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Abstrakt

Tato diplomova prace se zamétuje na problematiku detekce small RNA (sRNA)
v bakterialnim genomu. Small RNA jsou kratké nekddujici transkripty, které hraji
klicovou roli v genové expresi. K dneSnimu dni existuje né¢kolik algoritml zamétujicich
se na detekci SRNA z RNA-Sequencing (RNA-Seq) dat, jez mohou byt ziskdna
z n¢kterych sekvena¢nich platforem. NejCastéji jsou pouzivany platformy Illumina
¢ilon Torrent, spadajici do nové generace sekvenovani, a PacBio s Oxford Nanopore
patfici do tfeti generace sekvenovani.

V této praci byly popsany principy detekce SRNA u voln€ dostupnych nastroji
a nasledn¢ byl navrzen vlastni nastroj pro detekci SRNA — nastroj SEARCHsRNA. Dva
zvoln¢ dostupnych nastroji — Rockhopper a DETR’PROK, spolecné s néstrojem
SEARCHsRNA, byly otestovany na datech RNA-Seq pro bakterii Vibrio atlanticus
LGP32.

Klicova slova

small RNA, RNA-Seq, nekodujici RNA, genova exprese, regulace, sekvenacni
platformy, predikce SRNA

Abstract

This diploma thesis focuses on the detection of small RNA (sRNA) in the bacterial
genome. SRNAs are short non-coding transcripts that play a key role in gene expression.
To date, there are several algorithms focusing on the detection of SRNAs from RNA-
Sequencing (RNA-Seq) data that can be obtained by some of the sequencing platforms.
The most frequently used platforms are Illumina and Ion Torrent belonging to the next
generation sequencing and PacBio with Oxford Nanopore belonging to the third
generation of sequencing.

In this work, the workflow of sRNA detection using freely available tools was
described and then an own unique tool for SRNA detection — the SEARCHsRNA tool —
was designed. Two open-source software tools — Rockhopper and DETR'PROK,
together with newly created tool, were tested on RNA-Seq data for bacteria Vibrio
atlanticus LGP32.

Keywords

small RNA, RNA-Seq, non-coding RNA, gene expression, regulation, sequencing
platforms, prediction of SRNA
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Uvobp

Prestoze jsou small RNA (sRNA) znamé jiz od pocatki 70. let 20. stoleti [1], nebyly
brany v potaz, dokud nebyla objevena vroce 1983 prvni potencidlni sRNA
u Escherichia coli anebyla prokazana jeji dulezitd role vregulaci genové exprese
u OmpF proteinu [1], ktery umoziuje pasivni pienos malych hydrofobnich molekul pres
membranu [2]. Nalezeni a pochopeni vSech funkénich vlastnosti SRNA u bakterii miize
mit velky vliv na primyslovou a ekologickou sféru (biopaliva) a ve zdravotnictvi
(terapie — vyvoj specifickych antibakteridlnich 1¢ka) [3].

V poslednim dvacetileti se zdjem o detekci vSech nekddujicich RNA (ncRNA),
véetné¢ sRNA, rapidné zvysil, vzhledem k moZznosti vyuziti novych sekvena¢nich
platforem poskytujicich transkriptomickd data s vysokym dynamickym rozsahem
acitlivosti [4]. To predchozimi metodami mozné nebylo. Tento zpiisob zisku
transkriptomickych dat rozlicnymi sekvenacnimi platformami se souhrnné nazyva
RNA-Sequencing (RNA-Seq).

Nejcasteji se pro ptipravu RNA-Seq dat vyuzivaji platformy sekvenovani nové
generace (NGS). Mezi tyto platformy patii naptiklad celosvétové pouzivana Illumina
[5] a Ion Torrent [6]. Prave sekvenacni platforma Illumina poskytuje také piesny postup
se specialnim kitem na ptipravu dat pro sekvenovani malych ncRNA [7].

V poslednich letech se zaCinaji vyuzivat isekvenacni platformy tieti generace
umoznuje kvalitngj$i a pfesnéj$i anotace genomi, které jsou pro predikci ncRNA
zasadni.

Samotny zisk kvalitnich transkriptomickych dat vSak neni jediny problém, ktery se
pii detekci SRNA vyskytuje. Po obdrzeni téchto dat je nutna jejich Giprava a analyza tak,
aby bylo mozné obdrzet informace o SRNA. K tomu slouzi nastroje, které¢ umi s RNA-
Seq daty pracovat a nasledné vyhodnotit potencialni pozice novych sRNA. Je velmi
dalezité zminit, ze se jedna pouze o potencionalni SRNA, jejichz skutecna ptitomnost se
musi nasledné dokézat laboratornimi metodami.

Béhem poslednich 15 let se objevilo nékolik ndastroji pro predikci sRNA
z bakterialnich RNA-Seq dat. Nékteré vsak jiz nefunguji nebo nejsou dohledatelné. Mezi
stale funkéni nastroje patfi néstroj Rockhopper [8; 9], DETR’PROK [10],
ANNOgesic [11], APERO [12] a Baerhunter [13]. Piestoze jsou tyto nastroje volné
dostupné a funkéni, u nékterych neni moznost je vyuzit na vSechna RNA-Seq data, nebo
nejsou prili§ uzivatelsky privetivé a jejich spusténi je komplikované.

Tato diplomovéa prace ma za ukol popsat principy té€chto volné dostupnych nastroji
a nasledn¢ navrhnout a sestavit novy nastroj urc¢eny pro predikci SRNA z RNA-Seq dat.
Nov¢ vytvoreny nastroj — SEARCHSRNA — nasledné otestovat na vytvoreném datasetu
RNA-Seq dat pro bakterii Vibrio atlanticus LGP32 a ziskané vysledky porovnat
s vysledky obdrzenymi z voln¢ dostupnych nastrojit — Rockhopper a DETR‘PROK.
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1.SMALL RNA

Malé nekodujici RNA, neboli small RNA (sRNA), jsou kratké ribonukleové kyseliny
(RNA), jejichz prumérna délka se pohybuje v rozmezi od 50 do 250 paru bazi (pb)
[14; 15], ovSem nékteré literarni zdroje uvadi jejich délku az tisic pb [16]. Je
predpokladem, ze kazda bakterie obsahuje ve svém genomu az stovky téchto RNA [17].
Aktivné se podileji na regulaci genové exprese [18], naptiklad SRNA MicA u bakterie E.
coli konkrétn¢ ovliviiuje expresi externiho proteinu membrany OmpA [19], ¢imz je
schopna ovlivnit patogenitu bakterie [20]. Zminéna regulace mlze obecné probihat na
riznych trovnich genové exprese — transkripce nebo translace, a také v riznych fazich —
inicializace, elongace ¢i terminace [3]. Dale muze byt regulace u nckterych sRNA
podminéna vnéj§imi podminkami, jako je zména prostiedi nebo stresové situace [21].

Utinky sRNA na regulaci genové exprese se rozliSuji na primarni a sekundarni.
Mezi primarni ucinky spadaji vazby sRNA, které piimo interaguji s cilovou
mediatorovou RNA (mRNA), resp. s kodujici oblasti (CDS) ¢i proteinem (primarni cil)
za ucelem zmény jejich struktury, funkce nebo translace. Small RNA se vSak mohou
vazat 1 na mRNA genil, které jsou transkripcnimi faktory pro geny jiné. Tudiz nepiimo
ovliviiuji expresi 1téchto gend (sekundarni cil), coZ nazyvame sekundarni regulaci.
Kombinaci téchto funk¢nich vlastnosti SRNA a transkripénich faktor vznikaji velké
komplexni regulaéni sité, které ovliviiuji celkové chovani bakterie v daném momentu a
daném prostredi [14; 16]. Ukéazka dil¢i regulacni sité je na Obrazku 1.1.

)
o

sRNA C) cilova mRNA

i [1I(HIKCE e 12 prSE

o

1csA |

Obrazek 1.1 Ukazka diléi regulaéni sité pro E. coli K12 MG 1655; upraveno [22].
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1.1 cis- a trans- sSRNA

Small RNA je mozné rozd¢lit na dva zakladni typy: cis-encoded small RNA (cis-sSRNA)
a trans-encoded small RNA (zrans-sRNA). Cis-encoded sRNA [3], v nékterych
piipadech nazyvany jako antisense RNA (asRNA) [16], jsou v naprosté vétSing pripada
dokonale komplementarni s cilovou mRNA. Jejich velikost se pohybuje v fadu desitek
az tisici pb. V navaznosti na jejich délku mohou pokryvat nejen celou délku cilového
genu, ale také jeho 3’ nepfeklddané oblasti (3° untranslated region, 3‘UTR)
a 5’ neprekladané oblasti (5’ untranslated region, 5S’UTR) [16]. 3’UTR a 5’UTR jsou
oblasti, které mohou ohraniCovat gen, ale nepodléhaji translaci. Piikladem sRNA
s témito vlastnostmi je SRNA AmgR u bakterie Salmonella enterica, ktera dosahuje
délky 1200 pb a ovliviiuje genovou expresi proteinu MgtC [23]. Cis-encoded sRNA se
na chromozomu vyskytuji na negativnim vlakné¢ ve stejném lokusu jako cilova mRNA
[24] a maji schopnost regulovat tuto mRNA primarn¢ i sekundarné.

Na Obrazku 1.2 je vyobrazeno, jakym zpiisobem mohou piisobit cis-sSRNA na své
cile a jakym zplisobem je tedy schopna ovliviiovat jejich genovou expresi [3]. V sekci
(A) je znazornéno, jaké ucinky mulze mit cis-SRNA (znazornéna modie) regulujici
translaci cilové mRNA (znazornéno zelené). Small RNA je komplementarné navazana
na vazebné misto genu (zndzornéno rizove), na kterém ve standardnim piipad¢ naseda
ribozom (znazornéno zlut€¢). Vazba sRNA s vazebnym mistem pro ribozom ma
za nasledek, ze nemuze dojit k navazani ribozomu na mRNA atedy nedochazi
k translaci, ktera je pro genovou expresi klicova. V nékterych piipadech dochazi
1 k degradaci dané mRNA. V sekci (B) je mozné pozorovat, jaké ucinky miize mit cis-
SRNA na transkripci genu. Diky pfitomnosti SRNA dochazi ke zmén¢ sekundarni
struktury cilové mRNA. Ta v jeji pfitomnosti formuje vladsenkovou smycku, kterd
zpusobi, ze dochézi k pfedCasné terminaci probihajici transkripce.

Trans-encoded sRNA [3] jsou oproti cis-encoded sRNA vyrazné krat§i a dosahuji
délky okolo 100 pb. Také nejsou na cilové mRNA navazany zcela komplementarné,
nebotu nich dochazi ke vzniku mnoha elementli sekundarni struktury, zejména pak
smycek. Vzniklé elementy se mohou ménit v ¢ase v ndvaznosti na podminky prosttedi,
ve kterém se nachazi (zména pH, koncentrace Zivin ¢i teploty), a mohou tedy pusobit
na vice cilovych mRNA. Oblast, ve které jsou trans-encoded sRNA komplementarni
s cilovou mRNA, je nazyvana seed a dosahuje délky okolo 6 az 8 po sobé jdoucich pb.
Mnoho z doposud detekovanych trans-sRNA vyzaduje k vazbé na cilovou mRNA
chaperonovy protein Hfq [16].

Na Obrazku 1.2 (C) lze pozorovat ulinky trans-sRNA (znazornéna modie) na
cilovou mRNA (znizornéna zelené€). V sekci (C-1) lze pozorovat, Ze pokud se trans-
sRNA navéaze na misto vazby ribozomu, nedojde k translaci tohoto genu. K této vazbé
dochazi za ptitomnosti jiz zminéného Hfq chaperonu (znazornén jako modry oval). V
sekcei (C-2) je znazornéno, Ze trans-sRNA miiZe také uvolnit vazebné misto pro ribozom
a naopak translaci umoznit. V posledni sekci (C-3) nedochazi k translaci,
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protoze jsou na vazebném misté pro ribozom pfitomny RNA-binding proteiny (RBP,

znazornény jako modry oval). OvSem za piitomnosti trans-sRNA jsou RBP uvolnény,

¢imz je prubch translace umoznén. V tomto piipadé ma frans-sRNA vice ¢astecné

komplementarnich mist pro RBP. Miize tedy zaroven navazat nékolik RBP a tim uvolnit

vice vazebnych mist pro ribozom.

(A) regulace translace
ucinky cis-sRNA

T
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cis-sRNA { \ cis-sRNA

translace translia)(’:ﬁ’
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. £ ol
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(B) regulace transkripce
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Jf:::.:ﬂﬂ
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transkripee terminace
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Obrazek 1.2 Ukazka regulacnich ucinkli SRNA: (A),(B) pro cis-sRNA; (C-1,2,3) pro
trans-sRNA; upraveno [3].
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2. RNA-SEQUENCING

K nalezeni nekodujicich malych RNA v genomu bakterii se vyuzivaji nékteré
laboratorni metody, které umoziuji sledovat genovou expresi. Mezi nejstarsi, finanéné
nejdostupnéj$i a hojné vyuzivanou metodu, kterd se pouzivd pro detekci ¢i validaci
sRNA, patifi metoda Northern blot [25]. Metoda umoziuje kvantifikovat mnozstvi
urcitého transkriptu RNA z genomu na zékladé jeho znamé délky [26]. Mezi dalsi casto
vyuzivané postupy pro analyzu genové exprese patii metoda sériové analyzy genové
exprese (SAGE) [27; 28], DNA microarray [28], reversné transkripcni kvantitativni
polymerdzova fetézova reakce (RT-qPCR) [29] a dropletova digitadlni PCR (ddPCR)
[30].

