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Abstrakt

Detekci variability poc¢tu kopii v prokaryotickych organismech je v sou¢asné dobé
vénovano ¢im dal vice pozornosti, a to zejména diky souvislosti CNV s patogenitou
a antibiotickou rezistenci bakterii. Algoritmus navrZeny v této praci vyuziva
k odhalovani CNV segmenti detekci extrémi v signalu s hloubkou pokryti. Pokryti
Cteni je bézné ziskano mapovanim osekvenovanych cteni jednoho jedince, k jiz
znamé referencni sekvenci jiného jedince stejného druhu. Dva jedinci se vSak vzdy
budou v urc¢itém mnoZstvi genti lisit, vznikaji tak nenamapovana ¢teni, kterd jsou
zbytelné zahozena. Tato prace proto predpoklada, Ze biologicka presnost detekce
CNV se da zvySit pouzitim nové reference, ktera je vytvorena ze stejného setu cteni
jako cteni ktéto referenci mapovana. Pro ovéreni tohoto tvrzeni je vyuZzito

sekvenacnich Cteni jedinct bakterie Klebsiella pneumoniae.

Klicova slova

Variabilita poc¢tu kopii, CNV, strukturni variabilita, prokaryotni genom, sekvena¢ni

Cteni, pokryti

Abstract

Copy number variation detection in prokaryotic organisms is currently receiving
more and more attention, mainly due to the association of CNV with pathogenicity
and antibiotic resistance in bacteria. The algorithm designed in this thesis uses peak
detection in sequencing coverage to detect CNV segments. Read coverage is
commonly obtained by mapping sequencing reads of one individual to an already
known reference of another individual of the same species. However, two
individuals will always differ in a certain number of genes, resulting in unmapped
reads that are unnecessarily discarded. Therefore, this work assumes that the
biological accuracy of CNV detection can be increased by using a new reference that
is created from the same set of reads as the reads mapped to this reference.
Sequencing reads of Klebsiella pneumoniae individuals are used to verify this

assertion.

Keywords

Copy number variation, CNV, structural variation, prokaryotic genome, sequencing

reads, coverage
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UvoD

V poslednim desetileti se vyrazné zménil pohled na genomickou strukturalni
variabilitu (SV). Strukturni variabilita, ktera byla drive povaZovana spiSe za vzacnou
udalost, je nyni uznavana jako nejvétsi zdroj genetické variability mezi jedinci.
Ukazalo se, Ze kromé jednonukleotidového polymorfismu (SNP) ma velky vliv na
genotypovou a fenotypovou variabilitu organismu také variabilita pocti kopii — copy
number variants (CNV). CNV je jev, kdy se urCita ¢ast genomu opakuje a pocet
opakovani se liSi mezi jedinci v populaci.

Vliv CNV je nejvice prozkouman v souvislosti slidskym genomem. Bylo
prokazano mnoho onemocnéni, se kterymi je variabilita poc¢tu kopii spojovana, nebo
se na jejich vzniku pfimo podili. Zmény poctu kopii se vSak vyskytuji také v radé
dalSich organismt, vcetné bakterii. Diive se povaZovalo preskupeni genu pro
bakterialni Zivotaschopnost za Skodlivé, v sou¢asné dobé je v§ak poukazovano také
na vyhody takovych prestaveb. Piikladem miiZe byt antibiotickd rezistence ¢i
patogenita bakterii. Schopnost bakterii prizplisobit se stresovym podminkdm
prostredi spojena s obrovskym pocCtem bakterii na planeté podstatné omezuje
schopnost kontrolovat nemoci bakteriemi zptsobené. Objeveni a zkoumani
variability poctu kopii v bakteridlnim genomu miiZe pomoci pravé vboji s
bakterialnim onemocnénim. V této praci je proto navrzeny algoritmus detekce CNV
aplikovan na osekvenované genomy bakterie Klebsiella pneumoniae.

Soucasné pocitacové metody detekce CNV, vyuZivajici sekvenac¢ni data, pracuji
zejména s namapovanymi ¢tenimi k referentnimu genomu, ktery je béZné ziskan
z verejné databaze (NCBI). Ze ziskaného pokryti genomu se pak dale odvozuje detekci
extrémil informace o vyskytu CNV. Genomy jedincl stejného bakteridlniho druhu
vS8ak neobsahuji nikdy naprosto totoZnou genetickou informaci, proto miZe pfi
mapovani vzniknout mnoho nenamapovanych ¢teni. Vyzvou je proto zjistit, zda Cteni,
ktera nebyla namapovana k referenci, v sobé neobsahuji informaci usnadnujici
detekci deleci, duplika¢nich inzerci ¢i duplikaci. Za timto ucCelem je navrzen
algoritmus, zaloZeny na metrice z - skdre, vyuzivajici novou referenctni sekvenci
sestavenou ze stejného souboru cteni jako ¢teni, ktera jsou k této referenci nasledné
mapovana. VétSina Cteni je pak vyuZzita a nedochdzi kjejich zbytecnému zahozeni.
Predpoklada se, Ze tento pristup mulZe zvysit biologickou presnost detekce CNV a
poskytnout tak daleko robustnéjsi vysledky.

Praktické casti vSak predchazi Cast teoreticka. V ivodu prace je pripomenuta

definice genomu. Prace se zaméruje zejména na genom prokaryot, ktery je v mnoha
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ohledech specificky ve srovnani s tim eukaryotickym. Pro genom prokaryot je typicka
vysoka organizovanost a ¢astecna geneticka nestabilita, ktera umoziuje bakteriim
prizplsobit se extrémnimu prostiedi.

Dal8i cast prace se zabyva jiz zminovanymi strukturalnimi variabilitami a
jejich charakteristikou. Dliraz je kladen na variabilitu poltu Kkopii, ktera se
v poslednich letech dostala do oblasti zajmu fady studii.

Nasledujici kapitola pojednava o sekvenaci DNA, tedy stanoveni primarni
struktury DNA. Uvedeny jsou vSak pouze dvé dnes nevyznamnéjsi metody - [llumina
a Oxford Nanopore. I pres vyspélost soucasnych sekvenacnich technik, stale neni
moZné sekvenovat celé genomy najednou. Z toho diivodu jsou sekvenovana pouze
kratsi ¢teni, kterd jsou nasledné sestavena na zakladé jejich piekryvili do jedné dlouhé
sekvence metodami sestaveni genomu, kterymi jsem se vénovala ve své bakalarské
praci.

V posledni teoretické kapitole jsou rozebrany metody detekce CNV, které jsou

rozdéleny na metody laboratorni a pocitacové.
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1 GENOM

Genom je kompletni sada DNA konkrétniho organismu, ktera zahrnuje v8echny jeho
kodujici i nekddujici sekvence. Diky genetickému kédu, ktery kazdému tripletu bazi
adenin (A), cytosin (C), thymin (T), guanin (G) prirazuje prisluSnou aminokyselinu,
obsahuje DNA veSkeré informace potirebné k vybudovani celého organismu. [9]

Diky rapidnimu vyvoji metod sekvenace DNA, je v souc¢asnosti moZné sekvenovat celé
genomy organismil za pomérné kratky ¢as (nékolik hodin aZ nékolik dni) a nizkou
cenu (od 500 $/ genom). [9]

Vroce 2003 byla diky Projektu lidského genomu (HGP) vytvorena velmi
kvalitni verze sekvence lidského genomu, ktera je dostupna ve verejnych databazich.
Bylo zjisténo, Ze lidsky genom obsahuje vice neZ 3 miliardy pari bazi, které jsou jako
kompletni sada sekvenci nukleovych kyselin kédované uvnitt 23 parti chromozomdii.
Odhaduje se, Ze v lidském genomu je uschovano 20 000 - 25 000 genf. [9]

Sekvenovani DNA prispélo mimo jiné k rozmachu molekularni biologie.
Genomické studie zdiiraznily velmi zvlastni zplisob evoluce genomu prokaryot ve
srovnani s modelovymi eukaryoty. Zajimavé je odhaleni evolu¢ni dynamiky
prokaryotickych genomt, kterd danym organismiim umoZiiuje byt vysoce
organizovanymi, ale také extrémné plastickymi v evolu¢ni Casové stupnici.
Chromozomy jsou totiZ organizovany podle jejich interakci s buné¢nymi procesy. To
vysvétluje prizplisobivost prokaryot pro rizna, nékdy aZ extrémni prostiedi, a

mimoradné rychlou replikaci. [8]

1.1 Genom prokaryot

Geneticka informace prokaryot je uloZena v bezmembranovém nukleoproteinovém
komplexu zvany nukleoid. Nukleoid obsahuje jednu dlouhou molekulu DNA, oba dva
jeji konce jsou typicky kovalentné spojeny a tvori tak kruhovity chromozom.
Chromozom je nékoliksetkrat preloZen a stlacen tak, aby se veSel do zhruba jedné
pétiny objemu buiiky. Kvy$s$i hutnosti a celistvosti nukleoidu prispiva cytosol
svysokym obsahem makromolekul. Dal$i dva klicové faktory prispivajici ke
»zhutnéni“ nukleotidu jsou negativni supercoiling (nadSroubovicové vinuti)
topoizomerazami a kondenzace navazanim proteini k nukleoidové strukture.
Supercoiling je nezbytny pro preziti buniky, protoZe podporuje rozvinuti DNA a tim
mnoho bunéénych mechanismi interagujicich s DNA, zejména transkripci. Exprese
mnoha gent je tedy ovlivnéna zménami tirovné nadSroubovicového vinuti a dale také
nukleoidovymi proteiny. [14][30]
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Nukleoid je umistén ve stiedu prokaryotické buriky, RNA polymeraza lezi na
jejim obvodu a ribozomy se nachazeji v okrajich a interaguji s vnitfni membranou.
Toto usporadani ma pozitivni vliv na genovou expresi. Bakterialni genomy maji
znacnou vyhodu, Ze obvykle postradaji introny, coz podstatné usnadiiuje proces
identifikace hranic genu. Také uroveii repetitivni DNA je u prokaryot mnohem nizsi
neZ u eukaryot.[4] [30]

Geny jsou obvykle transkribovany v jednotkach zvanych operony. Pribuzné
geny kodujici enzymy byvaji navic v bakteridlnim chromozomu kolokalizovany.
Kromé toho, poradi téchto genti se idi Fadem odpovidajicich enzymovych aktivit v
metabolickych drahach a jsou c¢asto koédovany ve stejném operonu, tudiz
exprimovany najednou. ProtoZe prokaryoticka DNA miiZe interagovat s cytoplazmou,
dochazi soucasné s transkripci také ke translaci, ktera stejné jako u eukaryot probiha
na ribozomech. [30]

Také replikace ma sva specificka pravidla. Napriklad modelovy organismus,
bakterie Escherichia coli, ma jediny replikacni pocatek (oriC), ve kterém zacinaji dvé
replikac¢ni vidlice. Chromozom je replikovan v opa¢nych smérech do té doby, dokud
vidlice nenarazi na terminacni oblast a replikace je tak ukon¢ena. Chromozom je tak
rozdélen do dvou polovin, replikorti, které jsou replikované rtiznymi vidlicemi.
V populaci rostoucich bunék to ma za nasledek gradient poctu kopii, takZe sekvence
vyskytujici se bliZze kreplikacnimu pocatku jsou frekventovanéj$i [34]. Zatimco
transkripce formuje chromozomovou strukturu v lokalnim méritku, replikace, diky
své vlastni symetrii, tak ¢inf na arovni replikord, tj. celého genomu. [14][30]

Kromé chromozomalni DNA bakterie Casto obsahuji také plazmidy - malé
cirkularni molekuly DNA. Bakterie mohou ziskat nové plazmidy zjinych bakterialnich
bunék (béhem konjugace) nebo z prostredi. Mohou je také snadno ztratit - napitiklad
pii déleni, kdy plazmid zdédi pouze jedna dcefina buiika. Kazdy plazmid ma svij
vlastni ,pocatek replikace” - usek DNA, ktery umoZiiuje replikaci hostitelskou
bakterii. Z tohoto dlivodu se plazmidy mohou kopirovat samy o sobé nezavisle na
bakteridlnim chromozomu, takZe v jedné bakterialni buiice miiZe byt mnoho kopif
plazmidu - i stovky. Plazmidy obsahuji jen nékolik genfj, ale na hostitelskou bakterii
maji velky vliv. Tyto geny obvykle nejsou nezbytné pro kazdodenni preZiti bakterie,
avSak misto toho pomahaji bakterii prekonat stresové situace. Napfiklad mnoho
plazmidii obsahuje geny, po jejichZ expresi se stava hostitelska bakterie rezistentni
na antibiotikum. Jiné plazmidy obsahuji geny, které pomahaji hostiteli stravit
neobvyklé latky nebo zneSkodnit jiné typy bakterii. Plazmidy nachazeji své vyuZziti
v molekularni biotechnologii. SlouZi jako dorucovaci nastroj ¢i vektor k zavedeni cizi
DNA do bakterii. [4]
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VétSina prokaryot se rozmnoZuje nepohlavné a je haploidni, coZ znamena, Ze
je pritomna pouze jedna kopie kazdého genu. Diky tomu je relativné snadné
generovat mutace v laboratofi a studovat vysledné fenotypy. Nedavné studie vSak
naznaCily, Ze néktera prokaryota obsahuji az ctyfi linearni nebo kruhové
chromozomy. [14]

Uspotradani genomu miiZeme chipat ve vice méritkach, od malych motivii aZ po velké

chromozomalni oblasti (Obr. 1.1).

