukary-

otami, mezi kterými jsou TE rozděleny do dvou podtř́ıd. Prvńı podtř́ıda obsahuje hlavně

transposony s obrácenými koncovými repeticemi (TIR, z angl. Terminal Inverted Re-

peat) a mezi nejznáměǰśı př́ıpady patř́ı Ac/Dc elementy u kukuřice, P elementy u oc-

tomilky a evolučně starý Mariner element. Druhá podtř́ıda zahrnuje dva řády Helitron

a Maverick.

Retrotransposony s LTR nacháźıme zejména u rostlin. Mezi ně patř́ı rodiny Gypsy

a Copia (také označované jako Ty1 a Ty3). Nejv́ıce se vyskytuj́ı u obilnin. Nejznáměǰśı

př́ıpad maximálńıho pomnožeńı LTR TE je u kukuřice, kde tvoř́ı přibližně 80% genomu.

LTR TE jsou velmi podobné retrovir̊um. Oba obsahuj́ı geny gag a pol kóduj́ıćı strukturńı

a enzymatický aparát potřebný k jejich transposici. Na rozd́ıl od retrovir̊u jim však

chyb́ı gen env (z angl. envelope, obálka), který kóduje jednu ze složek virové kapsuly

umožňuj́ıćı retrovir̊um opustit buňku. Z tohoto d̊uvodu je pravděpodobné, že se LTR

retrotransposony vyvynuly z endogenńıch retrovir̊u, nebo se naopak endogenńı retroviry

vyvinuly z transposon̊u [14]. Transposony bez LTR byly nalezeny ve velkém množstv́ı

u všech eukaryot. Do této skupiny předevš́ım patř́ı LINE a SINE elementy, které jsou

významně zastoupeny u savc̊u a v́ıce jsou popsány v kapitole 2.3.

Autonomńımi se označuj́ı ty elementy, které jsou schopny samostatné transposice.

Obvykle si samy kóduj́ı enzymatický aparát nezbytný k transposici. Neautonomńı ele-

menty jsou závislé na pomoci okolńıch autonomńıch element̊u.

2.2 Mechanismy š́ı̌reńı TE

Transposony si osvojily rozličné strategie svoj́ı transposice, specifická mı́sta integrace

a modely provázej́ıćı jejich aktivitu. Stále v́ıce d̊ukaz̊u naznačuje, že u savc̊u docháźı

k transposici hlavně během raného vývoje, nebo př́ımo v zárodečných buňkách. Tento

model aktivace jim zaruč́ı přenos i do daľśıch generaćı. K transposici docháźı ale i

v somatických buňkách, jak dokazuj́ı studie z oblasti neurogeneze a některých forem

rakoviny.
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Obrázek 1: Typy mobilńıch genetických element̊u rozdělené podle jejich struktury.
GAG-protein virové částice, POL-polyprotein (resverzńı transkriptázu a restrikčńı en-
donukleázu), ENV-obal virové částice, TPase-transpozáza, RPA-replikačńı protein A,
HEL-helikáza. Převzato z [17].

U většiny transposonových inzerćı můžeme pozorovat zdvojeńı ćılového mı́sta, neboli

TSD (z angl. Target Site Duplication), která je výsledkem štěpených lepivých konc̊u

hostitelské DNA. Transposony I a II tř́ıdy obsahuj́ı přilehlé př́ımé repetice (angl. flanking

direct repeat), které nejsou součást́ı transposonu ale při jeho vystřižeńı z̊ustávaj́ı na

p̊uvodńım mı́stě jako stopy a umožňuj́ı zpětnou identifikaci tohoto mı́sta v genomu.

Byly evidovány př́ıpady, kdy tyto repetice také mohou ovlivňovat expresi genu, v ńıž

byly zanechány.

2.2.1 DNA transposony

Protože se DNA transposony pohybuj́ı prostřednictv́ım mechanizmu vyjmi a vlož, počet

jejich kopíı z̊ustává v genomu konstantńı. Mnoho DNA transposon̊u jsou na obou okra-

j́ıch lemovány koncovými obrácenými repeticemi TIR (z angl. Terminal Inverted Re-

peat) o délce cca 9 až 40 bp, které jsou významné pro jejich transposici, jak bude

vysvětleno dále. DNA transposony kóduj́ı enzym transpozázu, která je kĺıčová pro jejich

transposici. Transpozáza rozeznává TIR repetice na které se naváže, rozštěṕı hostitel-

skou DNA a integruje transposon na ćılové mı́sto. V pr̊uběhu transposice mohou k sobě

TIR konce ligovat a t́ım stabilizovat celou strukturu transposon + transpozáza. Inzerce

DNA transposonu má za TSD přibližně 4 - 8 bp dlouhou.

11
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Obrázek 2: Transposice a životńı cyklus DNA transposonu. Převzato z [17].

2.2.2 LTR retrotransposony

Tento typ retrotransposon̊u je charakteristický t́ım, že při přemı́stěńı zachovává na mı́stě

svoji p̊uvodńı kopii (mechanismus zkoṕıruj a vlož). Docháźı tedy k jejich replikaci a d́ıky

tomu mohou genom zahltit velkým počtem svých kopíı. Kromě LTR konc̊u, které z obou

stran lemuj́ı retrotransposon, obsahuj́ı LTR TE geny GAG a POL, což jsou strukturńı

a enzymatické proteiny nezbytné k jejich mobilizaci. GAG kóduje protein virové částice

a POL (polyprotein) kóduje proteázu, reverzńı transkriptázu, integrázu a RNázu H.

Transposice proběhne tak, že se RNA polymeráza II naváže na promotor umı́stěný

na 5’ konci LTR a vytvoř́ı mRNA přepis transposonu. Následně se z proteinu GAG

vytvoř́ı VLP částice (z angl. Virus Like Particle), která obsahuje vytvořenou mRNA,

reverzńı transkriptázu a integrázu. Reverzńı transkripćı se mRNA přeṕı̌se do cDNA a

tu poté integráza vlož́ı do na nové mı́sto v hostitelském genomu.

Obrázek 3: Transposice a životńı cyklus LTR transposonu. Převzato z [17].
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2.2.3 Non-LTR transposony

Non-LTR elementy obsahuj́ı na svém 5’ konci promotor, následovaný dvěma čtećımi

rámci (ORF1 a ORF2) a polyadenylačńım signálem na 3’ konci. Jejich přemı́stěńı se

děje na základě mechanismu TPRT (z angl. Target Site Primed Reverse Transcrip-

tion). Nejprve je transposon přepsán polymerázou II do mRNA, tak jak tomu bylo u

LTR transposon̊u. Poté endonukleáza vytvoř́ı na jednom řetězci hostitelské DNA zářez,

uvolňuj́ıćı 3’OH konec, který je využit jako počátek pro reverzńı transkripci. Mnohé non-

LTR transposony jsou na 5’ konci poškozeny z d̊uvodu předčasného ukončeńı reverzńı

transkripce, která neńı tak efektivńı jako transkripce dopředná. Vytvářej́ı se tak větši-

nou pouze zkrácené nefunkčńı kopie, lemované 7-20 bp dlouhými TSD.

Obrázek 4: Transposice a životńı cyklus non-LTR transposonu. Převzato z [17].

2.2.4 Helitrony

Helitrony jsou 5-15 kbp dlouhé transposony, které se replikuj́ı mechanismem otáčivé

kružnice (angl. Rolling Circle), podobně jako plazmidy. Společnými vlastnostmi he-

litron̊u jsou integrace do mı́st bohatých na AT. Také postrádaj́ı zdvojeńı ćılového mı́sta

(TSD) a na rozd́ıl od DNA transposon̊u neobsahuj́ı obrácené koncové repetice. Na 5’

konci obsahuj́ı TCT nukleotidy a 3’ konec CTAG, kterým předcháźı 18-25 bp dlouhá

palindromická sekvence, schopná vytvářet vlásenkovou strukturu. Helitrony se často

nacházej́ı v bĺızkosti gen̊u.

Molekuly transpozázy vytvoř́ı jednořetězcové zářezy na DNA molekule donorové i

ćılové na jejich 5’ konci. Replikace helitronu zač́ıná na p̊uvodńı donorové molekule od
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jej́ıho volného 3’ konce. Pokud je správně rozeznána koncová palidnromická sekvence

na 3’ konci, dojde k odštěpeńı druhého konce helitronu po sekvenci CTRR. Helitron je

poté přemı́stěn na ćılovou molekulu kde vytvoř́ı heteroduplex. Někdy také docháźı ke

špatnému rozeznáńı 3’ konce a část sekvence donorové molekuly může být přenesena

spolu s Helitronem [15].

2.3 TE v lidském genomu

Transposony tvoř́ı přibližně 45% lidského genomu [3]. Některé současné odhady jsou

však ještě odvážněǰśı. Podle nich je v́ıce jak 2/3 našeho genomu výsledkem nedávné i

evolučně vzdálené aktivity transposon̊u [24]. Obsahuje zástupce obou tř́ıd DNA trans-

poson̊u i retroelement̊u, ačkoli d́ıky výrazné akumulaci mutaćı je většina inaktivńı a

jedná se o genetické fośılie. Elementy, které v lidském genomu převažuj́ı a zároveň jsou

stále aktivńı, jsou retrotransposony (non-LTR), přemist’uj́ıćı se mechanismem TPRT.

Hlavńımi zástupci non-LTR element̊u jsou LINE elementy L1, L2 a L3 tvoř́ıćı 20%

genomu (500,000 kopíı), dále SINE elementy představuj́ıćı 13% genomu (Alu 10%,

1,000,000 kopíı) a SVA elementy, které v lidském genomu vytvořily přibližně 3,000

kopíı [4].

Lidský genom obsahuje tři hlavńı SINE rodiny, a to Alu, MIR a MIR3. SVA ele-

menty byly poprvé zmı́něny byly roku 1994 a vzhledem jejich fylogenetické distribuci

se odhaduje, že jsou relativně evolučně mladé v porovnáńı s L1 nebo Alu. Skládaj́ı se

z SINE-R elementu, VNTR sekce (z angl. Variable Number Tandem Repeats) a Alu

komponenty. LTR elementy v lidském genomu už tak hustě zastoupeny nejsou. Tvoř́ı

8% genomu a jejich nejznáměǰśımi zástupci jsou lidské endogenńı retroviry HERV (z

angl. Human Endogenous RetroViruses), mezi které patři HERV-I, HERV-K a HERV-L.

Ačkoli je v lidském genomu v́ıce než 400,000 sekvenćı odvozených z element̊u podob-

ných retrovir̊um, většina je neschopná transposice. DNA transposony jsou zastoupeny

pouze 3% a všechny jsou považovány za inaktivńı. Hlavńımi zástupci DNA transposon̊u

jsou transposony z nad-rodin TC-1/mariner, hAT, a PiggyBac.

Odhady naznačuj́ı, že k nové retrotransposici Alu elementu dojde každé 20-té narozeńı,

u L1 každé 100-té a SVA každé 900-sté narozeńı [4]. Elementy SINE a SVA nekóduj́ı en-

zymatický aparát nutný k jejich transposici a jsou tedy neautonomńı. LINE elementy,

jako jedińı zástupci autonomńıch element̊u v lidském genomu, jsou hlavńım zdrojem
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Obrázek 5: Složky lidského genomu, převzato z [20].

reverzńı transkriptázy i pro neautonomńı elementy a jejich aktivita tedy ř́ıd́ı rozsáhlé

změny v architektuře celého genomu. Je tedy zřejmé, že elementy SINE a SVA funguj́ı

jako paraziti parazit̊u.

2.3.1 LINE elementy

V lidském genomu jsou z LINE element̊u (z angl. Long Interspersed Nuclear Elements)

aktivńı pouze tři rodiny, a to L1 představuj́ıćı 17% genomu, L2 a L3. FL (z angl. Full

Length) L1 elementy jsou dlouhé přibližně 6-7.5 kb a obsahuj́ı dva čtećı rámce ORF1

a ORF2, schopné produkovat funkčńı proteiny nezbytné pro jejich transposici, i pro

transposici na nich závislých SINE a Alu element̊u. Na obou konćıch LINE element̊u

se nacházej́ı netranslatované oblasti UTR (z angl. Untranslated Region). V nich se na

5’ konci kromě regulačńı sekvence může nacházet metylguanosinová čepička, která je

chráńı před rozkladem buněčnými enzymy a usnadňuje iniciaci translace. Na 3’ konci

obsahuj́ı polyadeninový úsek, který je co do délky velmi variabilńı. LINE elementy

jsou transkribovány RNA polymerázou II. Lidské L1 elementy mohou být rozděleny

do několika podrodin na základě obsahu specifických diagnostických sekvenćı mezi 5’

a 3’ UTR. Každá z L1 podrodin se v pr̊uběhu evoluce primát̊u amplifikovala v jinou

dobu. Např́ıklad podrodina Ta byla aktivńı docela nedávno. L1 elementy přisṕıvaj́ı ke

genetické variabilitě mezi jednotlivci. L1 inzerčńı polymorfismus také je užitečný zdroj

pro sledováńı populačńı historie [23].

LINE elementy se v lidském genomu nacháźı většinou jen jako nefunkčńı, na 5’ konci
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zkrácené kopie, neschopné daľśı retrotransposice. Zkrácené kopie však mohou obsahovat

regulačńı sekvence, které ovlivňuj́ı genovou expresi v přilehlých oblastech. Z 500,000 L1

kopíı, které se nashromáždily v lidském genomu jich je přibližně jen 3,000 plné délky

[8]. Z nich pouze cca 80-100 obsahuje oba neporušené ORF a jsou schopné transposice

[7].

ORF1 kóduje protein, který se in vitro váže k L1 mRNA a vytvář́ı ribonukleo-

proteinový komplex RNP. Ten je považován za meziprodukt retrotransposice, který je

patrně generován na polyribosomu. Pro retrotransposici je nutný, ale sám o sobě ne-

dostatečný a zat́ım nev́ıme přesně jaká je jeho úloha. ORF2 kóduje protein s aktivitou

endonukleázy a reverzńı transkriptázy. Lidský L1 ORF2 může být vytvořen také alter-

nativńım splicingem z ORF1. Ačkoli takto vytvořený protein nemůže přisṕıvat k L1

retrotransposici, může přisṕıvat k mobilizaci neautonomńıch Alu element̊u [5].

Dř́ıve se předpokládalo, že k L1 aktivaci docháźı pouze v zárodečných buňkách.

Tento předpoklad stavěl na modelu Mus musculus, který vykazoval zvýšenou expresi

L1 ORF1 v myš́ıch zárodečných buňkách. Vysoké hladiny ORF1 však byly detekovány i

v lidských somatických buňkách. V některých tkáńıch byla mı́ra exprese FL L1 element̊u

na úrovni, která byla detekovaná u rakovinných buněk. Tyto rozličné hodnoty exprese

L1 v lidských tkáńıch mohou být vysvětleny r̊uznou úrovńı metylace promotoru [4].

2.3.2 SINE elementy

SINE elementy (z angl. Short Interspersed Nuclear Elements) jsou oproti L1 element̊um

velmi krátké. Délka jejich hlavńıho zástupce v lidském genomu Alu elementu nepřekroč́ı

400 bp (konsenzus cca 280 bp [9]). Protože neobsahuj́ı ani gen pro reverzńı transkrip-

tázu, jsou zcela závislé na enzymatické aktivitě L1 ORF2. Lidský genom obsahuje tři

hlavńı rodiny SINE element̊u, a to Alu, MIR a MIR3. Alu elementy jsou nejčastěji se

objevuj́ıćı sekvenćı v lidském genomu (v́ıce jak 1,000,000 kopíı tvoř́ıćı 13% genomu).

Jsou složeny ze dvou podobných podjednotek navzájem oddělených regionem bohatým

na adenin. Na jejich 3’ konci je většinou umı́stěna polyadeninová sekvence a 5’ konec

obsahuje promotor pro RNA polymerázu III. Alu jsou svoj́ı délkou dosti heterogenńı,

protože RNA polymeráza III nerozeznává terminačńı sekvenci, a mı́sto ńı rozeznává

čtyři nebo v́ıce thymin̊u. Efektivita Alu transposice je také ovlivněna délkou polyadeni-

nové sekvence.

Alu elementy jsou pravděpodobně odvozeny z 7SL RNA a podobně jako geny pro
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Obrázek 6: Aktivńı mobilńı elementy v lidském genomu. TSD-target site duplication,
UTR-untranslated region, EN-endonukleázová doména, RT-doména reverzńı transkrip-
tázy, VNTR- variable number tandem repeats, převzato z [22].

tRNA jsou transkribovány RNA polymerázou III. To je odlǐsuje od jiných krátkých

rozptýlených repetic např́ıklad mikrosatelit̊u, nebo MITE element̊u. Zaj́ımavé je, že

expanze Alu element̊u se shoduje s odděleńım linie primát̊u zhruba před 6 miliony let

[21]. Jen zlomek Alu element̊u je retrotransposičně aktivńı. Ačkoli je charakteristika

funkčńıch Alu nejasná, předpokládá se že hraje roli stář́ı Alu element̊u, integrita pro-

motoru RNA polymerázy III a délka spolu s homogenitou poly(A) sekvence. Jako trans-

posičně nejaktivněǰśı skupina maj́ı Alu hlavńı vliv na lidský organismus a jeho nemoci.

Alu sekvence jsou také hlavńı předlohou pro ektopickou rekombinaci (viz dále).

