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Abstrakt

Eukaryotické genomy obsahuji velké mnozstvi repetitivnich struktur. Jejich detekce a se-
staveni patii dnes k hlavnim vyzvam bioinformatiky. Tato prace obsahuje hlavni klasifikaci
repetitivini DNA a predstavuje implementaci nového de novo assembleru, zaméfeného na
hledani a sestaveni LTR retrotranspozont a satelitni DNA. Assembler pfijima na svém
vstupu kratké ready (single nebo pair-end), ziskané sekvenatory druhé generace (NGS).
Tento assembler je zalozen na pristupu Overlap Layout Consensus.

Abstract

Eukaryotic genomes contain a large number of repetitive structures. Their detection and
assembly today are the main challenges of bioinformatics. This work includes a classification
of repetitive DNA and represents an implementation of a novel de novo assembler focusing
on searching and constructing LTR retrotransposons and satellite DNA. Assembler accepts
on his input short reads (single or pair-end), obtained from next-generation sequencing
machines (NGS). This assembler is based on Overlap Layout Consensus approach.
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Kapitola 1

Uvod

Veétsina eukaryotickych genomi je tvorena vysokym procentem repetitivnich struktur DNA.
Prvotni studie hodnotily repetitivini DNA jako odpadni, zbyte¢nou a bez funkce a proto ne-
byla repeticim vénovana velka pozornost. Nasledné studie vsak prokazaly, ze nékteré druhy
repetitivnich struktur maji v genomu dulezitou roli (napf. regulace rychlosti translac¢nich
procesil). Zacala se proto projevovat potieba tyto sekvence v genomu blize zkoumat a zjistit
jejich funkei a roli v genomu. Repetice 1ze rozdélit do mnoha rodin podle jejich struktury
nebo zpusobu Sireni.

Aby bylo mozné zjistit, které repetice jsou obsazeny v genomu, je nutné nejprve tento
genomu sekvenovat. Prvni generace sekvenacnich technik (napf. Sangerova metoda) pro-
dukovala velmi dlouhé fragmenty DNA dobré kvality. Celkova cena sekvenovani byla velmi
vysokd a proto limitovala vznik novych projektt, zabyvajicich se studiem genomu. Tato
situace se vyrazné zmeénila s prichodem technik sekvenovani druhé generace - NGS. Sekve-
nacni techniky druhé generace produkuji velké mnozstvi dat ve formé kratsich fragmenti,
nez v pripadé technik prvni generace, nicméné cena sekvenovani (i samotného nastroje)
byla nékolika nasobné nizsi. Tyto skutecnosti zajistily Sirsi dostupnost sekvenacnich na-
stroju védeckych ustavim a tim i vznik novych projekti, zamérenych na studium genomu
organismu, pripadné jeho Casti - repetitivni DNA.

Sekvence DNA, ziskané pfi sekvenovéni (tzv. ready), nenesou zaddnou informaci o pozici
v genomu, ze které byly ziskdny. Pro sestaveni genomu je proto nutné zajistit spravné
usporadani readi. Dnes se nejcastéji pouzivaji dva hlavni pristupy pro sestaveni genomu:
De Bruijn graf (DBG) a Overlap layout consensus (OLC). Obé metody piijimaji na svych
vstupech datové sety readti, produkované sekvenac¢nimi nastroji, a reprezentuji je formou
grafu. Hlavni odlisnosti u téchto sestavovacich metod spocivaji v typu vytvoreného grafu
a vypocetni naroc¢nosti jednotlivych fazi algoritmu, které také urcuji vyhody a nevyhody
obou pristupti. Metoda OLC se sklada ze t¥i fazi. Nejprve jsou vstupni ready zarovnany
viuci sobé a hledaji se prekryvy mezi nimi. Na zdkladé téchto informaci je vytvoren graf
prekryvi, ve kterém predstavuji ready vrcholy a prekryvy tvori hrany. V dalsi fazi algoritmu
hledéna cesta grafem ptes vSechny vrcholy grafu (tzv. hamiltonovska cesta). V poslednim
kroku je nalezena cesta vyhodnocena, ¢im je ziskana sekvence genomu. Druhy ptistup DBG
nejprve transformuje vstupni ready na mensi Gseky tzv. k-mery, ze kterych je pak vytvoren
de Bruijn graf. Sekvence genomu je ziskdna pruchodem grafu pres vSechny jeho hrany (tzv.
Eulerova cesta).

Kapitola 2 popisuje zékladni rozdéleni repetitivnich elementi a blizsi charakteristiku
jednotlivych rodin. Dalsi ¢ast prace se zaméruje na soucasné techniky a dostupné sekve-
novaci nastroje (viz kap. 3). Duraz bude kladen na vlastnosti jednotlivych technologii -



predevsim velikost, pfesnost a mnozstvi nasekvenovanych dat. V kapitole 4 budou prezen-
tovany hlavni pristupy pro sestavovani genomu spolu s jejich vzajemnym porovnanim. Na
zakladé vyhodnoceni dostupnych piistupii pro sestavovani repetic bude v kapitole 5 popsan
navrh nového sestavovaciho néstroje, zalozeného na ptistupu Overlap Layout Consensus,
ktery bude implementovan v ramci této prace. Nastroj se bude skldadat z nékolika samo-
statné spustitelnych ¢asti. K podrobnému popisu funkci a implementaci jednotlivych ¢asti
aplikace je vyhrazena kapitola 6. Nésledné budou priblizeny zptisoby testovani assembleru
a prezentovany dosazené vysledky. Zavéru prace bude patrit celkovému zhodnoceni aplikace
spolu s priblizenim moznych vylepseni programu do budoucna.



Kapitola 2

Repetitivni DNA

DNA eukaryot obsahuje vysoky pocet nekédujicich sekvenci. Podobné jako kédujici DNA
i nekédujici mitze byt unikatni a mize se nachazet v genomu ve vice identickych nebo velmi
podobnych kopiich. Tyto sekvence DNA s vysokym mnozstvim kopii se nazyvaji repetitivni
sekvence. Repetitivni DNA tvoii genové rodiny obvykle na zdkladé pribuznych sekvenci
a funkci a 1ze je rozdélit na tandemové nebo rozptylené [19, 25].

2.1 Tandemové repetice

Tandemové repetice jsou tvoreny identickymi a nebo témér identickymi jednotkami. Tyto
jednotky jsou v genomu umistény za sebou. Na zdkladé velikosti téchto jednotek, rozdélu-
jeme tandemové repetice na satelitni, mikrosatelitni a minisatelitni DNA [25].

2.1.1 Satelitni DNA

Eukaryotické genomy jsou z Casti tvoreny vysoce repetitivni DNA oznacovanou jako sa-
telitni DNA. Repetitivni jednotky tandemové se opakujicich sekvenci (monomery) jsou
usporadany obvykle v poli stovek az tisicti kopii. V genomech proto zabiraji i nékolik me-
gabdzi. Napfiklad u rostlin tvoii satelitni DNA az 20% genomu, u hlodavei a hmyzu az
50%. Obvykle se délka téchto jednotek pohybuje od nékolika desitek az tisicti nukleotidi.
Satelitni DNA se nelisi od minisatelitni a mikrosatelitni DNA pouze velikosti monomert,
ale i ve zptlisobu jejich siteni a umisténi v konkrétnim genomu. Nékdy dokonce byva délka
monomertu podobnd délce mini- nebo mikrosateliti. Satelitni DNA je vysoce rozmanité,
nicméné podobnost v ramci populace je vysoké (druhové specifickd satelitni DNA) [13, 19].

2.1.2 Minisatelitni DNA

Tandemové repetice o velikosti vétsi nez 9 nukleotidl se oznacuji jako minisatelity. Mi-
nisatelitni DNA se nejc¢astéji nachazi v subtelomerickych oblastech chromozomt. Velikost
minisatelitni DNA se méni podobné jako u klasickych molekuldarnich mechanismi a jejich
klasifikace nezalezi jen na velikosti repetitivni jednotky, ale také na mozné funkci a distribuci
v eukaryotickych genomech [13].

2.1.3 Mikrosatelitni DNA

Mikrosatelitni DNA (mikrosatelity) se nachédzi ve vSech doposud prostudovanych genomech
organismu. Tento druh DNA je také zndm jako jednoduché opakujici se sekvence nebo



kratkd tandemova opakovani. Mikrosatelity jsou tvoreny tandemovymi repeticemi o maxi-
malni délce deviti nukleotidti. Celkovy pocet repetitivnich jednotek se pohybuje v rozmezi
5-40, kdy se mohou vyskytovat i série repetic. Tyto zmény maji za nasledek rtizné délky alel.
Mikrosatelitni DNA se nejéastéji nalézaji v proteinové kédujicich i nekédujicich regionech
a regulacnich sekvencich ve formé nejcastéji trinukleotidu nebo dinukleotidu. Mikrosate-
lity jsou charakterické mutac¢nim chovanim, které byva mnohonasobné vétsi, nez praumérna
frekvence mutace v jinych ¢astech genomu. Tyto mutace zpusobuji spise zménu poctu re-
petitivnich jednotek nez bodovou mutaci. Z téchto divodu je mikrosatelitni DNA velmi
nestabilni v zavislosti na poc¢tu a délce repetitivnich jednotek nebo ¢istoty repetic. Nejdile-
zitéjsim faktorem je ovsem pocet jednotek opakovani, kdy vétsi pocet repetitivnich jedno-
tek zpusobuje vyssi nestabilitu regionu. Podle téchto charakteristik mikrosatelitni DNA 1ze
analyzovat a odhadovat troven genetické variability v populacich, genetickou rozmanitost
a pribuzenské kiizeni [13, 19].

2.2 Transpozobilni elementy

Transpozobilni elemety (TE), nazyvané téz transpozony, jsou sekvence DNA | které mohou
meénit svoji polohu v rdmci stejného genomu. Témér vSechny zivé organismy obsahuji TE
v hojném poctu. Transpozonové prvky se déli do dvou hlavnich tiid podle provedeni trans-
poziéniho mechanismu. Prvni tfidou jsou tzv. retrotranspozony a v druhé t¥idé se nacha-
zeji DNA transpozony. Obé tridy transpozoni obsahuji jak autonomni, tak i neautonomni
prvky. Rozdil mezi autonomnimi a neautonomnimi elementy je ve zpusobu transpozice.
Autonomni transpozony obsahuji tzv. otevieny c¢teci rdmec (ORF - z angl. Open Read
Frame). ORF kéduje produkt nezbytny pro transpozici. Neautonomni transpozony ORF
nemaji nebo je poskozeny a neschopny kédovat sekvence potiebné k transpozici. Obsahuji
vSak sekvence potfebné pro transpozici. P¥i pfitomnosti aktivatoru transpozice (napt. Ac
u kukufice) a sekvenci potfebnych pro transpozici, dochézi k transpozici neautonomnich
transpozonu [13, 19].

2.2.1 Retrotranspozony

Retrotranspozony se vyznacuji transponovanim prostfednictvim RNA meziprodukti. RNA
prvku je transkribovana a nésledné se pomoci reverzni transkripce vytvari komplementarni
DNA, ktera se nasledné umisti na nové misto v genomu. Tento mechanismus transpozice se
nazyva "copy & paste'. Podle klasifika¢niho systému predstaveného Thomasem Wickerem
et.al. [22] lze retrotranspozony rozdélit do péti fada: LTR retrotranspozony, DIRs, LINEs,
PLE a SINEs [13].

LTR retrotranspozony

Prvni rad zastupuji LTR (z angl. Long Terminal Repeat) retrotranspozony. Jedna se o trans-
pozony prevladajici predevsim v genomech rostlin. Velikost LTR retrotranspozont dosahuje
velikosti nékolika set part bazi az 5 kbp (vyjimeéné 25 kbp). LTR retrotranspozony ob-
sahuji na obou koncich fetézce dlouhé terminalni repetice. Tyto retrotranspozony miizeme
déle rozdélit do t¥{ hlavnich linii: 1) Ty1/copia, 2) Bel-Pao a 3) Ty3/gypsy. Hlavnim rozdi-
lem téchto linii je enzymatické usporadani domén (ilustrovano na obrazku 2.1). Tento typ
retrotranspozonu je velmi podobny retrovirim s vyjimkou nepritomnosti env genu [13].



DIRs

DIRs (z angl. Dictyostelium intermediate repeat sequence) prvky tvoii druhy fad. Tyto
prvky se vyvinuly z gypsy podobnym LTR retrotranspozoni (obrazek 2.1). Oproti LTR re-
trotranspozonim obsahuji tyrosin rekombinazu (YR) misto integrézy a repetitivni sekvence
na koncich retézce jsou invertované. Nékteré DIRs prvky mohou zahrnovat introny v ramci
ORF [13, 19].