Repetice Domény Makro - domény
Motivy Geny Ostriivky
S — ' | o VR
Operony ' Replikory

IIIIIII|IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII'lllII--
10° 108

1 10 102 103 104

Délka [nt]
Obr. 1.1 Rizna méritka organizace bakteridalniho genomu [30]

Bakteridlni genomy jsou vysoce proménlivé z hlediska repertoaru gent, ale
pozoruhodné stabilni, co se tyce organizace chromozomu. Mira preusporadani v E.
Coli se bliZi rychlosti genomové mutace ~10-3-10-4 zmén / (generace genomu). U
prokaryot je jednim z hlavnich mechanismi prispivajicich k diverzifikaci genomi
horizontalni prenos genti (HGT). Genomy mutuji, méni se co do velikosti a preskupuji
se. VétSina spontannich preusporadani vede k niZ8i kondici celé buriky, napf.
zpomalenim riistu. Nékteré zmény vSak mohou prispivat k evoluci, divergenci a
patogenité bakterii. Velka preusporadani jsou vSak v rozporu s prirozenym vybérem,
protoZe jsou zvlaSté Skodliva pro organizaci genomu. Konflikt mezi dynamikou
genomu a organizaci chromozomu je prirozenym vybérem formovan a zavisi na
ekologickych a buné¢nych procesech, které mohou byt diky komparativni genomice
odhaleny. Komparativni genomika spolu s experimentalnimi metodami patii ke
dvéma hlavnim pristuplim analyzy stability genomu. Oba pristupy poskytuji zasadné
odlisné informace. Experimentalni prace umozZiuje stanovit miru preuspoiadani,
zatimco komparativni genomika zjiStuje, jak se preusporadani nahromadilo v
priibéhu evolu¢ni historie. Kvantifikace stability genomu umoZiiuje testovani
patogenity buriky nebo hustoty repetic. [30]

13



Variabilita genetické informace se objevuje ve vice urovnich, od velkych alternaci
v karyotypu az po zmény v jediném nukleotidu. V nasledujici kapitole se zamérim na

strukturalni variability, do kterych spada také variabilita poc¢tu kopii (CNV).
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2 STRUKTURNI VARIABILITA

Strukturni variabilita (SV) je obecné definovana jako oblast DNA, ktera vykazuje
zménu v poctu kopii (delece, inzerce a duplikace), zménu orientace (inverze) nebo
zménu chromozomalnitho umisténi mezi jednotlivci (translokace) [13].

Strukturni variabilita miiZe byt balancovand, bez ztraty genetické informace
(inverze, translokace), nebo nebalancovana, pokud je cast genetické informace
ziskana, ztracena ¢i duplikovana (inzerce, delece, duplikace). [13]

SV se tradi¢né tyka genomickych zmén, které jsou vétsi neZ 1 kbp na délku. S
metodami sekvenovani lidskych genomt, které se nyni stavaji rutinni, se opera¢ni
spektrum strukturnich variabilit a variabilit poCtu kopii rozsitilo o mnohem mensi
udalosti (> 50 bp). [1]

Reprezentace strukturnich variaci miiZe byt slozitd. Souc¢asné technologie
ziidka poskytuji presné rozliSeni bodl zlomt (pocatek a konec SV) na trovni part
bazi. Existuje vSak zakladni soubor dat, ktery zachycuje vSechny potirebné informace
o variabilité, v€etné miry nejistoty v misté preruSeni. Souradnice start-stop se
pouzivaji k definovani udalosti, u nichZ jsou body zlomu znamy na drovni paru bazi.
Vnitini soufadnice start-stop slouZi k definovani oblasti, o nichZ je znamo, Ze jsou
ovlivnény variabilitou, ale nedefinuji skutecné body zlomu. Body zlomu lezi mimo
definovanou oblast. Vnéjsi souradnice start-stop slouZi k definovani absolutni vné;jsi
hranice dané variability, ale nedefinuji skute¢né body zlomu. Body zlomu leZi uvnitr
definované oblasti (Obr. 2.1). [26]

vnéjsi vnéjsi
start stop

l vnitini start vnitini stop l

presné definovana variabilita

O

Znamy pouze vnitini soufadnice start-stop

) e

Znamy pouze vnéjsi souradnice start-stop

Obr. 2.1 Priklad zobrazeni strukturalni variability
V roce 1991 bylo onemocnéni Charcot-Marie Tooth prvnim autosomalné
dominantnim onemocnénim spojenym s ti¢inkem davky genti v diisledku zdédéného
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pireusporadani DNA. VétSina pripadii tohoto onemocnéni je spojena s tandemovou
duplikaci postihujici gen PMP22. Fenotyp onemocnéni je vysledkem tii kopii
normalniho genu. Jedina kopie genu PMP22, ma za nasledek klinicky odliSnou
dédi¢nou neuropatii s tendenci k tlakovym obrnam (HNPP). [26]

Nedavné studie vSak ukazuji, Ze preusporadani genomu miiZe mit hluboky
dopad také na prokaryotické genomy, coZ vede ke zméné bunécného fenotypu.
Sekvenovani velkého poctu prokaryotickych genomili a porovnani sekvenci blizce
pribuznych druhii odhalilo, Ze mikrobialni genomy jsou ¢asto preskupovany, coZ vede
k diskontinuité DNA kmen@ stejného druhu. MnoZstvi studii zaméienych na
variabilitu prokaryotickych genomi se soustredilo prevazné na jednonukleotidové
variace a malé inzerce a delece. Nyni se stale vice pripousti, Ze kromé
jednonukleotidovych variaci nejsou u bakteridlnich genoml vzacné ani jiné typy
variabilit, které predstavuji mnohem vétsi genomické prestavby. Mezi riznymi typy
genetickych variabilit zlistaly strukturdlni variace nejobtiZnéji identifikovatelné a
interpretovatelné. Studie strukturnich variabilit v§ak poskytuji mnohem hlubsi vhled
do organizace bakteridlnich genomt. Strukturalni variace se mohou objevit v
dtsledku rtiznych bunéénych mechanismi, jako je DNA rekombinace, replikace a
oprava DNA. Nékteré nestability jsou fizené, zatimco jiné jsou ndhodné. Nasledkem
téchto mechanismii mohou byt zménény pocty kopii genii, vytvofeny nové geny,
zménéna exprese genti a mnoho dalsich funkénich diisledkl. Ukdzalo se naprtiklad, Ze
rozsahlé prestavby v uzce pribuznych kmenech vyznamné prispivaji k bakterialnimu
vyvoji Ci divergenci. Nestabilita genomu je také pouzivana patogennimi bakteriemi ke
V idealnim pripadé objeveni a genotypizace strukturnich variabilit vyZaduje presnou
predpovéd tii vlastnosti: kopii, obsahu a struktury DNA. V praxi tento cil zlistal
nedosazitelny, protoZe SV maji tendenci vyskytovat se v repetitivnich tsecich DNA,
coZ ztéZuje jejich charakterizaci. [10][27]

Vyzvou je nyni odhalit plny rozsah strukturnich variabilit, aby bylo moZné je
béZné genotypizovat a porozumét jejich ucinklim na lidskd onemocnéni, zjistit
komplexni rysy i jejich vyvoj.[1]

V pripadé prokaryot miiZou byt ziskané informace o SV vyuZity v oborech jako
je synteticka biologie a genomové inZenyrstvi, kde by cilené SV mohly slouzit k presné
upraveé bakterialniho genomu. S rostoucim zajmem o inZenyrské bakterialni genomy
roste i potfeba vyvinout ucinné nastroje pro jejich uspésSnou manipulaci. Prikladem
takovych nastrojii mliZe byt systém Cre-lox, ktery byl pouZit pro vytvoreni deleci v
E.coli a velkych inverzi v Lactococcus lactis. Pro genomové inZenyrstvi prakticky

vSech bakterii byla nedavno predstavena technologie GETR (Genome Editing via
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Targetrons and Recombinases). Technologie byla u¢inné pouzita k zavedeni inzerci,
deleci, inverzi a translokaci v E.colj, S.aureus a Bacillus subtilis. Pro u¢inné genomové
inZenyrstvi je dale nutné indukovat DSB (dvouvlaknové zlomy) v DNA a zahajit tak
rekombina¢ni proces. To bylo dlouhou dobu nemoZné kviili nedostatku prostiredki
pro cileni DSB na konkrétni mista. UmoZnilo to aZ zavedeni technologii pro syntézu a
sestaveni velkych fragmenti DNA a nastrojl, které jsou schopné presné upravovat
genomické oblasti. [27]
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Obr. 2.2 Strukturni variability [13]

2.1 Variabilita poctu kopii

Variabilita poc¢tu kopii, copy number variants (CNV), je prevladajici formou genetické
variability, ktera vede k rtiznému poctu kopii segmentli DNA v buiice. CNV zahrnuji

delece a duplikace genomickych oblasti. [14]
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Nejlépe jsou CNV a jejich fenotypovy projev prostudovany u lidského genomu.
CNV mohou byt bud’ zdédény z rodicovského genomu, nebo mohou byt zplisobeny
mutaci, poté je oznacujeme jako de novo CNV. CNV, které dosahuji populacni
frekvence vétSi nez 1 %, jsou definovany jako bézné CNV nebo jako polymorfismus
poctu kopii (CNP). Naopak CNV, které se vyskytuji u méné nezZ 1 % populace, se
oznacuji jako vzacné CNV. [37]

Odhaduje se, Ze priblizné 12 % (priblizné 360 Mbp) genomu v lidskych
populacich podléha zméné poctu kopii. Predpoklada se, Ze tyto vSudypriitomné CNV v
genomu maji stejny prispévek ke genetické i fenotypové variabilité u lidi jako
jednonukleotidové polymorfismy (SNP), které byly dlouho povaZovany za nejhojné;si
genetické variability u lidi. Priblizné polovina zjiSténych CNV se prekryva s oblastmi
kédujicimi proteiny. Tyto zisky a ztraty genovych kopii miiZou piimo ovlivnit
mnoZstvi genil v oblastech CNV, coZ také miiZe vést ke zméné urovné genové exprese.
[39]

Prvni objev CNV u lidi lze vysledovat az do pocatku 20. stoleti, kdy byl u
Clovéka rozpoznan pouze chromozom X, bez pritomnosti druhého pohlavniho
chromozomu. Trisomie 21. chromosomu predstavuje prvni objev lidského
autosomalniho CNV. Identifikace téchto CNV se opirala o relativné necitlivé techniky,
zahrnujici napriklad optickou mikroskopii, ktera umoznovala detekci variabilit jako
jsou aneuploidie, nadbytetné chromozomy, preskupeni a zmény velikosti
chromozomii. [37]

Podobné jako SNP nemusi mit CNV nezbytné negativni dopad na lidské zdravi.
Mnoho genf, u kterych bylo zjisténo CNV, jsou zapojeny do enviromentalnich reakci,
jako je smyslové snimani (Cichové receptory) a imunita. [26]

U velkého poctu CNV vSak miiZe mit variabilita v po¢tu kopii souvislost s
nemocemi a fenotypy, jako jsou rakovina a neuropsychiatrické poruchy, ¢i se jich
mohou primo ucastnit [39]. Nalezeni a genotypizace strukturalnich variabilit byly pro
pochopeni téchto asociaci onemocnéni klicové [26]. SCNV je spojovano spoustu
nemoci, jako je Williams - Beuerniiv syndrom, DiGeorgeiiv syndrom, spinalni svalova
atrofie, Duchennova svalova dystrofie, ale i béZzné lidské choroby, vCetné obezity,
schizofrenie a autismu. [37] Pocet novych genomickych poruch navic roste. Vliv CNV
byl dokazan naptiklad také pri poruchach uceni [26].