2.4 Distribuce TE v lidském genomu

Retroelementy jsou v lidském genomu př́ıtomny na všech chromozomech. V některých

mı́stech je jejich koncentrace zvýšená a někde naopak sńıžená. Distribuce retroelement̊u

je výsledkem post-integračńıch selekčńıch proces̊u, které utvářely podobu genomu po

miliony let. Př́ırodńı výběr fixoval ty inzerce, které poskytovaly svému hostiteli určitou
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výhodu a eliminoval inzerce, které se ukázaly jako škodlivé. Bylo zjǐstěno, že některé

transposony použ́ıvaj́ı elegantńı mechanismy pro ćılenou integraci do specifických ge-

nomických lokus̊u (ang. gene targetting), zat́ımco jiné transposony tuto specificitu zře-

jmě postrádaj́ı [17]. Pokud se zaměř́ıme na lidský genom, Alu elementy jsou zastoupeny

zejména v intronech. Oproti tomu L1 jsou v́ıce rozptýleny, jejich kopie jsou od sebe

často v́ıce vzdálené a jsou výrazně méně zastoupeny v kóduj́ıćıch oblastech [6]. I přes

rozptýlený charakter distribuce L1 element̊u, množstv́ı d̊ukaz̊u naznačuje existenci jejich

ćılené integrace. Rozděleńı může také odrážet ćılenou specificitu endonukleázy L1 ele-

ment̊u, která štěṕı sekvenci 5’-TTTT/A-3’ a zahajuje TPRT transposici stejně jako Alu

preferenci inzerćı do 5’-TTAAAA motiv̊u [18]. Přesný mechanismus tohoto asymetrick-

ého rozděleńı neńı znám. Asymetrické rozděleńı Alu a L1 element̊u však pravděpodobně

vzniklo následkem současného p̊usobeńı v́ıce faktor̊u.

Byl prokázán zvýšený počet transposon̊u v heterochromatinových oblastech, ze-

jména v subtelomerických a pericentromerických. Při integraci do heterochromatinu je

menš́ı šance, že dojde k poškozeńı kóduj́ıćı části DNA a tak je sńıžena pravděpodobnost

eliminace element̊u. Většina TE v heterochromatinových oblastech je většinou neaktivńı

a tyto oblasti představuj́ı sṕı̌se “hřbitovy” retroelement̊u. Včleňováńı do heterochromat-

inu je pravděpodobně následkem ćılené integrace TE.

Transposony jsou nejv́ıce pomnoženy na pohlavńım chromozomu Y, u kterého je

potlačena, nebo sńıžena meiotická rekombinace. Nav́ıc na něm nedocháźı k selekci proti

inzerčńım mutaćım. Na chromozomu X jsou dokonce L1 elementy zastoupeny dvakrát

v́ıce, než na ostatńıch autosomech. Tyto elementy zde také pravděpodobně hraj́ı roli jako

podpora procesu, který se nazývá inaktivace X chromosomu [12]. Jeden z X chromozomů

v 46-XX je genomu umlčen inaktivaćı, z d̊uvodu kompenzace délky gen̊u na chromozomu

X u muž̊u a u žen.
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Obrázek 7: a) Zastoupeńı r̊uzných typ̊u repetic v lidském genomu. Barvy v obrázku
a) koresponduj́ı s barvami v obrázku b), popisuj́ıćım jejich procentuálńı rozděleńı na
jednotlivých chromozomech. Převzato z [31].

2.5 Aktivace TE

Aktivace TE se může objevit jako následek fungováńı rozličných mechanismů. Např́ık-

lad demetylace a epigenetické přeprogramováńı aktivuje L1 elementy a docháźı k ńı

během brzké embryogeneze. Experimenty popisuj́ı také transposici vyvolanou mnoha

fyzikálńımi faktory. Transposice může být navozena UV či gamma zářeńım, teplotńım

šokem, virovou infekćı, nebo vlivem p̊usobeńı mutagenńıho faktoru či př́ımo v rakovin-

ných buňkách. U některých chemikálíı byla prokázána až 3x větš́ı aktivita v lidských

buněčných kulturách, a to u rtut’i, kadmia a niklu. U rostlin byla aktivace transposon̊u

prokazatelně zapř́ıčiněna r̊uznými formami stresu. Zvýšený počet počtu transposon̊u byl

pozorován např́ıklad u rostliny Hordeum spontaneum na svaźıch v Izraeli. Na sušš́ım

svahu, kde byla rostlina vystavena vyšš́ım stresovým podmı́nkám bylo detekováno v́ıce

BARE-1 element̊u, než na protěǰśım svahu s př́ıznivěǰśımi podmı́nkami. Dále byl větš́ı

počet transposon̊u detekován u hybrid̊u, vzniklými kř́ıžeńım. Př́ıklad k tomuto tvrzeńı

najdeme opět mezi rostlinami, kdy častěji kř́ıžená Arabidopsis lyrata vykazuje zvýšenou

transposičńı frekvenci a výrazněǰśı selekci proti novým TE inzerćım, stejně jako rychleǰśı
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mechanismus jejich odstraněńı ektopickou rekombinaćı, než nekř́ıžená A.thaliana.

2.6 Umlčováńı TE

Umlčováńı transposon̊u je zp̊usob, jakým se hostuj́ıćı organismus bráńı proti jejich

š́ı̌reńı. Svoj́ı aktivitou transposony mohou generovat množstv́ı mutaćı, jako inzerce,

delece, duplikace, inverze, translokace, posuny čtećıho rámce i větš́ı genomové přes-

tavby. Mezi strategie použ́ıvané k omezeńı aktivity TE patř́ı ektopická rekombinace,

RNA interference a metylace cytosin̊u nacházej́ıćıch se v promotorech transposon̊u.

DNA metylace patř́ı mezi epigenetické modifikace DNA, což je mechanismus, jakým

vněǰśı prostřed́ı ovlivňuje genom. Epigenetické modifikace vysvětluj́ı např́ıklad rozd́ıly

mezi jednovaječnými dvojčaty. Takové modifikace neměńı kóduj́ıćı posloupnost báźı, ale

upravuj́ı promotorové části genomové DNA reguluj́ıćı genovou expresi. Mezi epigenet-

ické modifikace kromě DNA metylace patř́ı i modifikace histon̊u (methylace a acetylace).

Tyto epigenetické značky maj́ı př́ımý efekt na expresi přilehlých gen̊u a transposon̊u

nevyj́ımaje. Jsou považovány za určitý sekundárńı kód, který doplňuje DNA sekvenci

nukleotid̊u [11]. Vzor pro DNA methylaci je vytvořen už během gametogeneze, ale

může se během života měnit např. pod vlivem stresu. Nevysvětlenou otázkou z̊ustává,

jak hostuj́ıćı organismus rozezná transposony jako substrát pro methylaci.

Daľśı možnost́ı umlčuj́ıćı aktivitu transposon̊u je postranskripčńı degradace mRNA

transposon̊u RNA interferenćı (RNAi). RNA interference může prob́ıhat dvěma cestami,

siRNAs (z angl. Small interfering RNA) a nebo piRNA (z angl. PIWI-interacting RNA)

[2]. Pro degradaci mRNA TE cestou siRNA je nejdř́ıve potřeba dsRNA ’spouštěče’,

který je odvozený z DNA transposonu s obrácenou koncovou repetićı (ve formě vlásenky,

kdy se konce spoj́ı). Takovýto ’spouštěč’ je poté rozštěpen proteinem z rodiny Dicer na

21-24 nt dlouhé siRNA. Jednovláknový úsek siRNA, který je komplementárńı k mRNA

TE, je začleněn do RISC komplexu (z angl. RNA-induced silencing complex), který se

váže k TE mRNA a štěṕı ji na malé kousky, které jsou poté degradovány buněčnými

enzymy.

Pro degradaci transposonové mRNA cestou piRNA je nejdř́ıve vytvořen primárńı

piRNA transkript, vygenerovaný z piRNA clusteru (piRNA cluster je DNA lokus, který

obsahuje sense i antisense sekvence, které jsou odvozeny z mobilńıch genetických ele-

ment̊u). Na tento primárńı piRNA transkript o délce 24-35 nt se naváže PIWI, nebo
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Obrázek 8: Umlčováńı transposon̊u RNA interferenćı. (a) siRNA cesta, (b) piRNA cesta,
převzato z [2].

Aubergine (AUB) protein, který umožńı jeho nasměrováńı ke komplementárńı mRNA

TE sekvenci. Po navázáńı, je komplementárńı mRNA TE sekvence přestřižena a uvol-

něna, č́ımž z ńı vzniká sekundárńı (angl. sense) piRNA, která se váže k Argonatue

3 (AGO3) proteinem. Takto vzniklý nový komplex se váže k p̊uvodńımu předch̊udci

piRNA a je opět následováno štěpeńım endonukleázou, což regeneruje (angl. anti-

sense) piRNA, která je nasměrována k mRNA TE. Kv̊uli iterativńımu charakteru se

tento mechanismus nazývá ’ping-pong’ cyklus a často slouž́ı k destrukci transposo-

mové mRNA v zárodečných buňkách. Transposony vedou ke vzniku množstv́ı siRNA

ve většině organismů a urovně siRNA jsou korelovány s aktivitou transposon̊u.
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2.7 Poškozeńı DNA zp̊usobené TE

2.7.1 Inzerčńı mutageneze

Inzerčńı mutageneze vzniká inzerćı transposonu do oblasti v genomu s významnou bi-

ologickou funkćı. Pokud dojde k inzerci TE do kóduj́ıćı oblasti, může doj́ıt k narušeńı

funkce př́ıslušného genu, nebo ke změně v jeho expresi. Kv̊uli usnadněńı svoj́ı tran-

skripce obsahuj́ı transposony vlastńı promotory a regulačńı sekvence. Pokud dojde k

inzerci transposonu do oblasti bĺızké genu, vyvstává možný potenciál, že promotory a

regulačńı sekvence ovlivńı expresi tohoto genu. K inzerčńı mutagenezi může docházet

jak v zárodečných, tak v somatických buňkách a mutace jimi zp̊usobené mohou vést

př́ımo ke vzniku nemoćı a maligńı transformace, nebo k ńı buňky učińı náchylněǰśımi.

Bylo zjǐstěno, že v tumorech docháźı k v́ıce TE inzerćım, než v jim typově odpov́ıda-

j́ıćıch normálńıch buňkách. Při L1 integraci často docháźı k deleci genomické sekvence,

které mohou být těžko detekovány jako zp̊usobené L1 aktivitou. Proto je složité určit

hranice inzerčńı mutageneze, za kterou nesou zodpovědnost L1 transposony. Ačkoli by

se mohlo očekávat, že inzerčńı mutageneze je hlavńı mutagenńı faktor spojený s TE

aktivitou, ektopická rekombinace zp̊usobuje ještě vyšš́ı genomovou nestabilitu.

2.7.2 Ektopická rekombinace

Dokonce i pokud dojde k inzerci transposonu do zdánlivě neškodného mı́sta, mohou

jejich nové kopie přispět k narušeńı genetické stability post-inzerčně, protože TE často

p̊usob́ı v genomu jako zdroj pro ektopickou rekombinaci NAHR (z angl. Non Allelic

Homologous Recombination), tedy rekombinaci mezi sekvencemi které jsou silně ho-

mologńı, ale nejsou alelami. Při ektopické rekombinaci docháźı k delećım, nebo dup-

likaćım sekvence, nacházej́ıćı se mezi zdrojovými TE sekvencemi. Může tak docházet i

k větš́ım přestavbám genomu, protože rekombinace ovlivňuje i lokusy TE nacházej́ıćı

se ve značné vzdálenosti.

Alu elementy obsahuj́ı určité charakteristické znaky, které je čińı náchylněǰśımi k

rekombinaćım. Těmito znaky jsou relativńı bĺızkost jednotlivých Alu element̊u, které

čińı Alu/Alu rekombinaci v́ıce snesitelnou, dále jejich sekvenčńı identita (v pr̊uměru

větš́ı jak 75 %), která zajist́ı efektivńı sekvenčńı párováńı v pr̊uběhu crossoveru, chi-

like motiv př́ıtomný u Alu sekvenćı, který stimuluje rekombinaci, a také jejich vysoký

počet v genomu, který zvyšuje rekombinačńı pravděpodobnost. Ačkoli jsou geny ob-
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Obrázek 9: Ektopická rekombinace, (a) vzniklá rekombinaćı mezi dvěma TE, (b) mezi
LTR koncovými sekvencemi jednoho TE. Převzato z [17].

sahuj́ıćı větš́ı množstv́ı Alu náchylněǰśı k rekombinaci, některé Alu elementy maj́ı větš́ı

sklon přisṕıvat k rekombinaci, i když nejsou tak hustě zastoupeny. Pravděpodobně je

to zp̊usobené r̊uznou mı́rou homologie mezi Alu sekvencemi. Oproti tomu rekombinace

mezi vzdálenými L1 sekvencemi by znamenala kritickou škodu v genomu. Ektopická

rekombinace je nejúčinněǰśım mechanismem reguluj́ıćım počty TE.

Ektopická rekombinace byla rozpoznána jako hlavńı zdroj poškozeńı DNA vedoućı

k duplikaci nebo deleci sekvence mezi dvěma zúčastněnými Alu. Alu elementy, které

jsou bĺızko sebe v obrácené orientaci jsou nejv́ıce náchylné k rekombinaci. Bylo také

dokázáno, že Alu jsou 10,000 krát v́ıce nestabilńı při absenci funkčńıho p53, což naz-

načuje že významně přisṕıvaj́ı ke genetické nestabilitě během tumorogeneze. Bylo pub-

likováno mnoho konkrétńıch Alu/Alu př́ıpad̊u rekombinace přisṕıvaj́ıćıch k nádorovým

onemocněńım, jejichž počet dalece přesahuje počet nemoćı zp̊usobených Alu inzercemi.

Z tohoto d̊uvodu maj́ı rekombinace zahrnuj́ıćı Alu elementy dalekosáhleǰśı efekt na

genomickou nestabilitu, než inzerce těchto element̊u. Ektopická rekombinace mezi jed-

notlivými elementy také patř́ı mezi d̊uležité regulátory počtu TE.
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2.7.3 Dvouřetězcové zlomy

Aktivita L1 element̊u přisṕıvá k nestabilitě genomu nejen svými inzercemi, ale také

vede k dvouřetězcovým zlomům DSB (z angl. Double Strand Breaks). Bylo dokázáno,

že poškozeńı DNA DBS je zp̊usobeno endonukleázovou aktivitou, která je kódovaná L1

ORF2. Nicméně stále nebylo dokázáno, zda jsou tyto dvouřetězcové zlomy výsledkem

nezdařených L1 inzerćı, nebo jestli se endonukleáza uvoĺı a začne neř́ızeně napadat

genom. Jako obranu proti DBS si buňka vytvořila mechanismy jako NHEJ (angl. Non-

homologous end joining), nebo HDR (angl. Homology-driven repair pathways), které

umožňuj́ı opravu poškozené dvoušroubovice. Neopravené DBS DNA jsou vysoce toxické

a často maj́ı za následek vznik mutaćı. DBS vede ke gamma fosforylaci histonu 2AX,

které mohou být detekovány imunohistochemicky ve formě gamma-H2AFX ložisek.

2.8 Domestikace TE

Pokud hostitelský organismus převezme transposony k vykonáváńı funkce pro něj prospěšné,

nazýváme to domestikaćı transposon̊u. Protože jsou transposony v genomu zastoupeny

v mnoha kopíıch, mohly v rámci evoluce sloužit jako ideálńı stavebńı materiál pro

tvorbu nových nebo modifikovaných forem gen̊u. To v d̊usledku vede k diverzifikaci

nových druh̊u. V př́ırodě najdeme mnoho př́ıklad̊u kdy TE vykonávaj́ı nějakou hostiteli

prospěšnou funkci. Ty zahrnuj́ı např́ıklad vliv transposon̊u na regulaci genové exprese,

na evoluci v sekvenćıch kóduj́ıćıch proteiny, na genomovou plasticitu hostitele, speciaci,

a mnohé jiné. Souvislost transposon̊u a speciace naznačuje i studie, která zjistila že

oddělováńı jednotlivých větv́ı savc̊u koreluje s periodickými explozivńımi amplifikacemi

transposon̊u.

Např́ıklad 25% promotor̊u u člověka obsahuj́ı sekvence, které byly p̊uvodně odvozeny

z mobilńıch DNA element̊u [12, 10]. Jak již bylo zmı́něno výše, TE se pod́ılej́ı na

inaktivaci chromozomu X. Také centromerové sekvence jsou často tvořeny r̊uzně de-

generovanými transposony. Transposony se také pod́ılej́ı na reparaci dvouřetězcových

zlomů, které představuj́ı ideálńı ćıl pro inzerci elementu. Př́ıkladem, že transposony

slouž́ı jako genetický materiál pro formováńı nových gen̊u, je i vznik genu SETMAR,

který vznikl inzerćı transposonu typu Mariner (MAR) do bĺızkosti genu SET kóduj́ıćıho

histon metyltransferázu. Vznikl tak gen s funkčnost́ı histon methyltransferázy se schop-

nost́ı se současně vázat na ćılové sekvence TIR Mariner transposon̊u. Jedinečný př́ık-
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lad domestikace transposon̊u najdeme u D.melanogaster, kde LINE elementy nahrazuj́ı

funkci telomerázy, která regeneruje konce chromosomů zkracované během DNA rep-

likace.