Pfestoze pomoci vySe zminénych metod je mozné stanovit uroven genové exprese
pro vybrané transkripty, analyza celého transkriptomu mozné neni. T¢é bylo dosazeno az
metodou RNA-Sequencing (RNA-Seq) vyuzivajici sekvenovani nové generace pro
analyzu vétSiny pfitomné RNA. Z tohoto diivodu je metoda RNA-Seq nazyvéana jako
catch-all metoda [31].

RNA-Seq se také vyznacuje vysokym dynamickym rozsahem pro méfeni variability
urovné exprese jednotlivych transkriptd [4]. Vysokého dynamického rozsahu je
docileno obdrzenim obrovského mnozstvi ¢teni béhem sekvenace [32].

V poslednich letech jde také do poptedi vyuziti sekvenovani treti generace (TGS)
[33], které pfinasi mozZnost sekvenovani celé molekuly bez fragmentaci. Diky témto
metodam je sestaveni genomu Ci piipadné anotace gent podstatné zjednodusena.

2.1 Obecny pracovni postup pripravy knihovny pro RNA-
Seq

V dnesni dobé¢ existuje vice nez sto riznych protokoll pro ptipravu knihovny RNA-Seq
[34]. Protokoly se od sebe lisi predevsim pouzitim sekvenacnich platforem NGS, které
vyzaduji rozdilné parametry knihoven RNA-Seq.

Prvnim krokem pro vytvofeni findlni knihovny RNA-Seq je pfiprava vzorku
obsahujici pouze RNA, ktera ma byt nasledné analyzovéana. Zptisob izolace RNA zélezi
na tom, jestli ma byt izolovana celkovd RNA (obsahujici medidtorovou RNA,
ribozomélni RNA (rRNA), transferovou RNA (tRNA) a sRNA), nebo pouze jeji cast.
Naptiklad pro analyzu genové exprese neni zadouci, aby vzorek obsahoval rRNA, ktera
muze zastupovat az 85 % z celkové RNA [35]. Naopak je dilezitd analyza mRNA,
kterd je ale obsaZena ve vzorku pouze ve zhruba péti procentech celkové RNA [36].

V piipadé, Ze je RNA ziskdvana ztkan¢, musi byt tkdn nejprve mechanicky
naruSena, napif. homogenizatorem. Poté je ke vzorku pifidan lyzacni roztok, ktery
zpusobuje bunécnou lyzi arozpad proteiniti. Dale jsou ke vzorku ptfidany inhibitory
ribonukledz (napf. guanidin isothiokyanat — GITC), aby nedochézelo k degradaci RNA
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ribonukledzy (RNazy). RNazy jsou enzymy, které umoznuji hydrolyticky Stépit
fosfodiesterové vazby RNA [37]. Pro odstranéni kontaminujicich zbytkd bunécnych
komponent a deoxyribonukleové kyseliny (DNA) se diive hojné vyuzivala metoda
pracujici se smési fenol-chloroformu, ktera byla ke vzorku pfidana. Vzorek byl nasledné
centrifugovén a diky tomu doslo k oddéleni RNA od zbylych komponent a DNA. Takto
je tedy mozné izolovat celkovou RNA [38]. OvSem v posledni dob¢ se spise pfistupuje
k metodam vyuzivajicim specifické kity pro efektivni a kvalitni izolaci RNA z bunék
[39].

Postup extrakce Cist¢ mRNA ze vzorku je rozdilny pro extrakci u eukaryotnich
a prokaryotnich organismti. U obou postupi vSak vychazime ze vzorku ocisténého
od DNA a zbytkt proteint.

Pro eukaryotické buiky, jejichz mRNA velice ¢asto obsahuje poly(A) konec, je
mozné extrahovat mRNA ze vzorku pomoci magnetickych kulicek obalenych
molekulami poly-d(T). Ty zpusobi, ze dojde ke komplementarnimu navazani poly(A)
konci mRNA na zminéné kulicky. Tato metoda je vhodna pouze pro analyzu mRNA
s poly(A) koncem pfti dostate¢ném mnozstvi piivodniho vzorku [40]. Schéma extrakce
mRNA s poly(A) koncem je vyobrazeno na Obréazku 2.1.

——— | — | ———
—> —
RS vazba priloZeni = cluce
] ~ magnetu ke .
-~ - L

L o vzorku -
\J \ e/ >/

@ magneticka kulicka s -  RNAzspoly(A) ~ ~n 7byla RNA
poly-d(T) koncem

Obrazek 2.1 Metoda pro extrakci RNA s poly(A) koncem ze vzorku; upraveno [5].

U prokaryot a eukaryot, které neobsahuji mRNA s poly(A) konci, se musi pro
extrakci mRNA vyZit jiné postupy. Jelikoz tyto mRNA nemaji stejnou ani obdobnou
vyznamnou vlastnost, kterd by umoznila jednoduchou extrakeci, musi byt ze vzorku
odstranéna ta RNA, kterd pro naslednou analyzu neni potfebna. Mezi tyto RNA patii
rRNA atRNA. Nejcastéji dochdzi k odstranéni rRNA, vzhledem k jeho vysokému
zastoupeni ve vzorku. Odstranéni rRNA je provadéno depleci [35], coz umoziuje
analyzovat zbyly transkriptom obsahujici kodujici mRNA, ale i SRNA [34]. Obrazku 2.2
zobrazuje schéma extrakce celé RNA mimo rRNA.
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Poté nasleduje fragmentace extrahovanych RNA. Fragmentace se 1i$i podle zvolené
sekvenacni platformy. Sekvenacni platformy NGS vyzaduji kratké fragmenty (Illumina
[41], Ion Torrent [42]), naopak sekvenacni platformy ze sekvenovani TGS vyuzivaji
schopnosti sekvenace celych molekul komplementarni DNA (cDNA) [34]. Umoznuji
tedy sekvenaci bez fragmentace (Pacific Biosciences [43], Oxford Nanopore 0).
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— —>
o vazba prilozeni ~~ premisténi
o~ "’_‘; NS magnetu ke — | supernantu

_ vzorku P
& 2 D, \>/

magneticka kulicka se ]
@ sondou komplementarni - 1RNA ~~~~ zbylda RNA
k rRNA

Obrazek 2.2 Metoda pro extrakci celé RNA kromé& rRNA; upraveno [5].

Samotnd fragmentace miize probihat budza pomoci RNéz, které¢ S$t€pi RNA
na pfesném misté, nebo za uZiti alkalickych sloucenin [40]. Fragmentace se nejCastcji
provadi za zvySené teploty — okolo 70 °C. ZvySena teplota je nutnd, aby neprobihala
formace sekundarnich struktur RNA. K fragmentaci mtize dochazet také az po piepisu
RNA do dvouvlaknové cDNA (dsDNA) pomoci reverzni transkriptdzy (RT).
Fragmentace cDNA je pak provadéna pomoci DNA ribonukleaz (DNaz).

Nasledné jsou na cDNA pozadované délky ligovany adaptéry [40]. Adaptéry jsou
kratké, synteticky vytvotfené oligonukleotidy, které slouZzi pro navazani cDNA na misto,
kde probihd samotna sekvenace, a slouzi jako primery pro polymerdzy, které se
vyuzivaji pro amplifikaci a sekvenovani [5; 45]. Existuje nékolik zptisobu ligovani
adaptéri 'k cDNA. Nejjednodussi metoda je ligace nahodnych hexamernich
primeri k fragmentim RNA, jesté pied pfidanim RT, nebo pifimo k fragmentim cDNA.
Diky tomuto kroku je ztracena informace o tom, z jakého vlakna dany fragment pochazi
(non-strand-specific viz kapitola 2.3). Z tohoto diivodu neni metoda pftili§ vyhodna
a pouziva se jen velmi ziidka [40].

Jestlize je pozadovana informace o tom, z kterého vldkna vysledné ¢teni pochazi
(strand-specific), musi se ligace adaptéru provést tak, ze se adaptéry navazou
na jednovlaknovou RNA (resp. cDNA). Jeden adaptér se navaze na 3° konec RNA, kde
dochazi k hybridizaci adaptéru primerem pro reverzni transkripci. A na 5° konec RNA
se navaze druhy adaptér. Naslednou syntézou pomoci RT ziskdme cDNA, kterd
obsahuje adaptéry nutné pro sestaveni strand-specific knihovny. Schéma vyse
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uvedeného postupu ptipravy cDNA se strand-specific adaptéry je vyobrazeno na
Obrézku 2.3.
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Obrazek 2.3 Schéma znazornujici ptipravu strand-specific knihovny; upraveno [46].

V této fazi jsou cDNA pfipravena pro amplifikaci, kterd navys$i mnoZstvi cDNA
uréené pro sekvenaci [40]. Nejcastéji se vyuziva emulzni a mistkova PCR [5]. U PCR
muze dojit k nerovnomérné amplifikaci tim, Ze se u né€kterych cDNA amplifikace ustali
diive nez u jinych. Z tohoto diivodu musi byt provedeny Upravy, jako naptiklad vyuziti
molekularnich znacek pied samotnou PCR, které tuto nerovnomeérnost odstrani [40].
Na zavér dochéazi k odstranéni nevyhovujicich cDNA (kratkych ¢i dlouhych) a zbyla
cDNA jsou pfipravena pro sekvenaci. Zjednodusené schéma celé piipravy knihovny
cDNA urcené pro sekvenaci je vyobrazeno na Obrazku 2.4.

dlouha
&teni
RNA kratka
Steni
fragmentace ligace “ syntéza I’Q}{ A
RNA adaptorti cDNA amplifikace

Obrazek 2.4 Schéma ptipravy knihovny cDNA pro sekvenaci; upraveno [34].
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2.2 Sekvenacni platformy

Nejcastéji pouzivané sekvenacni platformy jsou inadéle platformy NGS Illumina [5]
a IonTorrent [6]. Dale jsou Casto vyuzivany sekvenacni platformy, které jsou schopny
sekvenovat dlouha cteni. Tyto platformy spadaji do skupiny TGS a patii do nich
naptiklad platformy Pacific Biosciences (PacBio) nebo Oxford Nanopore. Jednd se
o platformy s velkym potencidlem pro budouci vyuziti [34]. Rozdily jednotlivych
sekvenaCnich pfistupti, které jsou dany piedevSim odlisSnou délkou a poctem
sekvenovanych ¢teni v jednom béhu, Ize pozorovat na Obrazku 2.5.
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délka jednotlivych ¢teni [pb]

Obrazek 2.5 Graf znazornujici rozdily mezi sekvena¢nimi platformami v zavislosti na
délce jednotlivych ¢teni a poctu sekvenovanych ¢teni; upraveno [6].

2.2.1 Illumina

[llumina je celosvétove vyuzivana technologie pro sekvenovani. K roku 2020 bylo 82 %
bakteridlnich genomu z databdze RefSeq sekvenovano pravé metodou Illumina [47].
Patii do skupiny NGS ajednd se o technologii sekvenovani zaloZené na syntéze.
Velikou vyhodou této metody je moZznost Sirokého paralelniho sekvenovani.

Princip Illuminy je vytvofeni shlukl stejné cDNA pomoci mustkové PCR [48]. Cely
proces je znazornén na Obrdzku 2.6 v sekci (A). Nejprve dochdzi k denaturaci
pfichystané knihovny a néasledné hybridizaci fragmenti cDNA na hybridiza¢ni povrch,
tzv. flow cell. Flow cell je podobna mikroskopickému sklicku, které je rozdéleno do poli
a je potazeno dvéma druhy oligonukleotidl, jez jsou komplementarni k adaptérim
cDNA. Posléze dochazi k denaturaci cDNA a nasledné mitistkové PCR. Volny konec
cDNA s adaptérem, ktery prozatim nebyl nikde navéazan, je hybridizovan k flow cell v
tésné blizkosti plivodné hybridizované¢ho adaptéru. Tim vznikd tzv. mlstkova formace
cDNA. Nasleduje PCR, pii které dochazi k dosyntetizovani druhého vldkna mistkové
formace a naslednou denaturaci je vytvorena nova komplementarni kopie pro ptivodni

20



cDNA. PCR takto probiha jesté 24krat, ¢cimz jsou vytvoieny jednotlivé shluky kopii
puvodnich cDNA. Na zavér jsou z flow cell vymyta negativni vldkna, ¢imz dochazi
k ponechani pouze pozitivnich vlaken na flow cell, které tvoti vysledné shluky.
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Obrazek 2.6 Sekvenovani pomoci sekvendtoru Illumina: (A) pfiprava shluki pro
sekvenaci; (B) sekvenovani a detekce signdlu; upraveno [48].

Takto vzniklé shluky jsou nasledné sekvenovany. Sekvenace zacind hybridizaci
sekvenacnich primerd na volny adaptér cDNA. Dochazi k postupnému pfidavani
volnych nukleotidd (2'-deoxynukleosid 5'-trifosfat, dNTP) znacenych odliSnymi
fluorofory. Tyto nukleotidy maji inaktivované 3‘ konce pomoci terminacnich znacek.
Diky tomu je docileno, ze se v jednom cyklu mize navéazat pouze jeden nukleotid do
jednotlivého fetézce. Po navazani dan¢ho nukleotidu do fetézce je zbytek volnych
nukleotidi odmyt. Zbylé navéazané nukleotidy jsou excitovany pomoci laseru
a fluorescencnim detektorem (napt. kamerou) je zachycen cely obraz flow cell, na
kterém jsou zaznamenany fluorescence zpusobené excitovanymi fluorofory. Poté
dochdzi k odstranéni fluoroforu a terminacni znacky z nukleotidu a k pfidani novych
znacenych nukleotidd, ¢imz se cely proces opakuje. Pocet opakovani tohoto cyklu
zavisi na predem dané délce cCteni, kterd je pii sekvenovani nastavena. Schéma
znézornujici princip sniméani obrazl flow cell je zobrazeno na Obrazku 2.6 v sekci (B).

