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ABSTRAKT

Bakalarska prace se zabyva nastroji pouzivanymi pro mapovani genomu k referenéni
sekvenci. V teoretické Casti jsou popsany aktualné vyuzivané sekvenacni technologie, at
uz prvni generace nebo nejnovéjsi technologie treti generace, prehled nastroji pouzi-
vanych pro sestavovani genomu de novo, pouzivané pristupy a nastroje pro mapovani
k referenci, program ART a s nim souvisejici datové formaty. Prakticka Cast sestava z
vytvoreni testovaciho datasetu NGS dat, vytvoreni metrik vhodnych pro vyhodnoceni
kvality mapovani a jejich nasledné pouziti na vybrané mapovaci nastroje.

KLICOVA SLOVA
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ABSTRACT

The bachelor thesis deals with the tools used to map the genome to the reference
sequence. The theoretical part describes the currently used sequencing technologies,
whether the first generation or the latest technologies of the third generation, an overview
of the tools used for de novo genome construction, approaches and tools used for map-
ping to the reference, the ART program and related data formats. The practical part
consists of creating a test dataset of NGS data, creating appropriate metrics to evaluate
the quality of the mapping and their subsequent usage on the chosen mapping tools.
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Uvod

Sekvenovani DNA m& mnozstvi aplikaci ve védé, mediciné nebo napriklad v zemé-
délstvi. Mohou se sekvenovat celé genomy, pripadné jenom nékteré casti genomu.
Ve fylogenetice predstavuje DNA sekvenovani moznost studovat fylogenezi (evoluéni
vyvoj) organizmu. Sekvenovani je bézné vyuzivano v oblasti studia genetické varia-
bility nebo transkriptomové analyzy kédujicich i nekédujicich tisekit DNA.

Vyvoj sekvenacnich technologii nové generace vedl k vytvareni miliont kratkych
¢teni v jediném béhu. Se zvysujici se délkou ¢teni a zdokonalovanim technologii,
jako jsou napriklad Ion Torrent nebo Illumina, je potfeba vyvijet nové, efektivnéjsi
mapovaci nastroje. Bez znalosti principti a parametri jednotlivych nastroji nelze
vybrat optimalni mapovaci program pro zkoumané data. V osekvenovaném genomu
se obvykle vyskytuji sekvena¢ni chyby a variace (napt. opakujici se tiseky nebo poly-
morfismy). Pokud je v takovém pripadé vybran nevhodny software, mohou vysledky
zpusobit mylné interpretace. Mapovacich softwarti je na trhu velké mnozstvi a ne
vsechny jsou vhodné pro namapovani urc¢itého typu organismu. Proto je pro biology
dilezité zvazit vhodnost jednotlivych nastroju podle jejich presnosti, vykonnosti a
vlastnosti.

Proces mapovani ¢teni k referenénimu genomu stale zistava ¢asové naro¢nym
a vyzaduje vyvoj rychlejsich a presnéjsich mapovacich nastroji. Stavajici nastroje
vytvareji rizné kompromisy mezi presnosti a rychlosti mapovani. Navic mnoho du-
lezitych aspektl je béhem porovnavani nové vyvinutych néstroji prehlizeno. Proto
je dulezité objektivni zhodnoceni metod, které pokryvaji vSechny aspekty.

Prvni cast prace tvori teoreticky tvod, kde se zabyvame sekvenacnimi techno-
logiemi. Jsou popsany jejich zakladni principy a soucasné vyuziti ve védé a jsou
uvedeny jejich hlavni vyhody a nevyhody. V teoretické casti je také predstaveno a
popsano nékolik nastrojti pro mapovani genomu k referen¢ni sekvenci.

V praktické ¢asti prace se snazime vyhodnotit testované mapovaci nastroje s ci-
lem urcit jejich vhodnost pro rizné typy organismi. Pouzili jsme 3 nastroje, které
patTi k nejznaméjsim a také casto pouzivanym: Bowtie2 a BWA vyuzivajici Burrow-
sova—Wheelerovu transformaci a Novolalign zalozeny na hashovacich algoritmech.
Vybrané nastroje jsme testovali pomoci navrzenych a naprogramovanych metrik.
Tyto metriky slouzily ke komplexni analyze vybranych mapovacich nastroji. Tes-
tovani jsme provadéli na datasetu vytvoreném v simulacnim programu ART, ktery
simuloval platformu lllumina MiSeq. Dataset byl vytvoren ze sekvenci genomu 21

riznych organismu.
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1 Teoreticky Gvod

1.1 DNA

DNA, nebo-li deoxyribonukleova kyselina je jednim z typt nukleovych kyselin. Je ve-
lice dilezita pro uchovani genetické informace. Deoxyribonukleové kyseliny jsou pri-
tomné témeér ve vsech bunkach, nejcastéji v jadre. Vyjimkou jsou bezjaderné bunky.
Jejich vyznam spociva v prenosu a uchovavani genetické informace a urcovani pri-
béhu biosyntézy bilkovin v bunkach. Zakladni stavebni prvek je tvoren bazi, cukrem
a fosfatem. Témto trem latkam navazanym na sebe se fika nukleotid. Nukleotidy se
skladaji z cukru, fosfatu a jedné ze 4 nukleovych bazi (A — adenin, G — guanin, C —

cytosin, T — thymin). Baze rozlisujeme na purinové (A, G) a pyrimidinové (C, T).

1.1.1 Primarni struktura

DNA je polymer v podobé fetézce nukleotidli. Poradi téchto nukleotidi v polynuk-

leotidovém Tetézci nam udava primarni strukturu.

1.1.2 Sekundarni struktura

Zékladni sekundarni strukturou deoxyribonukleové kyseliny je alfa — Helix. Je to
sroubovice dvou fetézclii nebo dvou useki téhoz Tetézce, ktery je stocen do tvaru
pripominajiciho spirdlu. Oba fetézce dvousroubovice jsou pravotocivé viz obrazek
[[.1] To znamend, ze cukry s navazanym fosfitem sméfuji k okraji, zatimco béze
smétuji k ose dvousroubovice. Protilehlé baze jsou komplementarni a jsou spojeny
vodikovymi mustky. Adenin se paruje dvéma vodikovymi mustky s thyminem, za-
timco guanin tfemi vodikovymi mustky s cytosinem. Dilezitou vlastnosti je opacna
polarita fosfodiesterovych vazeb obou fetézcti. Nazyvame je antiparlelni. V jednom
sméru je smér vazeb 53" a ve druhém 3’-5. Druhou nejbéznéjsi sekundarni struk-
turou je beta — skladany list. Zde jsou Tetézce také dva, avsak jsou usporadané rov-
nobézné a antiparalelné ve dvou rovindch. Vzajemné jsou stabilizovany H-mustky.
Kromé téchto dvou sekundarnich struktur se vyskytuje i fada dalsich, napriklad

Zm-prst nebo Leu-zip.

1.2 Genom

1.2.1 Zakladni charakteristika

Genom je veskera genetickd informace konkrétniho organismu ulozena v jeho DNA

(u nékterych vira se nachdzi v RNA). Timto pojmem se mohou zahrnout kédujici
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Obr. 1.1: Dvousroubovice DNA pievzato z [I]

i nekédujici sekvence. Kédujici usek obsahuje dilezitou informaci o stavbé a funkci
bunky. Nekddujici tiseky jsou ty c¢asti genomu, které nejsou prepisovany v proteiny.
Velmi casto tvori podstatnou ¢ast genomu. V pripadé eukaryotnich organismii 1ze
déle rozlisovat jaderny genom (genomickd DNA) a mimojaderny genom (tvoreny
DNA sekvencemi v semiautonomnich organelach - mitochondriich ¢i plastidech). U

clovéka tedy obecné rozlisujeme mitochondrialni a jaderny genom.

1.2.2 Projekt HUGO

Genom rady organismi byl v soucasné dobé cely osekvenovan. Human genome pro-
ject byl mezinarodni védecky vyzkum s cilem predpovédét sekvenci part nukleotido-
vych bazi, které vytvari lidskou DNA. Druhym cilem tohoto projektu bylo vyvinout
nové technologie, pro mapovani a sekvenovani genomu. Je znam jako nejvétsi spo-
le¢ny projekt v historii biologie. Pivodni myslenka vznikla uz v roce 1984 a formalné
projekt zapocal v roce 1990, pricemz za hotovy byl deklarovan v roce 2003. Ptivodné
byl Human Genom Project urc¢en ke zmapovani nukleotidl v lidském haploidnim re-
ferencnim genomu (vice nez 3 miliardy neukleotid).[2, [3]

Genom jakéhokoli jedince je jedinecny. Zakladem vyzkumu bylo sekvenovani riiz-
nych c¢asti genomii u nékolika dobrovolnikt, kteti pattili do etnicky rtiznorodych sku-
pin. Takto ziskané sekvence byly nasledné slozeny dohromady, aby daly vzniknout

kompletni sekvenci pro kazdy chromosom. Mtzeme Tici, ze hotovy lidsky genom byl
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jakousi mozaikou, ktera nereprezentovala jednoho jedince. Zakladni princip tedy byl,
ze ziskané sekvence dobrovolniki byly jednotlivé pomnozeny do nékolika miliont ko-
pii. Tim se ziskal vzorek sekvenci, ty na sebe ovsem nenavazovaly v odpovidajicim
poradi. Toto poradi bylo urc¢ovano nasledné pomoci algoritmt za vyuziti velmi vy-
konnych pocitaci. Tyto algoritmy zpracovaly mnoho miliontt dat a porovnavanim
jednotlivych ¢asti lidskych genomii urcily poradi jednotlivych para bazi. Ty odpo-
vidaly kone¢nému poctu u vSech 23 paru chromozomi. [4]
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2 Sekvenacni technologie

Hlavnim tukolem sekvenacnich technologii je urceni poradi nukleotidu v retézci DNA,
tzv. primarni struktury. Ze znalosti primarni struktury se vychdazi, pri molekularné-
genetickych analyzach biologického materialu. V lékarstvi nachézi Siroké uplatnéni,

predevsim v oblasti diagnostiky dédi¢nych chorob a nadorovych onemocnéni.

2.1 Prvni generace

Po objeveni sekundarni struktury DNA se védci zacali zajimat o poradi jednotli-
vych nukleotidt. To se povedlo objevit dvéma védeckym tymtm z Anglie a USA. V
druhé poloviné sedmdesatych let prisly na svét dvé rizné, na sobé nezavislé metody.
Byly pojmenovany podle svych tvircti: Sangerova a Maxam—Gilbertova metoda [5].
Ackoli obé metody prinesly svym autorim Nobelovu cenu, vice pouzivanou se stala

Sangerova metoda, ktera nyni bude podrobnéji vysvétlena.