Působivé je také spojeńı mezi transposony a V(D)J rekombinaćı, která je základem

pro imunitńı systém obratlovc̊u [16]. Imunoglobulinové receptory jsou syntetizovány a

vylučovány diferencovanými B-lymfocyty. Jsou kódovány lokusem V(D)J gen̊u, sklá-

daj́ıćı se ze série diskrétńıch kóduj́ıćıch segment̊u (L-V, D, J a C). Během diferenciace

lymfocyt̊u docháźı k V(D)J rekombinaci. Jedná se o proces vytvářej́ıćı množstv́ı r̊uzných

kombinaćı gen̊u, jejichž široký repertoár má za následek specifickou imunitńı odpověd’

v podobě rozličných typ̊u Ig. Tato specificita je rozhoduj́ıćı součást́ı imunitńıho sys-

tému obratlovc̊u. Rekombinace V(D)J lokusu je katalyzována dvěma enzymy RAG1

a RAG2, které společně tvoř́ı enzym, u kterého se zjistila př́ıbuznost s transpozázou

(enzym umožňuj́ıćı transposici DNA transposon̊u) [10]. Tyto objevy naznačuj́ı, že en-

zymatická výbava transposon̊u stála za evolućı V(D)J rekombinace.
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3 Nemoci zp̊usobené aktivitou TE

Mutace, vzniklé aktivitou mobilńıch genetických element̊u v lidském organismu, mohou

př́ımo zp̊usobit propuknut́ı r̊uzných nemoćı, včetně těch nádorových. Demonstrovat,

že aktivita transposon̊u zp̊usobuje rakovinu je obt́ıžné, hlavně kv̊uli problematické

sekvenaci repetitivńıch sekvenćı. Stále v́ıce studíı na zv́ı̌rećıch modelových organismech

ale nab́ıźı argumenty podporuj́ıćı aktivńı roli TE na vzniku nádorových onemocněńı.

Bylo zjǐstěno, že retrotransposice prob́ıhá ve velmi vysokých frekvenćıch v somatick-

ých buňkách, obzvláště tedy v mozku. Hlavńım mutagenńım nástrojem TE jsou jejich

inzerce. Jako mutagenńı faktor ale p̊usob́ı i post-inzerčně, prostřednictv́ım ektopické

rekombinace.

L1 transposony zp̊usobuj́ı choroby předevš́ım prostřednictv́ım inzerčńı mutageneze,

která je často doprovázená 3’ transdukćı, tedy přenosem části DNA umı́stěné za L1

elementem, jako výsledek slabého transkripci ukončuj́ıćıho poly(A) signálu. Alu ele-

menty škod́ı předevš́ım t́ım, že funguj́ı jako častý zdroj pro ektopickou rekombinaci, ale

také zp̊usobuj́ı inzerčńı mutagenezi a změny v sestřihu RNA molekul. SVA elementy

také maj́ı schopnost narušovat geny prostřednictv́ım inzerčńı mutageneze a odlǐsného

sestřihu RNA. Jelikož DNA transposony jsou v lidském genomu neaktivńı, nejsou za-

znamenány žádné nemoci jimi zp̊usobené. Některé lidské endogenńı retroviry HERV

si ale zachovaly schopnost transposice, jako např́ıklad K113, který vykazuje inzerčńı

polymorfismus např́ıč lidskou populaćı. Transposony typu HERV jsou navrhovány jako

potenciálńı přispěvatel k autoimunitńım chorobám.

Prozat́ım bylo zaznamenáno 96 TE inzerćı zp̊usobuj́ıćıch nemoci. Z nich 25 patřilo L1

element̊um a zbylých 71 jsou L1 zprostředkované, mezi kterými je 60 př́ıpad̊u připsáno

Alu element̊um, 7 SVA element̊um a 4 inzerce ze kterých zbyla pouze poly(A) sekvence.

Celkem transposony pokrývaj́ı 0.4% ze všech nemoc zp̊usobuj́ıćıch mutaćı [24].

3.1 Inzerčńı mutageneze TE

L1 elementy jsou svými inzercemi zodpovědné za méně než 20% lidských nemoćı. Tento

malý počet může vyplývat z preference inzerćı do oblast́ı bohatých na AT (které neob-

sahuj́ı tolik kóduj́ıćıch sekvenćı), nebo také hraje roli silná negativńı selekce (jejich délka

cca 20 krát překračuje délku Alu element̊u, proto jejich inzerce zp̊usob́ı větš́ı škodu).

L1 inzerce mohou také zp̊usobovat delece v ćılovém mı́stě o délce 1-70,000 bp [26].
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K lidským L1 elementy zp̊usobeným somatickým mutaćım patř́ı např́ıklad inzerce L1

elementu do proto-onkogenu c-myc nalezená v buňkách karcinomu prsu, zp̊usobuj́ıćı

přeskupeńı jednoho myc lokusu a amplifikaci druhého lokusu. Daľśım př́ıkladem je inz-

erce L1 do tumor supresorového genu Apc, nalezeného u pacient̊u s rakovinou tlustého

střeva.

Inzerce Alu elementu byla pozorovaná např́ıklad do genu Apc u desmoidńıch ná-

dor̊u, nebo také v souvislosti s neurofibromatózou, kdy inzerce Alu elementu do intronu

genu NF-1 vedla k deleci a posunu čteč́ıho rámce. Známá je také souvislost inzerćı Alu

element̊u do gen̊u BRCA1 a BRCA2 vedoućı k rakovině prsu. Alu elementy maj́ı také

souvislost s onemocněńım oč́ı. Polymorfismus Alu elementu u ACE genu je spojován

s lepš́ı ochranou proti věkem podmı́něné makulárńı degeneraci. Ačkoli se Alu sekvence

častěji vyskytuj́ı v intronech, jsou známy i př́ıpady, kdy inzerce Alu do exonu zp̊usobila

chorobu. Jak již bylo zmı́něno, u Alu sekvenćı inzerovaných do intron̊u docháźı často k

jejich zadržeńı a přepsáńı do mRNA procesem Alu exonizace, kde vytvář́ı nová štěpná

mı́sta pro RNA splicing.

Retrotransposony jsou také p̊uvodci populačně specifických chorob [24]. Mezi ně

patř́ı inzerce Alu do exonu genu MAK identifikovaná u pacient̊u židovského p̊uvodu s

diagnostikovanou retinitis pigmentosa, kogenitálńı svalová dystrofie typu Fukuyama u

japonských pacient̊u zp̊usobená inzerćı SVA element̊u, nebo L1 zp̊usobená 3’ transdukce

genu dytrophin vedoućı k Duchenneově svalové dystrofii u japonských chlapc̊u.

3.2 Post-inzerčńı mutageneze TE

Ektopická rekombinace mezi dvěma inzerovanými Alu elementy, zp̊usob́ı bud’ deleci

nebo duplikaci sekvence umı́stěné mezi nimi. Gen BRCA1 obsahuje neobvykle vysoký

počet Alu elemet̊u, což vede taktéž k častým ektopickým rekombinaćım a tedy i delećım/du-

plikaćım na tomto lokusu. U genu BRCA2 delece nebyly detekovány tak často. Alu/Alu

rekombinace byla pozorována také u hepatomu a bylo také zjǐstěno, že rekombinace

mezi Alu elementy vyvolává translokace v Tre-2 onkogenu a zp̊usobuje vývoj Ewingova

sarkomu. Daľśım př́ıkladem může být opakuj́ıćı se duplikace MYB lokusu (kóduje

transkripčńı faktor), které jsou výsledkem homologńı rekombinace mezi Alu elementy

lemuj́ıćımi MYB gen [25]. Tyto duplikace přisṕıvaj́ı ke vzniku akutńı lymphoblastické

leukemii u T-buněk (T-AML). Opakuj́ıćı se duplikace MLL genu (myeloidńı/lymphoidńı
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nebo mixed-lineage leukemia) mohou zase mı́t za následek vznik akutńı myeloidńı

leukemie (AML). Alu elementy také hraj́ı roli v chronické myeloidńı leukemii, kde jsou

př́ıtomny v chromozomových zlomech, produkuj́ıćı translokace mezi chromozomy 9 a

22.
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4 Sekvenačńı metody nové generace

4.1 Sangerova metoda

V roce 1977 byly nezávisle na sobě popsány dva postupy pro sekvenaci molekul DNA.

F. Sanger a A. R. Coulson vyvinuli Sangerovu metodu a nezávisle na nich přǐsli američt́ı

vědci A. Maxam a W. Gilbert s podobnou Maxam-Gilbertovou metodou. Oba týmy byly

oceněny Nobelovou cenou v roce 1980, avšak pro svou jednoduchost se stala kapilárńı

automatizovaná Sangerova metoda standardem, který dominoval trhu přes téměř dvě

desetilet́ı a vedl k dosažeńı monumentálńıch výsledk̊u, jako např́ıklad osekvenováńı kom-

pletńıho lidského genomu. Sangerova metoda je v současnosti nejpouž́ıvaněǰśı metodou

pro klinické použit́ı a pro sekvenaci de novo.

Sekvenace prob́ıhá začlenováńım směsi deoxyribonukleotid̊u spolu s dideoxynuk-

leotidy, které po přidáńı ukonč́ı elongaci řetězce. Výsledkem je směs r̊uzně dlouhých

fragment̊u, ze kterých je po elektroforetickém rozděleńı možno rekonstruovat sekvenci

DNA. T́ımto postupem je možné dosáhnout sekvenace fragment̊u délky až 1000 bp

s náklady $500 za 1Mb [32]. Navzdory mnohým technickým vylepšeńım které zvýšily

účinnost a přesnost o tři řády, limitace Sangerovy metody odkryly potřebu pro nové

a lepš́ı technologie. Automatizovaná Sangerova metoda je považovaná za technologii

prvńı generace (z angl. “first-generation”) a nověǰśı metody jsou označovány jako nová

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

4.2 Masivně paralelńı sekvenováńı

Jako prvńı z řady NGS postup̊u byla vyvinuta metoda masivně paralelńıho sekven-

ováńı (z angl. MPSS-Massively Parallel Signature Sequencing) firmou Lynx Thera-

peutics, [27]. Novátorský př́ıstup MPSS metody spoč́ıvá v rozděleńı DNA molekuly

na miliony kratš́ıch fragment̊u, které jsou analyzovány současně. T́ım dojde k sńıžeńı

náklad̊u a zvýšeńı výkonosti. Sekvenace metodou MPSS prob́ıhala amplifikaćı vzorku

emulzńı PCR (emPCR, viz dále) na mikrokuličkách po které následovala detekce fluo-

rescenčńıho signálu CCD kamerou, produkovaného přidáváńım fluorescenčně značených

nukleotid̊u. Očekává se, že MPSS si najde své uplatněńı v klinické osobńı diagnostice.

MPSS umožňuje celogenomový screening pro nové mutace a nebo současný screen-

ing stovek r̊uzných lokus̊u pro geneticky heterogenńı onemocněńı. Pomoćı MPSS bylo
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odhaleno obrovské množstv́ı zárodečných a somatických variant u normálńıch jedinc̊u.

Metoda MPSS se stala základńım kamenem pro rozr̊ustaj́ıćı se množstv́ı komerčně

dostupných platforem. Sekvenačńı metody nové generace se vyznačuj́ı kombinaćı r̊uzných

strategíı od př́ıpravy vzorku, sekvenováńı, zobrazováńı a zarovnávaćıch či shlukovaćıch

metod. V současnosti trhu dominuj́ı čtyři hlavńı představitelé Roche, Illumina, Applied

Biosystems a Ion Torrent. Daľśımi zástupci jsou firmy Helicos BioScineces, Polonator in-

strument, Pacific Biosciences a Oxford Nanopore, využ́ıvaj́ıćı nanopóry jako biosenzory

k detekci DNA sekvence nukleotid̊u.

Ačkoli je metoda MPSS velmi komplexńı, má i své omezeńı. Většina dostupných

platforem NGS vykazuje vyšš́ı chybovost oproti Sangerově sekvenaci. Daľśı nevýhodou

je obvyklá délka fragment̊u, která neńı vyšš́ı jak 50-100 bp. To dělá de novo sekvenováńı

v́ıce obt́ıžným, hlavně pokud se DNA skládá z repetitivńıch sekvenćı.

4.3 Platformy NGS

4.3.1 Roche/ 454 GS-FLX

Sekvenátor typu 454 od společnosti Roche byl prvńı dostupný NGS př́ıstoj [29]. Kombin-

uje techniku amplifikace vzorku prostřednictv́ım emulzńı PCR s pyrosekvenaćı. Emulzńı

PCR (emPCR) slouž́ı k amplifikaci DNA fragment̊u přibližné délky 450 bp přichycených

na mikrokuličkách. Přichyceńı DNA fragment̊u na mikrokuličky je umožněno přidáńım

adaptér̊u na oba konce fragmentu. Adaptéry obsahuj́ı také primery RNA polymerázy II

pro iniciaci PCR reakce. Adaptéry ohraničená DNA je současně přichycena k povrchu

mikrokuličky. Mikrokuličky jsou izolovány uvnitř kapiček na bázi voda-olej a vytvářej́ı

tak uzavřený mikro-bioreaktor, ve kterém prob́ıhá samotná PCR reakce. V každé kapce

může být umı́stěna pouze jedna mikrokulička s jednou vzorovou DNA molekulou. T́ım

se zajist́ı, že amplifikace bude prob́ıhat současně. Po proběhnut́ı PCR reakce obsahuje

každá mikrokulička miliony kopíı cDNA molekul. V daľśım kroku je emulze voda-olej

rozbita a cDNA přichycená na mikrokuličkách je podrobena sekvenaci. Ta prob́ıhá

uvnitř pikolitrových jamek čipu PicoTiterPlate (PTP), zp̊usobem jedna kulička na

jamku. Do jamek jsou dále přidány DNA polymeráza, sulfuryláza a luciferáza. Při

přidáńı každého dNTP polymerázou zprostředkovanou reakćı je uvolněno světlo ze

vzniklého pyrofosfátu. Světlo je zachyceno na podložńım skĺıčku složeného z optických

vláken, které vede světelný signál až na vstup CDD kamery. Počet přidaných stejných
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Obrázek 10: Pyrosekvenace pomoćı př́ıstroje Roche 454 GS FLX. Převzato z [32].

dNTP je př́ımo úměrný detekovanému signálu.

Hlavńı nevýhodou této metody je cena, která je v porovnáńı s daľśımi metodami

vyšš́ı. Na druhou stranu velkou výhodou je, že generuje fragmenty vyšš́ı délky. Za jeden

běh přibližné délky 10 hodin generuje př́ıstroj 454 GS-FLX v titanové verzi PTP ˜400-

600 Mb dat fragment̊u délky ˜450 bp, s náklady ˜$85/Mb. Uváděná přesnost je 99.5%

[32].

4.3.2 Illumina/Genome Analyzer

Metoda je založena na sekvenováńı syntézou (z angl. sequence by synthesis), která je

doplněna o detekci fluorescenčně značených nukleotid̊u podobaj́ıćı se tradičńı Sangerově

metodě. Illumina sekvenace použ́ıvá k amplifikaci fragment̊u techniku tzv. “můstkovou”

PCR (z angl. bridge). Zpracovávané fragmenty jsou 36-125 bp dlouhé a jsou obohaceny

připojeńım adaptér̊u, které jsou komplementárńı k oligonukleotidovým sekvenćım ko-

valentně umı́stěným na amplifikačńı destičce. Adaptory jsou spolu s jednovláknovými

DNA fragmenty hybridizovány k ukotveným oligonukleotid̊um a cyklickou izotermickou

PCR docháźı k vytvořeńı shluk̊u. Každý shluk se skládá přibližně z 1000 identických

molekul. Můstková se tato metoda označuje proto, že při ńı docháźı ohybu molekuly

DNA do podoby mostu. Značené nuklotidy použ́ıvané pro detekci signálu obsahuj́ı modi-
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Obrázek 11: Sekvenace př́ıstroji Illumina. a) Př́ıprava knihovy-navázáńı adaptér̊u
na fragmenty. b) Můstková PCR amplifikace, vytvořeńı shluk̊u a následné navázáńı
primeru. c) Detekce fluorescenčńıho signálu laserem. Převzato z [32].

fikovanou 3’-OH skupinu, zajǐst’uj́ıćı zařazeńı pouze jednoho nukleotidu v jednom cyklu.

Každé zařazeńı jednoho nukleotidu je následované laserovou detekćı fluorescenčńıho

signálu z každého shluku. Při jednom cyklu spolu všechny nukleotidy soutěž́ı o začleněńı

do řetězce. Po zopakováńı 125 cykl̊u vygenerujeme 125 bp dlouho sekvenci.

Společnost Illumina v současnosti dominuje NGS trhu, hlavně d́ıky robustnosti

provedeńı a přesnosti. Illumina Genome Analyzer produkuje za 7 dńı běhu přibližně

17 Gb sekvenćı délky 75+ bp za cenu ˜$6/Mb. Uváděná přesnost je v́ıce jak 99.5% [32].

4.3.3 Applied Biosystems/ SOLiD

Platforma SOLiD (z angl. Sequencing by Oligo Ligation and Detection) je založena na

principu sekvenováńı prostřednictv́ım ligace (z angl. sequencing by ligation). Př́ıprava

knihovny může prob́ıhat dvěma zp̊usoby. Bud’ se vytvář́ı klasická fragmentová DNA

knihovna se dvěma adaptéry na každém konci fragmentu, nebo se produkuje párová (z

angl. mate-paired) knihovna, která nav́ıc ke dvěma krajńım adaptér̊um obsahuje ještě

jeden interńı. Analyzované fragmenty maj́ı délku 50 bp a jsou amplifikovány metodou

emulzńı PCR, podobně jako tomu bylo u sekvenace 454 Roche. Sekvenováńı na prin-
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Obrázek 12: Sekvenace př́ıstroji SOLiD. Značené sondy soutěž́ı o navázáńı za primer,
poté následuje štěpeńı a celý proces se opakuje (nahoře). Posouváńım primeru o jeden
dNTP se restauruje celá sekvence (opakuje se 5x). Převzato z [32].

cipu ligace použ́ıvá systém nukleotidových sond kódovaných dvěma bázemi. Sondy tvoř́ı

oligonukleotidové oktamery, ale specifické jsou pouze prvńı dva nukleotidy. Po navázáńı

primeru je do reakce přidána sada fluorescenčně značených sond, která soutěž́ı o za-

řezeńı do řetězce za primer. Po ligaci sondy k primeru je detekován fluorescenčńı signál

a posledńı tři nukleotidy jsou odštěpeny, což zanechá na mı́stě sondu pokryvaj́ıćı 5

nukleotid̊u. Hybridizace sondy, ligace, detekce signálu a štěpeńı sondy se muśı zopako-

vat 10-krát, aby se sondami pokryl celý 50 bp dlouhý fragment. Pro určeńı sekvence

nukleotid̊u muśıme celý proces opakovat celkem 5-krát, a to vždy s primerem o je-

den nukleotid kratš́ım než u předchoźıho cyklu. Dı́ky systému sond kódovaných dvěma

bázemi je každá pozice charakterizovaná dvěma fluorescenčńımi signály, což dělá SOLiD

system velmi přesným.
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Největš́ı výhodou této metody je zvýšený výkon a přesnost. SOLiD sekvenátor pro-

dukuje za 3-7 dńı běhu přibližně 10-15 Gb sekvenćı délky 50 bp za cenu ˜$5.80/Mb.