LTR retrotransposons
POL
.| GAG | PR INT RT RH E Copia
POL
-{ GAG | PR RT RH INTE Gypsy, Bel-Pao
POL
-| GAG | PR RT RH INT [ Env E Retrovirus, ERV
DIRS
POL
|.::;_/”\.-| GAG |PR RT RH YR |- ,::-|

Obréazek 2.1: Retrotranspozony 1. a 2. fadu. LTR retrotranspozony maji na svych koncich
dlouhé termindlni repetice (Cervend barva) a obsahuji geny GAG (zelena barva) a POL
(oranzové barva). Gen POL obsahuje enzymatické slozky PR - proteindza, INT - integraza,
RT - reverzni transkriptdza a RH - RNaza H. Poradi jednotlivych slozek urcuje skupinu
LTR retrotranspozonti. Retroviry se lisi od skupiny gypsy LTR retrotranspozonii obsahem
ENV genu (svétle hnéda barva). DIRs retroelementy neobsahuji v genu POL integrazu. Ta
je nahrazena tyrosin rekombindzou (YR). Také koncové repetice se lisi. Ve srovnani s LTR
retrotranspozont jsou invertované [13].

LINEs

Retrotranspozony typu LINEs (z ang. Long Interspersed Nuclear Elements ) jsou charakte-
ristické absenci LTR elementt (obrazek 2.2). Na svém konci mohou obsahovat tandemovou
repetici nebo poly(A) konec. Tato tfida se muze nésledné rozdélit na 5 rodin (R2, RTE,
Jockey, L1 a I). Rozdily mezi témito rodinami jsou na obrazku 2.2. Velikost LINEs dosahuji
nekolika kilobazi a v lidském genomu dosahuji az 516 000 kopii (pfiblizné 17% celkového
genomu) [13, 19].

PLE

Dalsim typem retrotranspozonu jsou retrotranspozony PLE (Penelope-like). PLE jsou velmi
podobné telomerazam. Ve vétsiné pripadt Penelope-like prvky koduji otevieny Cteci ramec
ORF (z angl. Open Read Frame) slozeny z domén reverzni transkriptazy [13].

SINEs

Poslednim féddem jsou retrotranspozony SINEs (z angl. Short interspersed nuclear ele-
ments). Jednd se o neautonomnich prvky, které jsou funkéné spojeny s LINEs. Prvky SINEs



PLE

LINEs

POL SINES
[ | =t en [ | R2 Head Body A-rich tail
1=
POL
[ | ae  mr | | RTE
POL
[ ] orri | ape T || Jockey, L1
POL
[ ] orer | aee AT RH | | 1

Obréazek 2.2: Retrotranspozony LINEs a PLE. Rodiny R2 a RTE obsahuji pouze jeden ¢teci
ramec (ORF). ORF u R2 obsahuje reverzni transkriptdzu RT a nésledné endonukldzu EN.
U RTE se ORF sklddd z apurino-apyrimidové endonukledzy (APE) a RT. Zbylé rodiny
LINEs retrotranspozonii obsahuji dva ORF, oznacované jako ORF1 a ORF2. Funkce ORF1
je velmi podobna genu GAG. ORF2 obsahuje stejné enzymy jako RTE. U rodiny I je navic
v ORF2 obsazen enzym RNAnazy H (RH). Struktura retrotranspontt SINEs (nalevo) se déli
na t¥i ¢asti: Hlava (Head) obsahuje Pol III gen promotoru, télo (Body) obsahuje enzymy
prislusné rodiny a konec (A-rich tail) je tvoren posloupnosti adeninu [13].

jsou vytvareny pomoci retrotranspozice RNA polymerazy I11. Tato RNA polymeraza je pre-
pisovana z reverzni transkriptdazy kédované LINEs. SINEs nekéduji proteiny a postradaji
oblasti pro autonomni transkripci. Struktura SINEs se déli do tii moduli - terminalni hlava,
vnitini oblast a termindlni konec. Hlava v sobé nese Pol III gen promotoru. Vnitini oblast
je velmi variabilni a specifické v ramci rodiny. Na konci SINEs se nachazi region bohaty na
adenin. Pritomnost téchto retrotranspont byva ¢asto pouzivanym kritériem pro hodnoceni
mezidruhovych vztaht. Pramérnd délka elementtu SINEs byva okolo 80-500 bp [13, 19].

2.2.2 DNA transpozony

DNA transpozony vyuzivaji pro své Siteni konzervativni mechanismus "cut & paste". Pii
tomto procesu nevznikaji RNA mezi produkty. Tiida II je téméf vylucné zastoupena v eu-
karyotickych organismech. DNA transpozony se déli na dvé hlavni podtfidy: 1) TIRs a 2)
Polintony a Helitrony [13, 19].

TIRs

Charakteristickym rysem této t¥idy je pfitomnost koncovych invertovanych opakovani (TIR
- z angl. Terminal inverted repeats) a obsahem pouze jediného ORF, kédujictho transpo-
nazu. Tato transpondza rozpoznava pravé TIRs a zacleni DNA transpozon na nové misto
v genomu [13].



Polintony a Helitrony

Polintony a Helitrony se 1isi od TIRs zptisobem siteni. Pro své sifeni vyuzivaji replikac¢ni
proces "copy & paste". Velmi dlouhé DNA transpozony o délce 15-20 kb se nazyvaji po-
lintony (z angl. Polintons), znamé téz jako Mavericks. Polintony maji na obou koncich
DNA retézce TIRs o velikosti 100-1000 bp. Tyto transpozony kdéduji vice nez 10 proteinu
(obrazek 2.3) [13].

Helitrony se nachéazeji predevsim v genomech rostlin. Na koncich fetézce maji helitrony
vlasenkové struktury misto TIRs. Transpozice helitront probihd replika¢nim mechanismem
otadejici se kruznice !. Helitrony kéduji tyrosin rekombindzu s helikdzovou doménu a repli-
kac¢ni protein A (ilustrovano obrazkem 2.3) [13].

DMA transposons

‘Cut-and-paste’ transposons

| Tenpoe |

Helitrons

| |m |‘|’2HEL| |

Polintons

v [ AEEETE4

Obrazek 2.3: Strucny prehled struktur vybranych DNA transpozoni. Obecné struktura
TIRs DNA traspozoni. Na koncich fetézce se nachazeji TIRs (tmavé modra barva), které
obklopuji trasponazu. Rodina transpozonti Helitron. Helitrony nemaji TIRs. Misto nich
maji vldsenkové struktury (bild barva). Mezi vldsenkovymi strukturami se nachdzi repli-
ka¢ni protein A (RPA) a tyrosin rekombinaza s helikdzovou doménou typu 2 (Y2 HEL).
Posledni struktura repezentuje polintony. Politrony kéduji vice proteini, proto jsou z hle-
diska struktury velmi variabilni. Mezi typické enzymy, které jsou v politronech obsazeny,
patii integraza (INT), ATPéza (ATP), cysteinova protedza (CYP) a B-typ DNA polyme-
raza (POL B). Na zac¢atku a na konci polintonti se nachézeji TIRs [13].

! Princip mechanismu demonstrovin zde: http://what-when-how.com/molecular-biology/rolling-
circle-dna-replication-molecular-biology/


http://what-when-how.com/molecular-biology/rolling-circle-dna-replication-molecular-biology/
http://what-when-how.com/molecular-biology/rolling-circle-dna-replication-molecular-biology/

Kapitola 3

Technologie sekvenovani DN A

Prvni metodu sekvenovani DNA fetézce predstavil v roce 1970 Frederick Sanger. Tato me-
toda dokézala desifrovat kompletni geny, vyzadovala jen minimalni manipulaci s toxickymi
latkami a radiozotopy. Z téchto divodu se Sangerovo sekvenovani stalo hlavnim sekve-
nacnim nastrojem 20. stoleti. Sangerova technika sekvenovani také, jako prvni sekvenacni
technika, dokazala sekvenovat lidsky genom v rdmci Human Genome Project. Nicméné na-
sekvenovani lidského genomu ukazalo hlavni nevyhody této metody. Predevsim se jednalo
o rychlost, ¢asovou ndrocnost a cenu sekvenovani, které byly nevyhovujici. Proto narodni
instituce pro zkouméni lidského genomu (NHGRI) zahajila program financovani vyvoje
novych technik sekvenovani. Dusledkem tohoto programu byl velky rozvoj sekvenacnich
technik nové generace - NGS (z ang. Next generation sequencing) [1].

3.1 Druha generace sekvenovani (NGS)

Oproti Sangerovu sekvenovani, metody NGS sdileji tii hlavni rysy. NGS nevyzaduji bakteri-
alni klonovani fragmentt DNA, sekvenacni reakce se provadi paralelné a nevyzaduji elektrofo-
rézu (vystupem jsou piimo sekvence). NGS technologie produkuji velké mnozstvi tzv. readi
a to velmi vysokou rychlosti. Velikost readu je vSak velmi mald, coz mélo za nasledek vznik
zarovnavajicich algoritmu (tyto algoritmy jsou popsany v kapitole 4). Mezi hlavni NGS
technologie patii 454, SOLiD, Illumina nebo PGM (porovnani technologii je na obrazku 3.1
a 3.2) [4].

3.1.1 454 - Roche (Roche Applied Science)

V roce 2005 vznikla prvni technologie NGS zalozena na pyrosekvencovani Roche 454. Prin-
cip pyrosekvencovani spociva ve sledovani pyrofosforecnanu uvolnéného béhem zaclenovani
nukleotidu. Pfesnost sekvenovini se pohybuje kolem 99,9%. Nesporné vyznamnou vyhodou
je rychlost sekvenace, ktera trva nékolik hodin. Sekvenator produkuje ready velikosti az
700 bp. Velkou nevyhodou této technologie vysoké cena cinidel, potfebnych pro sekveno-
vani a relativné vysokd mira chyb u polybézi delsich nez 6 bp [12].

3.1.2 SOLiD

SOLiD (Sequencing by Oligo Ligation Detection) vyuziva pro sekvenaci ligdzu. Sekvenator
produkuje velké mnozstvi readti kratké délky, pohybujici se v rozmezi od 35 - 85 bp. Prévé
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kratka délka readt je hlavni nevyhodou SOLiD. Naopak velkou vyhodou je vysokd mira
presnosti, kterd dosahuje az 99,99% [12].

3.1.3 Illumina (Solexa)

V roce 2006 predstavila spolecnost Solexa Genome Analyzer (GA). Princip sekvenovéani je
zalozen na sekvenovani syntézou. Spolecnost Illumina v roce 2007 koupila Solexa a pokra-
covala ve vyvoji GA. Velikost produkovanych readti dosahuje 75 - 150 bp s chybovosti mensi
nez 2%. Hlavni prednosti této technologie je nizka cena sekvenovani (0.07 § za Mb) [12].

3.1.4 PGM (Ion Torrent)

Spole¢nost Ion Torrent predstavila v roce 2010 novou techniku PGM (Personal Genome
Machine). PGM vyuziva polovodic¢ové technologie misto optické detekce nukleotidii. To méa
za nasledek snizeni naklad@ na vyrobu a zmenseni velikosti sekvenacnich pristroji. Také
rychlost sekvenace je mnohem vyssi [12].

Maximum read length NGS platforms
100000 -

20000

10000 +
Maximum throughput NGS platforms

10000 A

1800

1000 + 1000 1

Read length (nt)

100 4

10 4

Max. throughput per run (Gb)

Obréazek 3.1: Porovnani sekvenacnich metod. Napravo je zobrazeno srovnani metod na za-
kladé délky readu. Je patrné, ze PacBio generuje nejdelsi ready. Obrazek nalevo reprezentuje
maximalni propustnost jednotlivych platforem. Zde dosahuje nejlepsich vysledki Illumina

[4].

3.2 Treti generace sekvenovani

Treti generace sekvenovacich nastroji pfisla s novymi pozadavky a pohledy na sekvenovani
DNA a mé dva charakteristické rysy. Zpracovani informaci probihd u tfeti generace v re-
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Sequencer 454 GS FLX HiSeq 2000 SOLiDv4 Sanger 3730xl

Sequencing by Ligation and two-base Dideoxy chain
synthesis coding termination

50 + 35bp or

Sequencing

. Pyrosequencing
mechanism

3 50SE, 50PE, ~
Read length 700 bp 0SE, 50PE, 101PE 50+ 50 bp 400~900 bp
Accuracy 99.9%* 98%, (100PE) 99.94% *raw data 99.999%
Reads IM 3G 1200~1400 M —_
OQutput data/run 0.7Gb 600 Gb 120Gb 1.9~84 Kb

. 7 Days for SE .

4 . 3. avs ys o S .

Time/run 24 Hours 3~10 Days 14 Days for PE 20 Mins~3 Hours
Advantage Read length, fast High throughput Accuracy High quality, long

read length
Error rate with
polybase more than 6,
high cost, low
throughput

High cost low

Short read assembly Short read assembly throughput

Disadvantage

Obréazek 3.2: Podrobné porovnani vyhod a nevyhod nastrojt, vytvorenych na zakladé raz-
nych NGS technik. 1) 454 GS FLX - platforma 454 (Roche), 2) HiSeq 2000 - platforma
Ilumina, 3) SOLiDv4 - platforma SOLID a 4) Sanger 3730x] - zalozeno na Sangerové sek-
venovani [12].

alném case a oproti druhé generaci nevyzaduji pro sekvenovani PCR (z angl. Polymerase
chain reaction) a sekvenovani je proto rychlejsi [12].