2.1.1 Sangerova metoda

Pro samotné sekvenovani ndm nestaci pouze zastoupeni jednotlivych nukleotidi, ale
musime veédét i jejich pfesnou pozici. Toho jsme schopni dosdhnout pomoci Sange-
rovy metody. Tuto metodu publikoval v roce 1977 Frederick Sanger, po kterém je
také pojmenovana. Pozdéji mu byla pravé za tento objev udélena Nobelova cena. Je
jednou z nejjednodussich a zaroven nejzakladnéjsich myslenek sekvenace genomu.
Metoda je zaloZena na principu terminace rostouciho fetézce. [7] Sangerova metoda
muze byt také nazyvana dideoxy sekvena¢ni metoda. [8] V DNA jsou nukleotidy
bézné oznacovany jako deoxynukleotidy. Obsahuji 2-deoxyrib6zu (tzn. na druhém
uhliku ribézy chybi —OH skupina). Dideoxynukleotid obsahuje 2 3-dideoxyrib6zu
(tzn. méa deficit —OH skupiny na druhém i tfetim uhliku). Reakce probihd pridé-
vanim nukleotidi ve sméru 5’ - 3". K syntéze je potfeba pritomnost jednovldknové
DNA (teplatu), DNA — polymerdzy, DNA primeru, normalni deoxynukleosidtrifos-
faty (ANTP) a jejich modifikované verze dideoxynukleosidtrifosfat (ddNTP), které
jsou radioaktivné oznaceny. Dideoxyukleotidtrifosfaty tedy nemaji volnou 3" -OH
skupinu, ktera je nezbytna pro vznik fosfodiesterové vazby s néasledujicim nukleoti-
dem. Jakmile se ddN'TP zacleni do rostouci sekvence, proces prodluzovani se ukonéi.
Princip metody si muzeme predstavit takto: Do ¢tyr raznych zkumavek vlozime
vzorek DNA. V jedné zkumavce se budou nachazet vSechny ¢tyti typy ,normal-
nich® nukleotidi (dATP, dGTP, dTTP, dCTP) a jeden dideoxynukleotid (ddCTP).
Syntéza nového vldkna DNA se zastavi v ptripadé, kdyz se na templatovém fetézci

objevi baze guaninu (¥idime se zde komplementaritou bazi, tzn. A — T, G — C).
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SANGEROVA METODA SEKVENOVANI (KAPILARNI PROVEDEN:I)

Fluorescenéné znacené ddNTP

Syntéza DNA za pfitomnosti ddNTP @ ddCTP ddATP
> ® ddTTP @ ddGTP

F-ATCTTGTACTGGTATA AATCGTACT-5

templatova DNA

Vysledny sekvenogram
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CCTTCGCATCCT TATGAT TCCCAAGTACATATTCT GCAAGAGTACAGTATATATAGGAAAGATATCCGGGTGAAC
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Obr. 2.1: Analyza signalu u Sangerovi metody, prevzato z [7]

Koncentrace ddNTP je asi 100x nizsi nez dNTP. Tedy v nasem piipadé na jeden
ddCTP pripada 100 dCTP. Toho se vyuziva pro zjisténi pozic dalsich guanini. Pti
syntéze je pritomno velké mnozstvi templatovych vldken. Kdyz se DNA-polymeraza
dostane do mista, kde je na templatu pritomny guanin je pravdépodobnost 1:100,
ze se pripoji ddCTP a dojde k ukonceni elongace. Pokud se pripoji dCTP, syn-
téza pokracuje, dokud se neptipoji ddCTP. Z kazdé zkumavky dostaneme nékolik
ruzné dlouhych useki, které denaturujeme, aby se oddélila templatova vlakna od
syntetizovanych. Vzorky nésledné vyhodnocujeme pomoci gelové elektroforézy. V
agarézovém gelu se rozdéli jednotliva syntetizovana vlakna podle velikosti. Stejné
postupujeme u Cytosinu, Adeninu a Thyminu. Nyni se tato metoda provadi pomoci
kapilarni elektroforézy. Pouziva se fluorescencni barvivo, tudiz pouzité reagence jsou
netoxické. [7,9] Pristroje, které se pouzivaji, vyhodnocuji vyslednou sekvenci pomoci

sekvenogramu. Analyzu signdlu mizeme vidét na obrazku 2.1} [6, 5]

Sangerova metoda je vyuzivana hlavné z davodu, ze poskytuje velmi dlouhé
sekvence, které obsahuji minimalni mnozstvi chyb. Dodnes je Siroce vyuzivana, pti
sekvenovani jednotlivych ¢asti DNA. Napiiklad iseky DNA pouzivané pri klonovani
nebo pro PCR.
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2.1.2 Maxam - Gilbertova metoda

Metoda, kterou vyvinuli Allan Maxam a Walter Gilbert, se nékdy oznacuje jako
»chemické sekvenovani®. Vzorek obsahuje kratkou sekvenci DNA (dvouvldknovou
tak i jednovlaknovou), kterd je na svém 5 konci radioaktivné oznacena fosforem
32P. Tento vzorek je rozdélen na Ctyfi oddélené ¢asti a kazda [4] z ¢asti je vysta-
vena reagenciim, které specificky rozstépi sekvenci DNA v misté, kde rozpoznaji
urcity nukleotid. Vsechny sekvence DNA se umisti do polyakrylamidového gelu a je
spusténa elektroforéza. V gelu se vsechny sekvence sefadi podle velikosti (nejdéle v
gelu doputuji ty nejkratsi sekvence). Dalsim krokem je autoradiografie. Tedy pfilo-
zeni tohoto gelu k filmu citlivému na rentgenové zareni. Na vyvolaném filmu jsou
pak vSechny sekvence z gelu s 5" koncem oznacenym radioaktivnim fosforem patrné
jako svitici prouzky a na 3’ konci konci nukleotidem, na kterém probéhlo Stépeni.
V posledni fazi se podle pozice téchto prouzki ve srovnani s ostatnimi prouzky

vyhodnocuje, jaké bylo ptivodni fazeni nukleotidii ve vzorku DNA.

2.2 Druha generace

Pojmem Next Generation Sequencing (NGS) byva oznacovana druhé generace sekve-
nacnich metod. Sangerova metoda byla revolué¢nim objevem, avsak v moderni dobé
nedostacuje pozadavkim védecké komunity. V roce 2005 nastal prelom s prichodem
nové technologie sekvenace pomoci syntézy (sequencing by synthesis), vytvorenou
firmou 454 Life Sciences.[§]

Pro NGS je charakteristické velké mnozstvi templatovych fetézcii, které se syn-
tetizuji paralelné. To vede k produkci vétsiho mnozstvi sekvenci za velmi kratky cas.
Vsechny tyto metody maji stejné kroky. Priprava templatii, samotné sekvenace a in-
terpretace, a vyhodnoceni dat. Jedineéna kombinace postupti odlisuje jednu metodu

od druhé a uréuje typ dat vyprodukovanych z kazdé platformy. [9]

2.2.1 Pyrosekvenace

Pyrosekvenace je jednou z prvnich technologii sekvenovani druhé generace. Sekve-
natory zalozené na pyrosekvenovani jsou znadmy pod nédzvem Roche 454.

Na zacatku mame dlouhou tusek DNA, ktery fragmentujeme. Dostaneme néko-
lik kratsich dvouvlaknovych tsektt o délce nékolika set part bazi. Na konce téchto
usekl pripojime adaptery. Poté je DNA denaturovana na jednovldknovou. Adapter
na konci je uréen k pevnému spojeni tseku s radnym povrchem. Timto povrchem
je kulicka pokryta streptavidinem. Na kulickach je nasledné provedena PCR, ktera
namnozi prichyceny tsek. Na jedné kulic¢ce se tedy nachazi obrovské mnozstvi stej-

nych fragmenti. Jednotlivé kulicky jsou nasledné preneseny na pikotitracni desticku
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tak, aby v jedné jamce byla pravé jedna kulicka. Do kazdé jamky jsou nasledné pri-
dany enzymy. Pti pyrosekvenaci jsou pouzity 4 enzymy a to DNA Polymeréaza, ATP
sulfyraza, Luciferaza a Apyraza. Reakcni smés také obsahuje templatovy retézec s
pripojenym primerem, ktery je pouzit jako odrazovy mustek pro DNA polymerazu.
Ctyii druhy dANTP se pfidévaji v jeden moment, iterativné a cyklicky. To je umoz-
néno diky minimalni dobé trvani reakci. Enzymatické reakce probihajici ve smési
jsou nasledujici. Prvni reakce DNA polymerizace nastane, pokud pridany nukleotid
vytvorl par s nukleotidem na templatu a takto je zaclenén do rostouciho vldkna
DNA. V tomto pripadé dojde vlivem vznikajici fosfodiesterové vazby k uvolnéni py-
rofosfatu. Ten okamzité vstupuje do dalsi reakce katalyzované sulfurylazou a vznika
ATP. Ve treti a ctvrté fazi se za pritomnosti ATP preméni luciferin na oxyluciferin
a to pomoci Luciferazy. Nasledné dochazi k emisi viditelného zareni. Svétlo, které
je vyprodukovano, se zaznamenava na velmi citlivou kameru s CCD ¢ipem. Reakei
s aspyrazou se vymyje stavajici ANTP a desticka je promyvana jinym dNTP. Poza-
dované potradi nukleotidi v sekvenci ziskame analyzou flowgramii. S vys$im poctem

zaclenénych ANTP dochézi k vyssi emisi svétla.[10] [11]

2.2.2 SOLiD

Technologie SOLIiD (sequencing by oligonucleotide ligation and detecion) je zalozena

na ligaci nukleotidovych tuseku, tudiz neni zapotiebi pouzivat DNA polymerazu.

Priprava vzorki je velmi podobnd jako u pyrosekvenace. Fragmety DNA jsou
ligovany na adaptery a pomoci emulzni PCR amplifikovany na kulickdch. DNA je

denaturovana a kulicky jsou umistény na sklenénou desticku.

Vytvareji se tzv. oktomery. Ty se skladaji ze 2 specifickych nukleotidi, 3 nuk-
leotidti, které chceme zjistit, a 3 koncovych nukleotidt oznacenych barvivem. Pro
kazdou dvojici nukleotidu je urcena urc¢ita barva. Vyuzivaji se 4 fluorescenc¢ni bar-
viva, kterd jsou pripevnéna na 5° konec.

Do systému se pridd primer a poté se na referencni vldkno pridavaji (na za-
kladé komplementarity bazi) oktomery podle toho, jakd dvojice nukleotidi je na
zacatku.[12] Ty, co se nehodi, jsou vymyty. Posledni 3 béaze s barvivem se vymyji
pry¢; toto uvolnéné barvivo vyda svételny signal, ktery se detekuje. Po elongaci
useku pozadované délky dojde k denaturaci tiseku a na templatové vlakno nasedne
primer, kratsi o jeden nukleotid oproti predchozimu. Celkové je pouzito pét sekve-
nacnich primert, coz zajisti, ze kazdy nukleotid obsazeny v fetézci bude precten
prave dvakrat. Na zakladé analyzy vinové délky uvolnéného svétla, se sestavuje re-
ferencni sekvence po dvojicich nukleotidi. Ilustrovany postup vidime na obrazku
1.4.
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2.2.3 HHlumina

Tento sekvenator byl poprvé predstaven firmou Solexa v roce 2006 a pozdéji dale
vyvijen firmou Illumina. Ze zacatku byly vysledky srovnatelné se Sangerovou me-
todou. Délka vyslednych ¢teni byla velmi kratka (asi 36 bp — para bazi). Dnes se
vsak diky technickému pokroku muzeme dostat az na délku 100 bp jednoho c¢teni.
Tato metoda je v dnesni dobé jednou z nejvice znamych a pouzivanych metod pro

sekvenovani. Je zalozena na syntéze retézce DNA.

Priprava vzorku probiha rozbitim velkého tiseku DNA na mensi fragmenty. Na
konce téchto fragmentu se liguji adaptery. Vsechny dale uvedené kroky se odehravaji
na sekvenaé¢ni desticce (flow cell). Flow cell je sklenéné desticka obsahujici fadky. V
kazdém radku je polozen ,travnik®, ktery se skldada ze dvou typt adapterii. Zavisejice
na specifické [llumina platformé mize byt desticka rozdélena az na 8 oddélenych
kanali.