[llumina umoziuje postup zamétujici se na pripravu knihovny s vysokou citlivosti
a dynamickym rozsahem pro naslednou predikci malych nekodujicich RNA [7]. Je tedy
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mozné zkoumat i diferencialni expresi malych RNA, coz je zésadni pro jejich predikci
a zejména pro urceni jejich funkce. Pro pfipravu knihovny pro tuto metodu byl vyvinut
specialni kit s ndzvem TruSeq Small RNA Library Prep Kit.

2.2.2 1Ion Torrent

Ion Torrent je prvni sekvenacni technologii, kterd nebyla zaloZena na detekci svételného
signalu (nevyuziva ani fluorescenci, ani luminiscenci) [49], ale pro sekvenaci vyuziva
detekci zmény pH v prostfedi, kterou zpusobuji uvolnéné ionty vodiku
z deoxynukleosidtrifostatii (ANTP) béhem syntézy druhého vlakna cDNA [50].

cDNA je syntetizovana na dsDNA. Tato dsDNA obsahujici specifické adaptéry jsou
hybridizovany na mikrokulicky. Tyto mikrokulicky maji na svém povrchu
komplementarni oligonukleotidy k adaptérim cDNA. Koncentrace cDNA je takova,
aby doslo k zachyceni pouze jedné molekuly cDNA na jednu kuli¢ku. Na kazd¢é z téchto
mikrokulicek dochazi k emulzni PCR. Emulzni PCR [49; 51] je zaloZena na
zapouzdieni (enkapsulovani) idedln¢ jednotlivé kulicky do emulze amplifika¢ni
tekutiny s olejem. V tomto momentu mtize dochéazet k amplifikaci cDNA na kulickach.
K navéazané jednovldknové cDNA se dosyntetizuje druhé vlakno a naslednou denaturaci
je odstépeno. Noveé vznikld vlakna, komplementarni k oligonukleotidim na kulicce,

nasedaji na kulicku, ¢imz dochazi k amplifikaci dané¢ cDNA po celé kuli¢ce. Schéma
procesu emulzni PCR je zobrazeno na Obrazku 2.7.

smés dsDNA, enkapsulovana
mikrokulidek ~ kulicka s dsDNA ~ denaturace
s oligonukleotidy a PCR mixem DINA,
a PCR mixem
dSDNA_
< \ /, primer \ \ 7 < - =
piiprava oy 225 )
emulze
l
dalsi
" klus
vysledek: . L fy =
kulicka nesouci az PER it _ gife w—
10°navazanych N b oaande
molekul DNA N S

denaturace a nasednuti ampliﬁkace
novych fragmentt pomoci DNA
na kuli¢ku polymerazy

Obrazek 2.7 Schéma emulzni PCR; upraveno [52].
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Jakmile jsou kuli¢ky s dostatecnym mnozstvim cDNA pfipravené, jsou jednotlive
umistény do mikrojamek obsahujicich komplementarni polovodi¢ oxidu kovu (CMOS
¢ip) [50]. CMOS <¢ipy jsou senzory vyznacujici se schopnosti piendset informace
z jednotlivych bodi samostatné [53]. Na tomto Cipu jsou integrované iontoveé senzitivni
tranzistory (ISFET), které jsou schopny detekovat zménu pH v daném poli. Nasledné
dochazi k ptidani primeru a DNA polymerazy pro syntézu druhého vldkna cDNA. Poté
je pridén jeden znukleotidi ANTP. Jestlize dochazi k navéazani tohoto nukleotidu
pomoci DNA polymerazy, je uvolnén vodikovy ion H', ktery zméni pH roztoku
obsazené¢ho v mikrojamce. Tuto zménu je schopny zaznamenat ISFET a zména signalu
je ptevedena do PC, kde je nésledné¢ vyhodnocena pro dany nukleotid. Jestlize
k navazani nukleotidu nedochazi, signal se neméni. Po zaznamenani zmény signalu jsou
zbylé nukleotidy odmyty pry¢ a cely proces se opakuje s dalSimi nukleotidy.

Metoda Ion Torrent ma také schopnost detekovat homopolymery. Jestlize se pfi
pridani jednoho z nukleotidli navaze za sebou vyssi pocet z téchto nukleotidil, vysledny
zménény signal je piimo Umérny vzhledem k poctu takto za sebou navazanych
nukleotidli. Princip sekvenovani metodou Ion Torrent je vyobrazen na Obrazku 2.8 v

sekci (A) pro jeden navazany nukleotid a v sekei (B) pro dva navazané nukleotidy.

(A) (B)

replikace

replikace

e S I ST

detekce pH signal detekos pH signal

Obrazek 2.8 Sekvenovani pomoci lon Torrent: (A) navazani jednoho nukleotidu do
fetézce a detekce zmény pH; (B) navazani dvou nukleotidi do fetézce v jednom cyklu
a detekce zvysené zmény pH; upraveno [50].

2.2.3 Pacific Biosciences

Spolecnost Pacific Biosciences vyvinula sekvena¢ni metodu PacBio spadajici do tfidy
TGS, kterd umoznuje sekvenaci jediné molekuly v redlném case (single molecule real
time, SMRT) [43].

Principem této metody je sekvenace cDNA, kterd neni nijak fragmentovana.
Z ptvodni jednovldknové cDNA musi byt ptipravena dsDNA. Na oba konce dsDNA
jsou nasledné ligovany vlasenkové adaptéry, které =zapfiCini vznik kruhové
jednovlaknové DNA nazyvané jako SMRTbell.

SMRTbell je poté nanesena na Cip zvany SMRTcell. Zde se nachdzi jamky
o velikosti 100 nm tzv. zero-mode waveguide (ZMW), jejichz objem ma minimalni
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velikost potfebnou pro detekci svétla. Kazdy ¢ip obsahuje 150 000 téchto jamek. Na
kazdé ZMW je imobilizovana jedna polymeraza slouzici pro navazani nékterého
z adaptéri SMRTbell. Jakmile je SMRbell uchycena, jsou do SMRTcell pfidany
vSechny c¢tyfi nukleotidy, které jsou znaceny fluorofory liSicimi se v generujicim
emisnim spektru. Pomoci polymerdazy dochazi k replikaci celé SMRTbell, kdy se
postupné do fetézce zaclenuji fluorescenéné znacené nukleotidy. Pii jejich zaclenéni
jsou generovany odlisné svételné pulzy, které jsou detekovany a zaznamenany.

Jestlize ma polymeraza dostate¢né dlouhou zivostnost, replikace SMRTbell muze
byt provedena vicekrat. Takovouto sekvenaci je obdrzena kruhovd konsensudlni
sekvence, kterd poskytuje Cteni s leps$i presnosti.

Béhem jednoho béhu je vyuzito zhruba 35 000-75 000 ZMW, ve kterych dochézi
k sekvenaci rozdilnych cDNA, jednd se tedy o metodu podporujici paralelni
sekvenovani. ZjednoduSené schéma zndzornujici sekvenaéni metodu PacBio je
vyobrazeno na Obrazku 2.9.

5" pozitivnd vidkno 3

1. ptiprava dsDNA
3 negativnd vlakno 5’

\4
2. ligace adaptorii /* H
SMRThell ¢

3. sekvenovani

dsDNA

polymeraza
«V

4. detekce svételnych pulzii v

raw ctend

Obrazek 2.9 Schéma sekvenacni metody PacBio; upraveno [54].

2.2.4 Oxford Nanopore

Stejné jako PacBio i Oxford Nanopore je sekvenacni metoda patiici do TGS, ktera umi
sekvenovat jedinou molekulu DNA v redlném case 0. Jedna se o prvni sekvenacni
metodu, ktera nevyuziva pfi samotné sekvenaci replikaci, ale pouze zaznamenava
potadi nukleotidi v cDNA pomoci zmény elektrického proudu.
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U této metody dochézi k sekvenaci dsDNA, na které jsou ligovany dva rozlisné
adaptéry. Prvni je zavadéci adaptér, ktery je zna¢en pismenem Y. Sviij ndzev nese diky
své struktufe pfipominajici toto pismeno. Na druhy konec je navazan adaptér hairpin,
ktery ma vlasenkovou strukturu. Na adaptér Y se ndsledn¢ komplementdrné¢ vaze
motoricky protein, ktery ma schopnost rozvoliiovat dsDNA.

Takto ptichystany vzorek je ptidan na flow cellu, ktera obsahuje zcela nepropustnou
membranu s propustnymi nanopory. Motorické proteiny tak pfivedou DNA
k jednotlivym nanoporim, kde se navazou. Na membranu je pfivedeno napéti, které
zapticini posun DNA napfi¢ nanopérem. Jednotlivé nukleotidy v sekvenci DNA méni
iontovy proud, ktery je zaznamendvan senzory ulozenymi u jednotlivych nanoport.
Tyto senzory jsou schopny zaznamenavat zménu proudu az tisickrat za jednu sekundu.
Zjednodusené schéma vyse zminéné sekvenacni metody je zndzornéno na Obrazku 2.10.

- + - 3

+

dsDNA

-

adaptér 1 adaptér 2

44
o

motoricky protein 1

proud

nepropustna

membrana nanopor

prichod rozvolenéné
dsDNA nanopérem

Obrazek 2.10 Schéma sekvenacni metody Oxford Nanopore; upraveno [55].

2.3 Strand-specific a non-strand-specific knihovna

U RNA-Seq knihoven existuji dva zékladni typy: stranded a non-stranded knihovna
[56; 57]. Jako stranded je nazyvana takova knihovna, které nese informaci, z jakého
vlakna dané Cteni pochédzi. Tato informace mize byt obdrzena zvolenim odliSnych
adaptéra, které jsou ligovany k 3¢ a 5° koncim RNA a nesou tedy informaci o tom, ze
kterého vlakna pochazi.
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Cteni namapovana z non-strand-specific knthovny

A T, o e e z=
--“ --- o ----:- H.'-'--- =-

(B) "~ e — e — e
L - walT =

antisense geny

m-m  Cteni ze sense vidkna =] misto poly(A) konce - konec transkripce
[

&teni z antisensge viakna L misto zacatku transkripce a jeji smér

Obrézek 2.11 Srovnani non-strand specific a strand-specific dat: (A) non-strand-specific
knihovna; (B) strand-specific knihovna; (C) vyhoda strand-specific knihovny; upraveno
[58].

Na rozdil od stranded knihovny, non-stranded knihovna tuto informaci neobsahuje.
Diky tomu ve vysledné analyze dochdzi k ptekryvu Cteni z negativniho vlakna na
pozitivni vldkno, ¢imz mize dojit ke zkreslenym vysledkim. Nazornd ukazka je
vyobrazena na Obrazku 2.11. V ¢asti (A) je zobrazena non-stranded knihovna, kde se
mapuji ¢teni vici referenci chybné a do vysledkll je zanesena chyba. V sekci (B) lze
pozorovat stranded knihovnu, kde jsou Cteni k referenci mapovéana spravné — pozitivni
¢teni k pozitivnimu vldknu a negativni Cteni k negativnimu vldknu. Hlavni vyhodu
muzeme pozorovat v sekci (C), kde jsou znazornény geny, které jsou na rozdilnych
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vlaknech a bez stranded dat by nebylo mozné urcit, ktera ¢teni nélezi kterému genu
a tim padem by doslo k nespravnému vyhodnoceni namapovanych ¢teni.

Poslednim podtypem stranded knihovny (second-strand knihovny) je knihovna
nazyvana reversly stranded (first-strand knihovna) [59]. Reversly stranded knihovna je
ziskana tak, ze z piivodni RNA je syntetizovana komplementarni cDNA, ktera je poté
sekvenovana. Diky tomu jsou obdrzena cteni vici plUvodnim transkriptim
komplementarni (tzn. smér ¢teni je opacny vici sméru transkriptu, ze kterého pochazi).
Kdezto stranded data, jak je uvedeno vyse, obsahuji Cteni, jejichz smér odpovida sméru
transkriptu.

2.4 Single-end, paired-end a mate-end data

Pii sekvenovani mohou byt knihovny cDNA sekvenovany raznymi zplsoby a tedy
vznikaji rizné typy vyslednych ¢teni [60]. Prvnim typem jsou single-end data, kterd
jsou ziskana tak, ze konkrétni molekula cDNA je sekvenovana pouze z jednoho konce,
viz Obrazek 2.12, sekce (A).

Dalsim typem jsou paired-end data. Tato data obsahuji stejnou ¢ast, jako u single-
maximalni vzdalenosti mezi dvéma ¢tenimi v genomu, viz Obrazek 2.12, sekce (B).
Poslednim typem je metoda mate-end, ktera je velmi podobna typu paired-end. Lisi se
v délce plvodni molekuly cDNA, kterd je sekvenovana. U metody mate-end jsou
molekuly cDNA delsi, viz Obrazek 2.12 sekce (C).

300 ph
cDIA
(A)
sekvenovana
100 ph cast
300 ph
(B)
100 pb 100 pb
2 Epb
100 pb 100 pb

Obrazek 2.12 Typy obdrzenych ¢teni: (A) single-end data; (B) paired-end data, (C)
mate-end data; upraveno [60].
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3. DOSTUPNE NASTROJE PRO PREDIKCI SRNA

3.1 Rockhopper

Rockhopper je volné dostupny software pro analyzu bakteridlnich RNA-Seq dat
implementovany v programovacim jazyku Java pod licenci GNU GPL [8]. Byl vyvinut
jiz vroce 2013 aftadi se tak mezi nejstarSi nastroje pro analyzu téchto dat za icelem
zjistit pozice vSech nekodujicich RNA v genomu bakterie [9]. V roce 2015 byl upraven,
aby daval jesté presnéjsi vysledky jak z hlediska citlivosti, tak iz hlediska specificity,
a aby bylo mozné sestavovat transkripty de novo [8].