3.2.1 PacBio (Pacific Biosciences)

Jednim z hlavnich nastroji v této oblasti technologie je PacBio. PacBio generuje az 20
kbp dlouhé ready, proto se velmi hodi k de novo sestavovini genomu. Princip metody
spociva v detekci fluorescence DNA, kterd je slozena z fosfatové oznacenych nukleotidu,
syntetizovanych pomoci jedné DNA polymerazy. Detekce probihd v redlném case, coz velmi
zrychluje sekvenovani [1].

3.2.2 MinION (Oxford Nanopore Technologies)

Spole¢nost Oxford Nanopore Technoligies predstavila novou technologii sekvenovani, ktera
pracuje na principu identifikace jednotlivych molekul DNA prochézejicich pres nanopor.
Sekvenator MinlON tuto technologii vyuziva a je primarné urc¢en pro vykonavani velkého
mnozstvi experimentti. Jednad se o miniaturni a pfenositelné zarizeni, které vyuziva pro
komunikaci s pocitacem rozhrani USB 3.0. MinION umozinuje produkovat ready dlouhé az
nékolik stovek kilobazi [20].

3.3 Shrnuti sekvenac¢nich metod

V soucasnosti jsou nejvice pouzivané techniky pro sekvenaci DNA Illumina a SOLiD, prede-
vs$im diky své vysoké propustnosti. Nicméné délka readti, které tyto techniky produkuji, je
velmi malé a nevhodné pro de novo sestavovani genomi. Vlivem modernizace pristroji vSak
doslo k velkému zlepseni technologii NGS (pfedevsim Illumina). Velikost readu se zvysila,
coz umoznilo pouzit technologii Illumina pro de novo sestaveni genomu. Také naklady na
sekvenovani vyrazné poklesly. Spole¢nost Illumina uvolnila pfed nékolika lety sadu sekve-
nacnich nastroju HiSeq X Ten. Tyto nastroje mohou generovat az 1,8 TB sekvenci s velmi
nizkymi naklady (cena se pohybuje pod 1000$ za genom). Nicméné cena ziizeni HiSeq je
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velmi vysokd a proto je vyuzivana predevsim velkymi vyzkumnymi tstavy [1]. NGS techno-
logie prinesly i nové typy vystupnich dat. Jako velmi efektivni a uzite¢né se pro sestavovani
genomu ukézalo pouziti tzv. parovych readu (téz pair-end). Parové ready (angl. pared-
end) se ziskdvaji sekvenovani obou koncu DNA fragmentu. Read jsou nasledné uloZeny do
knihovny readu a ziskavaji pfiponu podle mista, z kterého byly sekvenovany (f,1 - pro po-
¢atek fragmentu DNA nebo 1,2 - konec fragmentu DNA). Typicky se velikost téchto readu
pohybuje kolem 200-300 bp.
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Kapitola 4

Pristupy pro sestaveni genomu

Sekvenacni techniky nové generace zptistupnily sekvenovani sirsi vefejnosti. Rychlost a cena
sekvenovani jiz nebyla prekazkou a proto mnoho vyzkumnych tustavi zacalo vytvaret pro-
jekty, zamérené na vyzkum genomii. Aby bylo mozné genom sestavit, bylo nutné vytvorit
uc¢inné sestavovace genomu. Postupné se tyto sestavovace (angl. assemblery) zacaly specia-
lizovat, aby vyhovovaly novym potfebam vyzkumu a vznikaly tak assemblery zamérené na
sestavovani urcitych typu genomi a metagenomi (napf. genomy prokaryot/eukaryot) nebo
sestaveni podoblasti genomu (napf. unikétni nebo repetitivni sekvence). Kromé specializace
se od sebe sestavovace lisily i v pfipadé techniky samotného sestaveni. Prvni assemblery
zpracovavaly na vstupu dlouhé ready, ziskané pomoci Sangerovi metody a pouzivaly pristup,
kde byly nejdrive hledany vzajemné prekryvy readl, pak byl na zakladé téchto prekryvi
vytvoren graf (v grafu predstavovaly ready uzly a prekryvy hrany) a v poslednim kroku
byla vysledna sekvence genomu ziskana prichodem grafu pres vSechny uzly - hamiltonovska
cesta. Tento velmi intuitivni pfistup se nazyva Overlap Layout Consensus (OLC) a tvori
stézejni Cast této prace. Metoda OLC neni vzdy zcela optimalni feseni, protoze hledani
cesty pres vSechny vrcholy je vypocetné narocné (jedna se o NP tézky problém). Proto se
objevily i dalsi pristupy, které zacaly assemblery vyuzivat. Pfedevsim se jednalo o pristup
zaloZeny na tvorbé de Bruijnova grafu (popsan nize).

4.1 De Bruijn graph (DBG)

V roce 1995 predstavil Ramana. M. Indury a Michael. S. Waterman algoritmus DBG.
7 pocatku byl tento algoritmus méalo zndmy a rozsireny, predevsim kv1li své neintuitivnosti
a nizké pouzitelnosti. Zvrat vsak nastal s prichodem sekvenacnich technologii, poskytujicich
kratké ready, jako Illumina nebo SOLiD. DBG algoritmus dosahoval na kratkych genomech
velmi dobrych vysledkii a proto se stal zakladem mnoha sestavovacich assembleri jako
napiiklad Velvet [23] nebo Tedna [24]. Princip ¢innosti algoritmu DBG je velmi podobny
pristupu OLC a lze ho rozclenit do nékolika fazi: predzpracovani dat, prevod k-merti na
graf (DBG), tvorba contigu, spojeni contigi a odstranéni mezer [11].

4.1.1 Predzpracovani dat

Algoritmus DBG nevyuzivd pro svou ¢innost piimo vstupni ready, ale provadi jejich trans-
formaci na k-mery. K-mery jsou kratké tseky bazi, extrahované z readi. Velikost k-mert
byva typicky v sestavovacich nastavitelnd, maximalné vsak dosahuje nékolika set bazi. Nez
je zahdjena transformace readu, je potieba provést jejich korekci. U vstupnich readt je tfeba
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pocitat s chybami (napt. chybné sekvenované baze). Tyto chyby se pak nasledné projevuji
pri extrakci k-mert, kdy je ziskavano velké mnozstvi chybnych k-mert, které nejsou obsa-
zeny v genomu. Proto je dulezité vstupni ready filtrovat a pripadné chyby opravovat [11].

4.1.2 Sestaveni DBG

Nasledné je treba k-mery transformovat do formy de Bruijn grafu. Pro tvorbu tohoto grafu
je nejprve nutné ziskat tzv. k-1 mery. Tyto k-1 mery jsou vytvareny tak, ze je puvodni
k-mer zkracen na svych koncich o jednu béazi. Vznikaji tedy vzdy dva k-1 mery, které jsou
zaneseno do grafu jako vrcholy a k-mery pak tvori v grafu hrany mezi vrcholy.

4.1.3 Tvorba contigu a jejich spojeni

Dalsim krokem algoritmu DBG je sdruzeni k-merdi v grafu, které spolu sdileji spole¢ny
vrchol, do vétsich souvislych posloupnosti - tzv. contigi. Contigy se ziskavaji hleddanim
cesty v grafu pres vSechny hrany. V grafu je tedy hleddna Eulerova cesta (obrazek 4.1).
Casové slozitost hledani feseni je linedrni O(NN). Rozlisujeme dva typy contigii podle toho,
zda obsahuji pouze unikatni nebo repetitivni sekvenci genomu. Na contig obsahujici repetici
se vaze velké mnozstvi k-merti z contig, obsahujicich unikétnich oblasti genomu [11].
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Obrazek 4.1: Nalezeni Eulerovy cesty v grafu. Cesta je ziskana prichodem grafu pres
vSechny hrany reprezentované k-mery. Ciselny index u kazdé hrany uréuje poradi vyhod-
noceni hrany v ramci cesty [5].

Ziskané contigy je treba seradit a vzajemné spojit do souvislé sekvence, tak aby co
nejvice odpovidala sekvenci sekvenovaného genomu. Pro propojeni contigl se vyuzivaji
vlastnosti parovych readu. Princip je velmi jednoduchy: je-li k-mer contingu v parové vazbé
s k-merem jiného contigu, vznikne mezi témito contigy vazba. Problémy pfi téchto vazbach
nastavaji predevsim v oblasti repetic (obrazek 4.2). Ke contigu vstupujiciho do repetice neni
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typicky jednoduché priradit odpovidajici vystupni contig. Objevuji se zde ale i dalsi dva
problémy, kdy neni mozné propojit contigy. Prvni problém je mozny vznik chybnych cest
v grafu (souvisi s fazi predzpracovani a TeSeni spocivd ve vyfazeni chybnych readu nebo
k-meru z konstrukce grafii). Druhy problém jsou velmi kratké contigy. Typicky je feSeni
téchto problému slozité a jednd se NP-problém [11].

A

Obrézek 4.2: Ukazka rozdilu pii sestavovani grafu prekryvi metodami OLC a DBG. A)
Nasekvenovana data dvou oblasti genomu, které obsahuji stejnou repetici (vyznacena cer-
vené). B) Sestaveni grafu prekryvii pomoci metody OLC, kde jsou v ptipadé repetic patrné
zpétné vazby mezi zacatkem a koncem repetice. C) Vysledné sestaveni repetice metodou
DBG [10].

4.1.4 Assembler pro sestaveni repetic - Tedna

Nastroj Tedna je de movo sestavovaC transpozonu, vyuzivajici DBG pro analyzu vysoce
frekventovanych k-meru. Asembler nejprve vypocitava velikost pokryti genomu jako maxi-
mum frekven¢niho rozdéleni k-meru. Za transpozony jsou povazovany k-mery, jejichz vyskyt
je minimalné dvojnasobny nez pokryti genomu. Tedna nasledné rozdéli graf na jednotlivé
komponenty a ponechava ty, které obsahuji transpozony. Kazda komponenta je samostatné
vyhodnocena, kdy je hledana nejdelsi cesta, ktera predstavuje sekvenci transpozonu. Asem-
bler umi vyuzit parové informace z readd pro projeni jednotlivych komponent a ziskani
nejdelsi mozné sekvence repetice [24].

4.2 Graf retézci (string graf)

Ptistup zalozeny na Tetézcovych grafech je kombinaci OLC 4.3 a DBG, kdy hlavni mys-
lenkou je pracovat pfimo se vstupnimi ready (stejné jako u OLC) bez pfevodu na k-mery
a provadét rychlejsi sestaveni sekvence hleddnim Eulerovy cesty v grafu (obdobné jako
pristup DBG) [15]. V prvni fézi je provadéno klasické hleddni prekryvu readi ,all-to-all".
Jednotlivé prekryvy pak vytvareji intervaly pokrytého genomu. Pokud je read obsazen v in-
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tervalu (je nalezeno prekryti, které cely read mapuje do jiz existujictho intervalu) je tento
read odstranén. V ptipadé, Ze je nalezen prekryv readu s intervalem, ale read neni celou
délkou obsazen v intervalu, je provedena konkatenace readu s intervalem. Timto zplisobem
je odstranéno velké mnozstvi readu (typicky az 60%). Vysledné prekryvy jsou zaneseny do
orientovaného fetezcového grafu, kde jsou podobné jako piistupu OLC odstranény vsechny
tranzitivni uzavéry. Vrcholy jsou tvoreny ready (nebo intervaly) a hrany reprezentuji vazby
mezi nimi. U hran také reprezentovan pocet téchto vazeb, kdy malé ¢islo typicky znaci
unikatni sekvence genomu a velké pocet vazeb zase indukuje mozné repetitivni tseky DNA.
Nésledné je hleddna Eulerova cesta grafem, ¢imz je ziskdna vyslednd sekvence genomu [15].

4.3 Metoda OLC

Prvni OLC algoritmus byl publikovan v roce 1980. Jedné se o velmi intuitivni zpisob se-
stavovani genomu, ktery lze pouzit, jak na velmi dlouhé ready poskytované Sangerovym
sekvenovanim a predevsim na kratké ready, ziskané pomoci sekvenacnich nastroju druhé
generace. Jak je jiz z ndzvu patrné, algoritmus provadi t¥i zdkladni tikony: overlap (hledéni
prekryvi), layout (sestaveni grafu usporadani) a consensus (vytvoreni konsenzus sekvence).
Piistup OLC byl od svého publikovani nékolikrat upraven, kdy se jednalo predevsim o po-
uziti novych algoritm® pro hledani prekryvi, které znac¢né usnadnily a zrychlily sestaveni
grafu prekryti [11].