[Mumina pouziva ,,mustkovou amplifikaci. Sekvence pro amplifikaci je pripev-
néna, komplementarné k sekvenci adapteru, k celému vnitfnimu povrchu radku
desticky. Jako prvni krok pripevnéni fragmentii na desticku je denaturace dvouvlak-
novych fragmenti na jednovlaknové. Jakmile je jeden adapter na desticce, pomoci
hybridizace se k jejimu povrchu pripoji i druhy a vytvori tzv. most. Ten slouzi jako
predloha a DNA polymeraza vytvori komplementarni vldkno vytvarejici dvouvlak-
novy most. Tento most je denaturovan a vznikaji 2 vlakna pripevnéna jednim koncem
k desticce. Tato vlakna se opét jednim koncem hybridizuji k desticce. Tento proces se
nékolikrat opakuje. Vznikaji tak shluky stejnych fragmentt tzv. klastry. Tomuto pro-
cesu se Tika shlukovani (clustering). Na desticce tak vznika nékolik milionu klastri,
pricemz kazdy z nich tvori identické molekuly DNA. Reverzni vlakna jsou rozstépena
a vymyta ze systému. Nyni je do systému potfeba pridat primery komplementarni
k adapterim, vSsechny 4 typy dNTP s fluorescenc¢nim barvenim a DNA polymerazu.
Sekvenovani zac¢ina rozsitenim prvniho primeru. Kazdy ze 4 druha dANTP (A, C, T,
G) ma svoje vlastni znaceni, které slouzi k identifikaci baze a funguje jako rever-
sibilni terminator, ktery umoznuje pridani pravé jednoho nukleotidu. Po zarazeni
jednoho dNTP jsou ostatni vymyta. Zaroven je fluorescencni barvivo odstranéno a
reversibilni terminator je deaktivovan. Nyni je templatové vldkno pripraveno pro
pritazeni dalsiho nukleotidu. Takto se proces cyklicky opakuje, dokud nedosdhneme
chténé délky sekvence. Tento proces se odehrava v kazdém kanalu na desticce. Diky

této paralelizaci dostaneme velké mnozstvi ¢teni (az miliony) v kratkém case.

Po ozafeni klastri laserem dojde k emisi svételného signali. Pomoci analyzy
téchto signali, citlivymi CCD ¢ipy, dostaneme chténou sekvenci. Kamera v kazdém
jednotlivém kole syntézy retézce DNA snimé signal z celé desticky a podle rozdilné

fluorescence pozna, jaké pismeno bylo pridano u kazdého z miliont clustert. Pocitac¢

23



pak opét analyzuje zaznam krok po kroku a podle toho, jak se méni fluorescenc¢ni
signal v ramci kazdé skupiny (sklddajici se z identickych molekul DNA), zrekonstru-
uje presnou sekvenci molekul DNA v prislusné skupiné. Ilustrovany postup vidime
na obrazku 2.2

Chybovost této metody je u raznych jejich platforem razna (viz tabulka 1).
Chyby mohou byt zptisobeny Spatnou identifikaci ur¢itého nukleotidu. Systém také
muze vynechavat zkracené sekvence.[I3] Pro celogenomové de novo sekvenovani ma-
Iych genomt se doporucuje napriklad platforma MiSeq, ktera umoznuje oproti ostat-
nim sekvenatorum této spolecnosti ¢ist delsi iseky DNA, a pro sekvenovani velkych

genomu platformy NextSeq, HiSeq nebo NovaSeq.[14], 15]

2.2.4 lon Torrent

Metoda Ion Torrent vyuziva emulzni PCR a svym principem spadd do kategorie
sekvenovani syntézou. Nejde vSak jiz o detekci svételného signalu. Namisto néj se
detekuje zména pH vyvolana uvolnénim vodikového iontu pii inkorporaci dNTP
DNA polymerazou.

Vyuziva se desticky s jamkami. Pod kazdou jamkou je ¢ip ISFET (Ion-sensitive
field effect transistor), ktery detekuje zmény pH, které pozorujeme po vylouceni
vodikového iontu. Se zménou pH pozorujeme zménu napéti. [14]

Priprava DNA je obdobna jako u pyrosekvenace 454. VSechny jamky jsou zapla-
veny jednim ze ¢tyt typi dNTP. Pokud je dANTP uvniti jamky komplementarni k
bazi templatu, je DNA polymerazou zarazen do syntetizovaného vlakna a je uvolnén
vodikovy iont, ktery zméni pH a to je zaznamenano pomoci senzoru. Zbylé nukleo-
tidy jsou vymyty a nahrazeny novymi. Podle intenzity zmény pH mizeme poznat,
kolik nukleotidii bylo prifazeno. K chybam muze dochazet u homopolymernich te-
tézch slozenych z jednoho druhu nukleotidt. V tuto chvili nebude systém schopny

rozpoznat presny pocet zaclenénich nukleotidi.

2.3 Treti generace

Pro tTeti generace je typicka prace pouze s jednou molekulou DNA. Jsou rozdéleny do
3 zdkladnich kategorii, které se navzdjem lisi. Kazdou kategorii bude reprezentovat

jedna metoda.

2.3.1 SMRT

U této metody se pozoruji jednotlivé molekuly DNA polymerazy, jak syntetizuji
jednu molekulu DNA.
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SMRT (Single-molecule real-time sequencing) byla vyvinuta firmou Pacic Bios-
ciences v roce 2009. Zakladem metody je zero-mode waveguide (ZMW). ZMW je
dira o priuméru desitek nanometri ve 100 nm tlustém kovovém filmu polozeném
na sklenéné desticce. Na sklenéné dno kazdé dirky je prikotvena molekula DNA
polymerazy a jedno vldkno templatové DNA. Jsou zde pritomny fluorescenéné bar-
vené dNTP, kterymi je cely systém zaplaven. Barevnd znacka je umisténa na konci
fosfatové skupiny. Nukleotidy sestupuji k DNA polymeréaze, a pokud je detekovan
spravny nukleotid, je zarazen do Tetézce a uvoliiuje se znacka. Ve stejném case de-
tektor, umistény u dna jamky, zaznamenda barevny zablesk, jehoz barva odpovida
urc¢ité bazi. Nasleduje pripojeni dalsiho nukleotidu a cyklus se opakuje.

Tato metoda je schopna vytvaret velmi dlouhd ¢teni (az 10 000 bp), prumérné
se vsak vyuziva délka 1 000 bp. Je velmi rychld a navic zde neni potieba vymyvani
a amplifikace, coz cely proces jesté urychluje. Jako jedind zvlada detekovat zmény
na nukleotidech.|[16]

2.3.2 Oxford nanopore

Nanopore — sekvenacni technologie, ve které je jedna molekula DNA protazena na-
noporem nebo umisténa v blizkosti nanopoéru a jednotlivé baze jsou detekovany, jak
ovliviiuji elektricky proud nebo opticky signal, kdyz prochazi nanopérem.

U této metody se vyuzivaji bud umélé, nebo biologické pory. Soucasti kazdého
systému je vzdy nanopor a elektrolyticky roztok. Systém se umisti do elektrického
pole. Jednotlivé nukleotidy se rozpoznavaji na zakladé velikosti proudu, ktery v

systému vznika. [16]

2.3.3 Halcyon Molecular

Tyto metody jsou zalozené na primém zobrazeni molekuly DNA pomoci specializo-
vanych mikroskopickych technik.

Pomoci transmisni elektronové mikroskopie (TEM) se snazime pfimo zobrazit a
chemicky detekovat atomy, které by byly unikatni pro kazdy nukleotid v templéato-
vém Tetézci. Atomy se spolehlivé detekuji sledovanim odchylek na tmavém prsten-

covém poli, za vyuziti neperiodického materidlu na plochém povrchu. [16]

2.4 Sekvenacni techniky

2.4.1 Shotgun sekvenovani

Je to technika zalozend na myslence ,rozbit* velice dlouhou sekvenci na nékolik

kratkych tsekii. Tyto kratké tiseky nasekvenovat a nasledné je, za pomoci vykonnych
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pocitacu a algoritmi, spojit do kompletni hledané sekvence.

Na zac¢atku mame dlouhou sekvenci (napf. lidsky genom), ktery chceme sekve-
novat. Tuto sekvenci rozdélime na nékolik dostatecné malych tseki, které se mohou
déle sekvenovat samostatné, néjakou z metod (Sangerova, NGS). Naruseni ptvodni
sekvence se provadi nahodné. Vzniklé fragmenty DNA jsou v pocitaci analyzovany
algoritmem, ktery hledd vzajemné identické tseky sekvence. Jakmile jsou tyto c¢asti
identifikované jako stejné, vzajemné se prekryji a to umozni spojeni dvou tsekii sek-
vence dohromady. Jakmile jsou prekryvajici se tiseky jednou sefazeny, algoritmus je
schopen vytvorit celou sekvenci. Jelikoz je fragmentovani nahodné, nemusi se tato
metoda tidit podle striktnich pravidel, coz se povazuje za velkou vyhodu. Nékteré
nukleotidy mohou byt ztraceny, tudiz chybi data v sekvenci. Pokud nenajdeme vza-
jemneé se prekryvajici fragmenty, tato ¢ast sekvence ziistava neznama. Presné toto se
stalo, kdyz Shotgun sekvenovaci metodu pouzili na Human Genome project. Velké
mnozstvi regionti lidského genomu ztstalo nezndmych, protoze jsme nebyli schopni
najit tyto sekvence. Grafické zndzornéni mizeme vidét na obrazku . [17]

2.4.2 Amplicon sekvenovani

Jako amplikon nazyvame tisek DNA nebo RNA, ktery vznikl jako produkt PCR

(polymerazova fetézova reakce) nebo LCR (ligdzova fetézova reakce), poptipadé bé-
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hem replikace primo v organismu. Amplicon sekvenace je vysoce presny postup,
umoznujici védctim analyzovat genetické zmény ve specifickych oblastech genomu.

Tato metoda je zaloZena na hlubokém sekvenovani (deep sequencing) amplikon,
ve kterych dokaze zachytit genetické zmény. Tato technika vyuziva oligonukleotidové
sondy, které zaméri a zachyti tsek zajmu. Tento tsek si vymezime pomoci dvou
primert. Chtény tsek mizeme sekvenovat jednotlivé pomoci néjaké z NGS metod.
Hluboké sekvenovani umoznuje zamérit se na jediny gen, popripadé vétsi usek gent.
Grafické zndzornéni je vidét na obrazku [2.4]

Amplicon sekvenace ma velké uplatnéni - af uz v ovérovani nebo objevovani
zmén v urcitém useku genomu ¢i ve sledovani klonti. Velice uzitecna je pro hledani
vzacnych télesnych mutaci v komplexnim vzorku (napiiklad nadory). Dalsi zcela
bézna aplikace této metody je metagenomika rRNA bakteridlniho genu 16S riznych
druhii. Vyuziti se najde také v taxonomickych a fylogenetickych vyzkumech.|[19]
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3 Sestavovani genomi

Vysledkem sekvenovani genomové DNA je soubor ¢teni zkoumaného organismu. Ci-
lem sestaveni genomu je z téchto Cteni slozit puvodni sekvenci DNA. Pokud tuto
sekvenci nezname, hovorime o sestaveni genomu ,,de novo“. Kazdou pozici genomu
méame idedlné pokrytou vice ¢tenimi, kterd se vzajemné prekryvaji (koncova ¢ést jed-
noho ¢teni je shodnd s poc¢ateéni ¢asti ¢teni druhého). O mapovani hovorime, jestlize
existuje né¢jaka referencni sekvence a sestavovaci algoritmus pouze stavi sekvenci po-
dobnou jiz zname sekvenci — v podstaté jde o zarovnani. Toto je vypocetné spise
jednodussi problém nez sestaveni genomu de novo a zvladne to obycejny pocitac. I
pii mapovani se vSak musi pocitat s chybami sekvenace.[22]

Ukolem de novo celogenomového sestaveni je rekonstruovat z kratkych tsekt
kompletni sekvenci DNA, rozdélenou do jednotlivych chromozomu daného orga-
nismu. Vétsina sekvendtort poskytuje ¢teni o délce desitek az tisic bazi. Pokud
sekvenujeme cely genom, je potfeba zpracovat mnohem vétsi mnozstvi part bazi
— naptiklad lidsky genom mé ptiblizné 2,9 miliontt pari bazi. Pokud pouzijeme vy-
soké ¢islo pokryti (napfilad 30x) vysledny pocet ¢teni je velmi velky a dostavame
naroc¢nou vypocetni ulohu. Aby se sestaveni genomu stalo proveditelnym, provadi
se sekvenovani s velkym pokrytim. Nasim cilem je ziskat dlouhé prekryvy na vsech
mistech sekvence. Mohou se objevit i chyby v prekryvech. Pravdépodobnost Spat-
ného zarovnani prekryvii roste s kratsi délkou ¢teni. Nékdy mohou byt chyby ¢teni
opraveny jejich zarovnanim a porovnanim, avsak je tézké detekovat chyby polymor-

fickych zmén a nékdy jsou tyto chyby zapocitiny do celkové chybovosti ¢teni. [22]

3.1 Pouzivané nastroje pro de novo

Algoritmii pro sestaveni sekvence de novo je velké mnozstvi. V této sekci bude uve-

deno nékolik vybranych.