Uváděná přesnost je v́ıce jak 99.94% [32].

4.3.4 Life Technologies/ Ion Torrent

Technologie Ion Torrent byla představena na začátku roku 2011. Jedná se o prvńı

metodu která neńı založená na detekci uvolněného světelného zářeńı, jako všechny před-

choźı zmiňované metody, [30]. Mı́sto toho měř́ı ionty H+produkované při syntéze řetězce

DNA polymerázou, která přidává nukleotidy v jejich základńı neupravené podobě. Ma-

sivně paralelńı sekvenováńı prob́ıhá na iontově senzitivńım tranzistorovém poli ISFET(z

angl. Ion Sensitive Field Effect Transistor). Architektura čipu ISFET využ́ıvá elek-

tronické adresováńı běžné v CMOS senzorech. Nad elektronikou a senzitivńı vrstvou

je umı́stěna vrstva s jamkami, do kterých jsou rozmı́stěny mikrokuličky s DNA frag-

menty amplifikovanými pomoćı emulzńı PCR. Čip ISFET je pokrytý 1.2 miliony sen-

zor̊u (nověǰśı Proton II čip dokonce 660 milion̊u), které zaznamenaj́ı každou změnu v

gradientu pH zp̊usobenou začleněńım nukleotidu a následným uvolněńım protonu H+.

Změna gradientu pH indukuje změnu potenciálu na kov-oxid senzitivńı vrstvě, která je

dále digitalizována a zpracována. Typický běh trvá 2 hodiny a generuje až ˜1Gb dat.

Zpracovávaj́ı se fragmenty délky ˜100bp produkuje přibližně 25 milion̊u báźı.

Obrázek 13: Ion Torrent technologie. a) Jamka s DNA fragmentem. b) 50x50 region
senzoru. c) Čip v keramickém baleńı. Převzato z [30].
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5 Sekvenace transkriptomu pomoćı RNA-seq

Sekvenováńı mRNA s použit́ım NGS technologíı umožňuje měřeńı genové exprese celého

transkriptomu. Postup a provedeńı RNA-seq experimentu je znázorněn na obr. 14.

Prvńım úkolem je vyčistit zkoumaný vzorek o rRNA, tRNA a mitochondriálńı RNA,

které u prokaryot i eukaryot tvoř́ı přibližně 75% všech RNA molekul. Navzdory použit́ı

purifikačńıch metod, mezi které patř́ı např́ıklad poly(A)purifikace a DNS normalizace,

sekvenačńı data mohou obsahovat menš́ı množstv́ı těchto RNA molekul [59]. Ty mo-

hou být odfiltrovány v následuj́ıćıch kroćıch bioinformatickými postupy. Zbylá mRNA

je poté nastř́ıhána na menš́ı části, a je z ńı připravena knihovna krátkých fragment̊u s

navázanými adaptory. Ty jsou poté sekvenovány sekvenačńım př́ıstrojem a jako výsledek

źıskáme tzv. ready. Anglické slovo ’read’ znač́ı datovou reprezentaci krátké sekvence

DNA obvykle 50-150 bp dlouhou, která byla vyprodukována sekvenačńım př́ıstrojem.

Samotné ready však nemaj́ı žádnou vypov́ıdaj́ıćı hodnotu, a proto jsou dále bioinformat-

icky zpracovány. Namapováńım na referenčńı sekvenci zjist́ıme jejich genomickou pozici,

ze které byly odvozeny. Většina read̊u je namapována na exony, což jsou transkripčně

aktivńı jednotky, a pouze malé množstv́ı read̊u je namapováno na transposony. Ready

které nejde namapovat v celku, jsou rozděleny na menš́ı části a ty jsou namapovávány

zvlášt’. Rozdělené ready umožňuj́ı jednodušš́ı identifikaci mezer mezi exony (angl. splice

junctions) [54, 56].

RNA-seq metoda neńı zat́ıžena téměř žádným šumem, je mnohem přesněǰśı a má

větš́ı dynamický rozsah oproti DNA microarray technologíım. Microarray totiž postrádá

senzitivitu pro velmi malé, nebo naopak velmi velké úrovně exprese, z d̊uvodu laserové

detekce. RNA-seq má nekonečně mnoho úrovńı exprese, protože postrádá horńı limit

pro kvantifikaci exprese. Zálež́ı pouze na počtu namapovaných read̊u. RNA-seq metoda

je výhodná pro sekvenaci de novo, protože (oproti microarray) neńı omezena znalost́ı

genomické sekvence. RNA-seq umožňuje objevováńı nových gen̊u, jejich transkript̊u,

měřeńı genové exprese a detekci zárodečných i somatických mutaćı v oblasti transkri-

bované části genomu. RNA-seq se také hod́ı pro analýzu diferenciálńı exprese (zdravý/

nemocný, léčený/neléčený atd.) z d̊uvodu jednoduché reprodukovatelnosti experimentu.

V neposledńı řadě je RNA-seq vhodná k analýze alternativńıho sestřihu mRNA, prostřed-

nictv́ım kterého jsou generovány odlǐsné transkripty z jednoho genu. Detekce těchto

isoforem pomoćı mRNA je velmi přesná a odhaluje jak známé, tak nové isoformy.
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Obrázek 14: Pr̊uběh RNA-seq experimentu. Rozdělené ready jsou namapovány přes
nekóduj́ıćı sekvence intron̊u a umožňuj́ı snazš́ı identifikaci mezer mezi exony. Upraveno
podle [36].

Z d̊uvodu velkého množstv́ı dat produkovaných sekvenačńımi př́ıstroji (v současnosti

v́ıce jak 500 Gb na jeden běh) bylo nutné vyvinout robustńı a efektivńı bioinformatické

algoritmy, které takovou analýzu umožńı. Obecně můžeme postup při analýze RNA-seq

dat rozdělit na tři části. Jedná se o namapováńı read̊u, klasifikaci a anotaci transkriptu

(angl. Transcript assembly), a také kvantifikaci exprese gen̊u a jejich transkript̊u. Ex-

istuje několik sofistikovaných nástroj̊u pro každou z těchto část́ı. Většinou jsou volně

dostupné a jsou vyv́ıjeny laboratořemi na celém světě. Nástroje poskytuj́ıćı klasifikaci,

kvantifikaci a anotaci transkriptu, se obecně zaměřuj́ı na genovou expresi a proto je pro

analýzu transposon̊u nebylo možné použ́ıt. Ze všech dostupných nástroj̊u byl použit

jeden nástroj slouž́ıćı k namapováńı read̊u, ale následná kvantifikace úrovně exprese

36
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transposon̊u je řešena vlastńımi postupy a skripty.

Celkový objem dat použitých v této práci je v součtu 66.8 GB ve FASTQ formátu,

který bude popsán dále. Z d̊uvodu velkého objemu dat a značné výpočetńı śıle, která

je pro tuto práci vyžadována předevš́ım pro namapováńı read̊u, byla veškerá analýza

prováděna prostřednictv́ım výpočetńıho centra MetaCentrum [40], ke kterému lze přis-

tupovat vzdáleně přes př́ıkazovou řádku. MetaCentrum je vedeno virtuálńı organizaćı

MetaVO, která poskytuje student̊um a akademickým pracovńık̊um bezplatné využit́ı

výpočetńı a úložné kapacity, stejně jako řadu programů (např́ıklad Matlab, Maple,

TopHat, Bowtie, Cufflinks, atd.).

Protože anglické názvy jsou v oboru zažité a jejich počešt’ováńı by bylo matoućı,

použ́ıvám v textu několik anglických termı́n̊u, které jsou vždy vysvětleny, např. zmı́něné

ready.

6 Př́ıprava dat pro namapováńı

6.1 FASTQ formát

Sekvenačńı př́ıstroje produkuj́ı data ve formátu FASTQ [38], který kromě samotné

sekvence obsahuje informaci o kvalitě každého nukleotidu (Q jako quality, angl. kvalita).

FASTQ formát se stal standardem pro uchováńı a sd́ıleńı sekvenovaných dat. Existuje

však několik variant FASTQ soubor̊u, které se od sebe mı́ mı́rně lǐśı. Všechna data

použitá pro tuto diplomovou práci pocházej́ı z Illumina Genome Analyzeru, a proto zde

podrobněji poṕı̌si tento typ formátu.

Jak je vidět na obr. 15, každý read je popsán čtyřmi řádky. Prvńı řádek obsahuje

hlavičku. Podobně jako začátek FASTA hlavičky zač́ıná znakem ’>’, začátek FASTQ

zač́ıná znakem ’@’. Hlavička má tři pole, jejichž délka nemá žádný limit. V prvńım poli

dat pocházej́ıćıch z NCBI SRA databáze (viz dále) se nacháźı identifikátor readu. Na

obrázku je vidět že na jeho konci je ’.1’, což znač́ı, že ready tvoř́ı páry (angl. paired-end).

Druhý read z páru má na konci ’.2’. Na prostředńım poli se nacháźı Illumina identifiká-

tor. ’HWUSI-EAS230-R’ je unikátńı název př́ıstroje, za kterým následuj́ı identifikároty

konkrétńıch souřadnic, kde se sekvenovaný DNA fragment na čipu nacházel. Jsou jimi

č́ıslo pruhu (angl. lane) ’5’, č́ıslo dlaždice (angl. tile) ’1’, x-souřadnice shluku (angl.

cluster) ’16’ a y-souřadnice ’884’ uvnitř dlaždice. Posledńı pole obsahuje informaci o
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1.ř. @SRR057654.1 HWUSI-EAS230-R:5:1:16:884 length=36

2.ř. GCGGGGCCGGAGCGAGGCTGAGANCNGNNNNTTCCT

3.ř. +SRR057654.1 HWUSI-EAS230-R:5:1:16:884 length=36

4.ř. AA@AA@>@9<??>-9;#######!#!#!!!!#####

Obrázek 15: Prvńı 4 řádky FASTQ Sanger/Illumina formátu steženého ze NCBI SRA
databáze, popisuj́ıćı jeden read.

délce fragmentu, tedy ’length=36’. Druhý řádek obsahuje samotnou sekvenci readu,

jej́ıž znaky odpov́ıdaj́ı jednoṕısmenným kód̊um dle IUPAC nomenklatury. Třet́ı řádek

zač́ıná znakem ’+’ a může obsahovat dodatečné informace. V našem př́ıkladu je zde

zopakovaná hlavička. Tento řádek je volitelný může zde být pouze povinný znak ’+’,

č́ımž dojde ke výraznému sńıžeńı velikosti souboru.

6.1.1 Phred skóre

Každé bázi je př́ıstrojem přǐrazeno ohodnoceńı kvality správné identifikace, tzv. Phred

skóre. Posledńı řádek na obr. 15 obsahuje jednomı́stný ASCII kód pro Phred skóre

každé báze. Z toho d̊uvodu je každý čtvrtý řádek stejně dlouhý, jako délka sekvence na

druhém řádku. Existuje několik typ̊u kódováńı Phred skóre dle druhu př́ıstroje. Použitá

data jsou ve formátu Sanger/Illumina1.9. Pro tyto data je použit klasický typ kódováńı

Phred+33. Je d̊uležité si všimnout, že se mezi znaky kvality na čtvrtém řádku může

vyskytnout i znak ’@’ (viz obr. 15). Neńı proto možné použ́ıt řádek zač́ınaj́ıćı na ’@’

pro identifikaci řádku hlavičky, např́ıklad pro parser.

Kvalita správné identifikace báze př́ıstrojem je posuzována na základě Phred skóre.

K výpočtu kvality Q je použit vzorec z [38]

Q = −10 ∗ log(Pe), (1)

kde Pe znač́ı pravděpodobnost, že při voláńı báze (angl. base call) došlo k chybě.

Vyšš́ı skóre tedy implikuj́ı nižš́ı pravděpodobnost, že došlo k chybě. Např́ıklad skóre

Q=10 odpov́ıdá pravděpodobnosti, že 1 báze z deseti je špatně, tedy 90% přesnost. Pro

Q=20 je 1 báze ze 100 špatně (přesnost 99%), a pro Q=30 je to 1 z 1000 báźı (přesnost

99.9%). Sanger/Illumina1.9 formát dokáže zakódovat Phred skóre od 0 do 93 použit́ım

ASCII znak̊u 33-126:

!”#$%&’()*+,-./0123456789:;<=>?@ABCDEFGHIJKLMNOPQRSTUVWXYZ[\]ˆ ‘a
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bcdefghijklmnopqrstuvwxyz{|}˜.

Většinou se však skóre pohybuje od 0 do 40, a jen zř́ıdka překroč́ı hodnotu 60. Kódováńı

Phred+33 znač́ı, že kv̊uli posunu vznikaj́ıćım při převodu skóre do ASCII, je nutné ke

skóre přič́ıst č́ıslo 33.

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

Knihovnu read̊u je možné připravit několika zp̊usoby. Prvńım je metoda single-end, při

které je read vygenerován z jednoho fragmentu DNA. Single-end strategie však má jisté

nevýhody, předevš́ım pokud se jedná o krátké ready pro de novo sekvevenaci, tedy pro

sekvenaci bez známé publikované referenčńı genomické sekvence. Dı́ky velkým segmen-

tálńım duplikaćım, repetićım a jiným málo komplexńım oblastem v genomu, je obt́ıžné

ze single-end read̊u vytvořit pro každý chromozom jeden tzv. contig. Anglické slovo

’contig’ znamená datovou reprezentaci dlouhé sekvence DNA, která neobsahuje mezery

a byla zrekonstruovaná z namapovaných read̊u. U NGS sekvenace se vždy snaž́ıme o

co nejdeľśı contigy. U single-end knihovny je i pro malé genomy třeba velkého pokryt́ı

(angl. coverage).

Z tohoto d̊uvodu je velmi obĺıbená strategie paired-end typu knihovny. U paired-end

metody jsou z fragmentu DNA sekvenovány pouze jeho konce. Vzniklé dva ready jsou

ve výstupńım souboru označeny jako pár (bud’ jako ’nazev.1’ a ’nazev.2’, nebo ’nazev/1’

a ’nazev/2’). Při tomto typu př́ıpravy knihovny obdrž́ıme nejen informaci o genomické

sekvenci, ale nav́ıc źıskáme i informaci o vzdálenosti ve které se párové ready nacháźı.

Druhá zmı́něná informace je užitečná např́ıklad v př́ıpadě, kdy jeden read pocháźı

z repetitivńı oblasti genomu a je velmi obt́ıžné ho správně namapovat a druhý read

obsahuje unikátńı sekvenci. Unikátńı read posouž́ı jako ’kotva’ při namapováńı repeti-

tivńıho readu. Dále je možné pomoćı paired-end read̊u detekovat strukturńı varianty u

mutovaných genomů, jako jsou inzerce, delece a translokace. Pokud se např́ıklad ready

namapuj́ı výrazně bĺıže oproti očekávané vzdálenosti, znač́ı to možný výskyt delece ve

zkoumaném vzorku.

Posledńı metodou př́ıpravy knihovny je mate-pair, který je podobný paired-end.

Lǐśı se v tom, že párové ready nepocházej́ı z fragmentu dlouhého cca 200-300 bp, ale z

mnohem deľśıch úsek̊u od 20 kb do 10 kb. Mate-pair ready se na genom namapovávaj́ı v

opačné orientaci než paired-end ready. Důvodem je složitěǰśı př́ıprava knihovny read̊u.

39
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Mate-pair ready se použ́ıvaj́ı např́ıklad pro spojeńı velkých mezer u de novo sekvenace,

nebo pro identifikaci velkých strukturńıch variant.

6.3 Źıskáńı dat

Data pro tuto práci byla stažena z NCBI archivu SRA (Sequence Read Archive) [39],

kde jsou uložena jak data volně př́ıstupná, tak data s omezeným př́ıstupem. Z databáze

SRA byly vybrány dvě studie, které se zabývaly diferenciálńı analýzou transkripomu

normálńıch a rakovinných buněk. Prvńı studie je dohledatelná na stránkách SRA pod

kódem SRP002628. Vzorky pocházej́ı od pacient̊u s adenokarcinomem prostaty. Zveře-

jněná data k této studii tvoř́ı dva páry zdravý/nemocný (2 pacienti). Druhá studie s

kódem SRP006900 se zabývá adenokarcinomem tlustého střeva. Studii tvoř́ı 10 pár̊u

zdravý/nemocný. Ke své práci jsem z nich použila polovinu. Podrobný souhrn jed-

notlivých dat naleznete v tabulce 1.