4.3.1 Hledani prekryvua (overlap)

Prvnim krokem algoritmu OLC je hledani prekryvu jednotlivych readi. Pro popis ¢innosti,
vyslednou kvalitu prekryvi i celkovou dobu trvani faze overlap je tfeba definovat nékolik
pojmi. Jednd se predevsim o tyto pojmy (faktory) [11]:

e velikost genomu (G) - Velikost sestavovaného genomu neprimo ovliviiuje predevsim
rychlost hledéni prekryvi. Jedna se o fixni parametr, kdy ¢im je vétsi délka sekvenova-
ného genomu, tim roste i pocet readu, potrebnym k popsani tohoto genomu. Vstupni
datovy soubor tedy obsahuje tedy vétsi mnozstvi fetézct bazi (readit) ziskanym sek-
venacnim nastrojem, které je tfeba zpracovat, coz vede k vyssi spotiebé vypocetnich
zdroju i Casu.

e délka readu (L) - Jedna se také o fixni parametr, ktery je urcen zvolenym sekvenac¢nim
nastrojem.

e prahovd hodnota (T) - Hodnota, slouzici k rozhodnuti o vytvoreni prekryvu dvou
readd. Pokud je délka shody dvou readt vétsi nez hodnota T, je vytvofeno propojeni
mezi témito ready.

Princip hledani prekryvu spociva v zarovnani dvou readt a hledani jejich nejdelsi spo-
lecné c¢asti. Typicky je tento proces provadén mezi vSemi ready (tzv."all-to-all") a proto
dosahuje ¢asové slozitosti O(N?). Pro ziskani vysledného piekryvu bylo v priibéhu let po-
uzito nékolika technik. Obecné lze tyto techniky rozdélit do dvou zakladnich skupin: hle-
dajici uplnou schodu (napf. pristupy zaloZené na sufixovych stromech) a techniky, hledaji
nejlepsi moznou schodu. Prvni skupina je typicky vyuzivana pro hledani prekryvi na zna-
mych datech, které neobsahuji sSum a chyby. Pro svou ¢innost casto pouzivaji pomocné
datové struktury, které snizuji celkovou ¢asovou slozitost. Realna data vsSak nikdy nejsou
idedlni. Ready obsahuji urc¢ité procento chyb, které je zavislé na pouzitém sekvenacnim
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nastroji. Hleddni tplné shody by bylo v tomto pripadé velmi neefektivni. V praxi se proto
prevazné pouzivaji techniky, zaloZzené na hledani nejdelstho prekryvu na zakladé vypoctu
a hledani nejlepsiho skdre (tzv. dynamické programovéani). Dynamické programovéni se do-
kaze vyporadat s chybnymi bazemi a umoznuje vlozeni mezer pro ziskani lepsiho prekryvu.
Nejznaméjsim zastupcem této skupiny nastroju je program BLAST, zaloZeny na dynamic-
kém programovani a v praxi Siroce pouzivany. BLAST bude pouzit v této praci pro hledani
prekryvi.

4.3.2 Sestaveni grafu (layout)

Druhé faze - layout tvori stézejni ¢ast algoritmu OLC, kdy pouzité metody, techniky a heu-
ristiky vyrazné ovliviiuji rychlost a kvalitu vysledku. Principidlné se tento krok snazi pro-
vadét dvé ¢innosti: spojit vstupni ready do contigi a vytvorit z contigi supercontigy. Na
vystupu se pak nasledné nachézi serazend posloupnost readu, které se jiz nachdzeji na
spravnych pozicich genomu (tzv. graf usporadani) [2].

Vytvoreni grafu prekryvi

Po kroku overlap byly ziskdny prekryvy mezi jednotlivymi ready. Aby bylo mozné pro-
vést analyzu a sestaveni genomu, je dulezité transformovat vstupni data do vhodné datové
struktury. Pro tento ucel nejlépe vyhovuje forma grafu, kde ready predstavuji vrcholy grafu
a hrany grafu reprezentuji prekryvy (obréazek 4.3).

ATTATAT

Obrazek 4.3: Priklad jednoduchého grafu prekryti. Vrcholy orientovaného grafu jsou tvoreny
ready a hrany predstavuji prekryvy mezi nimi (ohodnoceni hrany udava velikost prekryvu)

[6]-

Spojeni readii do contigi

Graf prekryvu typicky obsahuje velké mnozstvi vrcholi a hran. Aby bylo mozné spojit
ready do contigi, je tfeba tento graf upravit a zajistit tak co nejefektivnéjsi tvorbu contigu.
Prvni tpravou grafu je odstranéni tranzitivnich uzavérti mezi ready. Méjme ready rl, r2
a r3. Pokud existuji hrany (pfrekryvy) mezi ready (rl, r2), (r2, r3) a (rl, r3), pak je hrana
(rl, r3) odstranéna. Vysledny graf se zjednodusi (obrazek 4.4). Néslednou analyzou grafu
ziskdme dva druhy contigt:

1. Contigy unikatnich sekvenci - unitigy - Contigy obsahuji pouze unikatni sekvenci
genomu (napr. gen), vazby na jiné contigy byva vyjimecné a jejich sestaveni je obvykle
trivialni.

2. Contigy repetitivnich struktur - Tyto contigy se vyznacuji vysokym obsahem
readd, které dosahuji vysoké vzajemné hodnoty prekryvu. Pro repetitivni contigy
jsou dale charakteristické vazbami na velké mnozstvi unikatnich contigi.
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Obrazek 4.4: Graf prekryti pred a po odstranéni tranzitivnich uzavéra [14].

Pii tvorbé unikétnich tseku dochézi i ke vzniku chybnych cest v grafu (obrézek 4.5).
Tyto cesty vznikaji z duvodu chybnych bézi, ziskanych pri sekvenovani a pri dalsim vyhod-
noceni grafu by pusobily problémy, proto je nutné je odstranit. Nelze opomenout, ze grafy
mohou obsahovat cesty, které maji totozny vychozi a koncovy vrchol a vytvareji v grafu
cykly (tzv. bubliny). Typicky se tyto cesty nachazeji v mistech inzerci nebo deleci v repetici
a maji vliv na délku a kvalitu vysledné cesty. Cykly jsou v grafu obecné nezadouci, proto
je snaha tyto cesty z grafu odstranit nebo prerusit.

Possible repeat
boundary

prune

a

Obrazek 4.5: Ukazka vzniku cesty v grafu z divodu chybné béze a jeji odstranéni [9].

Vysledna sestava je ziskana hledanim cesty, kterd prochézi vsemi vrcholy grafu a to pravé
jednou - tzv. hamiltonovska cesta (obrézek 4.6). Nalezeni hamiltonovské cesty je z hlediska
slozitosti problematické, protoze se jedna NP-tiplny problém (polynomindlni ¢asova slozitost
hledéni). Tato skutecnost je ¢asto povazovana za nejvétsi slabinu tohoto pristupu.

Vysledkem prvni faze kroku layout je graf contign (obrézek 4.7). Na obrazku jsou patrné
unikatni A, B, C contigy a contig obsahujici repetici X. U unikéatnich contigh je z obrazku
patrné, ze kromé fragmenti obsahujicich jedinecné sekvenci DNA obsahuji také ready, které
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Obrézek 4.6: Ukazka hledani hamiltonovské cesty v grafu prekryvi. Cesta je ziskana pricho-
dem pies vSechny vrcholy (prestavujici ready) grafu. Ciselny index uvniti kazdého vrcholu
urcuje poradi vyhodnoceni vrcholu v rdmci cesty [5].

v sobé ¢astecné obsahuji repetice tzv. chimérické ready. Jelikoz je ticelem této prace hledat
repetetivni elementy v DNA, bude nutné tyto chimérické ready vyhleddvat a ziskat z nich
informace o zacatku a konci repetic.

Tvorba supercontigi (scaffolding)

Poslednim krokem féze layout je seskupeni contigh do vétsim celkt - supercontigi. Tento
krok se v assemblerech zalozenych na pristupu OLC znacné 1isi. U assemblert nevyuziva-
jicich parové ready je sestaveni supercontigii komplikované a je potreba pouzit specidlni
heuristiky. U modernich assemblerti jsou uz na vstupu typicky preferovany pouze parové
ready.

Parové informace readt urcuji vazby mezi contigy spolu s jejich orientaci. Pokud dva
unikatni contigy v sobé obsahuji alespon 2 parové vazby fragmentt jsou tyto contigy za-
razeny do fronty pro vytvoreni supercontigu. Z této fronty jsou prednostné zpracovavany
contigy s vysokym poctem parovych vazeb a mensi mezerou mezi contigy. Vznika graf su-
percontigu, ktery jesté neni zcela uplny, protoze obsahuje mezery mezi jednotlivymi super-
contigy. Mezery vznikaji v mistech repetic nebo v oblastech, které dosahly nizkého pokryti
pri sekvenovani. Pro odstranéni mezer se pouzivanim parovych vazeb ziskanych z contigt
obsahujicich repetice (demostrovano na obrazku 4.7) [17].

4.3.3 Consensus

Vstupni ready a nasledné vytvofené contigy mohou obsahovat chyby v podobé mezer nebo
chybnych nukleotidovych bazi, které zhorsuji vyslednou kvalitu vysledki. Je tedy nutné
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U-unitig

repeat boundary

Obrazek 4.7: Graf sestaveni s jasné vyznacenymi unikatnimi contigy A,B,C a contigem X,
obsahujicim repetici [11].

Obréazek 4.8: Zaceleni mezer mezi supercontigy s pomoci parovych informaci a fragmentt
contigt obsahujicich repetice [14].

tyto baze vyhledat a opravit je. Algoritmus OLC vyuziva pro tento ucel velmi jednoduchou
metodu vétsinového hlasovani. Princip vétsinového hlasovani je zobrazen na obrazku 4.9.
Vsechny ready v ramci contigu jsou zarovnany pod sebe. Nasledné jsou porovnany baze
na kazdé pozici. Do vysledné sekvence je zapsana nejcastéji se vyskytujici baze (pripadné
mezera) [9].

4.3.4 Assemblery zalozené na pristupu OLC

Na pristupu OLC bylo v priubéhu let vytvoreno velké mnozstvi assemblert, lisicich se od
sebe v pouzitych technikich hleddni prekryvi a zarovnani. Vétsina assemblertu se zameéruje
na sestavovani celého genomu napriklad Arachne [I], Celera Assembler [3] nebo CAP3
[8]. Typicky tyto assemblery nebyly navrzeny pro hledani repetitivnich struktur (jednim
z duvodi byla prvotni teze, ze repetitivni DNA nehraje zddnou roli v genomu - tzv. odpadni
DNA). AZ s novymi poznatky o dulezitosti repetitivni DNA se zacaly objevovat prvni
assemblery, konstruované primo na hledani a analyzu repetic. Velmi znamym a rozsitenym
sestavovacem repetic se stal RepeatExplorer [16], ktery bude detailnéji popsan v nasledujici
podkapitole.
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TAGATTACACAGATTACTGA TTGATGGCGTAA CTA
TAGATTACACAGATTACTGACTTGATGGCGTAAACTA
TAG TTACACAGATTATTGACTTCATGGCGTAA CTA
TAGATTACACAGATTACTGACTTGATGGCGTAA CTA
TAGATTACACAGATTACTGACTTGATGGCGTAA CTA

l .

TAGATTACACAGATTACTGACTTGATGGCGTAA CTA

Obrazek 4.9: Ukazka funkce vétsinového hlasovani. Kazdy radek predstavuje jednu zarov-
nanou sekvenci. Pro kazdy sloupec je vypoctena nejcastéji se vyskytujici béze (pripadné
mezera) [9].

RepeatExplorer

RepeatExplorer je volné dostupna sada nédstroju umoznujicich vyhleddvani a naslednou
identifikaci repetitivnich struktur v genomu. Assembler nevyzaduje pro svou ¢innost refe-
ren¢ni databdzi prvki a umoznuje proto zpracovani dat tzv. de novo. RepeatExplorer byl
implementovan v prostfedi Galaxy a je pristupny ptres webové rozhrani, kde je vSak nutné
pocitat s limity serveru, jako napiiklad omezeni paméti na 16 GB [16].

Celkové schéma jednotlivych komponent RepeatExploreru je zobrazeno na obrazku 4.10.
Nejprve jsou na vstup nahrana data ve formé sekvencnich readi. Velikost téchto readti neni
omezena. Nasledné dochazi k predzpracovani vstupnich dat sadou nastroji platformy Ga-
laxy, ¢imz se snizi jejich celkova velikost. Dale je provedeno zarovnani readd s vyuzitim
clustering pipeline. Pro hledani prekryvu je vyuzita technika ,all-to-all". Vysledkem je graf
clustert. Tento graf dale prochazi pomoci sady nastroji analyzou, kdy jsou identifikovany
a extrahovany jednotlivé sekvencni regiony nebo hledany proteinové domény. Ziskané vy-
sledky mohou byt nasledné uzivateli prezentovany jak v textové tak i v grafické formeé
(pomoci SeqGrapher), kde muze uzivatel nasledné provadét manudlni anotaci nalezenych
elementu [106].