3.1.1 SPAdes

SPAdes (St. Petersburg genome assembler) je sestavovaci algoritmus navrzeny pro
datové soubory jednobunécnych a vicebunécénych bakterii. Neni tedy vhodny pro

dlouhé genomové sekvence. Je zalozen na pricipu de Bruijn grafu.[23]

3.1.2 Velvet

Velvet je algoritmus, pouzivany (podobné jako SPAdes) pro sestaveni kratkych sek-
venci. Toho je dosazeno pohybovanim de Bruijn grafti podle odstranovani chyb a

diky zjednoduseni opakovanych tseku. |24} 25]
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3.1.3 SSAKE a ABySS

SSAKE je algoritmus pro sestaveni genomu s vyuzitim neparovych kratkych ¢teni
stejné délky. [26, 25] Vyuzivaji se ABySS je de novo, paralelni algoritmus pro sestaveni
velkého genomu kratkych ¢teni. Oba softwary pracuji v opera¢nim systému Linux.
27]

3.2 Mapovani k referenci

Hledani pozice na referencni sekvenci, ktera prislusi dané sekvenci ¢teni, je obtizné.
Nejjednodussi zptisob, jak toho docilit, je postupné porovnat ¢teni se vSemi pozi-
cemi v genomu. Takovyto zpusob by pro genom délky A a ¢teni délky B vyzadoval
priblizné A x B porovnani bazi. Ve skutecnosti to je ale jesté slozitéjsi, protoze pri
porovnani vsech moznych pozic se nebere v iivahu moznost existence mezer. Avsak
existuji algoritmy, které dokazou najit optimélni zarovnani sekvenci véetné mezer
také s pouzitim A x B kroku. Problém mapovani k referenénimu genomu je ovSem
tak rozsahly, ze ani tyto algoritmy nelze jednoduse vyuzit. Pokud bychom chtéli
provést resekvenovani lidského genomu s trovni pokryti 20x, ziskali bychom zhruba
600 miliontd ¢teni o délce 100 bp. Pro namapovani kazdého z nich by bylo potieba
asi 3 x 10! krokt — dohromady tedy 1,8 x 102 porovnani nukleotidi. Dnesni
procesory pracuji na frekvenci okolo 4 GHz — provedou tedy 4 x 10° operaci za
sekundu. Pokud by procesor zvladl v jedné operaci porovnat jeden nukleotid, trvalo
by mapovan{ genomu 4,5 x 10'° sekund, tedy 1 427 let.[28]

7 téchto diivodi se u mapovani pouziva nékolik technik, které znacné zkracuji
potfebny c¢as. Hlavni technikou je indexovani. Nad sekvenci genomu je vytvoren
index, coz je jakysi rejstiik. Ten se potom vyuziva na prohledavani genomu. Dalo
by se to prirovnat ke zptsobu, jakym clovek vyuziva rejsttik v knihdch. Tvorba
indexu je narocna, avsak pro kazdy genom ho stac¢i vytvorit jen jednou a poté
je mozné ho vyuzit pro vsechna budouci mapovani. V soucasnosti nejpouzivanéjsi
technikou tvorby rejstiiku (indexu) je tzv. Burrowsova- Wheelerova transformace.
Dalsim zpusobem, jak urychlit mapovani, je jeho presnost. Nehleda se vzdy optimélni
zarovnani. Je zde moznost vyskytu chybné namapovanych ¢teni, coz cely postup
velmi urychli. Porovnani vybranych sekvenatori je uvedeno v tabulce [28]

3.2.1 Pouzivané pfristupy

Pro vétsinu mapovacich nastroji zac¢ind mapovani sestavenim indexu pro referencéni
genom nebo ¢teni. Poté je tento index pouzit, aby nasel korespondujici genomickou
pozici kazdého c¢teni. Je mnoho technik pouzivanych pro tvorbu indexu, v této sekci

dvé nejpouzivané;jsi.
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Tab. 3.1: Porovnani sekvenatoru [14]

Sekvenator Délka &teni | Pocet ¢teni | Cas
Roche 454 GS Junior+ | 700 1 x 10° 18 h.
Roche 454 GS FLX+ | 1000 1 x 106 23 h.
SOLID LifeTech5500x1 | 75 15 x 10? 24 h.
[lumina MiSeq 2 x 300 15 x 10? 56 h.
[Mumina HiSeq2500 2 x 250 300 x 10° 60 h.
Ion Torrent PGM 316 | >100 1 x 10° 2 h.

Oxford Nanopore >100 000 - -

Nastroje vyuzivajici pristup hasovaci tabulky jsou pomalé, avsak jsou dobfte op-
timalizované pro ruznorodé genomy. Typickymi nastroji zde jsou napriklad MAQ),
SOAP, Novoalign, SSAHA, GSNAP.

Druhym pristupem jsou algoritmy, vyuzivajici Burrows-Wheelerovu Transfor-
maci (BWT). Typickymi zastupci téchto nastroju jsou BWA, SOAP2 a Bowtie2.
BWT je rychla, ale vhodna jen pro kratka ¢teni a genomy s malym stupném poly-

morfismu.

Hash table algoritmy

Metody zalozené na rozdrceni (hash) se déli na dva typy: rozdrceni ¢teni nebo rozdr-
ceni genomu. Obecné je hlavni myslenka pro oba typy stejna — a to sestavit hasovaci
tabulku pro podsekvence nebo genom. Kli¢ kazdého vstupu je podsekvence, zatimco
vystupni hodnoty predstavuji seznam pozic, kde presné miizeme danou podsekvenci
najit. [29]

V zékladu tento program presné zarovnava obrovské mmozstvi dat, vytvorené
soucasnymi sekvenac¢nimi pristroji, pomoci vicekrokové strategie seminkovych algo-
ritmil. Tato strategie je zaloZzena na principu ,,zasad a prodluz‘. Srovnavana sekvence
je roztristéna na k mensich podvlaken. Prvnim krokem je pokus o lokalizovani téchto
k-tych podvlaken skrze hasovaci tabulku. Tento proces nazyvame seminkova detekce.
Tento krok je primarné urcen pro zrychleni propustnosti kratkych ¢teni. Abychom
predpovédeéli presnou pozici ¢teni v referencéni sekvenci, musime ¢teni zarovnat. Dru-
hym krokem je tedy provést rozsahlé zarovnani seminek pomalejsim, avsak presnéj-
sim algoritmem dynamického programovani, jako jsou naptiklad Smith-Watermaniiv
nebo Needleman—Wunschiiv algoritmus. Hasovaci tabulka je typ tabulky s vyssi

strukturou indexovéani, do které muzeme nahlédnout.[30]

31



Burrows-Wheelerova Transformace (BWT)

Je to zpétna permutace znaku v Tetézci, puvodné urcend pro kompresi. BWT na
rozdil od predchoziho pristupu zarovnava celd ¢teni, namisto seminek ¢teni proti
podvlakniim navzorkovanym z referenéniho genomu. Je to u¢inna, data indexujici
metoda, ktera si pri prohledavani datasetu udrzuje pomérné malé pamétové vyuziti
pameéti. BWT byla rozsitena na novou datovou strukturu podporujici presné paro-
vani, pojmenovanou FM-index. Zaslouzili se za to P. Ferragina a G. Manzini.[31]
Transformaci genomu do indexu FM se vylepsi vyhledavaci vykonnost algoritmu v
pripadech, kdy se jedno c¢teni paruje s nékolika oblastmi genomu. Vylepsena vykon-
nost vSak prichdzi s vyrazné delsi dobou vytvareni indexu (ve srovnani s hasovacimi
tabulkami) [30, 28].

Filtrace pomoci g-grami

Maéame referenc¢ni genom a velké mnozstvi sekvenci. Jednotliva ¢teni jsou nasekana na
opakujici se kousky. Hlavnim tkolem je najit vSechny shody mezi referenci a témito
kousky c¢teni. Reference a ¢teni od sebe maji vzdalenost k. Ke spoc¢itani téchto k-
vzdalenosti se vyuziva Levenshteinova vzdéalenost, ktera na rozdil od Hammingovy
vzdalenosti zohlednuje inserce a delece. Nastrojem, vyuzivajicim tuto metodu je

napriklad ShRiMP2.[30]

3.2.2 Pouzivané nastroje

GSNAP

GSNAP je nastroj pro indexovani genomu. Hasovaci tabulka je sestavena rozdélenim
referencniho genomu na opakujici se oligomery (molekula sloZena z podjednotek) o
délce 12, vzorkované kazdé 3 nukleotidy. Mapovaci faze zacina rodélenim ¢teni na
vice podvlaken. Poté se snazi najit vhodnou oblast pro kazdé z téchto podvldken
a konecné nakombinuje vSechny oblasti kazdého z podvlaken, aby vytvoril findlni
sekvenci. Vyuziva se predevsim pro zarovnani RNA-Seq a DNA-Seq datasetii s ge-
nomem. Zvladne zpracovat delsi ¢teni a vétsi objemy dat. Aplikuje se na Illumina

data a data ziskana Sangerovou metodou. [32] 29]

Novoalign

Tento nastroj je zalozen na pristupu hasovaci tabulky. Tabulka je podobné jako u
GSNAP sestavena rozdélenim ¢teni na prekryvajici se oligomery. Pii mapovani se
pouziva Needleman-Wunschtiv algoritmus s penalizaci afinnich mezer, ktery nadm
poskytne idealni globalni zarovnani. Novoalign akceptuje spoustu formata dat. Nej-

castéji to jsou FASTA a FASTQ. Vyuziva se predevsim s platformou Illumina.[33]
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MAQ