CNV jsou zdrojem vyznamné genetické variace také u bakterii. Ackoliv
zkoumani role CNV u prakaryot nebylo vénovano tolik prostoru jako u eukaryot,
bakterie rovnéz vykazuji zna¢né rozdily v poctu kopii. Mimoradné naklady na udrZeni
nadbyte¢ného genu prichazeji s odménou selektivni vyhody za urcitych podminek
danych prostiedim [5]. V souc¢asné dobé se vklada velké usili zejména do zkoumani
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variability poc¢tu kopif a jeji role v antibiotické rezistenci v bakterialnich genomech.
[17]

2.1.1 Delece

Delece znamenaji ztratu genomického segmentu a mohly by vést k inaktivaci genu,
nebo ke ztraté jedné nebo vice funkénich domén, ¢i ke zméné funkce celého genu.
Intergenové delece by mohly potencialné ovlivnit regula¢ni oblasti, a tim ovlivnit
expresi sousednich genl. Fenotypové ucinky deleci zavisi na velikosti a umisténi
deletovanych chromozomalnich segmentli v genomu. Vétsi delece pravdépodobné
zahrnuji vice genli, coZ miiZze vést k drasticky pozménénym fenotyplim. Delece
zahrnujici ztratu esencialnich geni mohou vyznamné omezit Zivotaschopnost buriky.
[27]

2.1.2 Duplikace

Duplikace se vyznacuji pritomnosti dvou nebo vice kopii genomické oblasti, nebo
genomického segmentu. Duplikované oblasti leZici vedle sebe jsou oznaCovany jako
tandemové duplikace, duplikované segmenty nachazejici se na jiném genomickém
misté jsou oznacovany jako inzerc¢ni duplikace (rozptylené). Duplikace obecné vede k
ziskdni kopie segmentu DNA nesouciho néjaké informace. Funkéni disledek
duplikace se miZe lisit v zavislosti na informacnim obsahu duplikovaného

genomického segmentu a na kontextu duplikované oblasti. [27]
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3 SEKVENACE DNA

Metody sekvenovani DNA patii v soucasné dobé KknejrozsifenéjSim zplsobim
zkoumani biologického materialu. Bez sekvenovani bychom neznali samotny obsah
genetické informace v genomu ¢i sekvenovaném useku. Diky sekvenovani mame
pristup ke genetické informaci daného jedince, kterou miZeme dale studovat a
analyzovat. Bylo vyvinuto nékolik klicovych metod. Mezi prvotni metody patiidodnes
prilezitostné pouZivana Sangerova sekvenace. V praci vSak popiSu jen dvé dnes

nejvyznamnéjsi — sekvenace platformy Illumina a Oxford Nanopore.

3.1 Illumina

Komerc¢né velice uspésna technologie od spole¢nosti [llumina patfi do skupiny metod
druhé generace (Next Generation Sequencing, NGS). lllumina, béZné oznacovana také
jako ,Solexa“, je schopnd najednou osekvenovat azZ 900 miliard part bazi, a hlavné
diky tomu se fadi mezi nejpouZivanéjsi metody sekvenace. Nedostatek této
technologie tkvi v kratSich sekvencich, jejichZ velikost se pohybuje kolem stovky bazi.
Sekvenace probiha v reak¢ni komiirce, ktera ma osm nezavislych pruhi, takze béhem
jednoho béhu pristroje miZe byt paralelné sekvenovano aZ osm nezavislych
knihoven DNA fragmenti. [18][32]

Knihovna miiZe byt konstruovana jakymkoliv zpisobem, ktery vede ke smési
fragment, na jejichZ oba konce jsou ligovany adaptéry (kratké oligonukleotidy). [18]
Na zacatku procesu jsou nastithané tiseky DNA uchyceny s vyuZitim adaptérii na
malou amplifika¢ni desticku v reakéni komiirce (flow cell). KaZda molekula je pak
opakované replikovana pomoci mtistkové PCR a na desti¢ce vznikaji dvouvlaknové
mustky. Nasledna denaturace vytvori mozaiku miliont klastrti. Kazdy klastr obsahuje
pribliZné milion navzajem stejnych, jednovlaknovych kopii ptivodniho fragmentu. To
je dostatecné pro ziskani poZadované intenzity signalu, ktery vypovida o zaclenéné
bazi. [18][22] [32]

V nasledujici fazi sekvenace jsou pak do rostouctho retézce pomoci DNA
polymerazy razeny nukleotidy oznaceny fluorescen¢ni barvou, ktera je pro dany
nukleotid specificka. Nukleotidy jsou také modifikovany do podoby reverzibilnich
terminatord, takZe v kaZdém cyklu mliZe byt prifazena pouze jedna béze s prisluSnym

znacenim. Narozdil od Sangerovy sekvenace je vSak tato blokace vratna. [18]
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Nové pridana baze je po laserové excitaci prectena vysoce citlivou kamerou, a
nasledné dochazi k enzymatickému odstranéni fluorescen¢niho znaceni i blokujici
¢asti molekuly. DalSi kolo reakce muZe nastat pridanim nové baze. V kazdém kole
syntézy retézce DNA kamera snima signal z celé desticky a na zakladé rozdilné
fluorescence rozpoznava, jaky nukleotid byl navazan v kazdé skupiné. Zaznam je pak
pocitactové analyzovan a dle ménici se fluorescence v kazdém klastru je sestavena
prislusna sekvence DNA. [18][22]

[llumina se chlubi velmi vysokou pfesnosti ¢teni DNA (99 aZ 99,9 %). Nejcastéji
dochazi ke Spatnému precteni baze, tedy zaméné jednoho nukleotidu. V soucasné
dobé je béZna délka cteni 36 bp. Delsi ¢teni jsou moZnd, ale mohou zpiisobit vyssi
chybovost. Samotna délka cteni je omezena nékolika faktory, které zptisobuji rozpad
signalu, naptiklad netplné Stépeni fluorescencnich znacek nebo terminacnich skupin.
[18][32]

3.2 Oxford Nanopore

V poslednich nékolika letech se na scéné objevily také metody treti generace. Od
metod druhé generace se li8i tim, Ze DNA templat neni pfed samotnym procesem
sekvenace replikovan a sekvenace se provadi z ptivodni molekuly. Mezi komer¢né
nejvyznamnéjsSi zastupce metod treti generace patfi technologie od spoletnosti
Pacific Biosciences a Oxford Nanopore. [18]

Pfi pouziti metody Oxford Nanopore je jednoretézcova molekula DNA
elektroforeticky translokovana mikroskopickym pérem (> 1,2 nm) na syntetické
membrané. Nanopdéry mliZeme rozdélit na biologické a syntetické nanopdry solid-
state. Biologické nanopd6ry maji velmi dobfe prozkoumanou strukturu a miiZzou byt
cilenou mutagenezi modifikovany [19]. Biologicky nanopér je vytvoreny
z upraveného a-hemolysinového poéru, ktery ma pripojenou exonukledzu na
extracelularni ploSe poéru. Kvnitinimu povrchu pdru je kovalentné pripojen
synteticky cyklodextrinovy senzor. Tento systém je umistén do syntetické lipidové
dvojvrstvy. [33]

Oproti tomu solid-state nanopdry jsou vyrabéné litografickymi metodami v
pevnych substratech. Nejvice jsou pouzivany membrany na bazi kfemiku (SiN, Si2N,
SisN4, SiO2), skla ¢i grafenu. Tyto nanopéry jsou na rozdil od proteinovych biopért
mnohem vice mechanicky, chemicky a teplotné stabilni. Lze si libovolné vybrat
velikost i tvar p6ru, nevyhodu predstavuje velmi sloZzita reprodukovatelnost. Péry

navic disponuji vétsi kapacitanci a Sumem. [19]
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Zménou koncentrace soli na obou stranach membrany (vnéjsi-cis, vnitini-
trans) je na membranu privedeno napéti. V pripadé, Ze je na cis stranu nanopdru
nanesen DNA retézec, exonukleaza Stépi jednotlivé nukleotidy, které prochazi diky
vzniklému iontovému proudu pfes nanopor. [33]

lontova vodivost je v nejuzsi oblasti nanopo6ru zvlasté citliva na pritomnost
hmoty nukleotidové baze i na jeji pridruzené elektrické pole, proto je pravé toto misto
pouZito jako snimaci oblast [11]. KaZda DNA baze pfi prlichodu specificky narusuje
iontovy proud, coZ je vyhodnocovano citlivymi snimaci pristroje. V dany okamzik
snimace zjisti miru naruSeni iontového proudu a na zakladé toho ur¢i, jaka baze pravé
membranou prochazi. [18][33]

Avsak i to nejmensi napéti posouva kazdou bazi pres snimaci oblast za méné
neZ ~ 1-10 ms. Identifikace bazi vSak vyZzaduje vy$8i pomér signal-Sum, coZ neni
moZné dosahnout za vice nez 10 ms. DosaZeni vy$Siho poméru signalu k Sumu
vyZaduje, aby kazda baze spocivala v oblasti snimani nanopdru po dobu vice jak 100
ms. Tento problém se feSi enzymaticky s vyuZzitim specifickych DNA polymeraz, které
kontroluji translokaci DNA pres nanopor. PouZzity enzym ma tak vliv na presnost
celého sekvenovani, a pravé v této fazi sekvenace nastava i v soucasné dobé nejvice
chyb. Aktivita enzymu je totiZ stochasticka, proto jsou intervaly posunu DNA
variabilni. Z toho divodu miiZe dojit k velmi kratkému pozdrzeni baze v oblasti
snimani a dana baze tak neni identifikovana a dochazi k deleci ve vznikajicim retézci.
[11]
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Q,,

Nanopdr

cis

F

) ) trans
Vysoka koncentrace soli

Molekuly nukleotid

Obr. 3.2 Oxford Nanopore - membrana s nanopdrem [33]

Metoda Oxford Nanopore vSak dokaZe sekvenovat aZ 150 tisic bazi v ramci
jedné analyzované molekuly DNA a vytvari tak velmi dlouhé useky osekvenované
DNA, coZ ma své vyhody hlavné pii sekvenovani celych genomt [11]. Sekvenovani

s vyuzitim nanoporu nepotrebuje znaceni drahymi fluorescentnimi reagenty ani
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nakladné CCD kamery pro snimani z optickych ¢iptli, coz déla tuto metodu cenové
velmi privétivou [31]. Urcitou nevyhodou je pomérné vysoka chybovost, ktera se
pohybuje okolo 10 aZ 15 % [18]. Vsoucasné dobé lze vSak sekvenovat taky
dvouvlaknovou DNA svyuzitim enzymu helikazy, ktera dvouvlakno rozpléta - 2D
Cteni, presnost sekvenace je tak zvySena. [11]

Dals$i vyhodu sekvenatorii Oxford Nanopore predstavuje rozmér pristroje.
Spolecnost poskytuje mala kapesni zarizeni (MinlON), ktera se mohou pres USB
pripojit k pocitaci po celém svété a byt vyuzita k sekvenaci. V roce 2015, v zapadni
Africe byl tento pristroj pouZit naptiklad pro sekvenovani viru Ebola primo v terénu

po vypuknuti epidemie krvacivé horecky zplisobené timto virem. [18]

24



4 METODY DETEKCE CNV

Problematika detekce variability poctu kopii (CNV) segmentii DNA je pro tuto praci
stéZejni, proto ji vénuji celou kapitolu.