4.4 Porovnani pristupi pro sestaveni repetetivni DNA

Sestaveni repetitivnich tsek neni v praxi jednoduché. Genomy obecné obsahuji Sirokou
skélu rodin repetic (popsanych v kapitole 2), které se nachazeji v mnoha ruznych variacich.
Tyto problémy velmi ovliviiuji pouzitelnost jednotlivych metod pro sestaveni repetice. Aby
bylo mozné dosdhnout co mozné nejlepsich vysledkd je nutné vybrat vhodnou techniku
detekce a sestaveni repetitivnich sekvenci. Predchozi kapitoly predstavily celkem tii pfi-
stupy pro sestaveni genomu, zalozené na tvorbé grafu prekryvi (OLC), sestaveni de Bruijn
grafu (DBG) a vytvareni grafu fetézci. Metoda Tetézcovych grafu provadi vysokou filtraci
vstupnich readd. To méa za nasledek nizsi opakovatelnost repetitivnich tsekt a jejich horsi
detekovatelnost v grafu. Tato technika tedy neni pro hledani repetic ptilis vhodna a nebude
dale porovnavana. Celkovy proces sestaveni repetitivnich elementtit DNA muzeme rozdélit
do nékolika fazi, které soucasné poslouzi jako hodnotici kritéria metod.
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Obrazek 4.10: Schématické zndzornéni assembleru RepeatExplorer. [16].

4.4.1 Predzpracovani dat

Prvnim kritériem hodnoceni metod je faze predzpracovani dat. Vstupni data obsahuji ty-
picky velké mnozstvi chyb, které mohou nasledné ovlivnit ¢asovou a prostorovou slozitost
ostatnich fazi sestaveni. V pripadé DBG je predzpracovani dat nutné, protoze kazda chybna
baze generuje v grafu novou cestu. To ma za nasledek vznik rozsahlého grafu s cestami,
které ve skutecnosti v genomu neexistuji a zvysi se tim casova i prostorova slozitost algo-
ritmu. Vstupni ready je tedy nutné opravit pripadné filtrovat, aby se vyskyt pripadné chyby
snizil na minimum. V praxi dostupné techniky filtrace a opravy jsou vsak slozité a vyzaduji
nemalé vypocetni a pamétové zdroje.

Naproti tomu se metoda OLC dokaze velmi dobte vyporddat s chybnymi bizemi ve
vstupnich datech. Faze predzpracovani dat tedy byva typicky velmi jednoduchéd nebo neni
v nékterych pripadech nutna a aplné chybi.

4.4.2 Sestaveni grafu

Obé metody transformuji vstupni data do formy grafu. Rozdil mezi metodami je pfedevsim
v pouzitych datech pro vytvoreni grafu. Metoda DBG musi nejprve provést transformaci
readi na k-mery a néasledné vytvorit k-1 mery. To ovSsem vyzaduje nemalé pamétové zdroje
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a je navic ztracena informace o spojitosti readu. Pamétova a casova naroc¢nost spolu s po-
¢tem k-mert je zavisla na délce readu a stanovené délce vyslednych k-meru: ¢im je délka
readu vétsi, tim je vyssi vypocetni slozitost i pocet k-merid. Jelikoz k-mery tvoti vrcholy
grafu, byva vytvoreny graf rozsahly a prace s nim by byla velmi slozita. Je tedy nutné na
grafu provadét upravy, které zjednodusi nasledné sestaveni repetice.

Metoda OLC potiebuje pred vytvorenim grafu nalézt vsechny prekryvy mezi ready.
V praxi se typicky se pro tento tcel vyuziva technika dynamického programovani, kdy je
porovnani provadéno tzv. ,all-to-all". Z hlediska potfebné paméti vyzaduje tato technika
alokaci pole zévislého na velikosti readi. Casova slozitost je nasledné uréena dobou nalezeni
nejlepsiho prekryvu a celkovém poctu readi. Pocet vrcholi vysledného grafu prekryvi je
pak nasledné dan poctem vstupnich readu a pocet hran je uréen poctem nalezenych pre-
kryva. Mnozstvi nalezenych overlapt zavisi predevsim na nastavené hodnoté minimélniho
prahu prekryvu a poctu opakovani repetice v genomu. Typicky byva repetice silné pokryta
a pocet nalezenych hran je veliky. Nésledné hledani feseni (sekvence repetice) by bylo nad-
miru obtizné. Po vytvofeni grafu tedy bézné dochazi k redukei hran, které jsou prebytecné
(jedné se o tzv. tranzitivni hrany). Tato operace nebyva vsak v praxi zcela jednoduchd
(napr. problémy s cykly v grafu) a je tfeba pocitat s urc¢itym vypocetnim zatizenim.

Repetice se v redlnych genomech vyskytuji v iplné délce jen ziidka. Velmi casto dochazi
u repetic k vynechéni urc¢ité ¢asti (delece) nebo naopak vlozeni unikatni sekvence do téla
repetice (inzerce). Z toho vyplyva, Ze repetice stejného typu nemé vzdy stejnou délku.
Tyto vlastnosti se projevuji i pri tvorbé obou typu grafi. Takto poskozené repetice mohou
vytvaret v grafu nové cesty, ¢imz se grafu zvysi jeho robustnost, a soucasné také vznikaji
chybné nebo slepé konce cest (tzv. dead-end), které mohou pti nasledné sestaveni repetice
a hledani cesty grafem pusobit veliké potize.

4.4.3 Sestaveni repetice

Urceni spravné struktury repetice byva v grafu velmi obtizné. Problematiku sestaveni re-
petice 1ze rozdélit na dva hlavni problémy: nalezeni zac¢atku/konce repetice a nalezeni op-
timalni cesty, které nejlépe reprezentuje nalezeny repetitivni element. Pri hledani pocatku
repetice je tfeba pocitat s tzv. chimérickymi ready. Chimérické ready obsahuji ¢ast unikatni
a repetitivni DNA. V grafu se s nimi lze typicky setkat nejen na zacatku a konci grafu, ale
také v mistech inzerce unikatnich sekvenci uvnitr repetice. V praxi jsou typicky tyto ready
filtrovany. Vyhodou filtrace je snazsi nalezeni sestavy repetice za cenu nizsi vysledné kvality
sestavy, kdy je nalezena repetice oriznuta na zacatku a konci o nékolik desitek bazi oproti
skutecné délce repetice. Nékteré repetitivni rodiny (napf. LTR retrotranspozony) obsahuji
na zacatcich a koncich podobné sekvence. Pokud jsou tyto repetice v grafu nalezeny vy-
tvari typicky kruhovou strukturu, kdy se zacatky a konce repetice spoji. Podobné kruhové
struktury jsou ziskdny i v pripadé tandemového usporadani repetice v genomu. Nalezeni
spravného zac¢atku repetice a tedy i mista, kde je mozné graf prerusit bez poskozeni vysledné
struktury repetice je slozité, protoze mozné feSeni tohoto problému byvaji casto efektivni
pouze v pripadé ur¢itého typu repetice.

Hledani vysledné cesty grafem tvori hlavni rozdil metod a v dnesni dobé i divod, proc¢
je dnes v praxi Castéji preferovana metoda DBG. Pristup OLC hled4 hamiltonovskou cestu
grafem s polynomidlni ¢asovou slozitost{, zatimco DBG implementuje Eulerovu cestu s line-
arni ¢asovou slozitosti. Je tedy patrny nesrovnatelny rozdil v ¢asové slozitosti obou metod,
ktery se nejvice projevi u rozsahlejsich grafu.
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4.4.4 Vyhodnoceni vlastnosti

Oba pristupy pro sestaveni OLC a DBG maji své charakteristické vlastnosti, které ovliv-
nuji jejich pouzitelnost pro sestaveni repetic. Pokud jsou na vstupu data reprezentujici
nizké pokryti genomu a lze ocekéavat pripadné chyby, je vyhodnéjsi volbou pristup OLC,
ktery s chybou dokaze velmi dobfe vyporadat. Tvorba grafu a jeho nasledné tpravy byvaji
u obou pristupd srovnatelné obtizné a neni tedy v tomto pripadé mozné rozhodnout, ktery
pristup je v tomto ohledu vyhodnéjsi. Nicméné v hledani cesty grafem je mnohem vyhodné;jsi
hledéni cesty ptes vSechny hrany (Eulerova cesta) oproti cesté ptres vSechny vrcholy (ha-
miltonovska cesta). Hledani cesty je zna¢nd nevyhoda algoritmu OLC oproti metodé DBG.
Na druhou stranu, OLC pracuje piimo s ready, nevyzaduje dodatecnou filtraci vstupnich
dat, neztracime informaci o spojitosti readt a je i vyhodnéjsi pii pouzivani parovych read.
V soucasné dobé byva v praxi preferovano spise sestavovani de Bruijn grafu pred grafem
prekryvi. Divodem je skutecnost, ze vétSina nastroji NGS poskytuje veelku kratké ready,
které ve vysledku produkuji mensi pocet k-meri. Sestavovace zalozené na OLC nalézaji
spise uplatnéni v pripadech, kdy jsou na vstupu ziskavany delsi sekvence nebo kdy kvalita
téchto dat mize byt silné zatizena chybou.

25



Kapitola 5
Navrh reseni

V soucasné dobé existuje velké mnozstvi nastroji pro sestavovani repetic. Vétsina téchto
néstroju vyuzivd ptistup tvorby de Bruijn grafu (naptf. Tedna [24]). Rozdily v ndstrojich
spocivaji predevsim v pouziti odliSnych heuristik napftiklad pro detekci repetic, zjednodu-
seni nebo vyhodnoceni grafti. Vyslednd kvalita sestavy je pak velmi silné zévisla na genomu,
z kterého jsou data ziskdna. V praxi tedy nelze zcela jednozna¢né rozhodnout, ktery z as-
semblert je nejlepsi, protoze assembler je typicky optimalizovan pro hledani specifickych
typu repetic (napt. LTR-transpozony) a proto pri sestavé ostatnich rodin repetic nedosa-
huje zdaleka tak dobrych vysledku [21]. Pfi ndvrhu nového néstroje pro sestaveni repetitivni
DNA je proto nutné, polozit si nékolik dulezitych otdzek:

e Jaka data lze na vstupu ocekavat?

Bude assembler zaméren na hledani urcitého typu repetic a jaky pristup bude nej-
vhodnéjsi?

Co mé byt vystupem nastroje?

Jaky zpusob testovani bude pouzit?

5.1 Vstupni data

Vstup algoritmu tvori datovéd sada nasekvenovanych readd ulozena v souboru typu FASTA
(pripadné FASTQ). Forméat FASTA predstavuje v bioinformatice standard pro ulozeni
a praci s biologickymi daty. Kazdy zaznam v souboru FASTA se sklada ze dvou c¢asti, od-
délenych odidadkovanim. Prvni ¢ast, zacinajici znakem >’ (u FASTQ ’Q’), tvori jedine¢ny
popis, identifikaci a pripadné dodatecnou informaci o datech. Druhou ¢ast predstavuji sa-
motnd data (typicky peptidové nebo nukleotidové sekvence). U formatu FASTQ je navic
pridana také informaci o kvalité dat (skdre), oddélenou od sekvence symbolem ’'+’. Obsah
souboru pak vypada nasledovné:

FASTA:

>rl 1
CCCGGCTAAGGGAGGAGACCACCCCTCATATTGTCTTATGCCCAATTTCTGCCTCCAAAG
AAAGAARAAGTAAAAACTAAAAGGCAGAAATGAAATCCAC

>rl 2
GCCTCCAAAGAAAGAARAAGTAAAAACTAAAAGGCAGAAATGAAATCCACAGGCAGACAG
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CCCGGCGCCACACCCTGGGCCTGGTAGTTAAAGATCGACC

FASTQ:

@ERR2014428.1 M02925:24:000000000-A9MAE:1:1101:10744:1000/1
NGCCTGTACTTGGAGACGGCGATTGAGCCGGTTTGGTACTTGGGCGAGCGCCTAGTTCGC
CAGTGCTTTACCGAGACTTTCGTCGTGCCGGTTGACCCGC

+
B8BCCGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGFGGGGGGGFGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGG
GGFGGGGGGGGGGGGGGGGGGEGGGGGGGGGGGGGGGGGG

I presto, ze FASTA tvori standard pro uloZeni libovolnych bioinformatickych informaci,
v pripadé uloZeni readi (nebo pérovych readiu) neexistuje jednotnd standardizace popisu
readi. Redlna data reprezentuji typicky nizké pokryti genomu a délka jednotlivych readu
se muze lisit (napf. pokud data prochazeji dodateénymi tpravami). Tato skutecnost muze
casto komplikovat vyvoj nastroje a je tieba s ni pocitat.