Rockhopper je schopny najednou pracovat s vice daty z riznych experimentl tak,
aby mohl zachytit diferenciadlni genovou expresi mezi témito experimenty. Vstupnimi
daty Rockhopperu je genom v datovém formatu FASTA, anotace genomu v datovém
formatu PTT nebo RNT a ¢teni zjednotlivych experimentli v jednom z uvedenych
datovych format: FASTAQ, QSEQ, FASTA, SAM nebo BAM. [61]

Nastroj v prvnim kroku provede zarovnani ¢teni vii¢i genomu a normalizaci poctu
namapovanych cteni. Nasledn¢é na zdklad¢é poctu transkriptii urcuje polohu hledanych
nekodujicich RNA (5°UTR, 3°’UTR, sRNA) apomoci analyzy diferencidlni genové
exprese identifikuje pozice operonti. VSechny tyto vysledky souhrnné vizualizuje
pomoci Integrated Genomics Viewer (IGV), coz je software urceny pro vizualizaci
geonomickych dat. Vystupem celého procesu jsou tfi soubory ve formatu TXT. Prvni
z téchto souborti (Summary) obsahuje obecné informace o poctech jednotlivych
detekovanych nekodujicich RNA, druhy (¢ranscripts) obsahuje podrobnéjsi informace
o genech anové nalezenych transkriptech aposledni soubor (operons) obsahuje

informace o detekovanych operonech [9]. Stru¢ny postup celé analyzy je vyobrazen na
Obréazku 3.1.

3.1.1 Skladani transkriptii de novo a zarovnani ¢teni k referenénimu genomu

Rockhopper umoznuje skladat ¢teni de novo nebo zarovnavat k referenci. Vstupni ¢teni
mohou byt typu paired-end ¢i single-end a mohou byt stranded nebo non-stranded.

Sestaveni de novo je provedeno tak, ze jsou nejprve z dostupnych Cteni vytvoreny k-
mery (vychozi nastaveni: délka 25 pb). Tyto k-mery jsou posléze spojovany za vyuZziti
de Bruijnovych grafti a Burrow-Wheelerovy transformace. Toto spojeni je ojedin€lé
praveé pro Rockhopper a diky tomu nabizi relativné casov€ nenarocné de novo skladani
transkripta [8].

Mapovani c¢teni k referenci je mozné pouze s dostupnou genomovou sekvenci.
Rockhopper umoznuje automaticky vyhledat a stdhnout reference, které jsou volné
dostupné v GenBank databazi [61]. Samotné zarovnani Cteni je provedeno za pomoci
voln¢ ptistupného néstroje Bowtie2. Jedna se o velice rychly nastroj vyznacujici se
1 svou vysokou senzitivitou a presnosti [62]. Bowtie2 vyuziva k indexovani v genomu
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full-text (FM) indexy, které jsou zalozeny na Burrow-Wheelerové¢ transformaci [63]. Po
vytvofeni FM indexu muize byt Cteni, pln€ se shodujici s referenénim genomem,
zarovnano. Jestlize se dané ¢teni neshoduje s genomem, je pomoci Smith-Watermanova
algoritmu rozsifeno a zarovnano (muze dojit ik vicendsobnému zarovnani) tak, aby
vysledné zarovnani obsahovalo maximalni povoleny pocet neshod vici referenci. Tato
hodnota je urena z Phred skore, ziskaného ptfi sekvenovani. Zvolend sekvenaéni
metoda tedy ovlivituje vypocet pro vysledné zarovnani. [9]

& A N\
( vstup: . k-mery
sekvenadni [>AGTCGTAGCTAGTCGA vytvoreni k-mert GTAG TTAT
Steni z >GGATAGCGTGATCTAC ze sekvenadnich CGTA AGTC GCTT
RN A-seq Cteni TCGT mrm
experiment B  A6TC crcc gy
>TATGCTTATACGTT K ng’;gagé de
>GTAGCGCTAGTACA Bruijn grafu,
pokud neni
nalezen v
kandidatnich
kandidatni tranksripty transkriptech
ulozené pomoci
Burrow-Wheelerovych e
indext . —
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Obrazek 3.1 Schéma postupu detekce softwaru Rockhopper; upraveno [8].
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3.1.2 Identifikace nekodujicich RNA

Jak jiz bylo zminéno, Rockhopper je nastroj pro detekci nekodujicich RNA. Tyto
detekce jsou zalozeny na zékladé¢ normalizovanych hodnot pokryti ¢teni. Nejprve
dochazi k nalezeni tzv. semen, které maji urCitou délku (vychozi nastaveni: 10 pb)
a pokryti, které je vySsi nez prahova hodnota udavajici primérné pokryti napti¢ celym
genomem.

Nasledné¢ jsou tato semena rozSifovdna obéma sméry na zdkladé¢ Bayesovské
statistiky. Je ureno semeno s a region z genomu r takovy, Ze alespon jeden nukleotid
sdili se semenem s. Cilem je urcit, zda region » nalezi stejnému transkriptu jako semeno
s na zéklad¢ Bayesovské statistiky:

P(Op(x|C)
p(Clx,) = T ok (0.1)

kde xr udava pocet cteni mapujicich se do regionu r a C je zavisld proménna (C =
{cres, crs}) se dvéma riznymi vysledky. Varianta cr-soznacuje, ze region r nalezi
stejnému transkriptu jako semeno s, c;snaopak. Jsou tedy uréeny dvé pravdépodobnosti
— pravdépodobnost p(cr-s|xr) udavajici, ze region r je soucasti stejného transkriptu jako
semeno s, apravdépodobnost p(csslxr), ze neni. Prvni z téchto pravdépodobnosti je
zalozena na Poissonové rozlozeni ¢teni mapovanych k semeni s za ptedpokladu, ze jsou
vzorkovana rovnomérné anezavisle. Druhd ztéchto pravdépodobnosti je déana
geometrickym rozlozenim pozadi vSech ¢teni mapujicich se antisense viici kddujicim
proteintim dle anotace.

Zda dojde k pfidani regionu » k semeni s nebo nikoliv, spociva v tom, kterd z vyse
uvedenych pravdépodobnosti ma vyssi hodnotu. Jestlize dojde k situaci, ze se takto
rozsifend semena presahuji, dojde k jejich slouceni v semeno nové. Pivodni semena
zaniknou. [9]

3.1.3 Nastaveni parametri uZivatelem

Uzivatel ma v prostfedi Rockhopper mozZnost nastavit nékolik proménnych [61].
Vsechny tyto proménné lze upravit ve vyskakovacim okné Parameter Settings,
viz Obrazek 3.2.

V prvni sekci General parameters si uzivatel voli zakladni parametry analyzy. Jsou
zde voleny informace, zda uZivatel pouZziva data ze sekvenovani, kterd jsou specificka
¢1 nespecifickd pro dané vladkno a jestli ma single-end, paired-end ¢i mate-end data.
Dale je mozné zatrhnout volbu pro vypocet diferencialni genové exprese, pro vypis
podrobnéjsich vysledkli, nebo pro zéapis vysledkti do SAM souboru. Také se zde voli
slozka, do které jsou vystupni data ukladdna. Poslednim parametrem v této sekci je
moznost urcit Rockhopperu, kolik procesori v pocita¢i mize pro vypocty pouZzit.
Doporuceno je nastaveni na hodnotu 0, kdy Rockhopper sam urcuje, kolik procesorti
vyuZzije.
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Druha sekce Parameters for reference based assembly nastavuje parametry pro
zarovnani k referenci a obsahuje moznost nastaveni parametru neshody, kdy si uzivatel
voli, jaka je maximalni pfipustnost odliSnosti zarovnaného cteni vuci referenci (do
neshody se zapocitavaji i povolené mezery ajsou uvedeny v procentech vici délce
daného cteni) a parametr minimalni délky semene (procento poctu piesné zarovnanych
nukleotidii z délky ¢teni). Uzivatel si také mize zvolit, zda chce, aby byly predikovany
operony a jestli chce detekovat a analyzovat transkripty, které zatim nejsou anotované.
Tato nastaveni hraji zasadni roli ve vypocetni rychlosti. Posledni parametr této sekce je
parametr minimalni exprese UTR a nekodujicich RNA (ncRNA), ktery ovliviiuje
specificitu a senzitivitu detekce (¢im vy$$i hodnota, tim vys$i specificita, ale nizsi
senzitivita).

Posledni cast Parameters for de novo assembly je zaméfena pouze pro nastaveni
de novo skladani. Je zde mozné nastavit minimalni pocet pfesné¢ namapovanych cteni
pro dany transkript, aby byl tento transkript uvazovan, dale minimalni délku
sestaven¢ho transkriptu, minimalni pocet k-mertt pro dané¢ semeno a minimalni pocet
stejnych k-mert pro slouc¢eni dvou semen.

Samoziejmé je mozno zvolit, zda bude analyza provadéna de novo nebo s referenci,
kolik experimentt probéhlo a kolik sekvenacnich dat v jednotlivych experimentech bylo
ziskano. Tato nastaveni se provadi jiz v hlavnim okné Rockhopperu.

# Parameter Settings - *
Strand specific Test for differential expression
Reverse complement reads [ | Orientation of mate-pair reads Eﬂ
Verbose output [ | Qutput SAM file [ |
Max bases between paired reads (200 Number of processors |0

Output file location: |Rockhopper_Results/ | @

Allowed mismatches (0.15 Minimum seed length |0.33
Identify transcript boundaries Predict operons

Minimum expressionof UTRsandncRNAs + « «+ « o« ¢ o o 0 1
0.0 0.5 1.0

Min reads mapping to a transcript |20 Minimum transcript length |50
Min count to seed a transcript |50 Min count to extend a transcript |5

| DEFAULTS | SAVE

Obrazek 3.2 Ukazka vyskakovaciho okna Parameter Settings programu Rockhopper.
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3.2 DETR'PROK

Dalsi z metod zabyvajici se detekci nekodujicich RNA je DETR’PROK, ktery byl stejné
jako Rockhopper uveden jiz v roce 2013 [10]. Analyza dat metodou DETR’PROK je
zaloZzena na dostupnych nastrojich, které jsou spojeny pomoci platformy Galaxy.
Webova platforma Galaxy je open source urcena pro praci s velkym mnozstvim dat
nejen v genomice, ale také proteomice a metabolomice. Galaxy ma tii hlavni cile — aby
analyzacni postupy byly vSem dostupné, byly reprodukovatelné a ziskané vysledky byly
publikovatelné a transparentni [64].

selvence genomu

EMA-Seq data (FASTA)

(FASTAQ)
mapovani anctace genormu
EAM soubor (GFF)
/ |
shlukovani DETR'PROK & shlukovani

wy + 1
shluler Stend anotace + informace
0 operonech

piifazeni k
anotact

roziifeni anotace
fia obou vlalhech

poroviant
5 anotaci

rozdéleni roziiferich
D na UTE, D

lelasifilace

klasifilzace A OpErcn spacer
shluloy cteni antisense shluky
nezavislé Steni viidi 5 UTR
na anotaci roziifernym anotacim

filtrace transkriptd vstupni GFF soubory
na zaklade poctu pro 5'UTR, antisense
cteni a velikost EMA g sEIA

Obrazek 3.3 Zjednodusené schéma postupu analyzy programu DETR’PROK; upraveno
[10].

3.2.1 Princip detekce DETR‘PROK

Jedna se o vypocetni algoritmus, do kterého musi vstupovat stranded data z RNA-Seq
ve formatu BAM a anotace ve formatu GFF. Poté algoritmus shlukuje tato vstupni data,
rozsifuje dostupné anotace na zakladé namapovanych ¢teni z BAM souboru a predikuje
nekodujici RNA — 5’UTR, sRNA, asRNA. Predikce téchto RNA je provedena
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ve Ctyficeti krocich. VétSina z téchto krokti ma zéklady ze sady néstroji S-MART pro
praci s bioinformatickymi daty. VSechny tyto kroky jsou voln¢ pfistupné a editovatelné,
aby si je uzivatel mohl upravit dle potieb [10]. Zjednodusené schéma pracovniho
postupu DETR’PROK lze vidét na Obrazku 3.3, kde jsou ve fialovych obdélnicich
znazornéna data, kterd jsou potfebnd pro vytvoreni vstupnich dat, jez jsou zobrazena
zluté. V zelenych obdélnicich jsou pak zndzornény jednotlivé pracovni kroky. Vystupni
soubor v datovém formatu GFF je vyobrazen cCervené, tento soubor obsahuje informace
o detekovanych 5’UTR a sRNA (v¢etné antisense RNA).

3.2.2 Nastaveni parametra uZivatelem

Na zacatku kodu si miZze uzivatel nastavit n¢kolik parametri. Tyto parametry jsou
pfimo urcené k aktivnimu nastaveni uzZivatelem vzhledem k pouzitym datim

a o¢ekavanym vysledkiim. Funkce jednotlivych parametrti v algoritmu je zndzornéna na
Obrazku 3.4.

IR a = | :%%%%
o ':'5-9 E%@ =) | =) :,')I e

&= g & &
| ?R‘NA—EED- = &T%‘i—>—
= 1 ~ é==3

| roziifend anotace | ’
—_—— ) =—) e
S|

sRNA_min_reads sbTR &t 4
i _min_reads
| Klasifikace + filtrace | RO SUTR_min_size
- : ; : P — e—
I ﬁnéln, - l d k | RNA merge aass__rrr:‘llr:‘__rseng
i vyslede - ‘
o T e s— S e———
m=) SRNA

mm) shluky Cteni mm roz§ifend anotace ——) operon spacer =) antisense RNA

Obrazek 3.4 Funkce parametrt v algoritmu DETR’PROK; upraveno [10].