MAQ je ndastroj vyuzivany na indexaci ¢teni. Algoritmus pracuje tak, Ze nejprve
vytvori nékolik hasovacich tabulek pro jednotliva ¢teni. Nasledné je referencni genom
skenovan proti tabulkdm, aby se zjistilo umisténi mapovanych oblasti. Vyhodou
zde je, ze vyuziva velmi malo paméti RAM pocitace. Vyuziva bindarni kodovani pro
kompresi dat. Referencéni sekvence je ve formatu FASTA, poptipadé GenBank. Na
vystupu jsou data ve formatu map. MAQ je specializovany na zpracovani velmi
kratkych sekvenci. Piavodné byl vyvinut pro zarovnani dat z platformy Illumina-
Solexa. [29]

mrFAST a mrsFAST

Jsou to nastroje pro indexaci genomu. Vytvareji hasovaci tabulku pro indexovani
k- geni genomu. MrFAST (microread Fast Alignment Search Tool) a mrsFAST
(microread Fast Alignment and Search Tool) [30] jsou zaloZeny na stejné metodé,
ale prvni z nich podporuje mezery a nesparovani, zatimco druhy podporuje pouze

nesparovani a diky tomu mé rychlejsi béh. Je vyuzivan pro platformu [llumina. [29]

Bowtie2

Bowtie je velmi rychly, pamétové efektivni program pro zarovnavani kratkych sek-
venci DNA do velkych genomti. Je zalozeny na BWT. Zacina vytvorenim FM indexu
pro referencni genom a poté pouzije upraveny porovnavaci algoritmus Ferragina a
Manzini, aby nasel mapovanou oblast. Existuji dvé hlavni verze Bowtie, a to Bowtie
a Bowtie2. Bowtie2 je navrzen tak, aby zvladal predevsim cteni delsi nez 50 bps.
Co se tyce lidského genomu, indexace Burrows-Wheelerovou transformaci umoz-
nuje zarovnat vice nez 25 miliont ¢teni za hodinu s vyuzitou paméti priblizné 1,3 GB.
Bowtie2 rozsituje predchozi techniky Burrows-Wheelera o novy algoritmus zpétného
sledovani s védomim kvality, ktery pracuje i pfi nesparovani nukleotidi.[34]

Casto pracuje s daty z Illumina sekvenatort. Bowtie2 je open source [29]

SHRiIMP

SHRIiMP (SHort Read Mapping Package) je software, ktery zarovnavéa ¢teni proti
refenc¢enimu genomu. Priméarné byl uréen k zarovnavani kratkych cteni, které ne-
muizou mit velky stupen polymorfismu. Také se vyuziva pro barevné reprezentované
zarovnani. Je hojné vyuzivany s platformou AB SOLiD.

SHRiMP2, podobné jako jeho predchiidce, je schopen zarovnat ¢teni s velkou

mirou polymorfismu a chybovosti. Vykazuje znacné zrychleni oproti predchozi verzi.

Lsoftware s otevienym zdrojovym kédem [35]
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Oba systémy podporuji FASTa a FASTAq vstupy. Na vystupu potom najdeme data
ve formatu SAM, ktery bude popsan pozdéji. SHRiIMP2 podporuje znamé platformy
jako jsou Illumina-Solexa, Roche-454 a AB SOLiD. [36), [37]

BWA

BWA (Burrows-Wheeler Alignment tool) je zarovnavaci balicek zaloZeny na zpétném
vyhledévani pomoci BWT. Vyuziva ptidavné pole (zalozené na BWT) pro rychlé vy-
hledavani podsekvenci. Efektivné zarovnava kratké sekvence ¢teni oproti rozsahlému
genomu, jako je naptiklad lidsky. Zohlednuje nesparovani a mezery. Podporuje data
pochézeji z Illumina sekvenacnich pristroji a také barevné reprezentovana cteni z

AB SOLID. [28, 30]

SOAP2

SOAP2 (Short Oligonucleotide Alignment Program) je uréen pro superrychlé zarov-
nani kratkych c¢teni oproti dlouhé referencni sekvenci. Byl vyvinut ze svého pred-
chidce SOAP, ktery pro indexaci vyuzival seminkovych algortimi. SOAP2 funguje
jinak nez ostatni nastroje zalozené na BWT. Pro indexovani referen¢niho genomu
pouziva techniky BWT a hasovaci tabulky, coz je uzitecné k urychleni procesu pres-
ného porovnavani. Pouziva ,split-read strategii“, tj. rozdéli ¢teni na fragmenty na
zakladé poctu neshod, aby nalezl nepresné shody.

SOAP2 byl navrzen pro Illumina GA sekvenovani s délkou ¢teni pres 50bp. Re-
ferencni sekvence muze byt nactena jako textovy dokument nebo FASTA format.
Chténa cteni se nacitaji ve formatech FASTA a FASTAQ. Vystupni data obsahuji
SOAP textovou tabulku oddélenou tabulatory a SAM, popripadé BAM data. SOAP2

je open source program. [3§]

3.2.3 SAM/BAM format

S rozvojem NGS technologii se vyviji i velké mnozstvi zarovnavacich nastroji. Tyto
nastroje generuji zarovnani v riiznych formatech, coz vsak komplikuje nésledné zpra-
covani. Spolecny formét zarovnani, ktery podporuje vSechny typy sekvenci a nastroji
pro zarovnani by vytvarel dobfe definované rozhrani mezi zarovnanim a naslednymi
analyzami. SAM (Sequence Alignment Map) byl navrzen tak, aby dosdhl tohoto
cile. Je to TAB-delimited P textovy formét pro uklddani zarovnanych sekvenci k
referencni sekvenci. Dokaze skalovat zarovnana data o délce 100 mld. part bazi.
139, 40]

2TAB-delimited slozka je textovy format pro ukladani dat v tabulkové struktufe.
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@HD VN:1.5 SO:coordinate
@SQ SN:ref LN:45 Zahlavi
r001 99 ref 7 30 8M2I4M1D3M = 37 39 TTAGATAAAGGATACTG *
r002 0 ref 9 30 3S6M1P1I4M 0 AAAAGATAAGGATA

* 0 *
Sekce
r003 0 ref 9 30 5S6M * 0 0 GCCTAAGCTAA *x SA:Z:ref,29,-,6H5M,17,0; SRS
r004 0 ref 16 30 6M14N5M * 0 0 ATAGCTTCAGC *
r003 2064 ref 29 17 6H5M * 0 0 TAGGC * SA:Z:ref,9,+,556M,30,1;
r001 147 ref 37 30 9M = T -39 CAGCGGCAT * NM:i:1
.
NEPOVINNA POLE: ve formatu znacka:typ:hodnota.
QUAL: Kvalita ¢teni. *znamena nedostupnost informaci.
SEQ: Sekvence cteni.
TLEN: Pocet bazi pokrytych ctenim stejného fragmentu. +/- znadi zleva/zprava.
PNEXT: Pozice primdrniho zarovnani dalsiho cteni v templatu. Nastavi se na 0, pokud
je informace nedostupna. Koresponduje se sloupcem POS.
RNEXT: Nazev reference primarniho zarovnani dalsiho ¢teni ('=' pokud je stejna jako RNAME).
CIGAR: Selteni zarovnani, pf. inzerce/delece.
MAPQ: Kvalita mapovani.
POS: Pozice nejvice vlevo vramci refenéniho genomu, kde dochazi k zarovnani.
RNAME: Nazev referenéni sekvence, napfiklad id.chromozomu/ tranksriptu.

FLAG: Indikuje informace Cteni o zarovnani. Viz Tab. 3.2.
QNAME: Jedineény identifikator Cteni

Obr. 3.1: Ukazka a popis SAM formatu, prevzato z [41]

Pro vylepseni vykonu se navrhl doprovodny format BAM (Binary Alignment Map).
Je to bindrni reprezentace SAM a obsahuje totozné informace jako SAM.[39)

Sklada se ze zahlavi, které je volitelné, a ze sekci zarovnani. Pokud je zahlavi
pritomné, musi byt pred pred zarovnanim. Kazdé zarovnani ma 11 povinnych poli

se zakladnimi informacemi viz obrazek [3.1]

3.2.4 FLAG hodnoty

FLAG je prirozené c¢islo, které je souctem nékolika cisel, kterd reprezentuji jed-
notlivé vlastnosti ¢teni. Vyznamy jednotlivych hodnot mtizeme vidét ve sloupecku
Popis ¢teni v tabulce . Zvolend vlajka (flag) je decimalni reprezentace souctu
vybranych biti.

3.2.5 Phred skére

Phred skére (nebo Q skdre) je vyuzivano k posouzeni kvality vystupu sekvenatoru.
Indikuje pravdépodobnost, s jakou by konkrétni baze mohla byt nespravné prirazena
sekvenatorem. Parametry sekvenacniho postupu se porovnaji s empiricky ziskanymi
daty o znamé presnosti. Rovnice definujici Phred skore je: () = 10log10P kde P je
pravdépodobnost nespravného pritazeni baze. Phred skore je logaritmicky prirazeno
k pravdépodobnostem chyby. Pokud je bazi pritazeno skére 30 (Q30), tak je to ekvi-
valentni vyskytu jedné chyby z 1000. Tedy presnost pritazeni béze je 99,9 procent.
Skére 20 (Q20) by znamenalo pravdépodobnost chyby 1:100. [42]
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Tab. 3.2: Popis jednotlivych FLAG hodnot

# | Decimalni | Popis cteni

1 1 Ctenf sparovano

2 2 Ctenf namapovano v fadném péru
3 4 Cteni nenamapovano

4 8 Sekvence nenamapovana

) 16 Vlédkno reverzniho ¢teni

6 32 Vlakno reverzni sekvence

7 64 Prvni v paru

8 128 Druhy v paru

9 256 Neni primarni zarovnani

10 512 Kontrola ¢teni na selhani platformy
11 1024 Cteni je PCR nebo opticka kopie
12 2048 Dopliikové zarovnani

3.3 ART

Program ART je set simula¢nich nastroju vytvarejici umeéla ¢teni NGS metod. Tato
vlastnost je zakladem pro testovani vykonnosti nastroju pro analyzu NGS dat,
véetné zarovnani a de novo sestavovani. ART vytvari simulovana sekvenacni ¢teni
emulaci sekvanacniho procesu s vestavénymi, pro kazdou technologii specifickymi,
chybovymi modely a profily hodnot kvality bazi empiricky parametrizovanych ve
velkych datasetech.

ART aktualné podporuje tii hlavni sekvena¢ni platfomy nové generace: Roche 454,
[Mumina Solexa a Applied Biosystems SOLiD. Vystupni data, kterd dostaneme, jsou
totozna s daty, ktera bychom dostali jako vystup nékteré z vyse uvedenych sekve-
nacnich platforem. Také umoznuje flexibilitu pii pouziti prizptisobenych parametrii
modelu chyby ¢teni a profila kvality. Pravé pomoci programu ART jsme vytvorili
dataset artificidlnich dat, na kterém se nasledné testovalo. Program simuloval sek-
venaci pomoci sekvenatoru Illumina MiSeq. Nastaveni parametri programu jsme
ponechali v zdkladnim nastaveni. Délka c¢teni byla 150 bp, chybové rozlozeni jsme
zvolili na 10. Primérné pokryti bylo nastaveno na 10X.

Program nacte soubor DNA sekvenci (reprezentujici napiiklad referen¢ni genom)
a vytvari "umeéld'sekvenacni ¢teni zpiisobem, ktery kopiruje proces typicky pro da-
nou NGS technologii. ART ma k dispozici set technologicky-specifickych profilt
chyb cteni, ale také je mozné vytvaret uzivatelem chténé profily pro generovani dat
s prizpusobenou délkou ¢teni a vlastnostmi chyb. ART podporuje vSechny tfi typy

béznych sekvanacnich chyb: substituce baze, inserce a delece. Standardné ma tento
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program na vystupu data ve formatu SAM a BAM. [43]
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4 Metodika

4.1 Zvolena mnozina dat

Abychom prozkoumali kvalitu sestaveni sekvencnich ¢teni poskytovanych platfor-
mami NGS, analyzovali jsme data sekvenovanim celych genomt riiznych organizmi.
Vybrali jsme si 21 zastupcii riznych organismi. Nejvétsi zastoupeni budou mit bak-
terie, poté nékolik druht ptaki a savea (viz tabulka . Sekvence vsech bakterii
maji podobnou délku s jedinou vyjimkou a to Enterococcus aquimarinus, ktery je ve
srovnani s ostatnimi sekvencemi kratsi. Naopak genomy savct a ptaka jsou vyrazné
obsahlejsi. Nejdelsimi sekvencemi jsou tedy Muss musculus a Macaca mulatta.