V roce 2003 bylo dosazeno detekce CNV v celém genomu pomoci presnéjSich
pristupli zaloZenych na srovnavaci genomové hybridizaci (array-CGH) ¢i
jednonukleotidovém polymorfismu (SNP). Tyto pristupy vSak trpély nékolika
nevyhodami, vCetné hybridiza¢niho Sumu, omezeného pokryti genomu, nizkého
rozliSeni a obtiZnosti pfi detekci novych a vzacnych mutaci. [39]

V poslednich letech se vSak rozvinuly techniky sekvenovani nové generace
(NGS), diky kterym lze analyzovat sekvenacni data s vysokym rozliSenim [3]. Silna
poptavka po analyzach CNV na bazi NGS podpofrila vyvoj ¢etnych vypocetnich metod
a nastrojl pro detekci CNV. Od roku 2005 nékolik komercnich platforem, véetné
platforem 454 Life Sciences, Illumina, Inc. a Life Technologies, bezprecedentné
zvySilo vykonnost generovani ¢teni a presnost volani bazi, cozZ umoZnilo sekvenaci
genomi za mnohem niZsi cenu a rychlejsi dobu. [39]

Vétsina soucasnych algoritmil byla testovana na eukaryotickych (konkrétné
lidskych) genomech, avSak mechanismus tvorby strukturnich variabilit v
eukaryotech i prokaryotech se zda obdobny, proto mohou byt nastroje a algoritmy v
podstaté aplikovany i na studium SV v prokaryotech s ur¢itymi omezenimi [27]. Je
totiZ potfeba brat v uvahu, Ze prokaryota jsou organismy neurcité ploidie ve srovnani
s lidskymi diploidnimi genomy. Vyklad v poctu kopii se proto miiZe riiznit. U lidskych
genomi by pocet kopii 1,5 znamenal, Ze dany segment mél dvé kopie na jednom
chromozomu, ale jen jednu kopii na druhém. U bakterii by se interpretace liSila druh
od druhu v zavislosti na poctu sad chromozomt. Bakterie se totiZ Casto nachazi
vrizné fazi délictho cyklu, a jsou navic schopny replikovat chromozomy daleko
rychleji, neZ je samotny proces déleni, coz se odrazi v sekvenacnich datech DNA.
Vysledny pocet kopii je ovlivnén také rlistovymi mechanismy bakterie, naptiklad pfi
procesu replikace vznikajicim gradientem poctu kopii v zavislosti na vzdalenost od
replika¢niho pocatku. Nejen z téchto diivodii se v poslednich letech zacaly vyvijet
nastroje piimo pro detekci CNV v prokaryotickych organismech. [5]

V nasledujici podkapitole je uveden obecny prehled metod pro odhalovani CNV.
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4.1 Laboratorni metody

4.1.1 Mikrocipy

MikrocCipy byly hnacim motorem experimentalniho objevovani a genotypizace CNV.
Tyto metody jsou reprezentovany komparativni genomovou hybridizaci na ¢ipu
(array-CGH) a SNP mikrocipy. Obé technologie zaloZené na hybridizaci odvozuji zisky
nebo ztraty poctu kopii ve srovnani s referen¢nim vzorkem nebo populaci, ale 1isi se
v detailech a aplikaci molekularnich testli. Mikrocipy nabizeji vyraznou vyhodu,
pokud jde o vykon a ndklady. Rozsahla aplikace pristupti zaloZenych na hybridizaci u
tisici normalnich i nemocnych vzorki poskytla prvotni pohled na oblast vétsich CNV.

2]

4.2 Komparativni genomova hybridizace na Cipu

CGH platformy na Cipu jsou zaloZeny na principu komparativni hybridizace dvou
fluorochromem znacenych vzorkii (testovaci a referentni) se souborem
hybridiza¢nich standardl (typicky dlouhé oligonukleotidy nebo bakteridlni umélé
chromozomové klony BAC). Kazdy oliogonukleotid ma své presné umisténi v ramci
miiZky mikroc¢ipu a mlZe predstavovat urcity gen ¢i jeho usek. Na zdkladé hodnot
intenzit testovaci a referen¢ni DNA je sestaven CGH profil v podobé krivky vyjadiujici
pomeér intenzit obou fluorochromi v priibéhu kazdého chromozomu. Pomér signalt
se pak pouZije jako zastoupeni pro pocet kopii. Dilezitym hlediskem je vliv
referen¢niho vzorku na profil poctu kopii. Naprtiklad kdyZ je vySetfen pouze jeden
vzorek, ztrata v referen¢nim vzorku je nerozeznatelna od zisku v testovaném vzorku.
Z tohoto diivodu je dobte urcena reference klicem ke spravné interpretaci array CGH
dat. [2] [24]

V soucasné dobé jsou Roche NimbleGen a Agilent Technologies hlavnimi
dodavateli genomovych CGH platforem na ¢ipu a rutinné produkuji polesaz 2,1a 1
milionem oligonukleotid{i (50-75 merii) na mikrocip. Detekce CNV typicky vyZaduje
signal z alesponi 3 aZ 10 po sobé jdoucich prizkumi, v diisledku toho mohou SNP a
CGH mikrocipy rutinné detekovat kdekoli od desitek do nékolika stovek udalosti na
genomu v zavislosti na pouzité platformé. Dvé studie nedavno pouzily pole s ultra-
vysokym rozliSenim (sondy 24M aZ 42M) pro detekci SV zaloZené na array CGH ve
vzorcich jednotlivci z HapMapu (projekt, jehoZ cilem je identifikovat a katalogizovat
odliSnosti v jednotlivych pozicich v lidské populaci). Ackoli takovato pole s vysokou
hustotou nejsou pro velky pocet vzorkl prakticka (bylo pouZito 30 a 40 vzorki v
téchto studiich), tyto pristupy umoznily objeveni CNV aZ na urovni 500 bp, s misty
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zloml dostate¢né presnymi, aby umoZnily identifikaci sekven¢nich motivi v
podmnoZiné variabilit. [1]

Pristup komparativni genomové hybridizace na ¢ipu ma omezenou schopnost
rozliSovat rozdily v poctu kopii, zejména proto, Ze se zvySuje pocet duplikovanych
genl a rozdil v poctu kopii vzhledem k referen¢nimu genomu se stava mizivé maly.
[1]

Testovana DNA Referencéni DNA

OOOOOOO OO
,500 Oopoo

OO0

Zisk v testované DNA Ztrata v testované DNA

Obr. 4.1 Schéma aCHG [24]

4.2.1 SNP mikrocipy

Cipy na bazi jednonukleotidového polymorfismu (single-nucleotide polymorphism)
jsou také zaloZeny na hybridizaci, s nékolika kliCovymi rozdily od technologii CGH. Za
prvé, hybridizace se provadi sjedinou testovaci DNA na mikroCip a log-
transformované poméry se vytvori shlukovanim intenzit mérenych z kazdé sondy
napfi¢ mnoha vzorky. Za druhé, platformy SNP vyuZivaji sondy, které jsou specificky
navrzené tak, aby byly schopné rozliSit jednonukleotidové polymorfismy mezi
sekvencemi DNA, a to bud’ metodami prodlouZeni o jednu bazi - Single-base-
extension (Illumina) nebo diferencialni hybridizaci (Affymetrix)[1]. Ackoli tato pole
byla ptivodné navrZena pro jednoduché genotypizace SNP, stale vice se ,téZi“ pro
analyzu CNV opétovnou analyzou informaci o intenzité sondy [37].]ednou z klicovych
nevyhod je to, Ze na jednu sondu maji SNP mikroCipy tendenci nabizet niz§i pomér
signal-sum neZ nejlepsi platformy CGH na Cipu. Klicovou vyhodou mikrocipti SNP je
vSak pouziti SNP alel-specifickych sond pro zvy$eni citlivosti na CNV, rozliSeni alel a

identifikaci oblasti uniparentalni disomie. [1]
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4.2.2 Single-molecule analyza

Pristupy microarray nemohou identifikovat balancované strukturalni variability,
nebo v pripadé duplikace urcit umisténi duplikované sekvence. Pochopeni struktury
a umisténi tradi¢né vyzaduje vizualizaci na urovni jedné molekuly. Prvni pohledy na
béZné a vzacné strukturni variability genomu poskytly pristupy, jako je fluorescencni
in situ hybridizace (FISH), FISH provedena na vlakné a spektralni karyotypizace.
Nizka vykonnost a nizké rozliSeni vS§ak omezuji jejich pouZziti na vice jednotlivct a na
zvlasté velké strukturdlni rozdily (~ 500 kb aZ 5 Mb). Pro zlepSeni rozliSeni a
Skalovatelnosti vyviji mnoho firem metody pro pfimou vizualizaci struktury v
“nataZenych” fragmentech DNA ve velkém meéritku. Napriklad optické mapovani,
technika ptivodné vyvinuta pro analyzu kvasinkovych genom, byla nedavno pouZita
na analyzu SV lidského genomu. Tato vykonna technologie umoZiiuje jemnou
strukturalni analyzu genom{, detekci inverzi a translokaci, jakoZ i zmény poctu kopii
a jejich umisténi. PrestoZe je technika schopna detekovat nové inzerce, je omezena
svou zavislosti na referen¢nim genomu a v soucasné dobé ma velmi omezenou
vyrobni kapacitu. [1]

Metoda DNA barcodingu je slibnou alternativou, ktera jednoho dne umozni
vysoce vykonnou detekci balancovanych strukturdlnich variabilit. Tyto metody
zahrnuji skenovani fluorescen¢né znacené molekuly DNA a pouzZiti SNP-specifického
znaceni natazené DNA pro rozliSeni haplotyp.[1]

Podobné i absolutni odhady poctu kopii provedené amplifikaci jednotlivych
molekul pomoci emulzni PCR nebo single - molecule sekvenace lidskych genomfi

nabizeji obrovsky potencial pochopit strukturalni zmény na bunécné trovni.[1]

4.3 Pocitacové metody

Prichod technologii sekvenace nové generace (NGS) slibuje revoluci ve studiich
strukturalnich variabilit, a nakonec nahradi mikroCipy jako platformu pro jejich
objevovani a genotypizaci. Pristupy NGS vSak predstavuji znatné vypocetni a
bioinformatické vyzvy.[1]

Takovou vyzvou miiZe byt naptiklad nejednozna¢nost v mapovani ¢teni. Pro
zlepSeni tohoto zkresleni je tfeba delSich Cteni a insertl ke zvySeni specificity v
mapovani ¢teni. Odhaduje se vsak, Ze zhruba 1,5 % lidského genomu nelze jedine¢né
pokrytani pri délce ¢teni 1 kbp. Dal§im problémem je sekvenac¢ni pokryti, definované
jako priimérny pocet toho, kolikrat je kazdy par bazi v genomu reprezentovan v
zarovnaném cteni. Sekvencéni pokryti je diileZitym faktorem pro dosaZeni vysoké
citlivosti a specificity detekce SV. [1]
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Mezi nejvétsi vyhodu NGS pristupu patii to, Ze je mozné objevit celou Fadu tiid
variabilit pomoci jediného sekvenacniho experimentu. Mezi daldi plusy patii také

e

vySsi pokryti a rozliseni, presnéjsi odhad poctu kopii, presnéjsi detekce mist zlomt
oproti hybridizatnim metodam a vysSi schopnost identifikovat nové CNV [39]. Kromé
toho jsou sekvenacni data do zna¢né miry objektivni a predstavuji potencial pro
pochopeni kompletniho spektra genetické variability. Analyza celého genomu je
moZna bez apriornich informaci, specificita a linearni dynamicky rozsah odezvy dat
NGS nabizi mnoho vyhod pro odhad poctu kopii. Metoda zaloZena na hloubce ¢teni
miZe presné odhadnutabsolutni pocet kopii duplikovanych oblasti lidského genomu.
Popis absolutnich poctl kopii a schopnost rozliSovat mezi paralognimi kopiemi
duplikovanych genovych rodin jsou nezbytné k lepSi genotypizaci téchto
dynamickych oblasti genomu, coZ je zase nezbytné pro pochopeni fenotypového

ucinku duplikaci a jejich evolu¢ni vyznam. [1]

Surova parova cteni
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Obr. 4.2 Zakladni vypocetni metody pro detekci CNV [1]

Existuji ¢tyfi obecné typy strategii (Obr. 2.2), z nichZ vSechny se zaméruji na

mapovani sekvenacnich cteni k referentnimu genomu a nasledné identifikuji
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nesouhlasné charakteristické rysy nebo vzory, které jsou piiznacné pro rtizné tridy
strukturnich variabilit. [20]