Prvnim parametrem, ktery se nastavuje, je parametr feature list, ktery odpovida
seznamu transkriptd, jeZ budou z dostupné anotace vyuzity (napi. CDS, rRNA, tRNA).
U tohoto parametru je dlleZité zkontrolovat soubor obsahujici anotace pro urceni
spravnych zkratek pro dané transkripty (v riznych anotacich se mohou lisit).

Nasledné se uvazuje nastaveni maximalnich mezer pro Cteni (clust gap), CDS
(op_gap) apotencidlnich RNA (RNA_gap). Nastavenim téchto parametrti dochazi ke
slouceni/ponechani blizkych c¢teni, CDS anasledné navzdjem blizko detekovanych
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transkriptd  vac¢i sobé. Moznost zvoleni téchto hodnot je vhodné vzhledem
k riznorodosti hustoty geni v genomu napii¢ bakterialnimi druhy akvili odlisné
hloubce sekvenovani pti rozlisnych experimentech.

DalSim parametrem je RNA merge udavajici maximalni vzdélenost, aby se nové
detekované transkripty spojily v jeden. Posledni parametry udavaji minimalni pocet
¢teni na novy transkript (sRNA min_reads, asRNA min _reads 5‘UTR_min_reads)
a jeho minimalni délku (sSRNA_min_size, asRNA_min_size, SUTR _min_size).

3.3 ANNOgesic

Nepfili§ starym zptusobem detekce sRNA je metoda ANNOgesic, ktera byla poprvé
uvedena v roce 2018 [11]. ANNOgesic je nastroj, ktery byl vyvinut v programovacim
prostiedi Python 3 a je voln¢ dostupny jako open source. Jedna se o metodu, ktera byla
vyvinuta na zpracovani RNA-Seq a diferencidlnich RNA-Seq (ARNA-Seq) dat tak, aby
bylo detekovano co moznéd nejvice funkCnich transkripti. ANNOgesic je schopny
detekovat operony, geny (CDS), tRNA, rRNA, sRNA, 3¢ a5 UTR konce, riboswitche,
mista pro zacatek transkripce a dalsi. Algoritmy pro detekci jednotlivych Césti jsou
rozdéleny do jednotlivych modulti, které mohou byt riizné€ propojovany.

Vstupnimi daty pro ANNOgesic mohou byt informace o pokryti z RNA-Seq ve
formatu WIGGLE nebo zarovnana ¢teni ve formatu BAM. Nékteré z modult vyzaduji
navic také anotaci v datovém formatu GFF3. Vystupem je pak nova anotace v datovém
formatu GFF3 obsahujici informace o detekovanych transkriptech, soubory v datovém
formatu CSV obsahujici informace z jednotlivych modulid a obrazky. Pro zobrazeni
nové anotace miize byt pouzit software IGV.

3.3.1 Princip detekce ANNOgesic

tolerance mezery

e T -— P
_ 0. | B | . ¢ -
préh pokryti 4 b | Y | -\
—_—] transkript > | transkript > transkript -

|- >=minimalni délka —|
porovnani
transkriptu
s vyskytem
genu v anotaci

| gen " gen

spojeni
transkriptQ

—] transkript = transkript -
Obrazek 3.5 Prvni cast detekce SRNA u ANNOgesic; upraveno [11].
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V prvnim kroku celého procesu jsou nalezeny potencialni transkripty. Jak lze vidét na
Obrazku 3.5, dochazi k detekci transkriptii na zakladé pokryti namapovanych cteni.
Minimalni prah pro pokryti si uzivatel nastavuje sdm, stejné tak maximalni toleranci
mezery, kterd ma niz$i pokryti nez je dany prah, a minimalni délku transkripti. Poté
dochazi ke spojovani transkripti vzhledem ke znalostem ziskanych z anotace. Naptiklad
dva transkripty mohou byt spojeny do jednoho, ato v ptipadé, kdy tyto transkripty
prekryvaji stejny gen.

Samotna detekce sSRNA u ANNOgesic je vmodulu snazvem sRNA. Nejprve
algoritmus porovnava potenciondlni sSRNA transkripty s databazi BSRD [65], ktera
obsahuje experimentalné potvrzené bakteridlni sRNA. Jestlize dojde ke shodé,
potencialni usek je prohldsen za sRNA. Pokud ke shodé¢ nedojde, porovnava se
transkript s databazi Narodniho centra pro biotechnologické informace (NCBI), jestli se
nejednd o neredundantni protein. Pokud nedojde k nalezeni transkriptu ani v jedné
z téchto databézi, musi transkript spliiovat urcité podminky, aby mohl byt prohlasen za
sRNA. Prvni z podminek je pfitomnost promotoru pro dany usek, vhodnéd sekundarni
struktura transkriptu a délka mezi 30 az 500 pb. Takto jsou detekovany sRNA, které se
nachazeji v intergenovém prostoru (frans-sRNA) a nebo antisense vici genu (cis-
sRNA). Tti ukéazky takovychto detekovanych sRNA jsou na Obrazku 3.6 v sekci (A).

ANNOgesic vSak pocita s tim, ze se SRNA mohou nachéazet i v oblasti 3° a 5° UTR
koncti anebo pfimo ve struktute ur¢itého genu. I tyto potencidlni SRNA musi obsahovat
svlij promotor a vyskytovat se v genu s vysSsim pokrytim nez samotny gen (v pokryti
genu musi byt prudky pokles, narast, nebo oboji). Detekce SRNA v oblasti 3¢ a 5° UTR
je vyobrazena na Obrazku 3.6 v sekci (B) a detekce v ramci genu je vyobrazena v sekci

(©).

(A) (B) (©)
promotor
%ﬁ_\\“\ |'> promotor
I sRNA > { CDS sRNA > I_»pmmolnr
f— <=max. délka — 3’ UTR (DS ) SRNA ) CDS
promotor
i T promotor
= - r> promotor
SRNA . _sRNA > (DS ) .
= > maximalni délka — 5"UTR S
promotor pmm(imra\ CDS > sRNA > CDS /\
A — \
sRNA | sSRNA > CDS
= >maximalni délka — 5’ UTR

Obrazek 3.6 Zplsoby detekce SRNA u ANNOgesic: (A) detekce trans-sRNA a cis-
sRNA; (B) detekce v oblasti 3 UTR a 5° UTR, (C) detekce ve struktufe genu; upraveno

[11].
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3.4 APERO

Jednim z novéjsich piistupti detekce sSRNA v bakteriich je metoda APERO. Ta byla
poprvé uvedena v roce 2019 [12] aje volné dostupnd v programovacim prostiedi R
(vyuzivajici balicky Rsamtools, Reshape2 a Snowfall) nebo pies platformu Galaxy.

APERO, jako vSechny ostatni vypocetni nastroje, vyuziva pro detekci data ziskana
pomoci RNA-Seq metod. Je primarné ur€en pro zpracovani paired-end dat, kterd byla
ziskana z kratkych nefragmentovanych RNA. Neni tedy vhodny pro vSechny RNA-Seq
data, coz je jeho hlavni limitaci. Také se od vétSiny z dostupnych néstroja lisi zplisobem
detekce sRNA. Detekce neni zaloZena na zjiSténi pokryti namapovanych Ccteni
k referenci, ale na detekci stabilnich 5° konci sRNA anasledném rozsifeni téchto
nalezenych tsekl ve sméru 5‘— 3°.

3.4.1 Princip detekce APERO

Vstupem do algoritmu APERO je soubor s namapovanymi ¢tenimi ve formatu BAM.
Tato data jsou vyfiltrovdna tak, aby obsahovala pouze paired-end Cteni se spravnou
orientaci a umisténim vici sobe. Algoritmus je rozdélen do dvou hlavnich ¢asti. Jak uz
bylo zminéno vyse, v prvni ¢asti se zaméfuje na detekci 5¢ koncii mapovanych cteni
a v druhé ¢asti pak dochazi k iterativnimu prodluzovani ve sméru 5° — 3°.

Na Obrazku 3.7 je zndzornéno schéma pracovniho postupu APERO. Sekce (A)
znazoriiuje prvni ¢ast algoritmu. Detekce 5¢ koncti je zaloZena na nalezeni oblasti, které
maji vysoky vyskyt zacatki ¢teni a jsou tedy oznaCovany jako tzv. pocatecni oblasti.
Maximalni S$itku této pocatecni oblasti wmax muize uZzivatel libovolné nastavit.
Algoritmus nasledné¢ analyzuje pocatecni oblasti o Sifce 1 < w < wmar a pro konkrétni
pozice v genomu a konkrétni pocatecni oblast vyhodnocuje pokryti vici sousednim
oblastem (toto pokryti je vypocteno pouze z pocateCnich pozic ¢teni). Za sousedni
oblasti jsou uvazovany ty oblasti, které sousedi s pocatecni oblasti ajsou f dlouhé
(1 <f< d). Vzdalenost d urcuje maximalni vzdalenost sousedni oblasti od pivodni
pocatecni oblasti. Také hodnotu maximalni vzdalenosti d si voli uzivatel sam
aovlivitluje tim prostorovou rozliSovaci schopnost algoritmu (v jaké nejmensi
vzdalenosti od sebe se mohou vyskytovat dvé rizné sRNA). Pokud je v sousedstvi
nekolik pocate¢nich oblasti se stejnou mirou pokryti, jejich Sifka se zuzuje a je vybrana
ta poCatecni oblast, ktera je nejuzsi a pritom ma stejnou hodnotu pokryti. Vystupem této
¢asti je soubor obsahujici seznam centralnich poloh poc¢atec¢nich oblasti, jejich poloviéni
délky w, informaci, ze kterého vldkna pochdzi, a pocet Cteni, které v této oblasti
zacinaji.

Na Obrazku 3.7 v sekci (B) je znazornéna druhd c¢ast algoritmu. Zde dochazi k
iterativnimu prodluzovani poc¢atecnich oblasti (5 koncii transkriptll) ve sméru 5 — 3°.
Nejprve je vyfiltrovano 1 % nejdelSich ¢teni spadajicich do dané startovaci oblasti. Ze
zbylych ¢teni je vybrano nejdel$i Cteni a jeho 3° konec je nazvan jako potencialni
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3¢ konec, oznaCen jako E (B-1). Nasledné¢ je vypocten pomeér pokryti Flswme pro
potencialni konec E:

F _ b
start,E — I 4
start,E

(0.2)
Lstart,E

kde Ckje pokryti na pozici E, Csurk je pocet Cteni mezi pocatecni oblasti a koncem
E, Lswur ke Je vzdalenost mezi pocatecni oblasti a koncem E. Jestlize hodnota Fswr.E je
mensi nez Fmin, j¢ pozice E nazvana jako 3° konec (B-2). V opa¢ném piipadé dochazi
k prodlouzeni analyzovaného transkriptu a ur¢eni nového potencialniho konce £ (B-3).
Transkript je prodlouZen o Cteni, kterd dosahovald alesponn caste¢ného piekryvu
s puvodnim transkriptem. Cely postup ze sekce (B) je iterativné opakovan do doby, nez
Fstaree neni mens$i nez Fmin. Hodnotu Fmin s1 uZivatel nastavuje sdm a zdsadné tim
ovlivituje délku vyslednych sRNA.

Takto jsou ureny soutradnice 5¢ konct a 3¢ konct vSech potencidlnich sSRNA, které
jsou zapsany do vystupniho souboru v datovém forméatu TXT. Tento soubor obsahuje
podrobné informace o nové detekovanych transkriptech (3’UTR, 5’UTR, sRNA vcetné
rozliSené antisense RNA) pomoci algoritmu APERO.

BAM soubor (A g g 3 konec £ w=<hw >
s & k = f=<1;d%
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2|3 konec o I
= 3 =
pLo] ,_g )g
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Obrazek 3.7 Zjednodusené schéma postupu analyzy programu APERO; upraveno [12].
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3.5 Baerhunter

Dals$im z novych piistupti detekce SRNA a UTR u bakterii je Baerhunter [13] uvedeny
taktéz vroce 2019. Jedna se ovolné dostupny algoritmus implementovany
v programovacim prostiedi R. Jako pfedchozi metody, i Baerhunter vyzaduje na svém
vstupu zarovnand Cteni vuc¢i referenci v datovém formatu BAM a soubor s anotaci
v datovém formatu GFF3. Baerhunter je vhodny pro stranded data, jak pro single-end,
tak 1 pro paired-end data, cozZ umoznuje SirSi moznost vyuziti. Samotni autoii uvadéji,
ze Baerhunter neni nastroj pro predikci piesnych poc¢atkii a koncti SRNA, ale Ze se jedna
o detekci zalozenou na hledani potencialnich vyskyti sSRNA. Pfesné pozice by mély byt
urCeny experimentalné. Dalsi vyhodou algoritmu Baerhunter je moZnost analyzovat
vice BAM soubortii zaroven, coz umoziuje dal$i moznosti zpracovani, jako napiiklad
diferencialni analyzu genové exprese.

3.5.1 Princip detekce Baerhunter

Cely algoritmus zacina nactenim vSech analyzovanych BAM soubor obsahujicich
zarovnana cteni vici referenci. Nejprve dochdzi k vypoctu signalu pokryti pro pozitivni
inegativni vldkno. Nasledné¢ dochéazi k vytvofeni vektori pokryti. Vektor pokryti
predstavuje fadu po sob¢ jdoucich genomickych intervali s konstantnim pokrytim.
Kazdy z téchto vektorti pokryti je zkontrolovan na zédkladé¢ minimalniho pokryti, které
musi obsahovat (low-cut-off). Takto vybrané vektory urcuji piky v signalu pokryti.
Nasledné jsou tyto detekované piky filtrovany na zadkladé minimalni délky (width)
a konstantniho pokryti (high-cut-off). Prahové hodnoty low-cut-off, width a high-cut-off
uzivatel nastavuje sdm pii spousténi algoritmu a hraji v detekci vyznamnou roli.