SRA databáze neumožňuje stáhnout data z ftp serveru př́ımo v požadovaném for-

mátu (např́ıklad ’.fastq’) kv̊uli nedostatku finančńıch prostředk̊u, které by byly potřeba

na vývoj nástroj̊u prováděj́ıćıch konverzi, a poskytuje data pouze ve formátu ’.sra’. Z

tohoto d̊uvodu byl vytvořen SRATookit, což je knihovna nástroj̊u pro práci se ’.sra’

soubory. Po stáhnut́ı ’.sra’ souboru umožňuje konverzi do požadovaného formátu. Kon-

verze ze ’.sra’ do ’.fastq’ u paired-end dat provád́ı nástroj ./fastq-dump s volbou -

-split-3, která paired-end data ulož́ı ve dvou samostatných souborech. Např́ıklad

po stáhnut́ı souboru SRR057658.sra obdrž́ım soubory SRR057658 1.fastq pro ready

pocházej́ıćı z levé strany p̊uvodńıho fragmentu a SRR057658 2.fastq pocházej́ıćı ze

strany pravé.

6.4 Zhodnoceńı kvality dat

NGS data trṕı na systematické chyby, které jsou d̊usledkem nedokonalé př́ıpravy kni-

hovny a sekvenace. Zhodnoceńı kvality dat je proto d̊uležitým krokem, který by se měl

provádět vždy před použit́ım dat k daľśı práci, aby se zamezilo možným problémům a

odchylkám, které by v d̊usledku mohly ovlivnit biologickou interpretaci. Velmi obĺıbený

je nástroj pro ohodnoceńı kvality dat FastQC [42], který umožňuje komplexněǰśı pohled

na data prostřednictv́ım grafického rozhrańı. Při načteńı dat se provede sada analýz,

která poskytne možnost identifikace problémových oblast́ı, kterými je třeba se při

40
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ID běhu Původ tkáně Typ Počet read̊u Délka read̊u

SRR222176 tl.střevo/rak. single-end 8542144 65
SRR222178 tl.střevo/rak. single-end 11461875 65
SRR222175 tl.střevo/norm. single-end 9037384 65
SRR222177 tl.střevo/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
SRR057657 prostata/norm. paired-end 23829402 36
SRR057658 prostata/norm. paired-end 29352538 36

Tabulka 1: Přehled analyzovaných datových soubor̊u.

úpravách kvality dat zabývat. Kromě základńı statistiky udávaj́ıćı počet read̊u, ob-

sah GC, typ kódováńı a délky read̊u, obsahuje FastQC daľśıch 9 modul̊u. Detailńı popis

všech by byl př́ılǐs zdlouhavý, je uveden v referenci[42]. Těmi nejd̊uležitěǰśımi parametry,

kterými je vhodné se zabývat jsou př́ıtomnost adaptor̊u (jejich př́ıpadné odstraněńı),

Phred kvalita báźı na každé pozici readu, GC obsah, př́ıtomnost duplikovaných sekvenćı

a pr̊uměrná Phred kvalita sekvenćı.

Pokud v datech objev́ıme problém, kterým se rozhodneme zabývat, můžeme využ́ıt

FASTX-Toolkit [41], což je knihovna nástroj̊u pro práci s ’.fastq’ soubory. Obsahuje

mnoho užitečných funkćı určených např́ıklad k ořezáńı read̊u, filtraci nekvalitńıch read̊u,

formátováńı dat, a jiné. Umı́ podobně jako FastQC graficky vykreslit základńı statistické

údaje.

6.4.1 Odstraněńı adaptor̊u

Nejdř́ıve je nutné odstranit sekvence adaptor̊u, které byly sekvenovány spolu s žá-

danými fragmenty DNA. Pokud známe sekvenci adaptoru, můžeme k tomuto účelu

použ́ıt nástroj fastx_clipper od FASTX-Toolkit, kterému je zadána sekvence adap-

toru a on ji z každého readu odstrańı. Pokud sekvenci adaptoru neznáme je možné

použ́ıt modul ’Per Base Sequence Content’ od FastQC (obr. 17), který umožńı př́ıtom-

nost a délku adaptoru odhadnout. Tento graf znázorňuje mı́ru báźı na každé pozici
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readu. U knihovny read̊u se očekává, že obsah báźı bude náhodný a tedy horizontálńı

linie nebudou vykazovat větš́ı odchylky. Na obrázku je vidět že prvńıch 14 báźı vykazuje

odchylky, které vypov́ıdaj́ı o nadměrném zastoupeńı určitých sekvenćı. Omezeńı tohoto

biasu na začátek sekvence odpov́ıdá sekvenci adaptoru, které je třeba z readu odstranit.

K tomu je možné použ́ıt nástroj fastx_trimmer, kterému stač́ı zadat rozsah báźı, které

si přejeme zachovat. Pro všechna použitá data bylo odstraněno prvńıch 13 báźı adap-

toru.

6.4.2 Odstraněńı nekvalitńıch konc̊u

Vykresleńı box-whisker grafu poskytne přehled o rozložeńı kvality báźı na jednotlivých

pozićıch v readu. Klasická situace kvality báźı je znázorněna na obr. 16, kdy s přir̊us-

taj́ıćım počtem báźı klesá kvalita Phred skóre. Nekvalitńı konce readu je proto vhodné

odstranit. U read̊u analyzovaných v této práci byly odstraněny konce u kterých klesla

Phred kvalita pod hodnotu 10. Pro upřesněńı grafu, modrá křivka znázorňuje pr̊uměrnou

kvalitu, červené čáry jsou pro medián, žlutý box reprezentuje kvartil pro 25-75% a horńı

a spodńı whiskery představuj́ı spodńıch 10% a horńıch 90%.

U dat pocházej́ıćıch z prostaty a z tlustého střeva, byly odstraněny stejně dlouhé

konce, aby z̊ustala délka read̊u u všech dataset̊u konzistentńı. Kromě odstraněńı 13

báźı adaptoru (14 báze je prvńı báźı nového readu), byly u prostaty dále odstraněny

posledńı 2 báze, i když nekvalitńıch báźı na konci bylo v́ıce. Je to z toho d̊uvodu, že

minimálńı délka readu pro namapováńı programem TopHat (viz dále) je 20 bp, a při

daľśım zkracováńı bychom dostali méně a nebylo by možné ready namapovat. U dat

pocházej́ıćıch z tlustého střeva jsme si mohli dovolit odstranit z konce v́ıce read̊u. Bylo

odstraněno 22 bp (posledńı báźı nového readu je 43 báze p̊uvodńıho).

Ořezáńım jsem tedy ready u tlustého střeva zkrátili na 20 bp a u prostaty na 29 bp.

Použili jsme nástroj fastx_trimmer pro tlusté střevo v podobě:

fastx_trimmer -f 14 -l 43 -Q 33 -i vstup.fastq -o vystup.fastq

A pro prostatu (paired-end):

fastx_trimmer -f 14 -l 36 -Q 33 -i vstup_1.fastq -o vystup_1.fastq

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

Obrázek 16: FastQC program. Box-whisker graf reprezentuj́ıćı kvalitu baźı.

Obrázek 17: FastQC program. Poměrné zastoupeńı baźı na každé pozici.
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6.4 Zhodnoceńı kvality dat 6 PŘÍPRAVA DAT PRO NAMAPOVÁNÍ

Obrázek 18: FastQC program. Procentuálńı zastoupeńı duplikaćı.

6.4.3 Odstraněńı duplikaćı

Většina sekvenćı by se v celé knihovně read̊u měla objevit pouze jednou. Malý počet

duplikovaných read̊u (tj. read̊u, jejichž stejná sekvence je v knihovně př́ıtomna v́ıce než

jednou) může být zp̊usoben velmi vysokým pokryt́ım. Vysoká úroveň duplikace read̊u

může být známkou jejich nadměrného zastoupeńı, často zapř́ıčiněného PCR amplifikaćı.

Na obr. 18 je procentuálně vyjádřeno zastoupeńı duplikovaných sekvenćı. Je patrné,

že většina sekvenćı je zastoupena jedenkrát. Rostoućı tendence je př́ıtomna pro 10+

duplikaćı. Malý nár̊ust v kategorii 10+ je očekávaný, protože kategorie sdružuje všechny

duplikace zastoupeńı 10 a v́ıcekrát. Podle dokumentace FastQC programu je překročeńı

20% v kategorii 10+ duplikaćı pomyslná hranice, kdy by tomuto jevu měla být věnována

pozornost a duplikace by měly být odstraněny. Rozhodně ale neńı na škodu odstranit

duplikace při každé analýze automaticky.

Existuje několik nástroj̊u které lze k tomuto účelu použ́ıt. FASTX-Toolkit obsahuje

př́ıkaz fastx_collapse slouž́ıćı pro odstraněńı duplikaćı. Ten se však ukázal být velmi

pomalý pro použ́ıt́ı na lidský genom. Daľśı alternativou je nástroj rmdup od SAMTools,

který na těchto datech nefungoval. Dokumentace obsahovala informaci o tom, že v

některých př́ıpadech nástroj nemuśı pracovat dobře a odkázali uživatele na knihovnu
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nástroj̊u Picard. Picard je knihovna předkompilovaných .jar funkćı. Bohužel ani jejich

nástroj MarkDuplicates.jar nefungoval podle očekáváńı. Odstraňoval přibližně polov-

inu všech read̊u nehledě na typ dat. Tak velký počet dat neodpov́ıdá grafu na obr. 18

a přǐsli bychom o velký počet dat. Jednou možnost́ı jak si tento jev vysvětlit je to,

že oproti předchoźım nástroj̊um na vstup MakeDuplicates.jar přicháźı ’.bam’ soubor,

tedy již namapované ready. Dokumentace k programu prováděj́ıćımu namapováváńı

(TopHat) udává, že pokud je v́ıce read̊u možné namapovat na v́ıce mı́st, vyb́ırá mı́sto

náhodně. Tento efekt sṕı̌se naznačuje, že všechny ready jsou namapovány na prvńı

pozici na kterou program naraźı.T́ımto zp̊usobem může docházet k tomu, že na určitou

genomickou pozici (která je dostatečně neunikátńı, což repetitivńı oblasti jsou) se nama-

puje převážná většina read̊u, které jsou poté vyhodnoceny jako duplikace a program

Picard je odstrańı.

Úroveň duplikace u použitých dat se pohybovala kolem 20%. Proto byl tento krok

kv̊uli výše zmı́něným komplikaćım přeskočen.
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7 Namapováńı read̊u

7.1 Přehled metod pro namapováńı read̊u

Namapovat ready znamená nalézt v genomu p̊uvodńı pozici, ze které byl read odvozen.

Existuj́ı dva hlavńı př́ıstupy. Prvńı př́ıstup při namapováńı read̊u nepovoluje velké mez-

ery (angl. unsplice read aligners) a použ́ıvá se např́ıklad u genomických dat. Mezi

nejpouž́ıvaněǰśı programy tohoto typu patř́ı velmi známé BWA, Bowtie (využ́ıvaj́ıćı

Burrowsovu wheelerovu transformaci) a Shrimp (funguj́ıćı na principu Hash tabulek).

Druhý př́ıstup, navržený pro analýzu transkriptomu, velké mezery povoluje (angl. spliced

aligners). Mezi hlavńı dvě metody realizuj́ıćı tento př́ıstup patř́ı exon first (exon prvńı)

a seed and extend (zasej a prodluž). Pravděpodobně nejobĺıbeněǰśı nástroj použ́ıvaný

pro namapováńı dat z RNA-seq je TopHat. Metoda exon first se skládá ze dvou krok̊u.

Jak jej́ı název napov́ıdá, nejdř́ıve se namapuj́ı ready, které jde namapovat bez přerušeńı

v celku. V druhém kroku se nenamapované redy rozděĺı na menš́ı fragmenty, které

jsou namapovány zvlášt’. Následně se genomická sekvence kolem namapovaných frag-

ment̊u read̊u prohledá o možná spojeńı exon̊u (angl. splice connection). Rozdělené ready

umožňuj́ı jednodušš́ı identifikaci mezer mezi exony (angl. splice junctions). Algoritmus

seed and extend např́ıklad použ́ıvaj́ı programy GSNAP a QPALMA. [55]

V porovnáńı se seed-extend metodou je exon first rychleǰśı a méně výpočetně

náročněǰśı, zejména pokud se v prvńım kroku namapuje pouze malá část read̊u (druhý

krok je v́ıce výpočetně náročněǰśı). V této práci jsou ready namapovány pomoćı pro-

gramu TopHat, který k prvńımu ’předmapováńı’ využ́ıvá nástroj Bowtie, a až potom

identifikuje možná spojeńı. Namapováńı read̊u na referenčńı sekvenci je výpočetně ne-

jnáročněǰśı část diplomové práce.

7.2 Burrowsova Wheelerova transformace (BWT)

Program Bowtie nevyhledává ready př́ımo v genomu, ale vytvoř́ı si indexovanou verzi ge-

nomické sekvence pomoćı Burrowsovy wheelerovy transformace (BWT). Metoda BWT

data transformuje (tzn. nedocháźı ke ztrátě informace) do struktury, která je mno-

hem vhodněǰśı pro kompresi. Samotná komprese poté může být realizována např́ıklad

jednoduchým RLE (Run Length Encoding), nebo MTF (Move To Front) algoritmem.

Transformace pomoćı BWT je vratný proces.
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1 ema_ma_maso

2 ma_ma_masoe

3 a_ma_masoem

4 _ma_masoema

5 ma_masoema_

6 a_masoema_m

7 _masoema_ma

8 masoema_ma_

9 asoema_ma_m

10 soema_ma_ma

11 oema_ma_mas

1 _ma_masoema

2 _masoema_ma

3 a_ma_masoem

4 a_masoema_m

5 asoema_ma_m

6 ema_ma_maso

7 ma_ma_masoe

8 ma_masoema_

9 masoema_ma_

10 oema_ma_mas

11 soema_ma_ma

Tabulka 2: BWA transformace. Tabulka vlevo obsahuje řetězce s posunutým začátkem,
v tabulce vpravo jsou řádky uspořádány podle abecedy a jsou u nich zvýrazněny prvńı
a posledńı sloupce.

Jako př́ıklad poslouž́ı řetězec ’ema ma maso’. Účinnost BWA však roste s délkou vs-

tupńıho řetězce, tud́ıž u takto krátké věty neočekáváme výrazné zlepšeńı. Nejdř́ıve si

vytvoř́ıme N opakuj́ıćıch se řetězc̊u (kde N je zároveň délka řetězce), které jsou po-

sunuty zp̊usobem uvedeným v seznamu vlevo (viz levý sloupec tabulka 2). Následně

jsou řetězce lexikograficky setř́ıděny. Výstupem BWA je řetězec složený z posledńıch

ṕısmen (zeleně v tabulce 2) a z indexu řádku s p̊uvodńımi daty, tedy ’aammmoe sa6’.

Seskupeńı stejných znak̊u u sebe je d̊uvodem účinné komprese.

Pro dekompresi je nutné sestavit transformačńı vektor. To jest vektor č́ısel o délce

N, který určuje posloupnost ṕısmen v p̊uvodńım řetězci. Náš transformačńı vektor je ’

8 9 1 2 11 7 3 4 5 6 10’. Známe index řádku prvńıho ṕısmena, tedy 6. V tabulce na 6.

řádku je ṕısmeno ’e’ (červeně v tabulce 2), které je prvńım znakem hledaného řetězce.

Na šesté pozici v transformačńım vektoru je č́ıslo 7, odpov́ıdaj́ıćı ṕısmenu ’m’ (červeně).

Dekódovali jsme tedy prvńı dva znaky řetězce ’em’. Dále na sedmé pozici ve vektoru

je č́ıslo 3, tedy nám přibude ṕısmeno ’a’ v tabulce. T́ımto zp̊usobem se dekóduje celá

zpráva ’ema ma maso’.

Transformačńı vektor lze vytvořit podle jednoduchého pravidla. Zač́ınáme na prvńım

řádku v pravém sloupci v tabulce 2 a hledáme prvńı výskyt symbolu prvńıho červeného

sloupce (tedy ’ ’) v posledńım zeleném sloupci. Symbol ’ ’ se nacháźı na osmém řádku.

Do transformačńıho vektoru proto naṕı̌si jako prvńı č́ıslo 8. Pokračuji druhým řádkem,

kde se opět nacháźı symbol ’ ’. Najdu ho v posledńım sloupci na deváté pozici. Naṕı̌si

proto do transformačńıho vektoru daľśı č́ıslo 9. T́ımto zp̊usobem pokračuji pro celý
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vektor. Symboly jsou v tabulce uspořádány podle abecedy, proto vždy plat́ı pravidlo

prvńıho výskytu.

7.3 Stategie pro multi-ready

Program se při namapováńı často dostane do situace, kdy najde v́ıce vhodných ge-

nomických pozic pro jeden read. Tyto ready nazýváme multi-ready. Výběr vhodné

strategie pro práci s multi-ready patř́ı mezi největš́ı výzvy sekvenace, předevš́ım sekve-

nace repetitivńıch oblast́ı, které jsou dost nejednoznačné z hlediska namapováńı read̊u.

Existuj́ı tři možnosti jak s takovými ready naložit [34]. Prvńı možnost́ı je, že tyto ready z

analýzy úplně vyřad́ıme. Druhou možnost́ı je vybrat pouze jednu pozici pro namapováńı

s nejméně neshodami (angl. mismatches). Pokud je v́ıce stejně vhodných pozic, může

program vybrat jednu náhodně, nebo nahlásit všechny stejně vhodné. Třet́ı možnost́ı je

nechat program nahlásit maximálńı počet pozic d, nehledě na celkový počet nalezených

pozic. Daľśı variantou této třet́ı možnost́ı je ignorovat ready, které se namapuj́ı v́ıce

jak d krát. Paired-end knihovna do jisté mı́ry řeš́ı problém s multi-ready, jelikož se oba

konce fragmentu DNA, ze které ready pocházej́ı, nacházej́ı ve známé vzdálenosti. Infor-

mace o tom, jak daleko by se ready od sebe měly nacházet je poté využita pro výběr

správného namapováńı.