4.3.1 Metoda vyuzivajici parova cteni

Jako pair-end cteni nazyvame dvé Cteni osekvenovana od zacatku a konce stejné
molekuly, oblast mezi nimi nazyvame inzert. Metody parovych ¢teni hodnoti rozsah
a orientaci Cteni se sparovanymi konci (Paired-end mapping, PEM) a shlukuji ta pair-
end cteni, ve kterych vzdalenost (velikost inzertu) a/nebo orientace namapovanych
part ¢teni je v rozporu s referen¢nim genomem. V zadsadé lze detekovat vétSinu tiid
variaci. Parova cteni, ktera jsou mapovana priliS daleko od sebe, urcuji delece, a ty,
ktera jsou nalezena prili$§ blizko u sebe, poukazuji na inzerce. Neshody v orientaci
mohou znamenat inverze a specifickou tiidu tandemovych duplikaci. Parova ¢teni, ve
kterych se pouze jeden konec shlukuje a druhy konce se nemapuje k referenci, byly
pouzity koznacCeni variabilnich sekvenci, které nejsou zahrnuty v referen¢nim
genomu (nové inzerce). [1][23]

Pristupy typu read-pair jsou vykonné, ale feSeni nejednoznacnych prirazeni
pfi mapovani v opakujicich se regionech je naro¢né. Ta cteni, ktera jsou mapovana na
vice mist jsou Casto ignorovana, coZ ztéZuje detekci variabilit v repetitivnich
oblastech genomu [23]. Pfesnda predikce mist zlom SV zavisi na pevném rozloZeni
velikosti fragmentii, coZ ma vliv na obtiZnost a ndklady tvorby knihovny. Na zakladé
typickych velikosti fragmentti NGS je vice neZ 90 % objevenych udalosti menSich neZ
1 kb a vétSina z nich jsou spiSe delece neZ inzerce. Problémem jsou vSak mensi delece,
které nepiekracuji velikost samotnych ¢teni nebo naopak inzerce vétsi neZ priimérna
velikost inzertu genomové knihovny. [1][23]

V dnesni dobé existuje mnoho vypocetnich nastrojlii zaloZenych na pristupu
typu read-pair, vcetné PEMer, VariationHunter, BreakDancer, MoDIL, MoGUL,
HYDRA, Corona a SPANNER. [1][23]

Skovgaard (Skovgaard et. al, 2011) ptedstavil novy zplisob vyuZiti technologie
Variation Hunter, kdy ji kombinoval s analyzou poctu kopii templatové DNA v rychle
rostoucich bakterialnich kulturach E.coli. Namisto mapovani c¢teni ziskanych ze
stacionarni kultury, kde je pocet kopii konstantni, ziskali kontrastni chovani ¢teni z

DNA exponencialné rostoucich kultur, coZ potvrdilo pritomnost velkych inverzi. [27]

4.3.2 Metoda zaloZena na hloubce ¢teni

Hlavné diky velkému mnoZstvi cteni s vysokym pokrytim, které poskytuji
sekvenatory nové generace, se metody zaloZené na hloubce Cteni (read depth - RD) v

posledni dobé staly hlavnim pristupem k odhadu poctu kopii. Zakladni hypotéza
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metod zaloZenych na RD spociva v tom, Ze hloubka pokryti v genomické oblasti je v
korelaci s po¢tem kopii v dané oblasti. [39]

Pristupy postavené na hloubce cteni predpokladaji nahodnou (typicky
Poissonovou nebo modifikovanou Poissonovu) distribuci v hloubce mapovani a
zkoumaji odchylky od této distribuce k objeveni duplikace a delece v sekvenovaném
vzorku. Duplicitni oblasti budou vykazovat vyrazné vySsi hloubku Cteni a delece
budou vykazovat sniZenou hloubku ¢teni ve srovnani s duplikovanymi oblastmi. [23]

Pristupy read-depth vyuzivajici data NGS byly poprvé pouzity pro definovani
prestavby genetické informace u rakoviny, segmentové duplikace a sestaveni mapy
absolutniho poctu kopii v lidskych genomech. Pristup zaloZeny na hloubce cteni
dokaZe pomérné presné predpovédét absolutni pocet kopii, coZ postradaji nastroje
zaloZené na rozdélenych ¢i parovych Cteni, které pracuji naopak s informaci o poloze.
Rozli§eni mist zlomu je vSak touto metodou ¢asto nedokonalé. Metody zaloZené na
RD se v zasadé ridi postupem ve Ctyt krocich k nalezeni CNV: mapovani, normalizace,
odhad poctu kopii a segmentace. V kroku mapovani jsou kratké Cteni zarovnany s
referencnim genomem a hloubka ¢teni se vypocita podle po¢tu mapovanych cteni v
preddefinovanych oknech. Hloubka pokryti musi byt vdaném okné shodna, ale
v porovnani s hloubkami pokryti sousednich oken musi byt zna¢ny rozdil. Druhy krok
se zaméfuje mimo jiné na normalizaci a korekci potencialnich zkresleni v hloubce
¢teni zplisobenych zejména obsahem GC a repetitivnimi oblastmi genomu. S
normalizovanymi hloubkami Cteni je ukolem tfetiho kroku odhadnout presny pocet
kopii podél chromozomu, aby se stanovil zisk nebo ztrata. Nakonec se slouci
genomické oblasti s podobnym poctem kopii[39]

Metody, které se pokousi objevit men3i delece a duplikace pri lepSim rozliSeni
bodu zlomu, zahrnuji algoritmus EWT (event-wise-testing) a CNVnator. [39]

Mezi RD metody patii SegSeq, PEMer, VariationHunter, MoDIL, Pindel, BreakDancer
a ABI SOLiD softwarové nastroje.[23]

4.3.3 Metoda zaloZena na rozdélenych cteni

Metody zaloZené na rozdélenych cteni - split-reads (SR) jsou schopny detekovat
delece a malé inzerce aZ na urovni jednoho paru bazi a byly nejprve aplikovany na
delSi Sangerova sekvenacni ¢teni. Metody SR pouZivaji par Cteni, ve kterém je jedno
¢teni zarovnano s referen¢nim genomem, zatimco druhé ¢teni neni mapovano viibec,
nebo jen ¢aste¢né. Nenamapovana cteni jsou rozdélena na vice fragmentd. Prvni a
posledni fragmenty kazdého rozdéleného Cteni jsou pak samostatné zarovnany s
referencnim genomem. Nepretrzity usek mezer ve Cteni indikuje deleci, usek mezer v

referenci indikuje inzerci. Tento krok pfremapovani proto poskytuje pfesné pocatecni
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a koncové polohy inzerci ¢i deleci. Roz$ifeni tohoto pristupu miiZe také detekovat
inzerce mobilnich elementli (MEI), pokud jsou Cteni dostate¢né dlouhd, aby
preklenula mobilni element (napfiklad > 400 bp pro Alu prvky), a charakterizovala
tak obsah celé sekvence. [39]

Algoritmy split-read slouZi pro detekci Sirokého rozsahu trid SV s pfesnym
rozliSenim mist zlomu. Nicméné je tato metoda v sou¢asné dobé spolehliva pouze v
unikatnich oblastech genomu. [39]

Algoritmus Pindel byl prvni metodou zaloZenou na SR kidentifikaci mist
zlomi velkych deleci (1 bp - 10 Kb) a stfedné velkych inzerci (1 - 20 bp). Mezi dals{
nastroje zaloZené na metodé rozdéleného cteni patii Alignment with Gap Excision
(ACE), split-read identification, calibrated (SRiC) a SLOPE. [39]

V roce 2012 Sun a kol. (2012) pouZil 454 pyro-sekvenovani v kombinaci s
vypocetni metodou ,split mapping“ k detekci spontanné se vyskytujicich preskupeni
genomu (SGR) z rychle rostouci kultury Salmonella sp. Body zlomu byly stanoveny s
rozliSenim jednotlivych parti bazi, experimentalni ovéieni zlomi SGR bylo provedeno

hybridizaci s vyuZitim zamkové sondy. [27]

4.3.4 Metoda zaloZena na sestaveni sekvence

Na rozdil od pristupti RD, PEM a SR, které nejprve zarovnavaji ¢teni NGS se znamym
referen¢nim genomem pied samotnou detekci, metody zaloZené na sestaveni
sekvence (sequence assembly, AS) nejprve rekonstruuji fragmenty DNA, tj. kontigy, z
kratkych c¢teni spojenim prekryvajicich se ¢teni. Porovnanim sestavenych kontigl
s referenci se identifikuji genomické oblasti s riiznymi pocty kopii. Pfimé sestaveni
kratkych Cteni bez pouziti reference se nazyva de novo assembly. Pri sestaveni
sekvenci se miiZe také pouZit referenc¢ni genom jako pomocnik ke zlepSeni vypocetni
ucinnosti a kvality kontigu.[39]

Metody AS potencialné poskytuji nestranny pristup k objevovani novych
genetickych variabilit sahajicich od urovné jednoho paru bazi po velké zmény
struktury. Metody AS se vSak v detekci CNV u eukaryotickych genomi pouZivaji jen
ziidka, a to z dlivodu nizké kvality sestavenych kontigti a velkych naroktl na vypocetni
zdroje.[39]

Sestaveni sekvenci vSak slibuje, Ze bude nejvSestrannéjSi metodou diky
porovnani dvou genomdi. Je potfeba ovSem vyfteSit problém oblasti repetic a
duplikaci, ve kterych sestaveni ¢asto selhava. Jeho aplikace na detekci SV neni rutinni
a bude vyzadovat podstatny vyvoj. [1]

Znamé algoritmy de novo sestaveni pro data pochazejici z nové generace
celogenomového shotgun sekvenovani (NG-WGS) zahrnuji EULER-USR, ABySS,
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SOAPdenovo a ALLPATHS-LG. Za pouziti assembleru Cortex lze sestaveni genomu
provést zcela de novo nebo s rliznym stupném informaci z reference. Cortex ma také
tu schopnost sestavovat vice genomil zaroven a prirazovat SV mezi vzorky bez
potifeby reference. NovelSeq sluCuje metody de novo a lokalniho sestaveni k
charakterizaci novych sekven¢nich inzerci, cilem TIGRA je zlepSit odhady mist zlomf

pfi objevovani SV. [2]

4.3.5 Kombinované pristupy

Zadny ze ¢yt hlavnich piistupii k objevovani strukturalnich variabilit pomoci
sekvencnich dat neni komplexni. KdyZ je na stejné vzorky DNA aplikovano mnoho
algoritm@i a experimentalnich metod, zilistdva vyznamnd ¢ast uznanych variabilit
jedinecna pro konkrétni pristup. Kazdd metoda ma rizné silné a slabé stranky v
detekci, v zavislosti na typu variability nebo vlastnostech sekvence v misté SV. Toto
uvédoméni vedlo nedavnému vyvoji nastroju, které zaclenuji vice metodik najednou pro
zlepSeni citlivosti a specificnosti. [1]

Prikladem jsou nastroje SVDetect, CNVer, genom STRiP, GASVPro a inGAP-sv, které
kombinuji pristupy read-pair a read-depth riznymi zpusoby, aby spolehlivéji detekovaly
CNV [39]. Napriklad algoritmus mrFAST byl navrhnut k efektivnimu mapovani
velkého mnoZstvi kratkych ¢tenich k referen¢nimu genomu a vypoctu presné hloubky
Ctenl. Zaméruje se zejména na to, aby byla ¢teni mapovana na vSechny moZné pozice
vreferentnim genomu, aby mohl predpovédét absolutni pocet kopil i
v duplikovanych sekvencich. [2][1]
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5 ALGORITMUS DETEKCE CNV

V praktické casti diplomové prace jsem se zamérila na navrh algoritmu pro detekci
CNV. Algoritmus je zaloZen na hloubce ¢teni a pracuje tedy se soubory obsahujicimi
pokryti genomu (anglicky coverage). Coverage soubor poskytuje pocet sefazenych
Cteni na kazdé pozici referen¢ni sekvence. Jak uz bylo popsano v teoretické Casti
(kap.4.3.2), tseky s vétsi hloubkou ¢teni mohou naznacovat vyskyt duplikaci, naopak
useky s menSi hloubkou Cteni jsou spojeny s vyskytem deleci.