Ziskané piky napfi¢ celym genomem se kombinuji s piky obdrzenymi pomoci
balicku IRanges R [66]. Cely proces se zopakuje pro vSechny vstupni BAM soubory.
Vystupem je soubor slou¢enych vektorti pokryti z jednotlivych BAM soubort. Tento
proces je vyobrazen na Obrazku 3.8.

Jakmile je ziskdn seznam vSech vektord pokryti, dochdzi k urceni a uloZeni jejich
pozic v genomu. Nasledné jsou nacteny informace z anotace genomu ve formatu GFF3
a dochazi k porovnani anotovanych tusekt (kromé anotaci jiz detekovanych sSRNA/UTR
u daného organizmu) s nalezenymi pozicemi vektort pokryti. Detekované vektory
pokryti, které se v plné délce piekryvaji s anotovanym tsekem, jsou odstranény. Pokud
se detekované vektory pokryti prekryvaji s anotovanym genem pouze ¢astecné, jejich
casti, které se s genem nepiekryvaji, jsou izolovany a na zaklad¢ délky jsou oznaceny
jako potencialni UTR. Vektory pokryti, které se s anotovanymi useky vibec
nepiekryvaji, jsou oznaceny jako potencialni SRNA.

Vysledné potencialni UTR a sRNA jsou ptfidany ke vstupni anotaci a ulozeny do
nové anotace v souladu se standardy datového formatu GFF3. Nové nalezené
transkripty mohou byt jesté filtrovany na zaklad¢ urovné jejich exprese pomoci hodnoty
TPM (pocet transkripti na milion bazi).
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Obrazek 3.8 Schéma detekce sSRNA a UTR u algoritmu Baerhunter; upraveno [13].
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4. NAVRH A IMPLEMENTACE NASTROJE PRO
PREDIKCI SRNA

Pro tuto diplomovou praci byl navrhnut uZzivatelsky piivétivy ndstroj pro detekci
potencionalnich SRNA z RNA-Seq dat (SEARCHsRNA). Nastroj byl implementovan
v programovacim prostiedi R a pro svou funkci vyuziva n€kolik volné dostupnych
balickt funkci. Mezi tyto balicky patii balicek Rsamtools (balicek spadajici do projektu
Bioconductor) [67], balicek seqinr [68], ktery umoznuje spravu sekvenacnich dat
a balicek dplyr [69], ktery umoznuje zjednoduSenou manipulaci s daty. Cely nastroj je
voln¢ dostupny na: https://github.com/xpomyk03/SEARCHsRNA.git. ZjednoduSeny
pracovni postup nastroje SEARCHsRNA je nastinén na Obrazku 4.1 a detailnéji popsan

v kapitole 4.3.

START L Detekce sSRNA _j

¥
RINA-Seq data (BAM)

anotace (GFF3) @

referenéni genom (FASTA)

¥ seznam potencidlnich sRNA (CSV)
nastaveni parametrii vektory s umisténim sRNA (TXT)
K
¥
vytvoreni vektoru pokryti seznam detekovanych
z BAM souboru potencialnich sRNA
A
¥
detekce potencialnich eliminace potencialnich
trangkripth z vektoru transkripti na zakladé
pokryti anotace a vstupnich parametru

Obrazek 4.1 Zjednodusené schéma principu detekce néastroje SEARCHsRNA pro
nalezeni potencidlnich sSRNA.

4.1 Pouzita data

Pro potteby této prace byla vyuzita data z RNA-Seq pro bakterii Vibrio atlanticus
LGP32 apro bakterii Clostridium beijerinckii NRRL B-598. Data z obou bakterii byla
pouzita v pribé¢hu navrhu, implementace a kontroly funkc¢nosti jednotlivych bloki
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nastroje SEARCHsRNA. Na zavér byl tento nastroj otestovan pouze na datech bakterie
Vibrio atlanticus LGP32 (viz kapitola 5).

4.1.1 Vibrio atlanticus LGP32

Bakterie Vibrio atlanticus (dfive nazyvana Vibrio splendidus) je gramnegativni bakterie
spadajici do rodu Vibrio. Bakterie tohoto rodu se nachazi v motské vod¢, v motskych
sedimentech na pobfezich a v usti fek. Nekteré z nich maji patogenni ucinky na
mekkyse, ploutvonozce 1 savce [70; 71]. Konkrétné u kmene Vibrio atlanticus LGP32
byly prokdzany patogenni UCinky na ustfici Crassostrea gigas, které mohou vést az
k jejimu thynu [72].

Jako referen¢ni genom byl vyuzit genom bakterie Vibrio atlanticus slozeny ze dvou
chromozomul. Prvni ztéchto chromozomt dosahuje délky 3 299 303 pb ajeho
referencni sekvence je voln¢ dostupnd z databaze GenBank pod piistupovym kodem
NC 011753.2. Druhy chromozom dosahuje délky 1675515 pb ajeho referencni
sekvence je volné dostupnd =z databaze GenBank pod piistupovym kdoédem
NC 011744.2.

RNA-Seq data bakterie Vibrio atlanticus LGP32 byla plvodné publikovana
a vyuzita pii testovani predikéniho nastroje DETR’PROK [10]. Sekvenacni béh je
dostupny pod kodem SRR836420. Ctenio délce 38 pb, byla ziskana sekvenacni
metodou Illumina GA-IIX. Tato ¢teni byla pfedzpracovdna — provedenim kontroly
kvality a odstiiZeni adapteri. Cteni byla namapovana k referenci pomoci nastroje
Bowtie, ktery je dostupny na webové platformé¢ Galaxy. Vysledny dataset obsahuje dva
soubory v datovém forméatu BAM, kazdy pro jeden chromozom. Soubory byly stazeny z
voln¢ dostupnych doplitkovych dat pro predikéni nastroj DETR ‘PROK.

4.1.2 Clostridium beijerinckii NRRL B-598

Bakterie Clostridium beijerinckii NRRL B-598 je aerobni bakterie spadajici do rodu
Clostridium [73]. Jednd se o bakterii bez patogennich ucinki, kterd ma schopnost
produkovat butanol.

Jako referencni genom pro bakterii Clostridium beijerinckii NRRL B-598 byl vyuzit
genom o délce 6 186 993 pb, ktery je volné dostupny z databaze GenBank pod
pristupovym kédem CP011966.3.

Pro tuto praci byla vyuzita RNA-Seq data bakterie Clostridium beijerinckii NRRL B-
598, ktera se v databazi NCBI Sequence Read Archive (SRA) vyskytuji pod pristupovym
kodem SRP033480. Cteni, o délce 75 pb, byla ziskiana pomoci sekvenaéni platformy
[llumina NextSeq. Ziskané ¢teni byla opét piedzpracovana — doslo k odstfiZzeni adapteri a
odstranéni zbytkové rRNA. Cteni byla nasledné namapovana k referenénimu genomu a
komprimovana do BAM formatu.
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4.2 Vstupni data a parametry

Vstupnimi daty pro nastroj SEARCHsRNA jsou referencni sekvence pro dany
organizmus v datovém formatu FASTA, anotace pro dany organizmus v datovém
formatu GFF3 a stranded nebo reversly stranded RNA-Seq data v datovém formatu
BAM. Sekvenacnich dat v datovém formatu BAM miize byt béhem jednoho spusténi
programu pouzito vice, diilezité je, aby obsahovala unikétni nazev a byla mapovana ke
stejnému referenénimu genomu. Je tedy mozné pomoci tohoto nastroje béhem jednoho
spusténi hledat SRNA z vice RNA-Seq dat (z vice replikath).

V nastroji je pouzito nékolik volitelnych parametrti, které¢ uzivatel mize nastavit.
Nastaveni téchto parametrii probiha pii spusténi funkce search sRNA () (viz kapitola
4.3.2). Prvnim parametrem je parametr pod ndzvem type of data (datovy typ str).
Tento parametr udava, zda se jedna o stranded (type of data = 'Stranded') nebo
reversly stranded data (type of data = 'ReverslyStranded'). Defaultné je
tento parametr nastaven na hodnotu pro stranded data.

Nasledujici tfi parametry ovliviiuji chovani samotné detekce potencialnich sSRNA
a defaultné jsou vSechny tyto parametry nastaveny na proménnou NULL. K finalnimu
automatickému nastaveni téchto tfi parametri dochézi az béhem samotné detekce.
Parametr threshold coverage steepness (datovy typ int) ovliviiuje detekci 5°
a 3¢ koncti vSech potencialnich transkriptii obsazenych v genomu. Uzivatel nastavuje
tzv. miru zmény v pokryti. Tato mira zmény pokryti je udavana v poctu ¢tenich, o kterad
se musi pokryti zménit, aby dané oblast byla povaZzovana za 5 a 3 konec transkriptu.
Napft. pokud bude za tento parametr nastavena hodnota 10, jako 5 a 3° konce budou
povazovany pouze oblasti, ukterych dochdzi ke zméné v pokryti o 10 cteni.
Doporuceny rozsah tohoto parametru je od 2 do 10, pro experimentalni tcely 1 vyssi.

Parametr threshold coverage min (datovy typ int) uddva hodnotu poctu
namapovanych Cteni, kterda musi minimalné dané misto obsahovat, aby bylo mozné jej
uvazovat jako 5° a 3° konec transkriptd obsazenych v genomu. To znamend napft., ze
pokud bude tento parametr nastaven na hodnotu 20 a bude nalezeno misto s pokrytim
21x splilyjici parametr threshold coverage min, bude toto misto uvazovano jako
potencialni 5° nebo 3° konec transkriptu genomu. Jestlize by bylo pokryti mensi nez
zvoleny parametr, jako 5’nebo 3° konec by toto misto uvazovano nebylo. Doporuceny
rozsah tohoto parametru je od 2 do 5, pro experimentalni ti¢ely i1 vyssi.

Parametr threshold gap transcripts (datovy typ int) uddvd minimalni
rozestup dvou detekovanych transkriptl [pb], aby byly uvazovany jako samostatné
transkripty. Doporuceny rozsah tohoto parametru je od 20 pb, kdy by vys$si hodnoty
mély byt nastaveny pro BAM soubory s niz§im primérnym pokrytim. Minimalni
hodnota 20 pb je urcena kvuli tomu, ze pii detekci dochézi ke spojeni dvou transkriptti
vzdy, pokud je jejich vzdalenost mensi nez uvedena hodnota 20 pb.
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Posledni dva parametry upravuji az vysledny seznam sRNA obdrzeny po ukonceni
detekce. Parametrem threshold coverage sRNA (datovy typ int) lze urcit, jaké
minimalni primémé pokryti musi mit vysledna detekovand sRNA. Defaultné je tento
parametr nastaven na hodnotu 0, a pokud nedojde k jeho nastaveni, jsou do vystupniho
seznamu uloZeny vSechny detekované sRNA bez ohledu na jejich primérné pokryti.
Parametr min length of sRNA (datovy typ int) ur€uje, jakou minimalni délku [pb]
musi vyslednd sRNA mit, aby byla uloZzena do vystupniho seznamu detekovanych
sRNA. Defaultné¢ je tento parametr nastaven na 40 pb vzhledem k o¢ekavanym
minimalnim délkam sRNA (viz kapitola 1).

4.3 Princip detekce a implementace

Jak uz bylo zminéno, nastroj byl implementovan v programovacim prostfedi R a byly
vytvoieny dva skripty. Pro uspé$né spusténi nastroje je vyzZadovano pomoci funkce
source () nacist skript functions, ktery obsahuje funkce pouzité pti detekci SRNA
nastrojem SEARCHsRNA.

Skript example slouzi jako ukazka pro spusténi nastroje SEARCHsRNA. Tento
ukazkovy skript example ajednotlivé funkce ze skriptu functions jsou detailnéji
popsany v nasledujicich podkapitolach 4.3.1-4.3.8.

4.3.1 Skript example

Skript example je urceny jako ukdzka pro uspéSné spusSténi detekce sSRNA pomoci
nastroje SEARCHsRNA. Nachazi se zde sekce pro nacteni potfebnych knihoven
(kapitola 4) pomoci funkce library () askriptu functions, ktery obsahuje funkce
nastroje SEARCHsSRNA. Ten je naéten pomoci funkce source (). Na zavér tohoto
skriptu je zobrazen piiklad spusténi funkce search sRNA() (kapitola 4.3.2)

s nastavenim vSech jejich parametrti (viz kapitola 4.2) manudlné.

4.3.2 Funkce search sRNA ()

Jedinym povinnym vstupnim parametrem je parametr path of files (datovy typ
str) obsahujici cestu ke sloZce, ve které se nachazi vSechna potifebnd vstupni data:
referencni sekvence ve formatu FASTA, anotace ve formatu GFF3 a BAM soubor/y.
Dalsimi, jiz volitelnymi parametry, jsou parametry detailnéji popsané v kapitole 4.2.

Ve funkci nejprve dochdzi na zikladé parametru path of files knacteni
referen¢ni sekvence do proménné fasta (datovy typ 1ist), anotace do proménné gf £
(datovy typ data. frame) a ulozeni vSech ndzvi dostupnych souborti datového formatu
BAM do proménné bamfiles (datovy typ character). Na zdklad¢é proménné fasta

je poté urena proménna length of genome obsahujici informaci o délce genomu.
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Nasledn¢ dochazi ke spusténi funkce get annotation () (kapitola 4.3.4), diky
niZ jsou obdrzeny pozice anotovanych geni v genomu rozdélené podle vlédkna, na
kterém se geny vyskytuji.