Pokud se rozhodneme multi-ready ignorovat a odstranit je, omeźıme analýzu pouze

na unikátńı oblasti v genomu. Protože se práce věnuje repetitivńım oblastem u kterých

se předpokládá že budou zdrojem mnoha multi-read̊u, neńı tato strategie vhodná. Ak-

tivita (exprese) transposon̊u bude měřena podle počtu read̊u namapovaných na ele-

ment. Proto ani povoleńı namapováńı readu na v́ıce pozic by nebylo vhodné, nebot’ by

do měřeńı aktivity zanášelo chyby. Z toho d̊uvodu byla zvolena možnost, kdy je pro

každý read vstupuj́ıćı do analýzy nahlášena pouze jedna nejvhodněǰśı pozice. TopHat

pro to použ́ıvá volbu -g/--max-multihits <int> [35], která ho instruuje povolit jen zv-

olený maximálńı počet zarovnáńı pro jeden read. Tento parametr je tedy nastaven na

-g -1. Pokud TopHat naraźı na v́ıce stejně dobrých pozic, vybere jednu náhodně. Vı́ce

v dokumentaci TopHat [46].
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7.4 SAM formát

Soubory s př́ıponou ’.sam’ jsou produktem většiny nástroj̊u pro namapováńı read̊u

(TopHat, SpliceMap, BWA, Bowtie, atd.) a také jsou obecně přij́ımaným vstupem

pro následnou analýzu exprese (Cufflinks). SAM formát byl vyvinut z d̊uvodu sd́ıleńı

dat např́ıč laboratořemi a pro ukládáńı velkého objemu sekvenačńıch dat, pro které

bylo nutné vytvořit standardizovaný formát. T́ım se stal textový, tabulátorem odd-

ělený SAM formát (z angl. Sequence Alignment Map format), respektive jeho binárně

komprimovaná verze BAM (z angl. Binary Alignment Map format). Specifikace SAM

formátu najdete v referenci [45]. Existuje také mnoho volně dostupných nástroj̊u pro

práci s těmito soubory. Nejpopulárněǰśımi jsou pravděpodobně SAMTools [33]a Picard

tools [43].

SAM soubor se skládá z hlavičky, která neńı povinná, a samotného namapováńı.

Pokud je hlavička př́ıtomna, nacháźı se zpravidla před zarovnáńım. Každý řádek hlav-

ičky zač́ıná znakem ’@’ a dodržuje formát ’značka: hodnota’ , kde ’značka’ je dvouz-

nakový řetězec definuj́ıćı obsah a formát informace nacházej́ıćı se na řádku. Každý řádek

hlavičky tedy muśı zač́ınat jedńım z následuj́ıćıch kód̊u: @HD (z angl. header), @SQ

(z angl. sequence, myšleno referenčńı sekvence), @RG (z angl. read group), @PG (pro-

gram), @CO (comment). Kromě značky @CO jsou řádky hlavičky rozděleny tabulá-

torem (angl. tab-delimited). V ukázce na obr. 19 jsou př́ıtomny pouze značky @HD

a @SQ. Informace na každém řádku hlavičky dodržuj́ı specifické uspořádáńı, jehož

popis by byl nad rozsah této práce, a proto je zde rozebrán pouze formát hlavičky

ukázkového souboru na obr. 19. Za značkou @HD následuje informace o verzi SAM

formátu (’VN:1.3’, aktuálńı verze je 1.4 ze 7.zář́ı 2011) a o zp̊usobu seřazeńı (’SO: coor-

dinate’, ready jsou seřazené podle jejich souřadnic). Za @SQ je uvedené jméno referenčńı

sekvence (’SN:ref’) a jej́ı délka (’LN:45’). Pokud se poč́ıtalo s v́ıce referencemi, např.

pro každý chromozom zvlášt’, muśı mı́t každý @SQ řádek unikátńı SN označeńı.

Za hlavičkou následuje část samotného namapováńı read̊u na referenčńı sekvenci.

Zde se každý řádek vztahuje k namapováńı jednoho readu a obsahuje všechny informace,

které byly nasb́ırány sekvenačńım př́ıstrojem. Tyto informace jsou rozděleny do 11-ti

povinných sloupc̊u, u kterých je vždy dodržováno pořad́ı. Pokud je některá z jedenácti

informaćı nedostupná, muśı být v souboru nahrazena ’0’ nebo ’*’ (podle typu). Řádky

zač́ınaj́ı názvem konkrétńıho readu, QNAME (z angl. query name). Pokud maj́ı ready

stejné QNAME, patř́ı do stejného páru read̊u (mate-paired/paired-end).
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Obrázek 19: Ukázka části jednoduchého SAM souboru. Převzato z [45].

Sl. ID Typ Rozsah/Regexp Krátký popis

1 QNAME String [!-?A-˜]{1.255} Jmého dotazovaného readu

2 FLAG Int [0,216-1] Binárně zakódovaná vlajka

3 RNAME String \*|[!-()+-<>˜][!-˜]* Název referenčńı sekvence

4 POS Int [0,229-1] Počátečńı (levá) pozice readu

5 MAPQ Int [0,28-1] Kvalita namapováńı

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

7 RNEXT String \*|[!-()+-<>˜][!-˜]* Jméno daľśıho/mate readu

8 PNEXT Int [0,229-1] Pozice daľśıho/mate readu

9 TLEN Int [-229+1,229-1] Vypozorovaná délka reference

10 SEQ String \*|[A-Za-z=.]+ sekvence readu

11 QUAL String [!-˜]+ ASCII kód Phred kvality + 33

Tabulka 3: Typy informaćı o namapováńı readu, odpov́ıdaj́ıćı jednotlivým sloupc̊um v
SAM formátu. Upraveno podle [45]

Následuje vlajka FLAG, ve které jsou binárně zakódované r̊uzné doplňuj́ıćı in-

formace: má-li např́ıklad read v́ıce segment̊u (paired-end/mate paire), jestli je správně

namapován, nebo neńı nenamapován, zda-li jde o primárńı nebo sekundárńı namapováńı,

jestli prošel, nebo neprošel kontrolou kvality a v neposledńı řadě jestli se jedná o dup-

likaci vzniklou při PCR reakci. Výpis všech je uveden v tabulce 3. Zkontrolovat význam

vlajky je možné interaktivně prostřednictv́ım k tomu určené aplikace na oficiálńıch

stránkách Picard [44]. Pro prvńı a posledńı read v ukázce SAM souboru na obr. 19

zjist́ıme informaci zakódovanou ve vlajce následuj́ıćım zp̊usobem. Vlajku 163 můžeme

rozložit jako 1+2+32+128, kdy 1 znamená že read pocháźı z páru (paired-read/mate-

pair), 2 že oba ready z páru jsou správně namapované, 32 že druhý read z páru je

namapován na obráceném ’-’ řetězci a 128 znamená že read je druhým readem z páru

(viz tabulka 4). S t́ımto readem (s vlajkou 163) tvoř́ı pár read s vlajkou 83 o čemž
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Bitově Decimálně Popis

0x1 1 read pocháźı z páru

0x2 2 read je v páru správně namapován

0x4 4 read je nenamapován

0x8 8 druhý z páru/mate je nenamapován

0x10 16 read je namapován na ’-’ řetězci

0x20 32 druhý z páru/mate je namapován na ’-’̌retězci

0x40 64 read je prvńım z páru

0x 80 128 read je druhý z páru

0x100 256 namapováńı neńı primárńı

0x200 512 neprošel kontrolou kvality

0x400 1024 read je PCR nebo optická kopie

Tabulka 4: Význam jednotlivých bit̊u u vlajky FLAG v SAM formátu.

napov́ıdá i stejné jméno ’r001’.Č́ıslo 83 můžeme rozepsat jako 1+2+16+64, kde 16

znač́ı, že jde o read namapovaný na obrácený ’-’ řetězec a 64, že jde o prvńı read z

páru.

Za FLAG vlajkou následuje pole se jménem referenčńı sekvence RNAME, které

pokud je uvedeno (neńı mı́sto něj ’*’), muśı být stejné jako některé ze jmen uvedené

v @SQ části hlavičky. Nenamapovaný read má na tomto poli ’*’. Následuje pole POS,

které informuje o pozici prvńı namapované báze, myšleno zleva a indexováno od č́ısla 1.

Pro nenamapované ready toto pole obsahuje ’0’. Kvalita namapováńı MAPQ, uvedená

v pátém sloupečku je rovna Phred skóre. Hodnota 255 ř́ıká že MAPQ neńı dostupné.

V šestém sloupečku se nacháźı CIGAR značka. Tento řetězec znak̊u v sobě kóduje in-

formaci o inzerćıch/delećıch namapovaného readu oproti referenci a také o báźıch, které

se namapovaly správně a které špatně (match/mismatch). Např́ıklad takto namapovaný

read

Pozice reference: 12345678901234 5678901234567890123456789012345

Reference: AGCATGTTAGATAA**GATAGCTGTGCTAGTAGGCAGTCAGCGCCAT

Read: TTAGATAAAGGATA*CTG

koresponduje s 8M2I4M1D3M CIGAR značkou, která znač́ı, že prvńıch osm báźı je

namapováno na referenci, daľśı dvě báze na referenci neexistuj́ı, čtyři báze se opět

namapovaly, jedna báze neexistuje na readu a nakonci jsou 3 správně namapované

báze.

Daľśı sloupeček RNEXT udává jméno referenčńı sekvence, ke které se daľśı paired-

end/mate-pair read namapoval. Znak ’=’ znamená, že jméno je stejné jako RNAME

51
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a znak ’*’ je uveden pokud tato informace neńı dostupná. Osmý sloupeček PNEXT

informuje o pozici daľśıho paired-end/mate-pair readu. Hodnota je nastavena na ’0’

pokud je informace nedostupná. Devátý sloupeček TLEN je tzv. vypozorovaná délka

reference. TLEN znač́ı délku, kterou pokrývá daná skupina read̊u (paired-end/mate-

pair) poč́ıtaná od prvńı báze readu namapovaného nejv́ıce vlevo k bázi posledńıho readu

namapovaného nejv́ıce vpravo. Pokud je č́ıslo kladné, jde o read umı́stěný nejv́ıce vlevo

na referenci. V př́ıpadě záporného č́ısla jde o read umı́stěný nejv́ıce vpravo. Pokud read

nepocháźı z páru, nebo je informace nedostupná, je tato hodnota opět nastavena na ’0’.

7.5 Nastaveńı a implementace TopHat

Program TopHat je jedńım z nejpouž́ıvaněǰśıch nástroj̊u pro namapováńı RNA-seq NGS

dat a identifikaci mezer mezi exony (angl. splice junctions). Umožňuje nastavit celou

řadu parametr̊u, jejich kompletńı výčet je k nalezeńı v dokumentaci [46]. Protože se

TopHat stále vyv́ıj́ı a lad́ı, přibližně každé 3 měśıce vycháźı nová verze programu.

Hlavńım výstupem z programu je BAM soubor, binárně zakódovaná verze SAM souboru

(viz kapitola 7.4), která obsahuje namapované ready. TopHat vraćı nenamapované ready

zvlášt’ v daľśım souboru. Tyto dva BAM soubory doplňuje ještě několik daľśıch BED

soubor̊u (např. se souřadnicemi exonových mezer, atd.), které však pro tuto práci nej-

sou podstatné. Pro práci byl použit TopHat verze 2.0.8 využ́ıvaj́ıćı programu Bowtie2,

verzi 2.1.0. Bowtie2 obsluhuje prvńı část namapováńı read̊u, než dojde k jejich rozděleńı

na části (viz kapitola 7.1 Přehled metod pro namapováńı read̊u). Voláńı TopHatu je

následuj́ıćı:

TopHat [options]* <index_base> <reads1_1[,...,readsN_1]>

[reads1_2,...readsN_2] ,

kde [options]* jsou volitelné nastaveńı, <index_base> je tzv. ’basename’ (název bez

př́ıpon) indexovaného referenčńıho genomu pro Bowite2. Na konci př́ıkazu jsou zadány

’.fastq’ soubory s daty. Pokud jde o pired-end ready, muśı být vstupńı data zakončena

*_1 a *_2. Při použit́ı v́ıce dataset̊u (např́ıklad typu zdravý/nemocný) muśı být tyto

datasety odděleny čárkou. Indexovaný referenčńı genom hg19 byl stažen spolu s anotaćı

na stránkách UCSC [47]Dále je dostupný také na stránkách Bowtie2 [48].

Pro práci bylo použito následuj́ıćı nastaveńı programu (prvńı pro single-end, druhý

pro paired-end).
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Obrázek 20: Ukázka rozděleńı namapovaných read̊u. Pro ostatńı datasety jsou tyto
rozděleńı uvedena v př́ıloze.

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

Prvńı parametr -p/--num-threads <int> nastavuje paralelńı zpracováńı ve 4 vláknech.

Druhý parametr -g/--max-multihits <int> nastavuje maximálńı počet namapováńı

pro jeden read. Standardně je tento parametr nastaven na hodnotu 20. Pro účely diplo-

mové práce byl parametr nastaven na hodnotu 1, aby bylo po namapováńı možné

z počtu namapovaných read̊u poč́ıtat mı́ru exprese pro transposony. Parametr--no-

coverage-search vyṕıná hledáńı mezer mezi exony, které je založené na hustotě pokryt́ı

ready. Toto hledáńı je časově náročné a pro naše účely redundantńı. Čtvrtý parametr

-G/--GTF <GTF/GFF3 file> poskytuje TopHatu soubor s anotaćı, ve formátu GTF 2.2

, nebo GFF3. Pokud byla anotace poskytnuta, bude se TopHat přednostně snažit

namapovat ready na souřadnice definované v anotaci. Následuje basename indexu ref-

erenčńıho genomu genome. Nakonci př́ıkazu jsou uvedeny vstupńı FASTQ soubory.

Pr̊uměrně se programu TopHat podařilo namapovat 84% read̊u. Většina nenamapo-

vaných read̊u byla pravděpodobně vyřazena při dodatečné kontrole kvality, kterou

provád́ı TopHat. Přibližně 43% z namapovaných paired-end read̊u bylo správně spárováno
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(tedy označeno jako angl. properly-paired, což odpov́ıdá vlajce 0x2 ve FLAG vlajce )

a 13% paired-end read̊u bylo namapováno jako singleton, tedy byl namapován pouze

jeden read z páru. Ze zbylých read̊u sice byly namapovány oba z páru, ale ne správně

podle nastavených parametr̊u. Tyto ready se mohly namapovat mimo očekávaný rozsah,

nebo také mohlo doj́ıt k namapováńı párového readu na jiný chromozom. Informace

o statistickém rozděleńı read̊u byly źıskány z BAM soubor̊u použit́ım nástroje flag-

stat od SamTools a vlastńımi awk skripty. V př́ıloze je k nalezeńı celková statistika

namapovaných read̊u, ukázka pro data SRR057639 je na obr. 20.
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8 ANALÝZA AKTIVITY TRANSPOSONŮ

8 Analýza aktivity transposon̊u

Zat́ımco analýza exprese gen̊u je oblast́ı, pro kterou existuje řada sofistikovaných nástroj̊u,

analýza aktivity transposon̊u se dostala do popřed́ı až v posledńıch letech a existuje

málo specializovaných nástroj̊u k tomuto určených. Z tohoto d̊uvodu bylo třeba vytvořit

vlastńı postup. Na druhou stranu, odhad exprese gen̊u vyžaduje (oproti odhadu exp-

rese transposon̊u) složitěǰśı postup, u kterého muśıme brát v úvahu produkci r̊uzných

isoforem jednoho genu. Isoformy vznikaj́ı d́ıky alternativńımu stř́ıháńı mRNA tran-

skriptu. To do značné mı́ry komplikuje proces výpočtu aktivity transkriptu, protože

read namapovaný na sd́ılený exon může pocházet z v́ıce isoforem. Cufflinks je nejpouž́ı-

vaněǰśım nástrojem, který odhaduje mı́ru exprese transkriptu statistickým zpracováńım

[57, 58]. Transposony alternativńımu splicingu nepodléhaj́ı, a proto neńı takovéto zpra-

cováńı potřeba.

Základem výpočtu pro odhad exprese transposon̊u je počet read̊u, které se na trans-

posony namapovaly. Pokud by se ale TE elementy v genomu navzájem překrývaly,

mohly by se některé namapované ready poč́ıtat v́ıcekrát a do analýzy by bylo zanášeno

zkresleńı. Z tohoto d̊uvodu byla použitá anotace repetitivńıch sekvenćı z programu

RepeatMasker [49] testována na poměr překrývaj́ıćıch se element̊u. Pokud bychom z

anotace vybraly pouze transposony (tedy všechny elementy zařazené do jedné z tř́ıd

LINE, SINE, DNA, LTR), které v součtu pokrývaj́ı 1 398 596 178 bp, z čehož 1 342 971

bp je překrývaj́ıćıch se s jinými elementy, tedy přibližně 0.096%. Př́ıtomnost překrý-

vaj́ıćıch se transposon̊u může být zanedbána, protože nezanáš́ı do analýzy výraznou

chybu.

K výpočt̊um prováděným v této části práce byly použity nástroje BedTools [50],

SamTools [51] a unixový programovaćı jazyk awk. Typy read̊u (single-end a paired-end)

si vyžadovaly odlǐsný př́ıstup k následuj́ıćı analýze aktivity transposon̊u. Mı́ra exprese

byla poč́ıtána jak pro jednotlivé rodiny (viz př́ıloha C), tak pro celé tř́ıdy transposon̊u.