Pokryti Cteni je v8ak ovlivnéno radou zkresleni — neurcitost v mapovani ¢teni,
zkresleni poctu kopii z diivodu rtizné faze bunék v replikacnim cyklu, a zejména pak
obsah guaninu a cytosinu majici hlavni vliv na pokryti ve vSech soucasnych
platformach sekvenovani [5]. Detekci CNV usekili proto predchazi GC normalizace.
Samotny algoritmus detekce CNV je zaloZen na metrice zvané z - skdre. Z - skore
kaZzdé hodnoté pokryti prifazuje pocet smérodatnych odchylek od priiméru celého
pokryti. Jako CNV usek je detekovana kazda pozice, jejiZ z - skore spliiuje stanoveny
prah. Dale je na signal aplikovano posuvné okno, které zaruci, Ze detekované useky
maji minimalni nastavenou délku. Aby bylo mozné zhodnotit uspésnost detekce, byl

vytvoren umély dataset, na kterém je navrzeny algoritmus otestovan.

5.1 GC normalizace

Zkresleni obsahem GC popisuje zavislost mezi pottem GC voblasti a poctem
fragmentll (pokryti, hloubka Cteni) do této oblasti mapovanych. Vztah mezi GC
obsahem a poctem fragmentii byl popsan jako unimodalni - zastoupeni fragmentti
bohaté ¢i chudé na obsah GC je niZsi od priiméru. Zkresleni je povaZovano za artefakt
spojeny s procesem PCR, vznikajici zejména béhem kroku pripravy knihovny [5].
Toto zkresleni vSak neni mezi jednotlivymi genomy jednotné a neexistuje shoda
ohledné nejlepSi metody pro jeho odstranéni.[5]

JelikoZ deteké¢ni algoritmus, navrZeny v této praci, je zaloZeny na hloubce Cteni,
je GC obsahem ovlivnéna i tato analyza CNV. Z toho dlivodu je pied detekovanim CNV
useki na signal nesouci pokryti ¢teni aplikovana GC normalizace.

Pouzita normalizace je odvozena z jiZ nevrZené metody (Jugas et al,, 2019).
Nejprve je v klouzavém, prekryvajicim okné o dané velikosti (70 bp) spocitan obsah
guaninu a cytosinu. Dale je pro kazdou hodnotu GC obsahu spo¢itan median hloubky
¢teni. To znamend, Ze naptiklad pro hodnotu GC obsahu 5 jsou nalezeny vSechny
pozice se stejnym GC obsahem, na téchto pozicich je ziskan median hloubky cteni a
zapsan do preddefinované tabulky. Timto postupem je vypocitan median pokryti pro
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vSechny hodnoty GC obsahu. Nasledné je korigovano pokryti na vSech pozicich

signalu s hloubkou ¢teni vétsi jako 5 dle nasledujiciho vzorce [6]:

mRC
RCF°™ = RC; X ——. 51
L l mRCGCi

Hodnota pokryti je korigovdna vahovanim ptvodni hodnoty pokryti cteni
podilem celkového medianu pokryti ¢teni a medianu pokryti ¢teni se stejnym
obsahem GC. RCi ve vzorci predstavuje i - tou hodnotu pokryti ¢teni (RC - read
coverage), mRC je median pokryti ¢teni celého signalu, mRCqci je median hodnot
pokryti Cteni s odpovidajicim obsahem GC a RCiT je korigovand hodnota pokryti
Cteni na pozici i. Diky pfepoctu hloubky ¢teni na jednotlivych pozicich je tato metoda
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Obr. 5.1 GC normalizace

5.2 Detekce CNV

Detekce CNV zaloZend na z - skdre predstavuje jednoduchou a pomérné presnou
metodu, ktera se jiZ osvédcila v nékolika studiich (Nord et al,, 2011; Tolhuis, Karten,

2018; Derouault et al.,2020). Z - skére byva ¢asto pouZzivano v kombinaci s dal$imi
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metrikami, jako je CNV podil ¢i variantni alelova frekvence (VAF) [7]. Tyto dvé
metriky vSak vyZaduji pro vypocet kontrolni vzorky. Z toho diivodu se v této praci
spokojime pouze s vypoctem z - skore.

Postup detekce CNV je shrnut ve schématu (Obr. 5.2). Detekce je aplikovana na
signal, ktery byl normalizaci ¢aste¢né zbaven GC zkresleni. Z - skére kazdou pozici
normalizovaného pokryti prevadi na pocet smérodatnych odchylek vzdalenych od

celkového priiméru signéalu dle nasledujiciho vzorce:

Z — score; = nRCi%”. 5.2

Z — score; predstavuje vypocitané z-skdre na pozici i, nRC; je normalizované
pokryti ¢teni na pozici i, u predstavuje priimér celého signdlu a o smérodatnou
odchylku.

Jako odpovidajici pocet smérodatnych odchylek, poukazujici na vyskyt CNV
useku, se uvadi hodnota v rozmezi 4-5 (Xu et al,,2015; Nord et al,, 2011; Tolhuis,
Karten, 2018). Kladna hodnota tohoto prahu (prah1) znaci duplikaci, naopak zaporna
hodnota ukazuje na deleci. Pri aplikaci detekce na realna data vSak byla zaporna
hodnota vrozmezi 4-5 pro detekci deleci prili§ nizka. JelikoZ vSak vzdy zndme
minimalni hodnotu z-skoére (pokryti nulové), byl prah pro detekci deleci nastaven na

85 % z této minimalni hodnoty.

Vstup:

Pokryti cteni
min. délka CNV GC normalizace Z - skére
prahl

prah2

Vystupni signal:

1 - duplikace Aplikace okna
. ' Spojeni CNV - kontrola Prahovani
0 beé,:ll\\fkytu pol minimalni
délky CNV

-1 - delece

Obr. 5.2 Schéma algoritmu detekce CNV

Vystupni signal pak obsahuje +1 na pozicich duplikace, -1 na pozicich delece a
nuly na ostatnich pozicich. Na tento signal je dale aplikovano posuvné okno o
nastavitelné velikosti. Okno klouZe po signalu pozici po pozici a jeho velikost udava

minimalni délku CNV useki. Pouze pozice signalu, které naplni okno v poZadovaném
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rozsahu, jsou propustény na konecny vystup. Volitelnym prahem (prah2) miiZeme
urcit, zda detekovanym CNV usekem musi byt naplnény cely rozsah okna, nebo jen
jeho procentualni ¢ast. V tom pripadé je v okné povolen vyskyt i nulové hodnoty, ne
vSak na pocatetni a konelné pozici segmentu, aby nedochazelo k jeho faleSnému
prodluZovani. Tento krok miiZe zabranit pred¢asnému ukonceni CNV tuseku z diivodu
lokalniho poklesu hodnot pokryti.

Dal$im krokem, zvySujicim robustnost proti lokdlnim poklestim, je moZnost
volby spojeni CNV usekii. CNV tseky, které jsou od sebe oddéleny mezerou kratsi, nez
je povolena délka, a navic priimérnd hodnota z - skdére této mezery dosahuje
zvoleného prahu, jsou tyto useky spojeny do jednoho CNV segmentu.

Algoritmus dale zahrnuje funkci pro vystiihnuti CNV tsekl zreferenc¢ni

sekvence na zakladé zjisténych souradnic a uloZeni do fasta souboru.

5.3 Testovani algoritmu detekce na umélych datech

Postup testovani algoritmu je znazornén na obrazku (

Obr. 5.3).

- Sekvence s pfidanymi/odebranymi b
referencni sekvence Useky CNV na danych soufadnicich Matla
|

duplikace delece
]
I I I
— -
— —’ « —— ——
1 | [ | LW
| N | |
mapovani ¢teni k plvodni referenci, tvorba Cteni
zisk souboru s pokrytim sekvence ; -
art-illumina
BWA
SAMTOOLS

Obr. 5.3 Testovani detekce

Pro otestovani algoritmu detekce byl vyuzit umély dataset, ktery byl vytvoren na
zakladé ¢lanku CNOG pro (Brynildsrud etal., 2015), a ktery pracuje s osekvenovanym
genomem bakterie Staphylococcus aureus TWZ2.

Do referen¢ni sekvence bylo v Matlabu vloZeno ¢i odebrano 30 usekii DNA na
danych souradnicich. DalSi zpracovani probihalo na virtualnim stroji s opera¢nim
systémem Xubuntu, pouZzita verze 18, s nastavenim 4 jader CPU a 16 GB RAM. Z
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obohacené sekvence o useky CNV byla vytvorena sada Cteni s vyuZzitim nastroje art-

illumina. Jedna se o nastroj generujici synteticka sekvenacni Cteni na principu

[llumina sekvenatord [16].

Tabulka 1.: Parametry nastroje ART-illumina

Cteni Parova, 76 bp
Priimérné pokryti 100 x

Délka insertu 500 bp
Smérodatna odchylka 100
Sekvenacni systém HiSeq 2500

Puvodni signal

A S N T N A

Obr. 5.4 Detekce CNV v testovacim datasetu, minimalni délka CNV 15 bp
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Na Cteni byly nasledné aplikovany nastroje SAMtools a BWA. BWA (Burrows-Wheeler

Aligner) je softwarovy balictek, ktery vyuZziva zpétného vyhledavani s Burrowa-

Wheeler transformaci k mapovani kratkych sekvenacnich c¢teni kvelkému

referencnimu genomu [21]. Vtomto piipadé byla c¢teni mapovana k plivodni

referenci, tedy bez obsahu usekli CNV. Déle bylo vyuZivano nastroje SAMtools [20].

Namapovany soubor byl pfeveden pomoci samtools view ze SAM formatu (Sequence
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Alignment Map) do uspornéjsi binarni podoby - formatu BAM (Binary Alignment
Map). Poté byla Cteni sefazena podle vyskytu v referencni sekvenci a také indexovana.
Po aplikaci nastroje samtools depth byl ziskan soubor s pokrytim sekvence, ve kterém
mohly byt CNV detekovany navrzenym algoritmem. Pro urceni pozitivné negativnich
detekci byl stejnym zpiisobem ziskan také soubor s pokrytim sekvence bez obsahu
usekit CNV.

5.3.1 Vysledky

Soufadnice usekli CNV detekovanych navrZenym algoritmem byly srovnany se
znamymi souradnicemi simulovanych CNV tseki a vyhodnoceny. Podrobné vysledky
jsou uvedeny v prilozené tabulce (Vysledky.xlsx), zde jsou uvedeny pouze ty
specifita. Ke stanoveni téchto hodnot je potireba znat pocty skute¢né pozitivnich (TP),
fale$né pozitivnich (FP), skute¢né negativnich (TN) a faleSné negativnich (FN) nalezf.
Senzitivita urcuje pravdépodobnost, Ze detekce bude pozitivni v pripadé vyskytu CNV
(TP/(TP+FN)). Specifita naopak udava pravdépodobnost, Ze detekce bude negativni
na pozicich, kde se Zzadné CNV nevyskytuje (TN/(TN+FP)). Detekce byla provedena

s nasledujicimi parametry (Tabulka 2).