V ramci funkce nasleduje for cyklus, jehoz pocet opakovani odpovida délce
proménné bamfiles atedy odpovidd potu BAM souborl, na kterych je detekce
sRNA provedena. Vramci tohoto for cyklu je nejprve voldna funkce
preparing signals from reads () (kapitola 4.3.5), na jejimZ vystupu je obdrzena
datovd struktura 1ist, obsahujici signdl pokryti pro pozitivni inegativni vldkno
(datovy typ num). Signdlem pokryti se rozumi vektor o délce genomu, ktery na
jednotlivych pozicich obsahuje informaci o po¢tu namapovanych ¢teni na danou pozici.
Z téchto signalii je poté vypoc€itdno primérné pokryti coverage signal pro dany
BAM soubor vzhledem k obéma vlakniim. Primérné pokryti coverage signal bylo
vypocteno podle vzorce:

pocet Cteni x primérna délka Cteni

coverage_signal = 2+ délka genomu (0.1)

Informace o primérném pokryti je posléze pouzita pii automatickém nastaveni
parametra threshold coverage steepness, threshold coverage min
a threshold gap transcripts v pfipad¢, kdy nejsou tyto parametry nastaveny
uzivatelem pii spusténi funkce search sRNA (). Knastaveni téchto parametr jsou
vyuzity po castech linearni funkce, jejichz vystup zavisi pravé na proménné
coverage signal. Tyto po c¢astech linedrni funkce byly vytvofeny na zakladé
detekce SRNA na rtiznych souborech BAM s odliSnou hodnotou coverage signal.

V rovnici (4.2) je ukdzana linedrné lomena funkce pro automatické nastaveni parametru
threshold gap transcripts.

threshold_gap_transcripts(coverage_signal) =

50 pro coverage_signal < 10;
20 pro coverage_signal > 100;
= . (0.2)
2 * coverage_signal N 5 inak
5 3 jinak.

Poté je dvakrat spuSténa funkce search transcripts() (kapitola 4.3.6), ve
které jsou nachazeny potencialni transkripty sRNA, nejprve pro pozitivni a posléze
1 pro negativni vlakno.

Seznamy detekovanych transkriptd sSRNA pro pozitivni a negativni vlakno jsou poté
vyuzity  funkci  exporting signals TXT () (kapitola  4.3.7)  a funkci
exporting CSV() (kapitola 4.3.8), které poskytuji vystupni soubory nastroje
SEARCHsRNA - tedy tabulku CSV obsahujici seznam detekovanych sRNA a dva
textové soubory obsahujici informace o umisténi téchto sRNA na pozitivnim
a negativnim vlakné.
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4.3.3 Funkce readBAM ()

Funkce readBaM () je funkce slouzici pro ulozeni soubort BAM do datového formatu
DFrame, se kterym je mozné rychle a jednoduSe pracovat (indexace, vyhledavani, ...).
Vstupni proménnou je pouze ndzev BAM souboru, ktery je ulozen v proménné
bamfiles. Funkce je dostupna na: https://gist.github.com/SamBuckberry/9914246.

4.3.4 Funkce get annotation ()

Funkce get annotation() slouzi kziskdni pozic vSech anotovanych genti
vyskytujicich se v organizmu. Vstupni proménnou je proménnd gff z funkce
search sRNA (). Geny jsou vradmci funkce get annotation() roztfidény na
pozitivni a negativni vlakno. Na vystupu této funkce je tedy obdrzen list se Ctyfmi

vektory obsahujici pozice 5¢ a 3¢ konct vSech anotovanych genti pro jednotlivé vldkna.

4.3.5 Funkce preparing signals_from reads ()

Vstupnimi proménnymi této funkce jsou proménné length of genome, bamfiles
a parametr type of data (viz kapitola 4.3.2). Vystupem funkce je 1ist obsahujici
dva vektory signalu pokryti.

Ve funkci preparing signals from reads () je pomoci funkce readBAM ()
(kapitola 4.3.3) nacten BAM soubor, ktery je nasledné procistén o méné kvalitni Cteni
a o ¢teni, kterd nemaji vhodnou délku. Nejprve jsou tedy odstranéna vsSechna ¢teni,
ktera maji kvalitu niz§i nez Phred skore rovno 255. K tomuto odstranéni dochazi
z divodu eliminovani Spatné namapovanych cteni. Nasledné jsou ze seznamu
odstranéna ta Cteni, ktera jsou kratsi jak 20 pb a ta ¢teni, kterd jsou del$i nez zvolena
délka cteni pro dané sekvenovani.

Takto procistény seznam vSech vyhovujicich ¢teni je posléze rozdélen do dvou
seznamil podle vldkna, ze kterého pochdzi. V této sekci je vyuzit parametr
type of data, ktery informuje o typu sekvenacnich dat ulozenych v BAM souboru —
zda se jedna o stranded nebo reversly-stranded data, coz urcuje, jak jsou ¢teni v BAM
souborech orientovana.

Z téchto seznamii jsou vytvoreny dva vektory o délce odpovidajici délce genomu.
Do kazdého z vektorti jsou zaznamenavana cCteni z jednotlivych seznamt tak, ze
na pozice, kam bylo ¢teni namapovano, se do vektoru pfic¢itd hodnota 1. Tim jsou
ziskany tzv. signaly pokryti pro pozitivni i negativni vlakno, které jsou zdkladem pro
naslednou predikci potencidlnich transkripta.

4.3.6 Funkce search transcripts()

Funkce search transcripts() je nejdileZit&j$i casti celého nastroje, ktera ze
signalu pokryti (kapitola 4.3.5) detekuje potencialni SRNA. Vstupnimi proménnymi je
jiz zminény signal pokryti pro jedno vldkno, délka genomu, vektory obdrzené z funkce
get annotation() pro stejné vldkno (kapitola 4.3.4), primémé pokryti
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coverage signal aparametry ovlivilujici detekci (threshold coverage min,
threshold coverage steepness, threshold gap transcripts,
min length of sRNA, threshold coverage sRNA).

Nejprve jsou hledany potencialni 5¢ a 3° konce vSech transkriptii nachdzejici se
v signalu pokryti. Konce jsou hledany v signalu pokryti tak, Ze jsou nachdzeny vSechny
oblasti, které maji minimdlni pozadované¢ pokryti podle parametru
threshold coverage min azména pokryti (tj. strmost v rozsahu 30 pb) minimalné
dosahuje hodnoty parametru threshold coverage steepness. Ukazku takto
nalezenych 5° a 3¢ koncil 1ze vidét na Obrazku 4.2, kde modrou barvou jsou znacené
pozice detekovanych 5° konct, zelen¢ jsou znazornény pozice 3 konctl, Cervené je
zobrazeny signdl pokryti a zluté je vyznaCena oblast, kde se nachdzi néktery z
anotovanych gent daného vldkna. Tento a zbylé obrazky v této podkapitole byly
ziskany béhem spusténi nastroje SEARCHsSRNA na datech pro bakterii Vibrio
atlanticus LGP32, ptesnéji pro chromozom NC 011753.2.

3 3 3 3 3

pokryti
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5¢ 5 5 5 54 5
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Obrazek 4.2 Detekce sSRNA nastrojem SEARCHsSRNA pro bakterii Vibrio atlanticus
LGP32 (chromozom NC 011753.2): detekce 5° (modra) a 3¢ (zelend) konct
potencidlnich transkriptd ze signalu pokryti (Cervenad).

Pti této detekci 5¢ a 3¢ koncl dochézi také k detekovani falesSnych koncti, jak je
vidét na Obrazku 4.3 v sekci (A). Kvili témto situacim jsou detekované konce
kontrolovany a faleSné konce jsou eliminovany. Eliminace probiha na zakladé poklesu
pokryti mezi 5° a 3 koncem. Tim jsou eliminovany faleSné konce, viz Obrazek 4.3

sekce (B). Eliminaci faleSnych koncu jsou ziskany potencidlni pozice 3¢ a 5° konct
vSech transkriptli v datech. Pozice koncii téchto transkriptli jsou posléze rozsifovany
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obéma sméry, dokud nedojde k poklesu pokryti v signalu pokryti pod stanoveny

parametr threshold coverage min.
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Obrazek 4.3 Detekce sSRNA nastrojem SEARCHsSRNA pro bakterii Vibrio atlanticus
LGP32 (chromozom NC 011753.2): eliminace falesn¢ detekovanych 5° (modra) a 3°
(zelend) konct transkriptl ze signalu pokryti (¢ervend): (A) v signalu se nachazi falesné
detekovany 3° konec; (B) po eliminaci falesn¢ detekovanych konct.
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Obrazek 4.4 Detekce SRNA nastrojem SEARCHSRNA pro bakterii Vibrio atlanticus
LGP32 (chromozom NC _011753.2): spojovani blizkych transkriptii: (A) dva
detekované transkripty se vzdalenosti d; (B) po spojeni transkriptd.

Takto prodlouzené transkripty, které od sebe lezi v tésné blizkosti, jsou posléze
spojeny. Ke spojeni dvou transkripti mlize dojit za dvou podminek. Prvni z moznosti,
kdy dojde ke spojeni dvou transkriptd, je ta, kdyz vzdalenost, kterou mezi sebou dva
transkripty maji, je mensi nebo rovna 20 pb. Pokud je splnéna tato prvni podminka, ke
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spojeni dochazi za vSech okolnosti. U druhé z moznosti je vyuzit parametr
threshold gap transcripts. Ten udavd maximalni vzdalenost dvou transkriptd,
které jsou uvazovany Zda dojde ke spojeni v tomto ptipadé, je ovlivnéno pokrytim
téchto transkriptt. Jestlize je jejich primérné pokryti podobné (pokryti se lisi o
hodnotu, kterd je mensi neZ parametr coverage signal), ke spojeni dochazi. Pokud
je rozdil jejich pokryti vy$§i neZ parametr coverage signal, ke spojeni nedochdzi i
kdyz  spliiuyji  podminku, Ze  jsou od sebe vzdileny méné¢ nez
threshold gap transcripts. Na Obrazku 4.4 v sekci (A) lze vidét dva transkripty
se vzdalenosti d, kterd je menSi neZ parametr threshold gap transcripts, pokryti
téchto transkripti je podobné (dosahuje rozdilu pokryti mensi jak parametr
coverage signal), tudiz dochazi ke spojeni, viz sekce (B). Na Obrazku 4.4 v sekci
(B) je také patrné, vzhledem k anotaci (zluty obdé€lnik), Ze se na dané pozici nachazi
gen a detekovany transkript je tedy spravny.

Timto procesem je ziskdn seznam pozic nalezenych transkripti. Tento seznam
obsahuje transkripty reprezentujici jak geny, tak sRNA. Seznam je zkontrolovéan
a transkripty menSi nez délka udand parametrem min length of sRNA jsou
odstranény (pokud uzivatel nenastavi jinak, jsou odstranény vSechny transkripty mensi
nez 40 pb). Posléze dochazi k eliminaci vSech transkriptl,, které se nachazeji na
stejnych pozicich jako néktery z anotovanych genti. Tim je obdrZzen seznam zbylych
transkriptd, ktery by mél odpovidat detekovanym potencidlnim sRNA. Na Obrazku 4.4
lze vidét, ze transkripty odpovidajici nékterému z referen¢nich gent jsou z vysledného
seznamu odstranény a zastavaji pouze transkripty, které odpovidaji potencidlnim sRNA.
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Obrazek 4.5 Detekce sSRNA nastrojem SEARCHsSRNA pro bakterii Vibrio atlanticus
LGP32 (chromozom NC 011753.2): odstranéni transkriptl ndlezici anotovanym
genum: (A) v seznamu detekovanych transkriptli jsou i anotované geny; (B) po
odstranéni transkripti odpovidajicim anotovanym gentim.
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Na zavér dochazi k eliminaci transkripti SRNA, které maji pokryti nizs$i nez zvoleny
parametr threshold coverage sRNA. Tento krok zavisi na nastaveni uZivatele.
Jestlize  knastaveni  uzivatelem  nedojde, jsou na  vystupu  funkce
search transcripts ve vysledném seznamu uloZeny vSechny potencidlni SRNA
bez ohledu na jejich finalni pokryti.

4.3.7 Funkce exporting signals_TXT ()

Funkce exporting signals TXT () slouzi k vytvofeni souboru ve formatu TXT,
ktery obsahuje informace o umisténi SRNA v genomu. Vstupnimi proménnymi jsou
nazev BAM souboru v proménné bamfiles, textovy fetézec obsahujici informaci, zda
se jedna o pozitivni ¢i negativni vladkno, proménnd length of genome aseznam
detekovanych sRNA pro dané vlakno.

Vramci funkce exporting signals TXT () jsou informace ziskané funkci
search transcripts() (kapitola 4.3.6) o detekovanych potencidlnich sRNA
vyuzity k vytvofeni vektoru obsahujicimu informaci o umisténi téchto sRNA. Ve
vektoru jsou na pozicich vyskytu sRNA po jeji celé¢ délce ulozeny hodnoty 1 ana
pozicich, kde se SRNA nevyskytuje, jsou uloZzeny hodnoty 0. Takto vytvoteny vektor je
exportovany v datovém formatu TXT, coz je cilem této funkce.

4.3.8 Funkce exporting CSV()

Funkce slouzi k doplnéni informaci o detekovanych sRNA a naslednému exportovani
téchto informaci o detekovanych potencialnich sRNA v datovém formatu CSV.
Vstupnimi proménnymi jsou nazev BAM souboru v proménné bamfiles, proménna
gff obsahujici ulozenou anotaci a vystupni soubory z funkce search transcripts
(kapitola 4.3.6) pro pozitivni 1 negativni vldkno.