5.2 Zaméreni assembleru

Po peclivé avaze byla pro implementaci zvolena metoda OLC. Duvodua k tomuto rozhod-
nuti je hned nékolik a vychazeji predevsim z porovnani obou metod v kapitole 4.4. Hlavni
prednosti metody OLC je predevsim snazsi faze predzpracovani, neni nutnd filtrace vstup-
nich dat a metoda toleruje variabilitu repetic. Zna¢nou nevyhodou piistupu OLC je hledani
cesty pres vSechny vrcholy grafu, kdy slozitost hledani s robustnosti grafu roste. Tento pro-
blém bude nicméné redukovan, protoze repetice a nizké pokryti genomu zpusobi rozdéleni
grafu na jednotlivé ¢asti (tzv. komponenty grafu). Nasledné bude potfeba urcit, zda dana
komponenta grafu obsahuje/neobsahuje primo repetitivni element. Hledani cesty a vyhod-
noceni sekvence bude provedeno pouze v pripadé detekce repetice. Timto zpusobem dojde
k redukci nevyhody hledani cesty grafem a zlepsi se i celkova rychlost assembleru.

Repetice jsou velmi riznorodou skupinou elementii v genomu. To mé za nésledek vznik
odlisnych uskupeni (tvaru) v grafu, které tyto repetice reprezentuji. Utvary, obsahujici repe-
tice, obvykle dosahuji vysoké koncentrace vrcholu grafu, které jsou vzajemné silné propojené
(tzv. vysoka troven vrcholu - pocet hran vedoucich z/do uzlu) oproti okoli vrcholiim, obsa-
hujicim unikatni sekvence. Odhaleni repetice tedy nebyva v grafu prilis slozité, diky vyssi
propojenosti vrcholu v misté repetice. Zptisob univerzalni detekce zacatku repetice je vSak
komplikovany a dostupné reseni (napt. hledani vrcholu s nejvyssim stupném) nemusi vzdy
fungovat spravné. Nékteré metody analyzuji podgraf a sestavuji statistiky o jednotlivych
vrcholech. Nasledné s vyuzitim heuristickych metod vyhodnocuji pravdépodobnych zaca-
tek/konec repetice, jiné metody pro zménu urcuji jako zacdtek vrcholy s nejvyssi urovni
vrcholu. Celkové vSak zadné technika nedokéze zarucit, ze nalezeny pocatek repetice je sku-
tecné pocatkem libovolného repetitivniho elementu v genomu a kvalitnich vysledkt dosahuji
na urcitém typu repetic.

Vytvorit assembler pro hledani libovolnych repetitivnich prvka a jejich nasledné kvalitni
sestaveni je témér nerealné. Lepsi variantou je zamérit assembler na hleddni specifickych
typu repetic a dosahovat pri sestavé takovychto elementti kvalitnich vysledkt. Nastroj bude
proto zaméfen na hledani elementt, které vytvareji graf s kruhovou topologii. Typickymi
predstaviteli téchto repetitivnich elementt jsou LTR retrotranspozony nebo satelitni DNA.
LTR retrotranspozony obsahuji na svém zac¢atku a konci LTR (viz. kapitola 2). Pokud tyto
terminalni repetice obsahuji silné konzervované iiseky, které jsou na obou koncich podobné,
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muze dochazet k vytvoreni kruhovou strukturu repetice v grafu. Vrcholy, nesouci nukle-
otidovou sekvenci LTR, budou navic oproti ostatnim ¢astem vice pokryté. K tomu faktu
prispiva i skutecnost, ze dlouhé terminalni repetice se mohou v genomu nachazet i samo-
statné. Na tsek LTR bude proto, kromé vrcholu obsahujicich repetitivni DNA, navazano
i velké mnozstvi vrcholi predstavujicich chiméry. Pocatek repetice bude tedy detekovan
ve vrcholu s nejvyssi koncentraci hran. Na tomto misté bude kruznice rozpojena a bude
jednoznacné urcen pocatek a konec repetice. U repetic také nelze opomenout skutecnost, ze
repetitivni prvky se v genomu nachézeji v plné délce jen ojedinéle a obsahuji tzv. indely (in-
zerce a delece). Inzerce i delece vytvareji v grafu nové vétve. Tyto vétve maji nasledné vliv
na hledani a kvalitu vysledné cesty. Primarné bude assembler implementovan pro pouziti
na datovém centru Metacentrum', poskytujicim piedevsim robustni vypocetni, pamétové
zdroje a sirokou skalu modult a nastroju.

Overlaping

Layout
> Consensus

Obrazek 5.1: Blokové schéma struktury assembleru. Modré bloky predstavuji jednotlivé
samostatné spustitelné programy. Oranzové bloky reprezentuji tok dat mezi jednotlivymi
¢astmi aplikace. Orientované hrany znazornuji tok dat mezi komponentami.

5.2.1 Koncepce assembleru

Koncipovat assembler, jako jeden samostatny program by bylo velmi nevyhodné. Pro tes-
tovani a univerzalnéjsi pouziti bude mnohem lepsi rozdéleni nastroje na nékolik samostatné
spustitelnych ¢asti, kdy nebude nutné napiiklad hledani prekryvi pti kazdém spusténi pro-

Thttps://metavo.metacentrum.cz/



gramu, ale bude moZné program spustit s jiz predem nalezenymi prekryvy. Assembler se
bude tedy sklddat ze dvou ¢asti (obrazek 5.1):

e Overlaping - Nalezeni, ulozeni a naslednd filtrace vsech prekryvu readu, nalezenych
nastrojem BLAST.

e Layout & Consensus - Aplikace ze ziskanych vstupnich dat sestavi graf prekryva.
Poté program nalezne a vyhodnoti repetitivni elementy v genomu a na vystupu je
pak poskytnut soubor typu FASTA, obsahujici sekvence sestavenych repetic.

5.2.2 Vystupni data

Assembler produkuje na svém vystupu sekvence nalezenych repetic. Kvalita a délka se-
stavené sekvence repetice bude silné ovlivnéna nejen vstupnimi daty, ale zvolenym typem
vyhodnoceni (volba cesty grafem) repetice. Lze tedy oc¢ekdvat moznou dalsi praci s témito
informacemi, proto je nutné vystupni data poskytovat ve vhodném formatu. Obdobné,
jako v pripadé vstupnich dat, bude nejvhodnéjsi variantou standardizovany format FASTA.
Kazdy nalezeny repetitivni prvek bude mit v souboru jedineény identifikator a tispésné se-
stavenou sekvenci.
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Kapitola 6

Implementace

Pro implementaci nového nastroje zvolit vhodny programovaci jazyk, ktery bude nejvice
vyhovovat potfebam néastroje. Assemler by mél byt snadno ovladatelny a pouzitelny. Byl
zvolen jazyk Python, ktery poskytuje dobrou rychlost vypoctu, silu skriptovacich jazykt
(neni tfeba program prekladat a pouzitelnost bude vyssi) a Sirokou skélu dostupnych po-
mocnych knihoven pro praci s bioinformatickymi daty a formaty. Sestavova¢ bude rozdélen,
jak jiz bylo uvedeno v kapitole 5, na dvé samostatné spustitelné aplikace. Jejich implemen-
tace a popis bude uveden v nasledujicich podkapitolach.

6.1 Potrebné knihovny a nastroje

Assembler bude potrebovat pro svou ¢innost nékolik pomocnych knihoven a néstroju. Vét-
Sina z téchto nastroji je jiz pristupna v ramci Metacentra a neni tedy nutna jejich dodatec¢na
instalace. Jednd se predevsim o stézejni knihovny a néstroje:

e balicek igraph' - Jedna se o volné dostupnou balicek pro praci s grafy. Prace s knihov-
nami balicku je diky mnozstvi implementovanych funkci velmi snadna. Implicitné vsak
tgraph neumoznuje vykresleni vytvorenych graft.

e balicek cairo” - Bali¢ek grafickych funkei cairo poskytuje nastroje pro praci s grafy.
Cairo je primo kompatabilni s igraph, je tedy mozné snadné vykresleni grafu.

e balicek biopython? - Dnes jiz témét standardni komponenta pro praci s genetickymi
daty. Biopython je kolekce funkci a nastroja pro rychly a efektivni vyvoj bioinforma-
tickych nastrojt.

e nistroj MegaBlast® - MegaBlast vyhledava piekryvy mezi vstupnimi ready s vy-
uzitim dynamického programovani. Nastroj je volné dostupny ve formé pridavného
modulu na serverech Metacentra.

e nastroj FormatDB - Program pro vytvoreni databaze readi, kterou vyzaduje na
svém vstupu MegaBlast. Aplikace je volné dostupna ve formé pridavného modulu na
serverech Metacentra.

"http://igraph.org/python/

Zhttps:/ /cairographics.org/pycairo/
3http://biopython.org/
*https://wiki.metacentrum.cz/wiki/TGICL
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6.2 Nalezeni prekryvi

V soucasné dobé existuje Siroké spektrum programi, které problematiku hledani overlapu
jiz efektivné Tesi. Neni tedy nutné implementovat novy nastroj. Metacentrum primarné po-
skytuje modul MegaBlast, dosahuji dobrych vysledki, a proto byl tento program zvolen pro
reSeni této faze assembleru. MegaBlast je vysoce multifunkéni a na svém vstupu prijima
mnozstvi dodatecnych parametri. Implicitné je provedeno hledani prekryvu mezi vstupnim
souborem readu (oznaceny Q -query) s prilozenou databéazi readi, vytvorenou modulem
formatdb (oznaceny S). Modul produkuje na svém vystupu textovy soubor, ve kterém jsou
nalezené prekryvy uloZeny na samostatném radku v tabulkové formé (tzn. jednotlivé infor-
mace oddéluji mezery). Formét uloZeni prekryvu je nasledujici: ndzev Q, délka Q, pocatek
prekryvu na Q, konec prekryvu na Q, nazev S (s predponou Icl|), délka S, poc¢atek prekryvu
na S, konec prekryvu na S, identita (shoda) v misté prekryvu, délka prekryvu, nutnost re-
verze. Pro nézornou ilustraci je ptiklad mozného vystupu uveden nize.

r8_1 100 1 76 1lcllr17_1 100 25 100 100 148 74 +

Pocet a kvalita nalezenych prekryva primarné zavisi predevsim na nasledujicich para-
metrech, které je mozné nastavit:

e identity - hodnota identity urcuje miniméalni procentudlni shodu bazi, pro vytvoreni
prekryvu,

e min_ overlap - minimalni délka prekryvu dvojice readn,

e num_ mismatch - maximalni pocet mezer, které je mozné pouzit pro nalezeni nej-
lepsiho prekryvu.

MGB]last nerozlisuje od sebe porovnavané ready. Jsou proto napiiklad vyhledany i pre-
kryvy readu na sebe sama, které jsou pri tvorbé grafu prekryvi nezadouci. Vystupni
soubor prekryvi implicitné vyzaduje filtraci. K tomu icelu byl implementovan skript fil-
ter__mgblast.py. Program vyzaduje celkem tii parametry: vstupni soubor piekryvi, jméno
vystupniho souboru a minimalni odsazeni readu od sebe.

6.3 Sestaveni repetic

Implementace programu pro sestaveni repetitivni elementi se nachazi v souboru olc.py
gram za¢inad spusténim hlavni funkce main(). V main() jsou postupné spoustény ostatni
funkce a probihé zde i kontrola vstupnich parametr. Celkem aplikace ocekava pétici para-
metri:

e -r <read file> - Vstupni soubor nasekvenovanych readii. Prijimany jsou forméty
FASTA a FASTQ.

e -1 <overlaps file> - Soubor obsahujici nalezené prekryvy mezi ready.

e -t prah filtrace vrcholu <int> - Nastaveni prahové hodnoty pro filtraci neuzitec-
nych vrcholu v grafu (napft. vrcholy bez prekryvu nebo vrcholy, obsahujici unikétni
sekvence genomu). Tento parametr ma uplatnéni pouze u silné pokrytych genomi.
Na datech, predstavujici nizké pokryti, je doporuceno nastavit hodnotu na 0.
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e -p typ cesty grafem - Volba mezi hledanim nejdelsi (LP) a nejkratsi (SP) cesty
grafem.

e -0 <output file> - Jméno vystupniho souboru, obsahujiciho sekvence nalezenych
repetic.