Tabulka 2.: Parametry detekce
GC normalizace 70 bp

Prah 4.65
Minimalni délka CNV 4 /15bp

Procento naplnéni okna 100 %

Spojovani CNV Ne

Na zakladé znalosti umélého datasetu byly zvoleny dvé velikosti okna urcujict
minimalni délku CNV: 4 bp (Tabulka 3) a 15 bp (Tabulka 4). Procento naplnéni okna
bylo nastaveno na 100 %, tedy detekovany usek musel zaplnit okno v celém rozsahu.
S nastavenym oknem 4 bp algoritmus detekoval 27 CNV usekii ze 30, s oknem 15 bp
bylo detekovano o jeden CNV usek méné. V obou pripadech byl CNV tsek na pozicich
{2612863 - 2613755} detekovan jako dva oddélené fragmenty, coZbylo vyhodnoceno
jako jeden skutec¢né pozitivni a jeden fale$né pozitivni nalez. Pro urc€eni specifity byla
detekce aplikovana také na signal s pokrytim sekvence, ktera neobsahovala zZadny
CNV usek. S oknem 4 bp byl detekovan jeden tisek CNV, oknem 15 bp Zadny CNV tsek
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detekovan nebyl. MenSi okno tedy dosahlo vySsi senzitivity, ale niZsi specifity nez
okno dlouhé 15 bp.
Tabulka 3.: VysledKky testovani detekce, okno 4 bp
Detekce CNV minimalni délka 4 bp

s CNV bez CNV
TP FP FN TN FP
27 1 3 29 1

Senzitivita 90% @ Presnost 96,86 % @ Specifita 96,67 %

Tabulka 4.: VysledKy testovani detekce, okno 15 bp
Detekce CNV minimalni délka 15 bp

s CNV bez CNV
TP FP FN TN FP
26 1 4 30 0

Senzitivita 86,67 % Presnost 96,3 % @ Specifita 100 %

Dale byla detekce vyhodnocena z hlediska ur¢eni spravné pozice useku CNV a

také jeho velikosti. Pro vyhodnoceni byla vyuZito nasledujiciho vzorce [38]:

A|L| — A|R]

. 53
>+ delkacny - 100

procento zmény CNV =

Symboly A|L| a A|R| jsou objasnény na nasledujicim obrazku (Obr. 5.5).

posun CNV

——— | | Ge——
zména délky CNV

AL AR AL AR

® skutecné CNV
® detekované CNV

Obr. 5.5 Schéma vyhodnoceni zmény CNV

Vysledky ukazuji, Ze CNV tsek je priimérné zménén o 23,56 %, avsak bereme-
li v potaz pouze Useky delsijako 100 bp, je tato hodnota sniZena na 5,28 %. Pri detekci
dochézelo spiSe k posunu detekovaného CNV tiseku a k chybnému urc¢eni bodii zlomf,

které jsou priimérné zménény o 20 bp. Naopak délka CNV dsekt byla ur¢ena pomérné
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presné. Skute¢na délka CNV useku se od té detekované 1isi priimérné o 4 bp (Tabulka
5).
Tabulka 5.: Vyhodnoceni zmény CNV

Procento posunu/zmény délky 23,56 %

Procento posunu/zmény délky 5,28 %

pro CNV nad 100 bp

Primérny posun za¢atku CNV 17,26 bp

Primérny posun konce CNV 20,69 bp

Primérna zména délky 4,34 bp

Nakonec bylo provedeno také srovnani s CNOGpro metodou, ktera byla
testovana na stejném datasetu. CNOGpro je nastroj navrzeny pro rychlou detekci
variability poctu kopii v prokaryotickém genomu zaloZeny na skrytém Markovovu
modelu [5]. Vysledky jsou uvedeny v tabulce (Tabulka 6).

Obé metody dosahuji stoprocentni specifity, naopak se lisi ve vypocitané
senzitivité. CNOGpro metoda nevykazuje prilis dobrych vysledki pii detekci kratkych
CNV usekii do 100 bp. Nastroj detekoval pouze 2 z 10 CNV tsekii do 100 bp, metoda
vyuZivajici z-skore jich detekovala 7 z 10. Obé metody detekovaly vSechny useky delsi
neZ 100 bp. I pres nizkou senzitivitu, CNOGpro metoda dokaZze alespon Caste¢né
kvantifikovat pocet kopii u devatenacti pripadii. Metoda navrZzena v této praci

rozliSuje pouze delece a duplikace.

Tabulka 6.: Srovnani metod

Srovnani metod CNOGpro | Z-skore -4 Z — skore - 15
specifita bez CNV 100 % 96,66 % 100 %
specifita s CNV 99,96 -- --

FP s CNV 0 1 1
Senzitivita 73 % 90 % 86,67 %
detekce CNV do 100 bp 2/10 7/10 6/10
detekce CNV nad 100 bp 20/20 20/20 20/20
spravna/¢éastecna kvantifikace 19/30 pouze delece/duplikace

[ pfes pomérné pozitivni vysledky, je nutné poznacit, Ze simulovana data nejsou
zatiZena stejnym zkreslenim jako data redlnd, coZ se miZe pfi detekci na redlnych

datech negativné projevit.
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6 DETEKCE CNV VDENOVO SEKVENACNICH
DATECH

Algoritmus byl aplikovan na genomy bakterie Klebsielly pneumoniae. Osekvenovana
Cteni z téchto bakterii pochazi z Fakultni nemocnice u sv. Anny. Realna data poskytnul
vedouci prace.

Algoritmus byl nejprve aplikovan tradi¢nim zptisobem - osekvenovana cteni
jedince bakterie Klebsielly pneumoniae byla mapovana ke znamé referenc¢ni sekvenci
jedince stejného druhu - Klebsiella pneumoniae subsp. pneumoniae NTUH-K2044
(5248 520 bp), reference byla ziskana z databaze NCBI (Obr. 6.1). Genomy dvou
jedinc vSak nebudou nikdy uplné totoZné. Nékteré useky obsaZené v genomu
zkoumaného jedince nemusi byt obsaZzeny v genomu referen¢nim. Pfi mapovani
k referenci pak vznika mnoZstvi nenamapovanych c¢teni, které je zahozeno, a dochazi
tak ke ztraté cenné informace. Z toho diivodu je v této praci navrzeny alternativni
postup, ve kterém si vytvarime vlastni, de novo referenci z dostupnych sekvenacnich

Cteni daného jedince.

e 1
I N
I B s Znama reference z
I . || | |

databaze (NCBI)

Cten{ z osekvenovaného
jedince Klebsielly N
pneumoniae

R ¥

I BWA

I
N ] SAMTOOLS

pokryti sekvence

Obr. 6.1 Mapovani ke znamé referenci
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6.1 Mapovani de novo

Pro prehlednost je zde uveden postup sestaveni de novo reference (Obr. 6.2).
Zpracovani opét probiha vterminalu opera¢niho systému Xubuntu. Ze sady
osekvenovanych Cteni jedince Klebsielly pneumoniae jsou nejdrive sestaveny kontigy
pomoci assembleru SPAdes [3]. SPAdes je assembler zaloZeny na aplikaci vice de
Bruijnovych grafii (kaZdy vytvoreny k-mery o rtizné velikosti k), diky tomu se pak
lépe vypordadava s riiznym pokrytim napii¢ genomem. SPAdes na vystupu vydava
sadu souvislych sekvenci DNA (kontigii).

— N Cteni z osekvenovaného
—— e, " s jedince Klebsielly
s mmmm ™™™ = pneumoniae

4 \
/ S

SPAdes assembler

-> —
| ] I
I S S .
I B S B I D N
scaffoldy ¢tenf namapované ke scaffoldiim
fasta Jbam
PILON

zlepSeni sestaveni, prodlouZeni scaffold

}

spojenf scaffoldi do jedné

sekvence - de novo reference
BWA ‘
SAMTOOLS l —
S— I
I —
I I
I . I S T

namapovani ¢teni ke
vzniklé referenci,
z{skan{ pokryti sekvence

Obr. 6.2 Mapovani k de novo referenci
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K témto kontiglim jsou nasledné mapovany cteni s vyuZitim BWA nastroje.
SAM soubor musi byt preveden na BAM soubor a spoletné s vytvorenymi kontigy
(soubor.fasta) vstupuje do softwarového nastroje PILON [28]. Pilon se snaZzi vylepSit
vytvorené kontigy tak, Ze usiluje o jejich prodlouZeni. VyuZziva k tomu namapovana
¢teni k témto kontiglim obsaZenych v souboru BAM. Vystupni scaffoldy jsou poté
spojeny do jedné dlouhé sekvence - vloZenim tisice pismen N. Diky takto vytvorené
referenci nejsme zavisli na pouZiti cizi reference jiného jedince stejného druhu, ktery
se miZe liSit v obsahu gentli. Nevznika tak mnoZstvi nenamapovanych ¢teni, které by
bylo pfi mapovani zahozeno, jelikoZ mapujeme stejna Cteni, ze kterych byla nova
reference vytvorena. Mapovani je opét provedeno nastrojem BWA a pokryti sekvence

je ziskano s vyuzitim balicku SAMtools.

Tabulka 7.: Pouzité prikazy pro sestaveni sekvence denovo
SPADES  spades.py -1 $R1 -2 $R2 --threads 16 --careful --cov-cutoff auto -o

$folder
--threads 16 - pocet vlaken

--careful - sniZeni po¢tu zdmén bazi a kratkych indelt

--cov-cutoff - auto -o - automaticky vypocet prahu pro minimalni pokryti s vyuZitim konzervativni

strategie

PILON pilon-1.23.jar --threads 6 --fix "all" --genome $file --frags $bamfile --
output $Styp --outdir pilon_output

-- threads 6 - stupeti paralelismu p¥i zpracovani

--fix "all" - Pilon se pokusi opravit v§echny moZné chyby - chyby v jednotlivych pozicich, indely,

vyplnéni mezer, oprava chybnych sestaveni

--dale jsou definovany vstupy a vystupy
BWA index -a mem -t 6

- indexace Cteni, mapovani ¢teni k referenci

SAMtools view -btsort -o index depth -a

-prevod na BAM soubor, sefazeni namapovanych Cteni dle souradnic, indexace, vypocet hloubky

Cteni na kazdé pozici sekvence

Uvedenym postupem bylo ziskano 10 bakterialnich denovo referenci a jejich
pokryti. Pro vyhodnoceni sestavenych genoml byl pouZit nastroj QUAST, ktery
umoziuje hodnotit kvalitu sestaveni (assembly) i bez referen¢niho genomu [15].
Vyslednda statistika je uvedena v tabulce (Tabulka 8). Statistika N50 je délka
nejkratSiho kontigu, ktery spolu s ostatnimi, stejné dlouhymi nebo delSimi kontigy,
tvori 50 % celkového assembly. L50 je pak nejmensi moZny pocet takovychto kontigt.

Kvalitni sestaveni genomu je urceno vysokou hodnotou N50 a nizkou hodnotou L50

44



(napf.: genom S18). Stejna definice plati také pro metriky N75 a L.75, av§ak zahrnujici

75 % assembly. Sekvence dosahuji celkové niZ§iho priimérného pokryti, oproti tomu

vyssi median pokryti je zplisobeny zejména vy$Sim pokrytim kratSich kontigl na

konci assembly.

Genom Celkova

S02
S04
S06
S11
S12
S13
S18
$19
S36
$46

délka
5427423
5596424
5634083
5430923
5428946
5629214
5484924
5649330
5732645
5766221

6.2 Srovnani pristupi

Pocet
kontigt
86
164
145
92
95
154
105
80
277
247

Nejdelsi
kontig
1890289
1085651
1085651
1890289
1038012
653601
2874596
1350651
383776
659171

GC%

57,33
57,14
57,09
57,32
57,32
56,83
57,3
57,08
57,06
56,65

N50

502827
436844
473116
502827
502827
376804
2874596
511096
229565
291735

Tabulka 8.: Statistika sestaveni de novo sekvenci

L50 N75

340135
316799
324578
345116
345116
188716
377641
367924
141306
114342

L75

19
14

median
pokryti
141,0
79,0
135,0
169,0
107,0
89,0
90,0
67,0
18,0
20,0

primérné
pokryti

48,1
25,7
45,1
57,6
36,8
21,0
32,4
25,6
6,2

6,9

Pro srovnani obou pristupti detekce CNV - ze znamé reference i sekvence de novo, byl

algoritmus aplikovan na deset jedincl Klebsielly. Parametry detekce jsou uvedeny

v tabulce (Tabulka 9). Prah pro detekci duplikaci byl nastaven na hodnotu 4 v obou

piripadech. Prah pro detekci deleci v pokryti znamé reference byl nastavovan

automaticky, a to na 85 % z minimalni{ hodnoty z - skdre, jelikoZ hodnota - 4 byla pro

detekci prili§ nizkd. V pokryti sekvenci sestavenych de novo delece nejsou

predpokladany. Povolené naplnéni okna kontrolujici minimalni délku CNV bylo

nastaveno na 80 %. Pri zvolené délce okna 18 bp musi patnact pozic v okné vykazovat

deleci/duplikaci, zbylé tfi pozice mohou byt nulové. Spojeni CNV bylo povoleno pro

useky s maximalni mezerou 10 bp.