8.1 Normalizace RPKM a FPKM

Celkový počet read̊u v RNA-seq knihovně pocházej́ıćıch z jednoho transkriptu je př́ımo

úměrný množstv́ı transkriptu př́ıtomného ve vzorku. Pokud ale potřebujeme porovnávat

úroveň exprese transkriptu mezi dvěma vzorky, nebo úroveň exprese dvou transkript̊u

u jednoho vzorku, je nutné provést normalizaci dat. Normalizace je prováděna dvěma

55



8.1 Normalizace RPKM a FPKM 8 ANALÝZA AKTIVITY TRANSPOSONŮ

zp̊usoby [37]. Prvńım zp̊usobem je normalizace na délku transkriptu. Pokud se na deľśı

transkripty namapovalo v́ıce read̊u než na ty krátké, neznamená to nutně, že u nich

pozorujeme vyšš́ı expresi. Mějme např́ıklad dva transkripty A a B, které jsou ve vzorku

stejně hojně zastoupeny, ale transkript B je dvakrát tak deľśı než transkript A. Výsledná

knihovna bude obsahovat dvakrát tolik read̊u pocházej́ıćıch z B jak z A. Druhým zp̊u-

sobem je normalizace na celkový počet read̊u. Při porovnáńı exprese u dvou vzork̊u,

přičemž jeden má 25 milion̊u read̊u a druhý 50 milion̊u, je jasné že, i při reálně stejné

expresi transkriptu, bude u druhého vzorku po namapováńı exprese zvýšená, protože

obsahuje 2x v́ıce vstupńıch dat.

Aby nedocházelo ke zkreslováńı výsledk̊u, byla zavedena metrika nazvaná RPKM

(angl. Reads Per Kilobase of Transcript Per Milon Mapped Reads), která normalizuje

data jak z hlediska délky transkript̊u, tak z hlediska velikosti knihovny read̊u. Pro

paired-end sekvenováńı se použ́ıvá podobná metrika FPKM (angl. Fragments Per Kilo-

base of Transcript Per Milon Mapped Reads). Tento př́ıstup normalizace transkript̊u u

RNA-seq byl zaveden Mortazaviho skupinou [35].

RPKM se vypoč́ıtá jako

RPKMi =
Ci ∗ 109

Li ∗N
, (2)

kde Ci znač́ı počet read̊u namapovaných na transkript, Li počet báźı transkriptu a

je celkový počet read̊u v experimentu. Za N by bylo možné dosadit počet read̊u vypro-

dukovaných sekvenačńım př́ıstrojem, nebo i počet read̊u prošlých kontrolou kvality. V

této práci bylo za N dosazen počet správně namapovaných read̊u TopHatem. Pokud by-

chom ale v jednom př́ıpadě pracovali s nekvalitńımi daty, ze kterých po kontrole kvality

a namapováńı z̊ustal jen zlomek, a výsledek srovnávali s kvalitńımi daty, jejichž počet

se v pr̊uběhu analýzy tak razantně nezmenšuje, zanášelo by to do výpočtu zkresleńı. Je

proto vhodné volit dosazeńı za hodnotu N dle konkrétńıho experimentu a v závislosti

na typu analyzovaných dat.

Vzorec pro výpočet FPKM z̊ustává stejný, pouze mı́sto read̊u dosazujeme vždy

informace vztahuj́ıćı se k celému DNA fragmentu, ze kterého byly paired-end ready

odvozeny. Tedy Ci znač́ı počet fragment̊u namapovaných na transkript a Li délku frag-

ment̊u. Celkový počet fragment̊u je pro paired-end ready roven N/2.
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8.2 Úprava anotace

Anotace použitá při namapováńı programem TopHat nevyhovovala výpočt̊um rozd́ılné

exprese z namapovaných read̊u, protože neobsahovala klasifikaci transposon̊u do tř́ıd

a do rodin. Z tohoto d̊uvodu byl soubor s anotaćı upraven tak, aby klasifikace byla v

souboru zahrnuta. Původńı anotace pocháźı z databáze programu RepeatMasker, který

vyhledává repetice a jiné málo komplexńı sekvence, viz [49]. Použitý soubor ’rmsk.gtf’

byl stažený z UCSC Table Browseru [47] a kromě transposon̊u obsahuje i jiné repetitivńı

sekvence lidského genomu (pseudogeny, jednoduché repetice, satelity, aj.) Nepotřebné

repetitivńı sekvence jsou z analýzy vyřazeny. Stažená anotace je velká 545 MB a jej́ı

formát vypadá následovně.

$ head -5 rmsk.gtf

chr1 hg19_rmsk exon 16777161 16777470 2147.000000 + . gene_id "AluSp"; transcript_id "AluSp";

chr1 hg19_rmsk exon 25165801 25166089 2626.000000 - . gene_id "AluY"; transcript_id "AluY";

chr1 hg19_rmsk exon 33553607 33554646 626.000000 + . gene_id "L2b"; transcript_id "L2b";

chr1 hg19_rmsk exon 50330064 50332153 12545.000000 + . gene_id "L1PA10"; transcript_id "L1PA10";

chr1 hg19_rmsk exon 58720068 58720973 8050.000000 - . gene_id "L1PA2"; transcript_id "L1PA2";

Tento soubor je ve formátu GTF a skládá se z osmi sloupečk̊u definuj́ıćımi r̊uzné

informace o elementu a jednoho sloupečku s atributy. Tyto sloupečky jsou seřazené

zp̊usobem <sekvence> <zdroj> <vlastnost> <začátek> <konec> <skóre> <vlákno>

<čtećı rámec> [atributy] [komentáře] a jsou navzájem odděleny tabulátory. Podrobná

specifikace GTF formátu a jeho daľśıch verźı je k nalezeńı na stránkách [52].

Jak je vidět, anotace obsahuje rozděleńı repetitivńıch sekvenćı podle jména, ale

chyb́ı rozděleńı do tř́ıd a do rodin. Nová anotace byla vytvořena pomoćı awk skriptu a

z d̊uvodu sńıžeńı velikosti souboru byly nadbytečné sloupečky nahrazeny “.” Upravená

anotace v úsporné verzi vypadá následovně.

$ head -5 rmskNEW

chr1 . exon 16777161 16777470 . + . AluSp;SINE;Alu

chr1 . exon 25165801 25166089 . - . AluY;SINE;Alu

chr1 . exon 33553607 33554646 . + . L2b;LINE;L2

chr1 . exon 50330064 50332153 . + . L1PA10;LINE;L1

chr1 . exon 58720068 58720973 . - . L1PA2;LINE;L1

Posledńı devátý sloupeček obsahuje informace pro klasifikaci elementu do skupin,

které jsou ve formátu < název repetice>; <tř́ıda repetice>; <rodina repetice> . Záznam

pro devátý sloupeček byl opět stažený z UCSC Table Browseru [47].
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8.3 Postup pro single-end knihovnu

K analýze aktivity TE u single-end knihovny byl nejdř́ıve použit nástroj coveragebed od

BedTools [50], který vypoč́ıtá pokryt́ı namapovanými ready obsažených v BAM souboru

např́ıč všemi elementy definovanými v anotaci. K následné klasifikaci do skupin a k

výpočtu RPKM byl vytvořen awk skript. K započ́ıtáńı readu stač́ı aby se s elementem

v anotaci překrýval na 1 bp. Situace je nast́ıněna v následuj́ıćım př́ıkladu:

Chromozom ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~

Anotace *************** *************** ****** **************

BAM ^^^^ ^^^^^ ^^ ^^^^^^^^ ^^^ ^^ ^^^^^^

^^^^^^^^^ ^^^^^^ ^^^^ ^^

Výsledek [ 3 překryvy ] [ 1 překryv ] [ 1překryv ] [ 6 překryvů ]

Nevýhodou tohoto nástroje je, že pro větš́ı soubory je př́ılǐs pomalý. Nástroj cov-

eragebed spoč́ıtá pro každý element v anotaci 4 informace, které jsou přidány na konce

každého řádku anotace (posledńı čtyři sloupečky, ukázka dále). V prvńım přidaném

sloupečku se nacháźı počet překryv̊u (’hloubky pokryt́ı’) pro daný element v anotaci,

ve druhém je počet překrývaj́ıćıch se báźı (’̌śı̌rka pokryt́ı’), ve třet́ım je délka elementu a

na posledńım mı́stě je poměr překrývaj́ıćıch se báźı ku celkové délce elementu. Nástroj

coveragebed byl volán následuj́ıćım zp̊usobem

coverageBed -abam accepted_hits.bam -b rmsk.gtf > coverage,

kde -abam accepted_hits.bam je soubor s namapovanými ready a -b rmsk.gtf je

soubor s anotaćı. Výsledek je uložen do souboru ’coverage’, který vypadá následovně.

$ head -5 coverage

chr1 . exon 25165801 25166089 . - . AluY;SINE;Alu 3 289 289 1.0000000

chr1 . exon 33553607 33554646 . + . L2b;LINE;L2 0 0 1040 0.0000000

chr1 . exon 50330064 50332153 . + . L1PA10;LINE;L1 0 0 2090 0.0000000

chr1 . exon 58720068 58720973 . - . L1PA2;LINE;L1 0 0 906 0.0000000

chr1 . exon 75496181 75498100 . + . L1MB7;LINE;L1 0 0 1920 0.0000000

V souboru jsou za každým definovaným elementem anotace přidány 4 sloupečky,

z nichž nás zaj́ımá pouze prvńı (desátý sloupeček celkem) obsahuj́ıćı počet namapo-

vaných read̊u. K tomuto souboru byla přidána RPKM normalizace jako 14. sloupeček.

Nakonec byly všechny elementy roztř́ıděny do skupin a pro každou skupinu byl vrácen

počet namapovaných read̊u, hodnota RPKM a počet element̊u ve skupině. Rozděleńım
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do skupin byly ze souboru s anotaćı vybrány pouze transposony, ostatńı repetitivńı

sekvence byly t́ımto z analýzy vyřazeny. K práci byl vytvořen krátký awk skript, který

poč́ıtá RPKM, klasifikuje transposony do hlavńıch 5-ti skupin (Alu, MIR, LINE, DNA

a LTR) a pro tyto skupiny poč́ıtá počet read̊u, které se na ně namapovaly a sumu

RPKM. Následuje ukázka.

awk ’BEGIN {

while (getline < "coverage")

{

#přidám sloupeček s RPKM hodnotami

$14 = $10*1000000000/($12*7338751);

#rozdělı́m 9-tý sloupeček podle ";"

split($9, ret, ";");

if (ret[3] == "Alu") {

#pro skupinu sčı́tám počet namapovaných readů

AluR +=$10;

#pečet elementů

AluC++;

# a hodnoty RPKM pro vsechny Alu

AluRPKM +=$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

Výpočet pro paired-end ready je podobný předchoźımu výpočtu u single-end s t́ım

rozd́ılem, že nejprve muśıme vytvořit z paired-end read̊u úseky p̊uvodńıch DNA frag-

ment̊u a až poté lze poč́ıtat pokryt́ı těchto fragment̊u namapovanými ready. Aby bylo

možné přepoč́ıtat paired-end ready na fragmenty, je nutné z BAM souboru vybrat

pouze správně spárované ready (angl. properly-paired). Konkrétně se jedná o ty př́ı-

pady, u kterých jsou oba ready z páru namapované a nav́ıc jsou namapované ve správné

vzdálenosti. Tyto ready jsou v BAM souboru označeny bitovou vlajkou 0x2, kterou

použijeme k jejich filtraci. Před filtraćı je nutné seřadit BAM soubor podle názv̊u read̊u

(tedy podle 1. sloupčeku BAM souboru), protože programem TopHat je seřazen podle
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Obrázek 21: Schéma toku analyzovaných dat. (A) - pro single-end knihovnu, (B) - pro
paired-end knihovnu

souřadnic. Toto seřazeńı si vyžaduje nástroj bamtobed. Seřazeńı provedeme nástrojem

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

samtools sort -n accepted_hits.bam sorted_accepted_hits

Poté je provedena filtrace př́ıkazem view od Samtools.

samtools view -bf 0x2 sorted_accepted_hits.bam

Následně využijeme nástroje bamtobed od BedTools [50]. Bamtobed s volbou -bedpe

umožňuje konverzi formátu z BAM na BEDPE.

bedtools bamtobed -bedpe -i sorted_accepted_hits.bam > bedpe

Formát BEDPE bude výhodný pro spojováńı paired-end read̊u do fragment̊u. Ve

vytvořeném souboru ’bedpe’ jsou na jednom řádku zapsány oba ready z páru následu-

j́ıćım zp̊usobem.
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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 + -

chr1 151221077 151221100 chr1 151221090 151221113 SRR057639.51 50 + -

chr7 100613344 100613367 chr7 100613386 100613409 SRR057639.52 50 + -

kde 1 a 4 sloupeček je označeńı chromozomů, na kterých se ready nacháźı. Sloupečky

2 ,3 ,5 ,6 jsou souřadnice read̊u. Závěrem spoj́ıme takto uspořádané paired-end ready

do jednoho fragmentu následuj́ıćım skriptem.

awk ’BEGIN {

while (getline < "bedpe")

{

# pokud ready pocházejı́ ze stejného chromozomu

if ($1 == $4){

# pokud prvnı́ read se nacházı́ před druhým readem, uložı́m

počátečnı́ a konečnou pozici pro fragment

if($2<$5) {start = $2; end = $6;}

else {start = $5; end = $3;}

# výsledek zapı́šu do souboru

{printf $1 "\t" start "\t" end "\n" >> "bed";}

}

}

}’

T́ımto zp̊usobem byl formát BEDPE převeden na formát BED, který již můžeme

použ́ıt pro výpočet pokryt́ı transposon̊u fragmenty a pokračovat zp̊usobem podobným

u single-end read̊u. BED formát vypadá následovně.

$ head -5 bed

chr1 204095144 204095212

chrM 13895 13960

chr1 22853680 22853745

chr5 133938103 133938169

chr20 34241601 34241668

Problém nastal při použit́ı coveragebed, kdy výpočet trval velmi dlouho, jelikož

soubory pro paired-end ready byly cca 4x větš́ı než u single-end knihovny. Proto byl

jako náhrada použit jiný nástroj s názvem intersect (také BedTools), který pracoval

mnohem rychleji. Př́ıkaz intersect v základńım nastaveńı vraćı pro 2 vstupńı soubory

(BED a anotaci) souřadnice společného překryvu. Proto jsme využili parametru -c,
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který vraćı pouze počet překryv̊u (angl. count, počet). Př́ıkaz intersect byl volán násle-

duj́ıćım zp̊usobem.

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

Výstupem je stejný formát souboru jako u nástroje coveragebed, s t́ım rozd́ılem,

že intersect doplńı na konec každého řádku (odpov́ıdaj́ıćı jednomu elementu) anotace

počet překrývaj́ıćıch se read̊u v BED souboru. Na konec souboru se připoj́ı pouze 1

mı́sto 4 sloupečk̊u.

Podobně jako u single-end read̊u, je daľśım krokem vypočet normalizované FPKM

hodnoty pro každý element a klasifikace element̊u do skupin. Protože již pracujeme s

celými fragmenty, můžeme do vzorce na výpočet FPKM rovnou za C dosadit počty

překryv̊u, uložené v posledńım sloupečku. Za hodnotu N dosad́ıme počet read̊u vy-

filtrovaných pomoćı FLAG vlajky 0x2 a poděĺıme 2 (abychom z paired-end obdržely

fragmenty). Celý daľśı postup klasifikace transposon̊u do skupin je stejný jako u single-

end read̊u.
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9 Zhodnoceńı výsledk̊u

Pro srovnáńı a ověřeńı správnosti byl celý postup analýzy aplikován na data, použitá při

tvorbě článku zabývaj́ıćım se mimo jiné aktivitou transposon̊u u člověka [45]. Zmı́něná

data jsou v př́ıpadě potřeby k nalezeńı na SRA NCBI databázi (odkazy v článku) a

pocháźı z krevńıch buněk typu PBMC (angl. zkr. peripheral lood mononuclear cells,

tedy periferńı krevńı mononukleárńı buňky). Výsledná aktivita transposon̊u, vyjádřená

počtem namapovaných read̊u, byla shodná s výsledky, kterých bylo dosaženo aplikaćı

postupu zpracováńı dat, vytvořeným v této práci. T́ım došlo k ověřeńı správnosti pos-

tupu. Analyzovaná data byla normalizována pomoćı RPKM.

Lidské transposony jsou rozděleny do čtyř hlavńıch tř́ıd, LINE, SINE, DNA a LTR.

Protože tř́ıda SINE zahrnuje zaj́ımavou skupinu Alu element̊u, byla tato tř́ıda pro

účely analýzy dále rozdělena do dvou hlavńıch skupin Alu a MIR. Těchto pět skupin

(LINE, DNA, LTR, Alu, MIR) tvoř́ı základńı klasifikaci transposon̊u. Detailněǰśı pohled

na aktivitu transposon̊u je poskytnut rozděleńım na jednotlivé rodiny, pro které byla

také použita RPKM normalizace. Př́ıslušné grafy jsou z d̊uvodu prostorové náročnosti

uvedeny v př́ıloze C. Použité datasety (pro tlusté střevo 4 datasety - 2 rakovina a

2 normal, pro prostatu 10 dataset̊u - 5 rakovina a 5 normal) byly pro ohodnoceńı a

vykresleńı graf̊u v rámci své skupiny zpr̊uměrovány.

9.1 Rozd́ıly v aktivitě hlavńıch tř́ıd TE

Aktivitu transposon̊u u normálńıch a rakovinných buněk tlustého střeva a prostaty

shrnuje obr. 22. Při použit́ı RPKM normalizace byly potvrzeny publikované výsledky,

tedy že v rakovinných buňkách docháźı ke zvýšeńı aktivity transposon̊u [4]. Ta byla de-

tekovaná ve všech skupinách TE. Nejvyšš́ı aktivity zdravé a nemocné tkáně dosahovaly

LINE a Alu elementy. Na obr. 23 je vidět rozd́ıl mezi expreśı TE v prostatě a tlustém

střevě, kde u prostaty docháźı k výrazně vyšš́ı aktivitě, než je tomu u tlustého střeva.