6.3.1 Tvorba grafu

Pokud vstupni parametry vyhovuji, je zavolana funkce createOverlapGraph() pro vy-
tvoreni grafu prekryvi. Funkce nejprve vytvori strukturu orientovaného grafu, vytvorenim
instance tfidy igraph.Graph. Nasledné jsou nac¢teny vSechny ready v prislusném vstupnim
souboru a je provedena jejich transformace do podoby vrcholu grafu. Kazdy vrchol obsahuje
informace o jedine¢ném ID readu, nukleotidové sekvenci a typu (v pfipadé parovych readu).
Poté je nacten soubor s nalezenymi prekryvy. Kromé dulezitych informaci o prekryvu (napf.
délka prekryvu, pocatek/konec prekryvu) je pro hrany vypocitana vaha, protoze ready v re-
alnych datovych sadach nemusi mit vzdy shodnou délku. Tato skutec¢nost mtze komplikovat
upravy grafu, protoze kratsi ready produkuji typicky i kratsi délku prekryvu, coz muze vést
k vyc¢lenéni vrcholu z vysledné cesty grafem. V programu byla proto viha hrany vypoci-
tana z délky prekryvu vzhledem k délce obou readu (funkce adaptiveOverlap(x)). Graf
nasledné prochazi sadou tprav s cilem odstranéni zbytecnych vrcholu a hran. Tyto operace
vsak maji negativni vliv v nésledujici fazi algoritmu, kdy je hledan zacatek repetice 6.3.2.
Pred tpravami grafu jsou proto ulozeny aktudlni hodnoty stupné vrcholu (proménné IN
a OUT), které slouzi k urceni poc¢atku repetice. Nasledné jsou z grafu odstranény vsechny
vrcholy nevyhovujici prahové hodnoté, urcené parametrem programu.

6.3.2 Hledani repetic

Vytvoreny graf prekryvi je rozdélen na jednotlivé shluky. Shlukovani je provedeno stan-
dardni knihovni funkce clusters(). Metoda vyhleda v grafu vsechny souvislé struktury
a ponechd pouze ty, které jsou kruhové struktury. Nalezené shluky reprezentuji potencio-
nalni repetitivni prvky v genomu. Pro kazdou takto nalezenou strukturu v grafu je voldna
funkce createLayout (). Funkce createLayout () nejprve vyhleda vrchol s nejvyssim stup-
ném a oznaci tento vrchol jako pocatek repetice. V tomto misté dochazi k rozpojeni grafu
a oznaceni predpoklddaného konce elementu (vrchol, ktery ma nejlepsi prekryv s pocateénim
vrcholem). Z takto upraveného grafu je jiz teoreticky mozné hledat hamiltonovskou cestu,
nicméné velké mnozstvi tranzitivni hran by vedlo k vysoké ¢asové slozitosti hleddni. Pro-
gram proto provadi nejprve odstranéni tranzitivity v grafu. Vétsina kvalitnich a efektivnich
algoritmt pro feSeni problému tranzitivity vyzaduje smérovy acyklicky graf (tzv. DAC). Pii-
padné cykly typicky nevedou k feseni nebo v horsim pripadé je vraceno nekvalitni feseni. Pro
odstranéni cykla v grafu je v aplikaci pouzita standardni funkce feed_arc_set() (FAC),
pracujici na principu vyhledani tzv. spanning tree v grafu. Metoda vyhled4 nejmensi pocet
hran, které je nutné odstranit pro acyklicitu grafu. Pri hledani reseni bere funkce v tivahu
vahu hran a pfednostné jsou odstranény hiite hodnocené hrany. Na vysledny graf je nasledné
aplikovano odstranéni tranzitivity volanim funkce hsuTransiReductionAlgo (). Princip od-
stranéni tranzitivy je zaloZen na sestaveni matice cest (angl. path matrix), které je nasledné
pti rozhodovani zda je hrana tranzitivni. V této fazi programu je jiz graf velmi jednoduchy
a vhodny pro hledani cesty grafem. Jelikoz je jiz zndm predpoklidany zacatek a konec re-
petic je pro hledani cesty pouzita standardni knihovni funkce get_shortes_path(), kterd
vyhleda nejkratsi cestu grafem mezi detekovany pocatkem a koncem repetice. Divod, proc
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byla pouzita nejkratsi cesta, je predevsim v moznosti zaneseni pripadnych inzerci do vy-
sledné repetice. Tyto inzerce by mohly ptisobit problém i pti pouziti standardni implemen-
tace algoritmu hledani hamiltonovské cesty, jelikoz by algoritmus nebyl schopen vyhledat
cestu pres vSechny vrcholy grafu.

6.3.3 Vyhodnoceni nalezené repetice

Vysledné cesta je reprezentovana jako seznam vrcholii. Posledni krokem algoritmu je na-
lezeni consensus sekvence k nalezené cesté - funkce makeConsensus (). Krok vyhodnoceni
repetice je feSen pomoci cyklu pres vSechny vrcholy cesty, kdy se v kazdém kroku provadi
zarovnani a vyhodnoceni prekryvu dvou po sobé nasledujicich vrcholi. Nasledné je ziskana
sekvence o seknuta na svém konci o ¢ast tvorici prekryv s pocateénim vrcholem kterd je
redundantni (vyplyva z kruhové struktury puvodniho grafu) a uloZena do zadaného souboru
typu FASTA (vSechny vystupni soubory repetic se primarné nachézi v adresafi output).

Priklad spusténi

e . /python olc.py -r testl-reads.fasta -l test1-overlaps.txt -t 0 -0 output.fasta

6.4 Spusteni na serveru Metacentrum

Aplikace byla priméarné navrhnuta pro pouziti na serverech Metacentra, protoze vyza-
duje velké mnozstvi pomocnych moduli a knihoven, které jsou zde jiz dostupné. Aby
bylo moznéd snadnd manipulace a spusténi podprogrami aplikace, vznikly k tomuto tcelu
pomocné skripty: run__assembler.sh - pro spusténi hlavni aplikace pro hledani repetic,
make__genom.sh - vytvoreni umélého genomu a make_ reads.sh - vytvoreni setu parovych
readi. Potrebné parametry a priklady spusténi jsou dostupné v hlavickach soubort a ne-
budou zde proto uvedeny.

33



Kapitola 7

Testovani

V této kapitole bude popsano testovani nastroje na umélych/generovanych a redlnych da-
tech. Pro potreby testovani byl proto implementovan generator umélého genomu a generator
readti. Podrobnéjsi popis obou programi je v podkapitolach 7.1 a 7.2. Nastroj bude tes-
tovan na nékolika sadach readd, ziskanych z uméle vytvorenych genomti. Celkem budou
pouzity CtyrTi testovaci sady, které provéri ¢innost a chovani nastroje za odlisnych vstupnich
podminek (napr. procentualni zastoupeni repetic v genomu, pokryti genomu, zasumeéni dat,
atd.). Prvni dva datové sety maji poslouzit pouze k demonstraci a otestovani funkénosti
aplikace. Treti test ukazuje chovani assembleru, kdy jsou repetice silné zatizeny delecemi.
Soucasné bude tento test simulovat skutecné datové sety, ziskané ze sekvenatorii. Posledni
testovani probéhlo pfimo na realnych datech.

7.1 Generator umeélého genomu

V ramci aplikace byl implementovan v jazyce Python 2.7 jednoduchy generator unikatniho
genomu s nazvem genomGenerator.py. Generator prijima na svém vstup soubor FASTA,
obsahujici repetice, které maji byt v genomu obsazeny. Nésledné je volana funkce pro vy-
tvoreni pozadovanych variant repetitivnich elementi makeRepeatsVariants (). Parametry
repetic jsou plné nastavitelné - pocet opakovani, inzerce, delece nebo mutace. Poté aplikace
vygeneruje ndhodnou sekvenci DNA (makeUniSeq()) a vytvorené repetice vlozi na ndhodné
pozice v genomu. Celkova velikost vysledného genomu je predavana parametrem. Vytvoreny
genom je ulozen do souboru FASTA funkci writeGenomToFasta(). Pokud nelze pozado-
vany genom vytvorit (napr. byla zaddna prilis mald velikost genomu nebo chybné vstupni
parametry), program nevygeneruje genom a vypiSe pouze standardni chybové hldseni.

Parametry generatoru

Generator vyzaduje celkem 9 povinnych parametri:

e -r <input file> - Nézev vstupniho souboru typu FASTA s uloZzenymi repetitivnimi
elementy.

e -g genom__size <float> - Velikost vysledného genomu v MB.
e -n num_ rep <int> - Pocet opakovani repetice v genomu.
e -i num__inserts <int> - Celkovy pocet inzerci v ramci jednoho typu repetice. Délka

inzerce je ndhodna minimélné vsak délky 50 bp.

34



e -d num__deletes <int> - Pocet deleci v repetici.
e -v num__variants <int> - Pocet mutovanych repetic v genomu.

e -t tandem_ layout <int> - Pravdépodobnost tandemového usporadani jednotli-
vych repetic v genomu v %.

e -0 <output file> - Nazev vystupniho souboru typu FASTA s ulozenym genomem.

Priklad spusténi

e . /python genomGenerator.py -r repeats.fasta -g 1 -n 20 -i 8 -d 5 -v 4 -t 60 -0 oul-
put.fasta

7.2 Simulace parovych readi

Nad umeéle vytvorenym genomem je pro potreby testovani nutné vytvorit datovy set single
nebo pair-end readu, simulujicich ready nastrojem Illumina. Z tohoto duvodu byl naimple-
mentovan jednoduchy generator readt readGenerator.py, ktery primarné umoznuje genero-
vat ready libovolné délky s moznosti simulace chyby sekvenac¢niho nastroje.

Parametry generatoru readiu

e -g Jinput file> - Nazev vstupniho souboru typu FASTA s uloZzenym genomem
(napf. testl-genom.fasta).

e -n read__number <int> - Pocet nasimulovanych readu.

e -l read_ len <int> - Zvolena délka readu.

o -f frag len <int> - Délka fragmentu, ze kterého jsou parové ready ziskany.

e -e sek__error - Simulace chyby sekvenitoru vyjadiend v %.

e -0 <output file> - Nazev vystupniho souboru typu FASTA s uloZenymi ready.

e -s (-p) - Volba mezi single a pair-end ready.

Priklad spusténi
e . /python readGenerator.py testl-genom.fasta 120 100 test1-reads.fasta -s

7.3 Testovani na umélych datech

Testovaci sada 1

Pro prvni testovani byl vybran uméle vytvoreny genom, ktery obsahuje pouze jeden LTR
retrotranspozon. Z databédze dosud objevenych a anotovanych repetitivnim elementti (Giri
RepBase!) byla pro tento tcel vybrana repetice MAGGY. Jednd se o kratky LTR retro-
transpozon délky 5638 bazi, ktery byl objeven v genomu mysi obecné. Uéelem prvniho
testovani bylo predevsim oveérit funkcénost aplikace a schopnost detekce repetice. Umély
genom a ndslednd simulace readu byly vytvoreny s nasledujicimi parametry:

Thttp://www.girinst.org/repbase/update/browse.php
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(a) Nalezeni repetice v genomu. Repetice je (b) Ukéazka rozseknuti LTR retrotranspo-

na obrézku zobrazena Cervenou barvou. zonu. K rozseknuti repetice dochdzi v ob-
lasti LTR. Zelenou barvou je reprezentovan
detekovany pocatek repetice a modrou jeji
konec.

Obréazek 7.1: Demonstrace ¢innosti algoritmu pii fazi zpracovani grafu.

e délka genomu: 15000 bp

e pocet opakovani repetice: 2

e zastoupeni repetice v genomu: 81%
e tandemové usporadani repetic : 0%
e délka readi: 100

e pocet readii: 120

e Sum : 0%

e pokryti genomu: 0.75x

V grafu byla podle oc¢ekavani nalezena pouze jedna souvisla struktura, ktera byla vy-
hodnocena jako repetitivni. Ostatni vrcholy byly vyhodnoceny jako unikatni ¢asti genomu
a doslo k jejich odstranéni. Na obrazku 7.1 je vykreslena struktura nalezeného LTR re-
trotranspozonu. Na prvni pohled je zde patrné, Ze repetice utvorila kruhovou strukturu.
Soucasné dobfe viditelny tsek s vysokym pokrytim (na obréazku vpravo nahote), ktery
predstavuje dlouhou termindlni repetici na obou koncich LTR retrotranspozonu. Néasledné
se algoritmus pokusil rozseknout kruhovou strukturu v misté vrcholu s nejvyssi hodno-
tou stupné a také odstranit vSechny hrany piisobici cyklicitu grafu. Rozseknuti kruznice
probéhlo v misté obsahujicim LTR, coz byl ocekavany vysledek vzhledem k LTR retro-
transpozonu.

Graf je nyni acyklicky a program muze provést redukci tranzitivnich hran a vyhle-
dani cesty grafem. Assembler tspésné vyhledal cestu v grafu, kterd dosahovala délky 5651
bazi (tabulka 7.1). Puvodni délka repetitivniho elementu byla pouze 5638 bézi. Divodem
prodlouzeni sekvence bylo zac¢lenéni nékolika unikatnich bazi (13 bp), které se nachazely
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MAGGY
Skuteéna délka repetice (bp) 5638
Nalezena délka reptice (bp) 5651

Tabulka 7.1: Vysledky vyhodnoceni sekvence repetice MAGGY. LTR retrotranspozon byl
sestaven témér v puvodni délce.

v poslednim vrcholu cesty (read, tvorici tento vrchol byl chiméricky). Jelikoz byla délka
unikatnich ¢asti velmi mald oproti repetitivni ¢asti a doslo k zaclenéni tohoto vrcholu do
celkové struktury repetice.