Tabulka 9.: Parametry pro detekci CNV
70 bp

GC normalizace

Prah

Minimalni délka CNV

Procento naplnéni okna

Spojovani CNV

45

4 / auto
18 bp
80 %
10 bp



Pokryti cteni

Vybrané vysledné detekce jsou znazornény na nasledujich obrazcich.
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Obr. 6.3 Genom S02 - de novo reference (vlevo), znama reference (vpravo)
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Obr. 6.4 Genom S06 - de novo reference (vlevo), znama reference (vpravo)
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Obr. 6.5 Genom S11 - de novo reference (vlevo), znama reference (vpravo)
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Obr. 6.6 Genom S13 - de novo reference (vlevo), znama reference (vpravo)
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Obr. 6.7 Genom S18 - de novo reference (vlevo), znama reference (vpravo)
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Obr. 6.8 Genom S46 - de novo reference (vlevo), znama reference (vpravo)

Na prvni pohled je patrné, Ze vétSina CNV segmentli v de novo referenci se
nachazi na konci sekvence. To si vysvétluji tim, Ze na konci assembly se nachazeji

krat$i kontigy, u kterych bylo pravdépodobné obtiZnéjsi urcit polohu, jelikoZ se
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v sekvenci vyskytuji vicekrat. To dokazuje také vyssi pokryti téchto segmentii oproti
zbytku sekvence.

Aby bylo moZné obé metody porovnat, udaje o detekovanych CNV segmentech
byly zaneseny do tabulky (Tabulka 10). Pro ucely této prace byly v ivahu brany pouze

duplikované oblasti.

Tabulka 10.: Srovnani pristupti znama reference/ de novo

Usekd (duplikace) Pocet bp Primérna délka Maximalni délka = Unikatni CNV
Genom  reference denovo reference | denovo @ reference denovo | reference denovo @ Matlab @ Blastn
S02 31 27 4987 16597 160,87 | 614,70 604 5273 20 15
S04 35 57 4769 21183 136,26 | 371,63 600 5350 49 49
S06 31 19 4148 3688 133,81 | 194,11 445 1287 9 12
S11 32 26 4655 20052 145,47 771,23 595 5334 17 16
S12 30 38 4174 19184 139,13 | 504,84 550 2395 29 29
S13 27 37 3359 21698 124,40 | 586,43 582 5371 27 28
S18 48 28 6167 17565 128,75 | 627,32 541 5403 22 21
S19 52 23 9408 14573 180,92 633,61 1403 5447 12 11
S36 78 38 6981 9682 89,50 254,79 842 3938 26 25
S46 45 47 4772 21103 94,93 449,00 528 5365 28 29

6.3 Vyhodnoceni

Z uvedenych vysledki lze usoudit, Ze CNV useky detekované vnové sestavené
referenci zahrnuji témér ve vSech pripadech mnohem vétsi mnozstvi bazi. Vyjimku
predstavuje genom S06, ktery vykazuje nejmensi pocet CNV segmentli. Nebyla vSak
nalezena Zadna souvislost mezi detekovanym mnoZstvim CNV tsekil a statistikami
sestaveni referencnich sekvenci, ¢i jejich pokrytim. Z vyslednych hodnot je také
ziejmé, Ze detekované segmenty v de novo sekvenci, dosahujici maximalni délky
kolem 5 000 bp, jsou mnohem delsi neZ segmenty detekované ve znamé referenci.
Dlivodem takto dlouhych tsekii mliZe byt spojeni vice CNV segmentii pti sestavovani
sekvence.

Aby bylo dokazano, Ze detekce CNV segmentli de novo poskytuje urcité
mnozstvi informace navic, byly tyto segmenty z genomu vystfihnuty a nasledné
porovnany se znamou referenci. Porovnani probéhlo dvéma zpiisoby. Nejprve
v Matlabu metodou komparace znakovych fetézcli, kdy byl kazdy usek CNV
srovnavan se znamou referenci po celé jeji délce. Nejlepsi shoda byla uloZena.

Dosahovala-li vysledna shoda 90 % celkové délky segmentu, byl nalez vyhodnocen
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jako pozitivni. V opatném pripadé byl segment vyhodnocen jako unikatni. Unikatnim
oznacCujeme v této praci CNV usek, ktery nemohl byt ve znamé referenci detekovan.
Predstavuje tak hodnotnou informaci, kterd je beZné zahozena. Druhy zptisob
predstavuje metodu BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) [24]. Jedna se o
algoritmus, ktery na zakladé heuristického pristupu vyhledava podobnost mezi
dotazovanou a cilovou sekvenci a prifazuje ji statistickou vyznamnost. Vyuzivano
bylo konkrétné nastroje blastn, ktery prohledava podobnost mezi CNV useky a
znamou referenci. Dosahne-li podobnost v nékterém misté statistické vyznamnosti
spliiujici nastaveny prah, je usek vyhodnocen s pozitivnim nalezem. V opatném
piipadé je CNV usek opét vyhodnocen jako unikatni.

Pocet jedine¢nych segmentii vyhodnocenych obéma metodami je srovnatelny.
U pristupu zaloZeném na znakovém porovnavani retézcii se da ocekavat vétsi
presnost, avSak jedna se o vypocetné naro¢nou ulohu, ktera je s podobnym efektem
daleko rychleji provedena pomoci metody BLAST.

U vSech genomi byly nalezeny tuseky, které byly detekované de novo, ale ve
znamé referenci se vlibec nevyskytuji. To poskytuje diikaz, Ze detekovani CNV useki
touto cestou nabizi hlubsi pohled do problematiky analyzy CNV v prokaryotickych
organismech. Ackoliv tato detekce miiZe byt zatiZena chybou pfi sestaveni, je zirejmé,
Ze se zde nachazi mnozstvi informace, které pri vyuZiti tradi¢niho postupu ztracime.
Zkombinovani obou pristupti by mohlo vést k vétsi biologické piesnosti pri detekeci
CNV segmentli, coZz by mohlo pomoci pfi zkoumani antibiotické rezistence a

patogenity téchto kmeni.
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7 ZAVER

StéZejnim tématem této diplomové prace jsou metody detekce CNV. V uvodu prace je
uvedena kapitola tykajici se problematiky genomu. Jelikoz detekci CNV
v eukaryotnich organismech bylo vénovano jiZ spoustu pozornosti, tato prace se
zaméruje predevsSim na genom prokaryot.

Pro uvedeni do kontextu nasleduje kapitola zabyvajici se tématem strukturalni
variability genomu, ponévadZ jednou z prevladajicich forem variabilit je pravé
variabilita poc¢tu kopil.

Dale prace predstavuje dnes nejvyznamnéjSi metody sekvenace DNA - metodu
[llumina a Oxford Nanopore. Technologie sekvenace nam poskytuji Cteni, ze kterych
je skladana kompletni sekvence DNA. V této praci jsou sekvenalni data pouZivana
také pro zjiSténi pokryti genomu, na jehoZ zakladé jsou detekovany CNV useky.

V nasledujici kapitole jsou podrobné rozebrany metody detekce variabilit
poctu kopii, které jsou rozdéleny na metody laboratorni a pocitacové. Pocitacové
metody mohou byt postaveny na parovych cCteni, rozdélenych cteni, sestaveni
sekvence ¢i na hloubce ¢teni - pokryti.

Variabilita poc¢tu kopii ma vyznamny vliv na genetickou variabilitu organismu.
V poslednich letech se do ohniska zajmu dostava zejména objeveni a zkoumani
variability pocCtu kopii v bakterialnim genomu, a to hlavné ve spojitosti
s antibiotickou rezistenci, ktera je zejména u nékterych druhl bakterii na vzestupu.
Diky schopnosti bakteridlnich genomii pomérné rychle se prizplisobovat
nepriznivym podminkam, dochazi u téchto organismi ¢asto k diverzifikaci genetické
informace. To miliZe negativné ovlivnit odhalovani DNA segmentli s variabilnim
poctem kopii, kdy jsou osekvenovana cteni jednoho jedince mapovana k sestavené
referencni sekvenci jedince jiného. Dva jedinci se vSak vzdy budou liSit v obsahu
genetické informace, dochazi tak ke vzniku nenamapovanych Cteni, ktera jsou
zahozena.

Aby bylo zabranéno ztraté této informace, byl navrZen alternativni postup,
ktery odhaluje CNV useky v referenci sestavené ze stejnych cteni, ktera jsou k ni
nasledné mapovana za ucelem ziskani pokryti této sekvence.

NavrZeny algoritmus detekce CNV pracuje s pokrytim genomu a je zaloZeny na
metrice zvané z - skére. Ddle je obohaceny o kontrolu minimalni délky tisekii CNV a
také o moZnost spojeni CNV tsekii v ptipadé, Ze jsou od sebe vzdaleny povoleny pocet
bazi. Samotné detekci CNV predchazi normalizace GC obsahu. Algoritmus byl
otestovan na umélém datasetu CNOGpro. Do sekvence bylo vloZeno 30 usekii na

danych souradnicich, které byly nasledné porovnany se souradnicemi detekovanych
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CNV segmentil. Algoritmus dosahoval senzitivity 90 % a specifity 100 %. Pri
nastavenych parametrech byl schopny detekovat i kratké useky CNV o délce 4 bp.
Algoritmus v§ak nedokazal pfili§ dobfe rozliSit body zlomu. CNV useky byly zménény
v délce ¢i posunuty priimérné o 23,56 %. Pro useky pouze delsi neZ 100 bp je tato
hodnota pouze 5,28 %. K dal$i nevyhodé patii neschopnost kvantifikace poctu kopii.

Hlavnim cilem této prace vSak bylo dokazat moZnost vyuZiti nenamapovanych
¢teni k detekci CNV usekii. Za timto tUcelem byly CNV tuseky detekovany v deseti
genomech bakterie Klebsiella pneumoniae. Detekce nejprve probéhla na souborech
s pokrytim, které byly ziskdny mapovanim osekvenovanych c¢teni jedincti ke znamé
referenci. Poté byly CNV useky odhalovany v souborech s pokrytim de novo sekvenci,
které byly z dostupnych sad &teni sestaveny. Udaje o detekovanych segmentech ze
vSech deseti jedincii, pro oba postupy byly zaneseny do tabulky a vyhodnoceny.
Témér ve vSech pripadech bylo vsegmentech detekovanych de novo zahrnuto
mnohem vétsi mnoZstvi nukletid{i, iseky dosahovaly také mnohem vétsSich hodnot
délky. Metodami BLAST a prostym porovnanim fetézcii bylo také ovéreno, Ze Cast
téchto usekl predstavuje tzv. unikatni segmenty, které nejsou ve znamé referenci
vlibec obsaZeny a predstavuji tak cennou informaci, pii béZném postupu zahozenou.

[ kdyZ je tato detekce vyrazné ovlivnéna kvalitou sestavené reference, nabizi
tento postup hlub8i pohled do analyzy CNV v prokaryotickych genomech. Segmenty
s variabilnim poctem kopii detekované v de novo sestaveném genomu mohou
poskytnout vétsi biologickou presnost detekce CNV a mohou také pomoci pri
pochopeni jejich vlivu na vlastnosti a mechanismy probihajici v prokaryotech.
Zasadni téma pro lidskou populaci je souvislost CNV s patogenitou a antibiotickou
rezistenci bakterii. Tato prace miliZze proto slouzit jako podklad pro dalsi védecké

prace a prispét tak k boji s bakterialnimi onemocnénimi.
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Seznam symbolii, velicin a zkratek

AS -
BAC -

BAM -

bp -
BWA -
CGH -

CNV -
DNA
DSB -
HGP
HGT -
MEI
NCBI -
NGS -
PEM -
RD -
RNA -
SAM -
SNP -
SR -
sv -

Sequence assembly, sestaveni sekvence
umély bakterialni chromozom

Binary Alignment Map

base pair - par bazi
Burrows-Wheeler Aligner

komparativni genomova hybridizace

copy number variants

deoxyribonukleova kyselina

double - strand breaks - dvouvlaknové zlomy

Human genome project

horizontalni prenos genti

inzerce mobilnich elementt

The National Center for Biotechnology Information

Next Generation Sequencing - Sekvenovani druhé generace
paired-end mapping - parové mapovani

read depth - hloubka Cteni

ribonukleova kyselina

Sequence Alignment Map

single-nucleotide polymorphism - jednonukleotidovy polymorfismus
split-read rozdélené cteni

strukturni variabilita
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