Nasledné se pomoci mapperu BWA namapovala sekvence a vznikl dalsi SAM
soubor, ktery se opét prevedl do prehledné struktury. V nasem pripadé jsme pouzili
BWA-MEM. Takto se postupovalo také pii mapovani pomoci Bowtie2 a Novoalign.
Jednotlivé vzniklé struktury, které byly na vystupech mappert se porovnaly s daty
vzniklymi v programu ART. Data se porovnavala na zakladé vytvorenych metrik
uvedenych v kapitole 4.2. Pro urceni nejvhodnéjsitho néstroje pro urcity organis-
mus, pri zvoleném nastaveni parametri je potfeba testovani provést pro vsechny
kombinace mappert a testovacich metrik. Vyse popsany postup slouzil k ziskani vy-
sledkt pro kazdy z jednotlivych organismi uvedenych v tabulce Tab. [4.1] Pfesnou
posloupnost metodiky ukazuje schéma viz Obr.

Pomoci parseru jsme vytvoreny SAM soubor vlozili do jednoduché a prehledné
struktury (dataframu), ve které se nachazeji vSechny informace o jednotlivych cte-
nich (nazev, FLAG, CIGAR a dalsi). Timto zptusobem se do do dataframu ptevedly
vsechny SAM soubory.

4.2 Metrika porovnani zvolenych mapperi

Abychom zhodnotili kvalitu sestaveni, tedy miru shody mezi referenci a sestavenim,
jednotlivych mappert, uvazovali jsme nékolik hodnocenych kritérii. V simulatoru
ART byla délka ¢teni nastavena na 150 bp a standardni odchylka na 10. U vSech ti{
mapperu jsme pouzili defaultni nastaveni parametri.

V prvé radé jsme se zamérili na ispésSnost namapovani jednotlivych ¢teni. Pres-
néji tedy procentualni vyjadreni namapovanych ¢teni z celkového poctu vsech iden-
tifikovanych ¢teni. S timto parametrem souvisi i dalsi parametr, a to presnost mapo-
vani. Zde se hodnoti ¢teni, ktera se namapovala spravné. Tento parametr se vyhod-
nocoval na zékladé vypoctu Hammingovi vzdalenosti jednotlivych identifikovanych
¢teni ziskanych ze zvoleného mapovaciho nastroje oproti referenénim ¢tenim vyge-

nerovanym v programu ART. Rovnéz jsme analyzovali CIGAR-string a ziskali z néj
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Program ART
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Analyza vysledkl

Viastnosti map.
nastroju

Obr. 4.1: Postup zpracovani a vyhodnoceni dat
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Tab. 4.1: Organismy pouzité pro vytvoreni datasetu

Nazev Doména/rise | Trida Velikost
Staphylococcus aureus Bakterie Bacilii 2,8 Mbp
Enterococcus faecalis Bakterie Bacilii 3,2 Mbp
Enterococcus hirae Bakterie Bacilii 2,8 Mbp
Enterococcus casseliflavus Bakterie Bacilii 3,4 Mbp
Enterococcus cecorum Bakterie Bacilii 2,3 Mbp
Enterococcus aquimarinus Bakterie Bacilii 335 kbp

Streptococcus pneumoniae | Bakterie Bacilii 2,4 Mbp
Treponema brennaborense Bakterie Spirochaetes 3,1 Mbp
Treponema succinifaciens Bakterie Spirochaetes 2,7 Mbp
Treponema denticola Bakterie Spirochaetes 2,8 Mbp
Treponema pallidum Bakterie Spirochaetes 1,1 Mbp
Treponema pedis Bakterie Spirochaetes 2,8 Mbp
Mycobacterium tuberculosis | Bakterie Actinomycetales | 4,4 Mbp
Salmonella enterica Bakterie Proteobacteria | 4,8 Mbp
Camarhynchus parvulus Eukaryota Ptaci 152 Mbp
Aquila chrysaetos Eukaryota Ptaci 854 Mbp
Limosa lapponica baueri Eukaryota Ptaci 5,4 Mbp
Hirundo rustica Eukaryota Ptaci 98 Mbp

Mus musculus Eukaryota Savci 195 Mbp
Olobus angolensis Eukaryota Savci 35 Mbp

Macaca mulatta Eukaryota Savci 223 Mbp

informace o poc¢tech shod(M), neshod(X), inzerci(I) a deleci(D) jednotlivych bazi
identifikovaného c¢teni, které jsou vhodnym parametrem pro porovnani vybranych
mapperti. Dnesnim zarovnavacim nastrojim jsou kladeny pozadavky na jejich rych-
lost a vypocetni narocnost. Proto je pro porovnani jednotlivych néstroji jednim z
klicovych parametri doba béhu mapovani, kterou jsme rovnéz zahrnuli do testova-
nych parametri. Byl pouzit PC s procesorem Intel Pentium G2130 (dvé jadra, takt
3,2 GHz) a 4 GB RAM.

Hammingova vzdalenost dvou fetézciu udava, na kolika pozicich se vzajemné
lisi. Pro ndzorny piiklad je na obrazku [4.2] uvedena dvojice Fetézcu, které se lisi
ve dvou znacich. Hammingova vzdalenost je tedy 2. Jinymi slovy muzeme fici,
ze Hammingova vzdalenost méri minimalni pocet substituci potiebnych ke zméné
jednoho Tetézce na druhy. Tato vzdalenost je také nékdy nazyvana Manhattanska
vzdalenost. [44]
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Obr. 4.2: Retézce s Hammingovou vzdalenosti 2.
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5 Vysledky metrik

Vysledky ziskané pomoci metrik pro vyhodnoceni kvality mapovani jsem kvalita-
tivné vyhodnotil pro tii mapovaci nastroje, pricemz bylo pouzito vsech 21 riiznych
organismi. Vysledné skore jednotlivych testt prikladam v priloze. Z divodu, pre-
hlednosti jsou v nasledujicich podkapitolach vytvoreny grafy pouze pro nékolik orga-
nismi. Tyto organismy jsem vybiral na zédkladé podobnych vysledkl v ramci stejné
domény a tridy.

Pro snizeni vypocetnich narokt na zpracovani testti jsem v pripadé velkych ge-
nomu testoval vzdy pouze jeden mapper, a ne jako v pripadé mensich genomt, kdy
se daly testovat vSechny tii mappery v jednom cyklu.

Jako nejvhodnéjsi mapovaci néstroj bakteridlnich genomt se potvrdil BWA.
Témér u vsech bakterialnich genomt dosahoval nejlepsich kvality mapovani kromé
Treponemy Pedis, kde byla zaznamendna vyrazné nizkd hodnota p-distance. Casy
mapovani mél BWA u vétsiny organismu nejnizsi, jedinou vyjimkou byl organismus
Mus musculus, kde byl Bowtie2 rychlejsi. Co se tyce Bowtie2, ten projevil nejlepsi
uspésnost mapovani témér u vsech organismi, véetné bakterialnich genomi. V ob-
lasti zivocichtt poté dosahoval vyssich hodnot p-distanci nez BWA i Novoalign, u
bakteridlnich genomii byl v tomto sméru vhodnéjsi BWA. Prakticky ve vSech tes-
tech Novoalign lehce zaostaval za jednim ze dvou dalsich pouzitych mapperti. Za jeho
hlavni nevyhodu by se dala oznacit velmi dlouhd doba mapovani, ktera se ovSem
zkracovala s rostouci velikosti referenéniho genomu. V oblasti zivocisnych genomi
byly vysledky Novoalign srovnatelné s vysledky BWA, avsak jako nejvhodnéjsi se v
této oblasti potvrdil nastroj Bowtie2.

5.1 p-distance

V grafu (viz Obr. muzeme vidét srovnani p-distanci, tedy procentualni tspés-
nost namapovani spravného nukleotidu oproti referenci, vybranych organismi. Je
patrné, ze bakterialni genomy byly nejpresnéji namapovany pomoci BWA. V do-
méné eukaryot mély vSechny tfi mappery podobnou presnost, avsak nad ostatnimi
lehce vyénival Bowtie2. U organismi Enterococcus aquimarinus a Enterococcus ce-
corum se témér ve vSech pripadech namapovalo 100 % ¢teni. Tyto organismy mély
také nejkratsi sekvence a tudiz nejmensi pocet ¢teni. Naproti tomu o mnoho delsi
sekvence, jako napriklad Mus musculus nebo Aquila chrysaetos, mély tspésnost na-
mapovani ve vétsiné pripadii jen malo odlisnou. U 20 organismii se povedlo spravné
namapovat pres 98 % nukleotidu. Jedinou vyjimkou byla bakterie Enterococcus hi-

rae, u které p-distance neprekrocila 50 %.
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Obr. 5.1: Srovnani p-distanci vybranych organismii.

5.2 Uspésnost mapovani

To, jestli se ¢teni namapuje, nebo nenamapuje je velmi dilezitym aspektem a jde
ruku v ruce i s dalsimi parametry. V.SAM souboru jsme zkontrolovali, jaké flag-
hodnoty obsahuje a nasledné, pomoci webového nastroje pro dekdédovani flag-hodnot
ze SAM formétu a naprogramovaného algoritmu, spocitali ispéSnost namapovani.
[45] Vysledky pro vybrané organismy lze vy¢ist z grafu Obr. Modry sloupecek
udava hodnotu pro referenc¢ni sekvenci vytvorenou pomoci programu ART. Jakozto
referencni sekvence ma také stoprocentni tspésnost namapovani. Jen o mélo horsi
vysledky ma Bowtie2, ktery dosahuje o nékolik procenta lepsi tspésnosti namapovani
nez BWA. V pripadé nastroje Novoalign byl ve srovnani s dalsimi dvéma mappery
(ve vétsiné pripadi) pocet namapovanych ¢teni nizky . Pokud vsak vezmeme v iivahu
celkovou dobu mapovéni jednotlivymi mapovacimi néstroji (viz Obr. a Obr.
a u kazdého organismu porovname ispésnost namapovani prave s ¢asem potiebnym
pro namapovani danym mapovacim nastrojem, ziskame lepsi predstavu o efektivité

téchto nastrojl. Z tohoto hlediska se jako nelepsi jevi BWA.
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Obr. 5.2: Srovnani ispésnosti namapovani vybranych organisma.