Pokud bereme v úvahu úroveň exprese v za normálńıho stavu, u Alu došlo k nejvyšš́ımu

rozd́ılu v expresi.

Jedńım z hlavńıch mechanismů zp̊usobuj́ıćıch zvýšeńı aktivity transposon̊u, je ztráta

metylace v oblasti promotoru. Výskytem změn v DNA methylaci by bylo možné nár̊ust v

aktivitě transposon̊u vysvětlit. Tyto výsledky bychom mohli zpřesnit analýzou větš́ıho

množstv́ı dataset̊u. Rozd́ılná aktivita transposon̊u u prostaty a tlustého střeva naz-
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Obrázek 22: Mı́ra exprese transposon̊u u normálńıch a rakovinných buněk s použitou
RPKM normalizaćı.

Obrázek 23: Rozd́ıly v expresi normálńıch a rakovinných buněk s RPKM normalizaćı.
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načuje, že je aktivita transposon̊u tkáňově specifická. Z toho d̊uvodu by bylo zaj́ımavé

provést analýzu u jiného typu tkáńı.

9.2 Rozd́ıly v aktivitě rodin TE

Detailněǰśı pohled na rozd́ıly v expresi transposon̊u lidského genomu poskytne jejich

podrobněǰśı rozděleńı do jednotlivých rodin. Toto rozděleńı je celé k nalezeńı v př́ıloze,

část C. Je patrné, že pouze u několika rodin transposon̊u docháźı k výrazné změně v

expresi mezi zdravými a nemocnými buňkami. Např́ıklad Alu elementy jsou rozděleny

do tř́ı hlavńıch skupin AluJ, AluS a AluY, podle stář́ı (AluY nejmladš́ı, AluJ nejstarš́ı).

Ze skupiny AluY je pouze stejnojmenná rodina AluY výrazně aktivněǰśı u rakovinných

než u zdravých buněk. Podobný rozd́ıl je př́ıtomen jak u prostaty, tak u tlustého střeva.

Daľśı takové př́ıklady jsou k nalezeńı ve všech tř́ıdách transposon̊u.

Za povšimnut́ı také stoj́ı vysoký rozd́ıl v expresi dlouhých LINE z rodin L2, L3

na obr. 24. Ze tř́ıdy DNA transposon̊u dosahuj́ı výrazných rozd́ıl̊u rodiny MER5A a

MER5B, ze tř́ıdy LTR rodiny MLT1B a MLT1A1.

9.3 Diskuze o použit́ı RPKM

Pro výpočet RPKM potřebujeme tři hodnoty (C = počet namapovaných read̊u, L =

celkový počet read̊u v experimentu a N = délku elementu). Při bližš́ım pohledu na

délku transposon̊u v anotaci zjist́ıme, že se v ńı vyskytuj́ı i velmi krátké fragmenty,

které pravděpodobně ani nemohou být aktivńı. Chyba nevznikne namapováńım readu

na krátký transposon, z d̊uvodu jeho aktivity, ale proto, že jeho sekvence je homologńı

s ostatńımi elementy dané skupiny. Po přepočtu do RPKM źıská tento fragment vyšš́ı

ohodnoceńı než aktivńı dlouhé fragmenty. Vyplývá to ze vzorce (2) na výpočet RPKM.

Z d̊uvodu bližš́ıho prozkoumáńı byly vykresleny histogramy s délkovým rozložeńım

transposon̊u pro všech pět hlavńıch skupin (LINE, DNA, LTR, Alu a MIR), viz př́ıloha

A. Pro LINE, DNA a LTR obsahuje anotace velké množstv́ı krátkých fragment̊u, které

do normalizace zanášej́ı chyby. Situace je znázorněna na obr. 25., kde je patrné nejvyšš́ı

zastoupeńı krátkých element̊u LINE menš́ıch než 150 bp. Malý nár̊ust na cca 6kbp znač́ı

př́ıtomné LINE transposony plné délky. Oproti tomu transposony Alu a MIR vykazuj́ı

z obou stran ohraničené ṕıky, které koresponduj́ı s jejich konsenzuálńı délkou. U Alu

transposon̊u je v histogramovém rozložeńı vidět výrazný ṕık na 300 bp. V úvahu je
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Obrázek 24: Detailńı pohled na rodiny transposon̊u pro transposony tř́ıdy LINE. Ostatńı
tř́ıdy jsou k nalezeńı v př́ıloze. 66
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Obrázek 25: Histogram délek LINE transposon̊u př́ıtomných v anotaci, ostatńı his-
togramy v př́ıloze. Ṕık na cca 6kbp znač́ı LINE transposony plné délky (cca 6,2 kbp).
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také nutné brát to, že metoda RPKM byla vytvořena z d̊uvodu potřebné normalizace

exprese gen̊u, v́ıce v referenci [46].

Možným východiskem pro provedeńı potřebné normalizace by bylo odstranit z ano-

tace elementy, které se svoj́ı délkou výrazně lǐśı od pr̊uměrné délky aktivńıho elementu

pro danou skupinu. T́ımto zobecněńım bychom však o část informace přǐsli. Nebo by

také bylo možné do výpočtu RPKM dosadit za N př́ımo pr̊uměrnou délku elementu

dané skupiny, č́ımž by mělo doj́ıt k mı́rnému zpřesněńı (znevýhodnili bychom problé-

mové krátké fragmenty).

9.4 Diskuze o použit́ı TopHat

Při ověřováńı výsledk̊u vyvstala otázka o vhodnosti použit́ı programu TopHat pro

namapováńı read̊u. Při snaze nalézt konkrétńı transposony v genomu, které vykazuj́ı

výrazný rozd́ıl v expresi (a jejich zobrazeńı na IGV prohĺıžeči [60]) byly nalezeny

transposony, které se nacházej́ı mezi dvěma exony. Ready přitom nebyly namapované

př́ımo na tyto transposony, tud́ıž tyto transposony nevykazovaly žádný rozd́ıl v aktiv-

itě. Jednalo se o ready, které se nepodařilo namapovat v celku. Z toho d̊uvodu byly

ready TopHatem rozděleny na dva kratš́ı celky, které byly namapovány zvlášt’. Tento

př́ıstup umožňuje efektivńı identifikaci mezer mezi exony. Rozdělené ready však nejsou

rozděleny na 2 části i v SAM souboru, ale jsou reprezentovány jedńım readem, který

má na startovńı pozici počátečńı pozici prvńı části readu a na konečné pozici konečnou

pozici druhé části readu. Informace o mezeře mezi těmito dvěma částmi je uložena v

CIGAR řetězci, se kterým jsme při výpočtu pokryt́ı transposon̊u ready nepracovali.

Protože se TopHat snaž́ı nenamapované ready namapovat pomoćı jejich rozděleńı na

menš́ı úseky, vzniká v následné analýze odchylka. Tuto informaci bychom mohli využ́ıt

pro daľśı upřesněńı výsledku a vyzkoušet použit́ı jiného nástroje, který namapovává

ready v celku. Např́ıklad zmiňovanou Bowtie. Namapováńım read̊u v celku bychom

nejenom odstranili tuto odchylku, ale došlo by ke sńıžeńı počtu namapovaných read̊u.

To by vysvětlilo, proč bylo na TE namapováno cca 19,6% read̊u, když je v lidském

genomu aktivńıch transposon̊u méně než 1%. Program TopHat byl použit, protože je

nejpouž́ıvaněǰśım programem pro namapováńı RNA-seq read̊u, jehož hlavńım ćılem je

analýza gen̊u. Výše uvedené d̊uvody však naznačuj́ı, že pro analýzu transposon̊u neńı

př́ılǐs vhodný.
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Transposony jsou schopny svoj́ı aktivitou zp̊usobovat větš́ı či menš́ı změny v genomu

vedoućı ke genetické nestabilitě, která byla prokázaná v rakovinných buňkách. Jejich

aktivita je v normálńıch buňkách omezena, aby se zabránilo škodám. Regulaci trans-

poson̊u maj́ı na starost tři hlavńı mechanismy: metylace promotoru, umlčováńı trans-

posonové mRNA interferenćı a transkripčńı faktory nutné pro aktivaci transposon̊u.

Abnormálńı vzor metylace DNA je často pozorován v rakovinných buňkách. Hypomety-

lace promotoru transposonu umožńı jeho aktivaci. Poté je nutná př́ıtomnost správných

transkripčńıch faktor̊u a utlumeńı mechanismu mRNA interference. V př́ıpadě ak-

tivńı mRNA interference by byl transkript transposonu zničen. Otázkou z̊ustává, zda

zvýšená aktivita transposon̊u v rakovinných buňkách je d̊usledkem změn, kterými buňka

procháźı, nebo se jedná o jednu z př́ıčin vzniku rakoviny.

Spojeńı vzniku rakoviny se zvýšenou aktivitou transposon̊u je aktuálńı téma, přede-

vš́ım d́ıky rozvoji nových technologíı umožňuj́ıćıch sekvenaci repetitivńıch oblast́ı genomu.

RNA-seq technologie patř́ı mezi sekvenačńı metody nové generace a umožňuje přesnou

analýzu celého buněčného transkriptomu. Oproti microarray technologíım poskytuje

řadu výhod, zejména umožňuje objevovat nové transkripty. RNA-seq produkuje velké

množstv́ı dat, které je třeba výpočetně zpracovat. V této práci byly srovnány exp-

rese jednotlivých rodin lidských transposon̊u u rakovinné a normálńı tkáně pomoćı dat

z RNA-seq experimentu. Z SRA NCBI databáze byla stažena experimentálńı data,

která byla použita ke srovnáńı rozd́ılné exprese transposon̊u tlustého střeva a prostaty.

Pro zpracováńı dat byly použity jak volně dostupné sofistikované nástroje, tak vlastńı

skripty. U obou dvou analyzovaných tkáńı byl detekován nár̊ust aktivity transposon̊u

u rakovinných buněk. Výrazně vyšš́ı nár̊ust aktivity byl pozorován u buněk prostaty. Z

hlavńıch skupin transposon̊u byla nejvyšš́ı aktivita a zároveň nejvyšš́ı rozd́ıly detekovány

u LINE a Alu transposon̊u. Transposony byly dále klasifikovány do jednotlivých rodin.

Pro rodiny byly vykresleny rozd́ıly v expresi, což poskytlo detailněǰśı náhled na aktivitu

lidských transposon̊u. Výsledky dosažené v této práci koresponduj́ı s publikovanými i

přes rizika analýzy, diskutovaná v kapitolách 9.3 a 9.4, .

Tato práce poskytuje základńı náhled do perspektivńı oblasti aktivity transposon̊u v

rakovinných buňkách. Pro objasněńı souvislosti zvýšené aktivity transposon̊u se vznikem

rakoviny je třeba rozsáhlého výzkumu. Techniku sekvenace nové generace je možné
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použ́ıt na detekci změn v metylaci DNA (angl. Bisulfite Sequencing) a zkoumáńı nových

transposonových inzerćı. Ze srovnáńı exprese transposon̊u u tlustého střeva a prostaty

je vidět, že docháźı ke tkáňově specifickým rozd́ıl̊um. Pro v́ıce komplexńı pohled je třeba

daľśıch analýz jiných typ̊u tkáně.

Z d̊uvodu vysoké výpočetńı náročnosti, při které je nutné zpracovávat velké objemy

dat (celkový objem vstupńıch dat je 67 GB ve formátu FASTQ), je téměř nemožné

provádět analýzu RNA-seq dat na běžném poč́ıtači. Veškerá analýza proto byla prováděna

na výpočetńım centru MetaCentrum [40]. Na testováńı i samotnou analýzu bylo na

MetaCentru spuštěno 528 úloh s celkovou spotřebou 73,8 dn̊u procesorového času.

Protože stále docháźı ke snižováńı náklad̊u na sekvenaci DNA, v budoucnosti by

mohla být sekvenace genomu a transkriptomu prováděna v rámci preventivńı péče.

Identifikace nových transposonových inzerćı a detekce jejich aktivity v r̊uzných rakovin-

ných buňkách by mohla pomoci při diagnostice rakoviny. Transposony by se také mohly

uplatnit při léčbě geneticky podmı́něných chorob a tud́ıž by sloužily jako základ pro gen-

ovou terapii. Použit́ı transposon̊u slibuje nižš́ı imunogenicitu, vyšš́ı bezpečnost a sńıžené

operačńı náklady než je tomu při použit́ı virových vektor̊u. Dva DNA transposony byly

již rekonstruovány jako nástroj genové terapie. Jedná se o transposon Sleeping Beauty,

který je p̊uvodně neaktivńı element z lososovité ryby. Název poukazuje na to, že byl

transposon zaktivován po dlouhém evolučńım spánku. Daľśım je PiggyBac element z

genomu baciloviru. Použit́ı o transposon̊u jako strážc̊u našeho genomu je jednou z bu-

doućıch viźı genové terapie.
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12, č. 9, s. 615-627. ISSN 1471-0056. DOI: 10.1038/nrg3030. Dostupné z:
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[4] BELANCIO, Victoria P., Astrid M. ROY-ENGEL a Prescott L. DEININGER. All
y’all need to know ’bout retroelements in cancer. Seminars in Cancer Biology. 2010,
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http://www.nar.oxfordjournals.org/cgi/doi/10.1093/nar/gkq132

[9] BENNETT, E. A., H. KELLER, R. E. MILLS, S. SCHMIDT, J. V.
MORAN, O. WEICHENRIEDER a S. E. DEVINE. Active Alu retrotrans-
posons in the human genome. Genome Research. 2008-10-03, roč. 18, č.
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tupné z: http://www.nature.com/doifinder/10.1038/76469

73



REFERENCE REFERENCE

[28] METZKER, Michael L. Sequencing technologies - the next generation. Nature
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[30] ROTHBERG, Jonathan M., Wolfgang HINZ, Todd M. REARICK, Jonathan
SCHULTZ, William MILESKI, Mel DAVEY, John H. LEAMON, Kim JOHN-
SON, Mark J. MILGREW, Matthew EDWARDS, Jeremy HOON, Jan F. SIMONS,
David MARRAN, Jason W. MYERS, John F. DAVIDSON, Annika BRANTING,
John R. NOBILE, Bernard P. PUC, David LIGHT, Travis A. CLARK, Martin
HUBER, Jeffrey T. BRANCIFORTE, Isaac B. STONER, Simon E. CAWLEY,
Michael LYONS, Yutao FU, Nils HOMER, Marina SEDOVA, Xin MIAO, Brian
REED, Jeffrey SABINA, Erika FEIERSTEIN, Michelle SCHORN, Mohammad
ALANJARY, Eileen DIMALANTA, Devin DRESSMAN, Rachel KASINSKAS,
Tanya SOKOLSKY, Jacqueline A. FIDANZA, Eugeni NAMSARAEV, Kevin J.
MCKERNAN, Alan WILLIAMS, G. Thomas ROTH a James BUSTILLO. An
integrated semiconductor device enabling non-optical genome sequencing. Nature.
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http://www.nature.com/doifinder/10.1038/nrg3117

[32] TUCKER, Tracy, Marco MARRA a Jan M. FRIEDMAN. Massively

Parallel Sequencing: The Next Big Thing in Genetic Medicine. The

American Journal of Human Genetics. 2009, roč. 85, č. 2, s. 142-
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http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0002929709002833

[33] MANDAL, A. K., R. PANDEY, V. JHA a M. MUKERJI. Transcriptome-

wide expansion of non-coding regulatory switches: evidence from co-occurrence

of Alu exonization, antisense and editing. Nucleic Acids Research. 2013-02-

18, vol. 41, issue 4, s. 2121-2137. DOI: 10.1093/nar/gks1457. Dostupné z:
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SEZNAM ZKRATEK

TE transposon (z angl. Transposable Element)

LTR typ transposonu obsahuj́ıćı dlouhé koncové repetice (z angl. Long

Terminal Repeat), naopak non-LTR

LINE Long Interspersed Nuclear Elements

SINE Short Interspersed Nuclear Elements

SVA typ transposonu složený ze SINE/VNTR/Alu

TSD krátká duplikace ćılového mı́sta (z angl. Target Site Duplication)

TIR obrácené koncové repetice (z angl. Terminal Inverted Repeats)

VLP částice typu VLP (z angl. Virus Like Particle)

ORF čtećı rámec (z angl. Open Reading Frame)

TPRT mechanismus tanspozice non-LTR TE (z angl. Target site Primed

Reverse Transcription)

FL elementy celé délky (z angl. Full Length)

UTR netranslatovaná oblast (z angl. UnTranslated Region)

VNTR sekvence tandemových repetic (z angl. Variable Number Tandem

Repeats)

siRNAs zp̊usob RNA interference (z angl. Small Interfering RNA)

piRNA zp̊usob RNA interference (z angl. PIWI-interacting RNA)

HERV lidské endogenńı retroviry (z angl. Human Endogenous Retrovirus)

NAHR ektopická rekombinace (z angl. Non Allelic Homologous

Recombination)

NGS sekvenace př́ı̌st́ı generace (z angl. Next Generation Sequencing)

MPSS masivně paralelńı sekvenováńı (z angl. Massively Parallel Signature

Sequencing)

CCD typ senzoru (z ang. Charge Coupled Device)

emPCR emulzńı polymerázová řetězová reakce

dNTP deoxynukleozidtrifosfát

cDNA komplementárńı deoxyribonukleová kyselina

SOLiD platforma pro sekvenaci na základě ligace (z angl. Sequencing by

Oligo Ligation and Detection)
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PŘÍLOHY



A Délky transposon̊u v anotaci

1



2



3



4



5
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