Testovaci sada 2

7 predchoziho testovani je patrné, ze assembler dokazal nalézt a vyhodnotit zadany repe-
titivni element. V piipadé jediné repetice tedy pouzité algoritmy funguji korektné. Cilem
druhé sady testovani proto bude ovéreni, ze aplikace dokaze nalézt také satelitni elementy,
které se budou nachazet v genomu a diky svému tandemovému usporadani by mély vytva-
fet kruhovou strukturu. Z databaze RepBase byly pro tucely testovani vybrany dva satelity:
GSAT _MM délky 471 bp, nalezeny v genomu mysi obecné (Mus musculus) a kratsi BM-
SAT1 z genomu plejtvaka obrovského (Balaenoptera musculus) o celkové délce 422 bp.
Daéle bude sledoviano chovani algoritmu pokud budou repetice zatizeny inzercemi, delecemi
a mutacemi. Vysledna datova sada byla proto vytvorena s nasledujicimi parametry:

e délka genomu: 30000 bp

e pocet opakovani repetice: 20

e zastoupeni repetice v genomu: 68,5%

e variace repetice: 4 inzerce, 7 delece, 2 mutace
e tandemové uspoiadani repetic : 65%

e délka readu: 100

e pocet readii: 500

e Sum: 0%

e pokryti genomu: 1.66x

Pro spusténi aplikace byl vytvoren graf prekryvi, ktery obsahoval celkem 2 souvislé
komponenty. Assembler je tedy schopen nalézt a rozlisit od sebe dva repetitivni elementy,
které se nalézaji v genomu (obrazek 7.2). U nalezenych repetic je na prvni pohled patrné,
ze obé tvori kruhovou strukturu. Satelit GSAT MM byl sestaven v délce 585 bp. V tomto
pripadé jednoznacné doslo k zaclenéni inzerce do celkové délky repetitivniho prvku, protoze
skuteéna délka satelitu je pouze 471 bp (tabulka 7.2). Sestavend délka satelitu BMSAT1
byla o 5 bazi kratsi nez je skutecnd délka této repetice, coz indikuje zaclenéni delece do
vysledné sekvence repetice. Je tedy zrejmé, zZe indely maji v assembleru vliv na vyslednou
délku sestavené repetice.
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GSAT_MM | BMSAT1
Skuteéna délka repetice (bp) 471 422
Nalezend délka reptice (bp) 585 417

Tabulka 7.2: Vysledky druhého testovani. Ani jeden satelit nebyl sestaven satelit v plné
délce. Projevil se zde vliv inzerci a deleci na vyslednou délku cesty.

Obrazek 7.2: Graf nalezenych repetic v genomu. Detekovany byly oba satelity GSAT MM
(modré barva) a BMSAT1 (zelend barva).

Testovaci sada 3

Predchozi testovaci sady byly ziskany z relativné malych umélych genomu a pokryti genomu
bylo vysoké. V praxi ovSem assemblery pracuji s rozsahlymi datovymi sety (fadové statisice
readil), kdy pokryti genomu nebyva ptilis vysoké (5-30%). Treti test proto vytvori mnohem
vétsi umély genom a bude zde simulovano nizké pokryti genomu. Umély genom bude obsa-
hovat celkem 3 LTR retrotranspozony a jeden satelitnim element. Kromé jiz predstaveného
LTR retrotranspozonu MAGGY a satelitu GSAT MM byly do genomu pridény elementy:

e ALISEI - LTR retrotranspozon délky 3924 bp, nalezeny u smrku ztepilého (Picea
abies).
e HOBS - LTR retrotranspozon délky 6639 bp, obsazeny v genomu houby snét kuku-

Fi¢nd (Ustilago maydis).

Vytvorené repetice budou obsahovat velké mnozstvi variaci, které 1épe odpovida skutec-
nému vyskytu repetic v genomu. Navic bude pfi sekvenovani simulovana chyba sekvenatoru,
nastavend na 5%. PFi testu bude tedy mozné sledovat chovani assembleru za specifickych
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Délka repetice (bp) | Skutec¢na délka (bp) Typ
REPET_ELEMENT_0 3013 3924 ALISEI
REPET ELEMENT 1 405 422 GSAT_ MM
REPET ELEMENT_ 2 2751 6639 HOBS
REPET ELEMENT 3 2777 5638 MAGGY

Tabulka 7.3: Shrnuti vysledkii tfettho testovani. Nalezeny byly CtyTi repetitivni elementy
v genomu. Délka vSech sestavenych elementt se od skutecné délky vzdy lisila. Hlavni vliv
na délku repetic méla vysoka hodnota deleci v repeticich.

podminek, které odpovidaji redlnym datovym sadam. Datova sada byla vygenerovana s na-
sledujicimi parametry:

e délka genomu: 1 Mb

e pocet opakovani repetice: 40

e zastoupeni repetice v genomu: 58,4%

e variace repetice: 7 inzerce, 19 delece, 8 mutace
e tandemové usporadani repetic : 25 %

e délka readii: 150

e pocet readu: 1000

e Sum : 5%

e pokryti genomu: 0.15x

Chovani assembleru na zadané datové sadé a dosazené vysledky jsou velmi zajimavé
(tabulka 7.3). Program nalezl v genomu vsSechny vlozené repetice. OvSem ani jedna z na-
lezenych repetic nebyla sestavena v ptvodni délce. Tento vysledek testu bylo vsak mozné
ocekdvat vzhledem k volbé vstupnich parametri. Vysoka hodnota deleci a mutaci v repe-
ticich méla primi vliv na moznost sestaveni repetice v plné délce. Nizké pokryti genomu
a mensi zastoupeni repetitivni slozky v genomu oproti predchozim testim meélo vyrazny
vliv na nalezeni a sestaveni repetic. Dlouhé LTR retrotranspozony nedosdhly sestaveni celé
své sekvence a nalezend sekvence byla vzdy vyrazné mensi. Nejvice byla zkricena délka re-
petice HOBS (na obrazku 7.3 reprezentovana zlutou barvou). Kromé jiz zminénych faktoru
méla na zkraceni této repetice vliv neuzavtenost struktury repetice, Nedoslo k tplnému
pokryti vnitini oblasti repetice (vzniklo rozpojeni struktury), které se projevilo pti hledéni
cesty grafem - cesta byla sestavena pouze od pocatku az po rozpojeni. Na zakladé téchto
vysledk, lze usoudit, ze assembler nedosahuje prilis dobrych vysledki, pokud jsou repetice
silné zatizeny indely, nebo pokud je hledand repetice rozpojena.

7.4 Testovani na realnych datech

Predeslé testy byly provadény na simulovanych datech, kterd maji sva omezeni a nemohou
zcela pokryt libovolné variace repetic v genomu. Pro posledni testovani bude proto pouzit
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Obréazek 7.3: Graf prekryvia pro testovaci sadu ¢islo 3. Aplikace detekovala vSechny struk-
tury repetic obsazené v genomu: satelit GSAT_MM (zelend), ALISEI (modra), HOBS
(Zlutd) a MAGGY (oranzova).

vzorek redlnych dat, ktery prokazatelné obsahuje dostatecné mnozstvi LTR retrotranspo-
zont a bude mozné vyzkouSet jejich detekci a sestaveni. Byl zvolen datovy set prilozeny
k ¢lanku [18], zabyvajicim se studiem chromozomu Y rostliny silenky Sirokolisté (Silene
latifolia). Blizsi analyza obsahu genomu této rostliny zjistila pfitomnost vysokého procenta
LTR retrotranspozonu (priblizné 70% celkového genomu). Genom byl sekvenovan néstro-
jem Illumina Nextera a bylo ziskdno celkem 3,114,716 readt a pokryti genomu dosahovalo
zhruba 66%. Testovat cely datovy set by bylo komplikované i za predpokladu pouziti vy-
pocetnich zdroju Metacentra (nékteré pouzité nastroje maji limitni omezeni pro vstupni
data). Ze ziskanych dat byl proto vybran mnohem mensi vzorek obsahujici 10,000 readu
(5,000 parovych readi), na kterém byl implementovany néstroj testovan a vysledky jsou
zobrazeny na obrazku 7.4. Assembler v prilozenych datech detekoval a sestavil celkem 11
repetitivnich elementt navzdory faktu, ze byl vybran velmi maly vzorek readi, ktery nedo-
sahoval pokryti ani 1% z celkového poctu readu. To lze tedy povazovat za dobry vysledek.
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Posouzeni kvality sestaveni a identifikace repetic je vsak slozita, protoze neexistuje presny
seznam repetitivnich elementi, které se ve vybraném vzorku dat nachézeji.

Obréazek 7.4: Ukazka grafu prekryvu pii testovani na redlnych datech. V grafu jsou patrné
struktury predstavujici repetitivni elementy (odliSeny barevné) od zbylych nerepetitivnich
¢asti grafu (bila barva). Z detekovanych struktur bylo sestaveno celkem 11 repetic.
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Kapitola 8
Zaver

Tato diplomova prace byla zaméfena na implementaci nového néastroje pro detekci repeti-
tivnich elementd v genomu. Pro tvorbu prace bylo potreba nastudovat a vytvorit strucny
prehled soucasnych metod klasifikace a sestaveni repetitivnich DNA OLC a DBG, spolu
s dostupnymi assemblery, které se touto problematikou zabyvaji. Oba pristupy byly du-
kladné porovnany s ohledem na hledani repetic v genomu. Na zdkladé dostupnych infor-
maci o vlastnostech jednotlivych metod sestavovani, byl navrzen novy nastroj, zalozeny na
pristupu OLC, pro vyhledévani satelitni DNA a LTR retrotranspozonii, které vytvareji kru-
hovou strukturu v grafu prekryvi. Aby bylo mozné otestovat funkcnost assembleru, bylo
nutné vytvorit programy pro generaci umélého genomu, obsahujiciho nastavitelny pocet
a mozné variace repetitivnich prvki, a simulaci readti. Nasledné byly vytvoreny ¢tyti testo-
vaci sady, které mély ovérit funkcénost a vlastnosti implementovaného assembleru. Posledni
testovaci sada predstavovala realna data, ziskana pri sekvenovani genomu rostliny Silene
latifolia.

7 vysledku testovani je patrné, ze assembler dokézal dobfe vyhledat a sestavit repe-
titivni element vytvarejici kruhovou strukturu. Délka a kvalita nalezené sekvenci se pfi
jednotlivych testovanich lisila. Hlavni vliv na dosazené vysledky mély predevsim pouzité
techniky pro detekci repetic v grafu a nasledné dpravy grafu prekryvi (napf. odstranéni
cyklia v grafu). Metoda clusters() pro hleddni shluki v grafu se projevila ucinné u sil-
néji pokrytych genomu. Pti nizkém pokryti genomu, kdy nebylo zajisténo pokryti celé délky
repetice, metoda sice dokazala nékteré repetice rozpoznat v grafu a nicméné nasledné sesta-
veni téchto elementil neposkytovalo vzdy dobré vysledky. Dalsi potenciondlni problém byl
odhalen v pripadé odstranovani cyklia v grafu. Technika FAC odstranila z grafu nejmensi
pocet hran pusobici v grafu cyklicitu, kdy jako rozhodovaci kritérium byla brana pouze
vaha hrany. Ve vétsiné pripadt doslo k spravnému odstranéni hrany, predstavujici unikatni
sekvenci genomu, nicméné v nékterych piipadech, kdy repetice v sobé obsahovala dobre
pokrytou dlouhou inzerci, vybrala metoda chybnou hranu, coz mélo za nésledek tplné za-
¢lenéni inzerce do sekvence repetice.

S ohledem na zjisténé nevyhody assembleru by dalsi rozsifeni algoritmtt mélo byt za-
meéfeno na jejich odstranéni. Jednou z moznosti vylepseni aplikace je pouziti lepsi techniky
detekce repetic v grafu. Se zajimavym fesenim detekce repetic prisel néstroj RepLong [7]
(¢lanek dostupny od 1.4.2018), ktery analyzuje vztahy prislusnosti vrcholi a na jejichz
zdkladé vytvaii komunity, vzajemné si blizkych vrcholt.
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Priloha A

Obsah CD

e aplikace — Adresar s implementaci assembleru.

data — Vstupni data assembleru.

output — Vystup aplikace.

src — Zdrojové soubory assembleru.

make__genom.sh — Skript pro vytvoreni genomu na MetaCentru.
make__reads.sh — Skript pro vytvoreni readi na MetaCentru.
make__overlaps.sh — Skript pro vytvoreni prekryvi na MetaCentru.

run__assembler.sh — Skript pro spusténi assembleru na MetaCentru.

e dokumentace — Adresaf se soubory dokumentace.

doc — Zdrojové soubory dokumentace.

— xhypsk01.pdf — Dokumentace prace ve formatu pdf.

e README.txt — Soubor s popisem pouziti aplikace.
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