5.3 Cas mapovani

Casy mapovani jsou zobrazeny pro viechny tii mappery (viz Obr. a Obr. .
Chteéli jsme zjistit dopad velikosti referenéniho genomu na dobu mapovani. Mizeme
fici, Zze u vSech mappery ukazaly linearni zavislost mezi dobou mapovani a veli-
kosti referenénitho genomu. Z priamérnych vysledkii pro dataset vytvoreny pomoci
sekvenacni platformy Illumina shleddvame jako znacné nejrychlejsi BWA. Bowtie2
neni nejrychlejsi, avsak mapovani pomoci tohoto néstroje bylo vyrazné rychlejsi nez
u Novoalign. Tyto vysledky by mohly byt vysvétleny pomoci Burrows—Wheelerovi
transformace u BWA a Bowtie2, coz ma za néasledek redukci doby mapovani. Rozdily
jsou vyrazné predevsim u kratkych genomii, tedy prevazné u bakterii. Se zvétsujici
se velikosti referenéniho genomu se pomérovée rozdily v ¢asech mapovani zmensuji a
hodnoty ¢astt mapovani Novoalign se alespon lehce priblizuji zbylym dvéma mappe-

rum.
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Obr. 5.3: Srovnani doby béhu mapperti pro vybrané organismy s kratkym genomem.
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Obr. 5.4: Srovnani doby béhu mappert pro vybrané organismy s dlouhym genomem.
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5.4 Coverage

Pri analyze sekvenci je velmi dulezité jejich celkové pokryti. V nasem ptipadé staci
vektor pocatecnich pozic jednotlivych namapovanych c¢teni. Vzhledem k tomu, zZe
jednotliva ¢teni se prilis nelisi délkou a zaroven nepredpokladame velky vyskyt in-
deli, jak se ndm potvrdilo pfi hodnoceni CIGAR stringti, které by se projevily
na celkové statistice, a tedy vektor pocatec¢nich pozic dobre aproximuje celkovou
coverage celého genomu. Pro statistické vyhodnoceni jsme pouzili t-test s testem
parovych diferenci. Zde testujeme nulovou hypotézu, jestli coverage z reference a
z namapované sekvence pochazi ze stejného normalniho rozlozeni. Dale byl pouzit
Kolgomorov-Smirnov test. Datasety byly sefazeny podle nazvu ¢teni, aby si jednot-
livé vzorky z obou distribuci odpovidaly, a nasledné byly testovany. Pro tyto tcely
jsme pouzili knihovnu scipy, ktera je dostupna pro Python. V pripadé t-testu je
nutné si uvédomit, ze t-test sleduje priumeéry obou distribuci, a tento parametr mize
byt znacné ovlivnén repeticemi a jejich pozici v sekvenovanych genomech (obecné
muzeme Fici, ¢im vice repetic, tim horsi vysledky bude t-test mit). Vysledky testt
jsou uvedeny v grafech Obr. a Obr. V obou grafech je naznacena hranice,
pii které jesté potvrzujeme nulovou hypotézu. Vysledky t-testu maji vétsi silu nez
vysledky K-S testu. V pripadé BWA a Bowtie2 se u vSech organismi potvrdilo

normalni rozlozeni vektoru pocatec¢nich pozic.
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Obr. 5.5: Srovnani p-hodnot t-testu.
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Obr. 5.6: Srovnani p-hodnot Kolgomorov-Smirnov testu.

5.5 Analyza CIGAR-stringu

Ze SAM souboru jsme si vyextrahovali Sesty sloupecek, ve kterém je uloZena kom-
primovana reprezentace zarovnani. Sledovali jsme pocty shod a indelt pro kazdé
identifikované ¢teni. Tento pocet jsme porovnéavali mezi ¢tenim, které jsme dostali
na vystupu mapperu a referenénim ¢tenim vytvorenym v programu ART. Rozlozeni
pocti shod ve ¢tenich mtizeme vidét v grafu Obr. a Obr. U vétsiny genomti
vypadaly grafy pro Bowtie2 a BWA stejné. Bowtie2 a BWA mély konstantni vy-
sledky prakticky pro vSech 21 organismu. Tedy prumérny rozdil shod ¢teni (mapper
x reference) byl ve vSech pripadech pro Bowtie2 4,8 a v pfipadé BWA byla prumérna
hodnota 5,1. U Novoalign byly vysledky pomérné nekonzistentni. V nékterych pripa-
dech dosahovaly dobrych hodnot (napriklad pro Enterococcus cecorum byl priamérny
rozdil shod 4,5), avSak Ve vétsiné pripadu dosahoval mapper nejhorsich vysledk -
jak lze vidét napf. na obrazku Obr. 5.8 BWA a Novoalign mély stejnou medidnovou
hodnotu rozdilu shod mezi ¢tenimi, ktera se rovnala 4. Median u Bowtie2 byl 5,2.
Vzhledem k tomu, ze frekvence vyskytu indeli je v podstaté nulova, vysledky se

nevykreslovaly do zadného grafu.
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Porovnani shod cteni pro jednotlivé mapovaci nastroje
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Obr. 5.7: Boxplot rozdili poc¢tu shod ¢teni (mapperu) oproti referenci Aquila chry-

saetos.
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Porovnani shod cteni pro jednotlivé mapovaci nastroje
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Obr. 5.8: Boxplot rozdili po¢tu shod cCteni (mapperu) oproti referenci Salmonella

enterica.
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6 Diskuze

V této kapitole jsou zhodnoceny dosazené vysledky a okomentovana nastaveni né-
kterych parametri u vSech tii mapovacich nastroji. Vysledky jsou struéné shrnuty
a pripadné interpretovany, dale je poukdzano na problémy, které bylo v praci nutné
prekonat a jsou uvedeny navrhy na rozsiteni prace.

V kazdém ptipadé lze konstatovat, ze vysledky byly ovlivnény velikosti referenc-
niho genomu. U genom s malou velikosti dosahovaly Bowtie2 a BWA velice podob-
nych vysledki, zatimco Novoalign za nimi lehce zaostaval. Se zvétsujici se velikosti
genomu se zvétSovala presnost i citlivost Novoalign a ziskali jsme vysledky srovna-
telné s dalsimi dvéma mappery. Obecné miuzeme ftici, ze BWA nejlépe pracovalo s
bakteridlnimi genomy, jako jsou napr. Enterococus faecalis nebo Treponema bren-
naborense. Jedinou bakterii, kterou se podafilo namapovat pomoci Bowtie2 lépe
byla Treponema denticola. Bakteridlni genomy maji oproti zZivoc¢isSnym genomuim
nekolikanasobné mensi velikost. Pravé s delsimi genomy zivocicht nejlépe pracoval
nastroj Bowtie2, pro ktery vSechny testované metriky dosahovaly lepsich vysledki,
nez metriky u zbylych dvou mapovacich néstroji v oblasti zivocisSnych genomt. V
této oblasti dosahovaly vSechny mappery velmi podobnych vysledki. Pokud bychom
chtéli s Novoalign dosdahnout lepsich vysledki i u bakterialnich genomii, nejspise by
se toho dalo dosdhnout spravnym nastavenim parametri. Pri spravném nastaveni
na urcity organismus by mohl Novoalign podéavat stejné vysledky, jako dalsi dva
mappery.

Od kazdého mapovaciho nastroje se ocekava, ze namapuje sadu c¢teni podle
svych mapovacich kriterii. AvSak néktera ¢teni se nemuseji namapovat (tj. falesné-
negativni vysledky). Diuvodem muze byt limitace defaultnich nastaveni téchto na-
stroji.

V této préaci jsme pouzivali zdkladni nastaveni mapovacich nastrojua. Avsak toto
nastaveni neni u vSech mappert stejné. Zvoleni vhodného nastroje je obtizny tikol
a abychom dosahli co nejlepsich vysledki, je nutné vzit v tvahu typ genomu a
parametry nastroji. Pro jeden genom je vhodnéjsi jeden mapovaci nastroj a pro
druhy zase jiny. Neda se Tici, Ze je jeden nejlepsi a vhodny na vSechny typy dat.
Kazdy z nastroji je vyborny za urcitych podminek. Mapovani kratkych sekvenci
je stale problém a je potfeba vyvinout novy, idedlni mapovaci nastroj. Prozatim se
toto da nahradit pravé specifickym pouzitim nastroju.

U kazdého z nami pouzitych mapovacich nastroj lze nastavit pocet povolenych
neshod pro identifikaci ¢teni jako namapovaného. Napriklad u Novoalign je tento
parametr (v zakladnim nastaveni) lehce odlisny (3), nez u BWA a Bowtie2, kde je
pripustny pocet neshod nastaven na 0. Zvysenim tohoto parametru ziskdame lepsi

uspésnost namapovani, avsak za cenu mensi relevance dosazenych vysledki. Pro
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Tab. 6.1: Srovnani tspésnosti namapovani pii zméné povolenych neshod u Novoa-

lign.
Organismus BWA | Bowtie2 | Novoalign zakl. | Novoalign zmén.
Treponema succinifaciens | 99,946 | 99,997 96,271 99,994
Salmonella enterica 99,953 | 99,999 98,015 99,251
Enterococcus hirae 99,948 | 99,998 98,411 99,421

ukazku jsme tento parametr zménili u Novoalign a to na 6 povolenych neshod ve
¢teni. UspéSnost namapovani se se zvysSenim tohoto parametru dle o¢ekavani zlepsila.
V pripadé p-distance doslo jen k nepatrné horsim vysledkim v fadu setin procenta.
Zménu nastaveni jsme provedli u 3 zastupcii bakteridlnich genomt, u kterych byla
nizka tspésnost namapovani pri zakladnim nastaveni. Srovnani vysledkiit mizeme
vidét v tabulce Tab. [6.11

Je zde také moznost nastavit pocet vldken (threads), na kterych bude software
pracovat. Jejich maximalni pocet se odviji od procesoru pocitace, na kterém je soft-
ware spoustén. S vétsim poctem vlaken se vyrazné zkracuje doba mapovani az do
urcitého poctu vlaken — pocet je ¢asto individualni pro kazdy typ genomu. V nasem
pripadé jsme vsak nastaveni tohoto parametru ponechali bez jakychkoli zmén oproti
zakladnimu nastaveni. Se spravnym poctem vlaken pri mapovani by se daly casy
mapovani vyrazné snizit a jejich rozdily by nebyly tak znatelné. Mappery BWA a
Bowtie2 maji také moznost nastavit délku podvlakna, které se ma zarovnavat. Nizsi
hodnoty vyrazné zpomaluji proces mapovani, avsak vedou k presnéjsim vysledktm.
Bowtie2 je defaultné prednastaveno na méd sensitive (je to jeden ze 4 médu, které
jsou prednastavené se specifickymi parametry — pro tisporu ¢asu nastavovanim pa-
rametri uzivatelem). V tomto médu je délka podvlidkna nastavena na 20. V pripadé
BWA-MEM je délka podvlakna nastavena na 19. U kazdého mapovaciho nastroje se
da nastavit minimalni kvalita ¢teni, pri které se baze zaradi do procesu mapovani. U
kazdého z nami vyuzitych nastroji je funkce tohoto parametru vyuzita jinak a ma
jiné pocatecni nastaveni. U BWA-MEM se béaze s kvalitou mensi nez zvolena hodnota
nedostane do vystupniho signalu. Tato kvalita je prednastavena na 30. Bowtie2 ma
pouze 2 mozné nastaveni minimalni kvality baze, kdy se baze viibec nebude tcast-
nit procesu, a to 33 nebo 64. U Novoalign se vSak nestanovuje minimalni pripustna
kvalita, ale mozny pocet bazi s dostatecné dobrou kvalitou v jednom c¢teni. Pro-
ces nebude vibec spustén pro ¢teni s méné bazemi, nez je nastaveno. Tento pocet
bazi je v zédkladu nastaven jako log, Ng + 5, kde Ng je délka referenc¢niho genomu.
46, 47, 48
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Zavér

Cilem bakalarské prace bylo zjistit vhodnost pouziti riznych mapovacich nastroji
pro rizné typy organismi. V ramci prace byla vypracovana literdrni reSerse na
téma sekvenacni technologie a sestavovani genomu z NGS dat. Prvni ¢ast prace je
vénovana sekvenacnim technologiim a sekvena¢nim technikdm. Dikladné popisuje
princip sekvenace pomoci sekvenatoru Illumina. Jsou zde také vysvétleny zakladni
principy a mechanismy sestavovani genomu se zaméfenim na mapovani genomu k re-
ferenci. Dale jsou uvedeny soucasné mapovaci softwarové nastroje a jejich zakladni
principy. Soucasti prace je také popis formatu SAM, ktery slouzi pro ukladani a
manipulaci zarovnanych biologickych sekvenci.

Diilezitou ¢asti prace bylo vytvoreni testovaciho datasetu NGS dat s presné de-
finovanymi pozicemi ¢teni, na kterém nasledné probihalo testovani. Pro vytvoreni
datasetu jsem zvolil simulacni program ART, simulujici sekvenator Illumina MiSeq.
ART jsem popsal a definoval jeho nastaveni. Dataset obsahuje 21 rznych genomt
organismu se zastupci z domény bakterii i TiSe zivocichii. V ramci této prace jsem
vytvoril jednotlivé metriky pro vyhodnoceni kvality mapovani, které byly zédkladem
pro komplexni analyzu kvality mapovani na navrzeném datasetu. Nasledné jsem
na zakladé navrzenych metrik vytvoril programové kédy pro porovnani mapovacich
nastroju.

V druhé ¢asti prace jsem dataset namapoval pomoci nékolika vybranych nastroji
(konkrétné BWA, Bowtie2 a Novoalign) a vysledky vyhodnotil. Testovani jsem pro-
vedl pro vSechny naprogramované metriky. Veskeré vysledky testii jsou uvedeny v
tabulkach v Priloze A této prace. Srovnani vysledki vsech ti{ mapovacich nastroji
u jednotlivych sledovanych parametrii prezentuji slovné a ve formé grafického zna-
zornéni v kapitole 5 Vysledky metrik.

7 vysledki je mozno urcit, ze pro mapovani bakterialnich genomi je nejvhodnéjsi
BWA. Tento mapovaci nastroj je vhodny zejména pro mapovani kratkych genomu
o velkém objemu, kde klademe diiraz na rychlost tohoto procesu. Pokud chceme do-
sahnout vysoké tispésnosti namapovani za cenu delsi doby mapovani, pak je vhodny
nastroj Bowtie2. Z testovanych mapovacich nastroji se Novoalign ukézal jako néstroj
s nejnizsi kvalitou mapovani. V posledni ¢asti jsem diskutoval nastaveni parametri
jednotlivych mapovacich nastroji a zjisténi jejich vlivu na vysledek. U nékolika vy-
branych organismi jsem zjistil, ze zménou parametru u Novoalign lze docilit lepsich
vysledktl, které se blizi vysledkiim ostatnich dvou mapovacich nastroji. Overil jsem
tedy skutecnost, ze vhodnym nastavenim, byt jen jednoho parametru mapovaciho

nastroje, se da docilit lepsich vysledka.
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Tab. A.1: Vysledky t-testu.

Organismus BWA | Bowtie2 | Novoalign
Enterococcus casseliflavus 0,972 | 0,338 4,862E-11
Enterococcus hirae 0,999 | 0,990 0,999
Enterococus faecalis 0,792 | 0,632 9,33E-16
Enterococcus cecorum 0,845 | 0,323 9,65E-14
Enterococcus aquimarinus 0,999 | 0,999 0,999
Staphylococcus aureus 0,927 | 0,123 2,33E-08
Streptococcus pneumoniae | 0,995 | 0,071 5,81E-18
Treponema brennaborense 0,893 | 0,652 4 74E-11
Treponema denticola 0,998 | 0,972 2,06E-09
Treponema pallidum 0,976 | 0,963 1,20E-03
Treponema succinifaciens 0,907 | 0,255 3,23E-56
Treponema pedis 0,997 | 0,962 2,00E-04
Mycobacterium tuberculosis | 0,983 | 0,931 7,80E-24
Salmonella enterica 0,967 | 0,167 3,21E-54
Aquila chrysaetos 0,953 | 0,961 7,20E-26
Limosala lapponica baueri 0,999 | 0,999 9,16E-01
Olobus angolensis 0,999 | 0,961 1,18E-07
Hirundo rustica 0,972 | 0,856 6,82E-11
Camarhynchus parvulus 0,967 | 0,953 0,067
Mus musculus 0,347 | 0,771 0,00E4-00
Macaca mulatta 0,397 | 0,963 0,00E4-00
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Tab. A.2: Vysledky Kolgomorov-Smirnov testu.

Organismus BWA | Bowtie2 | Novoalign
Enterococcus casseliflavus 1,00 0,98 1,66E-07
Enterococcus hirae 1,00 1,00 1,00
Enterococus faecalis 1,00 1,00 1,87E-16
Enterococcus cecorum 1,00 0,35 4,00E-21
Enterococcus aquimarinus 1,00 1,00 1,00E+00
Staphylococcus aureus 1,00 0,53 1,70E-08
Streptococcus pneumoniae 1,00 0,82 2,62E-15
Treponema brennaborense 1,00 0,99 2,88E-14
Treponema denticola 1,00 1,00 1,26E-10
Treponema pallidum 1,00 1,00 1,67E-09
Treponema succinifaciens 1,00 0,06 2,28 E-101
Treponema pedis 1,00 1,00 2,00E-03
Mycobacterium tuberculosis | 1,00 1,00 1,40E-22
Salmonella enterica 1,00 0,31 3,21E-55
Aquila chrysaetos 1,00 1,00 2,50E-38
Limosala lapponica baueri 1,00 1,00 1,00E+00
Olobus angolensis 1,00 1,00 3,79E-11
Hirundo rustica 1,00 1,00 3,26E-111
Camarhynchus parvulus 1,00 1,00 0,29

Mus musculus 0,97 1,00 0,00E4-00
Macaca mulatta 1,00 1,00 0,00E4-00
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Tab. A.3: Vysledky hammingovi vzdélenosti.

Organismus BWA | Bowtie2 | Novoalign
Enterococcus casseliflavus 99,816 | 99,774 99,683
Enterococcus hirae 48,028 | 47,963 47,955
Enterococus faecalis 99,627 | 99,573 99,509
Enterococcus cecorum 100,00 | 99,999 100,00
Enterococcus aquimarinus 100,00 | 100,00 100,00
Staphylococcus aureus 99,733 | 99,698 99,629
Streptococcus pneumoniae | 99,593 | 99,504 99,401
Treponema brennaborense 99,607 | 99,565 99,526
Treponema denticola 99,921 | 99,923 99,594
Treponema pallidum 99,922 | 99,923 99,374
Treponema succinifaciens 99,319 | 98,947 98,614
Treponema pedis 65,029 | 98,937 98,823
Mycobacterium tuberculosis | 99,722 | 99,683 99,521
Salmonella enterica 99,405 | 99,236 99,257
Aquila chrysaetos 99,936 | 99,917 99,853
Limosala lapponica baueri 99,921 | 99,997 99,997
Olobus angolensis 99,942 | 99,963 99,934
Hirundo rustica 99,935 | 99,955 99,921
Camarhynchus parvulus 83,121 | 99,969 99,959
Mus musculus 99,948 | 99,968 99,952
Macaca mulatta 99,932 | 99,945 99,933
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Tab. A.4: Vysledky procentualni ispésnosti namapovani.

Organismus BWA | Bowtie2 | Novoalign | ART
Enterococcus casseliflavus 99,999 | 99,933 99,155 100
Enterococcus hirae 99,948 | 99,998 98,411 100
Enterococus faecalis 99,951 | 99,999 98,688 100
Enterococcus cecorum 99,053 | 99,998 99,999 100
Enterococcus aquimarinus 99,969 | 99,996 99,996 100
Staphylococcus aureus 99,941 | 99,997 99,006 100
Streptococcus pneumoniae | 99,898 | 99,999 99,594 100
Treponema brennaborense 99,964 | 99,999 98,749 100
Treponema denticola 99,937 | 99,999 98,886 100
Treponema pallidum 99,893 | 99,999 98,343 100
Treponema succinifaciens 99,946 | 99,997 96,271 100
Treponema pedis 99,943 | 99,999 99,389 100
Mycobacterium tuberculosis | 99,949 | 99,999 98,681 100
Salmonella enterica 99,953 | 99,999 98,015 100
Aquila chrysaetos 99,942 | 99,998 99,908 100
Limosala lapponica baueri 99,933 | 99,999 99,991 100
Olobus angolensis 99,943 | 99,991 99,665 100
Hirundo rustica 99,423 | 99,996 99,373 100
Camarhynchus parvulus 99,401 | 99,998 99,896 100
Mus musculus 99,951 | 99,963 99,942 100
Macaca mulatta 99,943 | 99,953 99,946 100
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Tab. A.5: Vysledky pro prameérny rozdil poc¢tu indelit mezi vygenerovanym souborem

a referenci.

Organismus BWA | Bowtie2 | Novoalign

Enterococcus casseliflavus

Enterococcus hirae

Enterococus faecalis

Enterococcus cecorum

Enterococcus aquimarinus

Staphylococcus aureus

Streptococcus pneumoniae

Treponema brennaborense

Treponema denticola

Treponema pallidum

Treponema succinifaciens

Treponema pedis

Mycobacterium tuberculosis

Salmonella enterica

Aquila chrysaetos

Limosala lapponica baueri

Olobus angolensis

Hirundo rustica

Camarhynchus parvulus

Mus musculus
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Macaca mulatta
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Tab. A.6: Vysledky pro prameérny rozdil poc¢tu shod mezi vygenerovanym souborem

a referenci.

Organismus BWA | Bowtie2 | Novoalign
Enterococcus casseliflavus 5,1 4.8 5,7
Enterococcus hirae 5,7 4.8 6,8
Enterococus faecalis 5,1 4.8 6,3
Enterococcus cecorum 5,1 4.8 4.5
Enterococcus aquimarinus 5,1 4.8 4.5
Staphylococcus aureus 5,1 4.8 5,9
Streptococcus pneumoniae 5,1 4.8 6,7
Treponema brennaborense 5,1 4.8 6,2
Treponema denticola 5,1 4.8 6,0
Treponema pallidum 9,1 4.8 6,8
Treponema succinifaciens 5,1 4.8 9,7
Treponema pedis 5,5 4.8 5,3
Mycobacterium tuberculosis | 5,1 4.8 6,3
Salmonella enterica 5,1 4.8 7,3
Aquila chrysaetos 5,1 4.8 4,5
Limosala lapponica baueri 5,1 4.8 4.7
Olobus angolensis 5,1 4.8 4,5
Hirundo rustica 5,1 4.8 5,9
Camarhynchus parvulus 9,1 4.8 6,2
Mus musculus 5,1 4.8 5,7
Macaca mulatta 5,1 4.8 5,6
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Tab. A.7: Casy mapovani vSech organismi

Organismus BWA [s| | Bowtie2 [s] | Novoalign [s]
Enterococcus casseliflavus 24 52 66
Enterococcus hirae 24 49 63
Enterococus faecalis 24 48 83
Enterococcus cecorum 17 31 o1
Enterococcus aquimarinus 2 6 6
Staphylococcus aureus 23 42 80
Streptococcus pneumoniae 15 27 46
Treponema brennaborense 22 45 76
Treponema denticola 21 44 66
Treponema pallidum 8 16 22
Treponema succinifaciens 23 50 7
Treponema pedis 23 45 67
Mycobacterium tuberculosis | 35 67 120
Salmonella enterica 38 73 113
Aquila chrysaetos 954 1431 1808
Limosala pponica baueri 41 7 114
olobus angolensis 371 602 740
Hirundo rustica 1051 1760 2367
Camarhynchus parvulus 288 268 631
Mus musculus 5527 5183 7348
Macaca mulatta 4515 5604 7613
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