V ramci funkce je tvofena tabulka obsahujici informace o potencidlnich sSRNA —
umisténi (start a stop pozice), délka, vlakno, na kterém se sRNA nachazi (‘+°/¢-9),
pokryti pro sRNA, typ (cis-/trans-sRNA) ainformaci, ktery gen s vysokou
pravdépodobnosti ovliviiuje. Posledni z informaci je uvedena pouze pro cis-sRNA,
nebot’ urceni cili ucinku pro trans-sRNA je problematické aneni ucelem tohoto
nastroje.

Vétsina z ukladanych informaci o SRNA je obdrzena jiz ze vstupnich proménnych,
kromé informace o typu sRNA a genovém cili pro cis-sSRNA. Tyto informace jsou
urCeny az v ramci funkce exporting CSV (). Typ sRNA je zjiStén na zéklad¢ znalosti
anotace, kdy sRNA, kterd jsou komplementarni k né€kterému z anotovanych gent, byla
prohldSena za cis-sSRNA. Small RNA, kterd se nachdzela v mezigenovém prostoru
a byla komplementarni vii¢i jinému mezigenovému prostoru, byla prohldsena za trans-
sRNA. Genovy cil cis-sRNA byl také uren na zéklad¢ anotace a jednalo se o gen, ktery
byl vii¢i detekované sRNA alespoii z urcité ¢asti komplementarni.
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Vsechny tyto informace jsou ulozeny do tabulky, kterd je na zavéru funkce
exportovana ve formatu CSV s ndzvem odpovidajicim ndzvu pouzitého BAM souboru.

4.4 Vystupni data

Pocet vystupnich souborii, které jsou vytvofeny pomoci zde navrzeného nastroje
SEARCHsRNA, je celkem tii — pro jeden vstupni soubor BAM. Prvnim z nich je
tabulka v datovém formatu CSV obsahujici informace o detekovanych sRNA — zacatek
a konec sRNA vzhledem k referenci, délku, vlakno vyskytu (pozitivni/negativni),
pokryti, typ sRNA (cis-/trans-sRNA) a pokud se jedna o cis-sRNA, je zde uveden
potencialni cilovy gen, ktery s vysokou pravdépodobnosti ovliviiuji. Predikce genovych
cili pro trans-sRNA je nad ramec tohoto nastroje. Tato tabulka je ulozena pod nazvem
* SRNA, kde * udava nazev vstupniho BAM souboru.

Déle jsou vytvoieny dva soubory v datovém formatu TXT, které obsahuji fetézce
nul ajedni¢ek pro jednotliva vlakna. Jedni¢ky urcuji, Ze se na daném misté nachazi
potencialni SRNA, 0 znaci, Ze se na dané pozici SRNA nenachazi. Soubory se ukladaji
pod nazvy * positive SRNA a * negative SRNA pro jednotliva vldkna, kde * opét
udava nazev pouzittho BAM souboru. Tyto textové soubory lze vyuzit na rychlé
zobrazeni pozic vyskytu potencidlnich sSRNA.
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5. SROVNANI VYSLEDKU PREDIKCE SRNA POMOCI
DOSTUPNYCH NASTROJU

5.1 Nastaveni parametru

5.1.1 Rockhopper

V programu Rockhopper bylo nastaveno, ze se jedna o strand-specific single-end data.
Zbylé parametry jako hodnota maximalni odliSnosti zarovnaného Cteni viici referenci
(Allowed mismatches), minimalni délka semene (Minimum seed length) ahodnota
minimalni exprese nekddujicich RNA (Minimum expression of UTRs and ncRNAs) byly
ponechany na defaultnim nastaveni nastroje. Nékteré funkce nastroje Rockhopper byly
vypnuty, nebot’ pro detekci SRNA nebyly potiebné. Naptiklad byla vypnuta funkce pro
diferencialni genovou expresi ¢i detekce operonti. Ukazka zvoleného nastaveni je
vyobrazen na Obrazku 5.1.

M Parameter Settings — *
Strand specific Test for differential expression | |
Reverse complement reads [ | Orientation of mate-pair reads |E|z|
Verbose output OQutput SAM file [ ]
Max bases between paired reads (500 Number of processors |0

Dutput file location: |Rockhopper_Results/ | @

Allowed mismatches 0.15 Minimum seed length |0.33
Identify transcript boundaries Predict operons [ |
—

[ 1

Minimum expression of UTRsandncRNAs 1+ « «+ o+« 1 o+ 0 1 01
0.0 05 1.0

Obrazek 5.1 Nastaveni programu Rockhopper pro data Vibrio atlanticus LGP32.

5.1.2 DETR’PROK
Pro nastaveni u algoritmu DETR’PROK bylo zvoleno nastaveni, které bylo vyuZito pfi
testovani algoritmu samotnym tvircem. Toto nastaveni bylo zvoleno, nebotddpovidalo

vhodnému nastaveni pro danou hustotu genii u organizmu Vibrio atlanticus LGP32.
Pouzité parametry a jejich hodnoty jsou uvedeny v Tabulce 5.1. Naptiklad minimalni

délka sRNA byla nastavena na 50 pb, coZ odpovidd minimalni délce SRNA obecné.
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Tabulka 5.1 Zvolené parametry pro algoritmus DETR’PROK.

Parametr Hodnota Parametr Hodnota
op_gap 150 asrna_min_reads 22
clust gap 20 asrna_min_size 50
rna_gap 25 asrna_cov 10
rna_merge 50 utrS_min_reads 10
srna_min_reads 12 utr5_min_size 50

srna_min_size 50 utr5_cov 0
Srna_cov 5 srna_inclusion 0.00001

5.1.3 SEARCHsRNA

Parametry vytvofen¢ho ndstroje SEARCHsRNA byly nastaveny tak, aby byly co
nejvice srovnatelné s nastavenymi parametry u nastroje Rockhopper a DETR’PROK.
Jelikoz piipraveny dataset obsahuje strand-specific single-end data, byl parametr
type_of data nastaven na hodnotu 'Stranded'. Stejné, jako u nastroje DETR’PROK, byl
nastaven parametr urcujici minimalni pokryti vyslednych sRNA
threshold coverage sRNA user na hodnotu 10, parametr urcujici minimalni délku
min_length of sRNA user na hodnotu 50 a parametr urcujici maximalni vzdalenost
dvou transkriptd, které se mohou spojit threshold gap transcripts user na hodnotu 25.

Zbylé parametry byly nastaveny automaticky ('NULL'). Stru¢ny piehled nastavenych
parametrl Ize vidét v Tabulce 5.2.

Tabulka 5.2 Zvolené parametry pro nastro SEARCHsRNA.

Parametr Hodnota
type_of data 'Stranded'
threshold coverage sRNA user 10
min_length of sRNA user 50
threshold _coverage steepness_user NULL
threshold coverage min_user NULL
threshold gap transcripts user 25
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5.2 Obdrzené vysledky

V této praci byly porovnany dva volné dostupné néstroje pro predikci SRNA (ndstroj
Rockhopper a DETR’PROK) azde navrzeny ndstroj SEARCHsRNA. VSechny tfi
nastroje byly vyzkouSeny na dostupnych datech pro bakterii Vibrio atlanticus LGP32
pro oba chromozomy (viz kapitola 4.1.1). Ziskané vystupy z ndstroji byly nasledné
zpracovany v programovém prostiedi R, kde byly sSRNA rozliSeny na cis-sRNA a trans-
sRNA. Z obdrzenych dat byly také vyhotoveny grafy na porovnani vlastnosti téchto
detekovanych sRNA. Nasledujici podkapitoly se vénuji obdrzenym vysledkiim.
Vystupni soubory vsSech srovnavanych nastrojit jsou soucasti elektronickych pftiloh.
Soupis téchto piiloh se nachéazi v Priloze C.

5.2.1 Struény prehled obdrzenych vysledku

Pomoci programu Rockhopper bylo pro chromozom NC 011753.2 predikovano celkové
101 sRNA. Z tohoto poctu se jednalo o 15 cis-sSRNA a 86 trans-sRNA. Nastroj
DETR’PROK detekoval celkové 169 sRNA. Z celkového poctu sRNA se jednalo o 48
cis-sSRNA a 121 trans-sRNA. Nastrojem SEARCHsRNA bylo detekovano celkem 159
sRNA, z nichz se jednalo o 49 cis-sRNA a 110 trans-sRNA. Tyto pocty detekovanych
SRNA pro chromozom NC 011753.2 jsou uvedeny v Tabulce 5.3.

Tabulka 5.3 Piehled predikovanych sSRNA pomoci nastroje Rockhopper, DETR’PROK
a SEARCHsRNA pro chromozom NC 011753.2.

Vlakno Typ sRNA Rockhopper | DETR‘PROK | SEARCHsRNA
cis- 7 31 31
Pozitivni
trans- 48 60 49
cis- 8 17 18
Negativni
trans- 38 61 61
celkem sRNA 101 169 159

Pro druhy chromozom NC 011744.2 bylo pomoci programu Rockhopper
detekovano celkové 451 sRNA. Z tohoto poctu detekovanych sRNA se jednalo o 151
cis-SRNA a 300 trans-sRNA. Nastroj DETR’PROK detekoval celkové 104sRNA.
Z téchto 104 sSRNA se jednalo 022 cis-sSRNA a82 trans-sRNA. Nastrojem
SEARCHsRNA bylo detekovano celkem 74 sRNA, z nichz se jednalo o 19 cis-sSRNA
a 55 trans-sRNA. Tyto pocty detekovanych sRNA pro chromozom NC 011744.2 jsou
uvedeny v Tabulce 5.4.

Seznamy vSech predikovanych sRNA pomoci néstroje Rockhopper, DETR’PROK
1 SEARCHSsRNA jsou zobrazeny v tabulkach, které jsou uvedeny v Piiloze A.1 az A.6.
Tabulky obsahuji informace o pozici umisténi, délce, vlaknu a typu sRNA.
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Tabulka 5.4 Ptehled predikovanych sRNA pomoci néstroje Rockhopper a DETR’PROK
a SEARCHsRNA pro chromozom NC 011744.2.

Vlakno Typ sRNA Rockhopper | DETR‘PROK | SEARCHsRNA
cis- 86 11 8
Pozitivni
trans- 160 41 21
cis- 65 11 11
Negativni
trans- 140 41 34
celkem sRNA 451 104 74

Mezi témito tfemi nastroji doslo ke shod¢ u 29 detekovanych sSRNA u chromozomu
NC 011753.2. (pozice sRNA se alesponcastecné shodovaly uvsech tii néstroji
soucasn¢). Z celkovych poctl predikovanych sRNA se jedna opravdu o malé ¢islo, které
naznacuje, ze n€ktery Ci vice z téchto nastroji nepracuji spravné. Na Obrazku 5.2
je znazornény Vennuv diagram obsahujici informace o tom, v kolika ptipadech se
jednotlivé nastroje shodly v detekci SRNA.

DETR'PROK Rockhopper

45

Obrazek 5.2 Vennuiv diagram detekovanych sRNA pro chromozom NC 011753.2:
Rockhopper (¢ervena), DETR’PROK (modrd) a SEARCHsSRNA (oranzova).
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U chromozomu NC_011744.2 doslo ke shodné detekci u 53 sSRNA vSemi pouzitymi
nastroji. Vennuv diagram pro grafické znazornéni shodujicich se sRNA mezi
jednotlivymi ndastroji pro tento chromozom je vyobrazen na Obrazku 5.3 Z diagramu je
také patrné, ze nastroj DETR’PROK se ve svych detekcich vzdy shodl alespoii s jednim
ze zbylych néstroji. Podrobnéjsi popis shodujicich se SRNA mezi jednotlivymi nastroji
je uveden v kapitolach 5.2.2 az 5.2.4.

Rockhopper

DETR'PROK

Obrazek 5.3 Venniv diagram detekovanych sRNA pro chromozom NC _011744.2:
Rockhopper (¢ervend), DETR’PROK (modra) a SEARCHsRNA (oranzova).

DalSim parametrem, ktery mize byt udetekovanych sRNA obdrzenych
jednotlivymi néstroji porovnavan, je jejich délka. Na grafech v Ptiloze B.1 aZ B.4 jsou
vyobrazeny box-ploty, které zndzoriiuji variabilitu délek pro cis-sRNA a trans-sRNA
z obdrZzenych vysledk.

Detekované cis-sSRNA pomoci nastroje Rockhopper pro chromozom NC 011753.2,
dosahovaly hodnoty priimérné délky zhruba 44 pb a trans-sRNA hodnoty zhruba 50 pb.
Nastroj DETR’PROK pak detekoval cis-sRNA s primérnou délkou 140 pb a trans-
sRNA s primérnou délkou 136 pb. Pomoci nastroje SEARCHsRNA pak byly
detekovany cis-sSRNA o primérné délce 108 pb a trans-sRNA o primérné délce 147 pb.

Pro chromozom NC 011744.2 byla u nastroje Rockhopper stanovena primeérna
délka cis-sRNA na hodnotu 45 pb a pro trans-sRNA na hodnotu 52 pb. Pro stejny
chromozom u nastroje DETR’PROK dosahovala primérna délka detekovanych cis-
sRNA hodnotu 150 pb a trans-sRNA hodnoty 119 pb. Pro nastroj SEARCHsSRNA
dosahovaly cis-sSRNA prumérné délky 112 pb a trans-sRNA 116 pb. VSechny vyse
zminéné hodnoty primérnych délek jsou ndzorn€ uvedeny v Tabulka 5.5.
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Tabulka 5.5 Shrnuti primérnych délek pro detekované sSRNA néstroji Rockhopper,
DETR’PROK a SEARCHsRNA.

T
Chromozom sRyNZ Rockhopper | DETRPROK | SEARCHsRNA
cis- 44 pb 140 pb 108 pb
NC 011753.2
trans- 50 pb 136 pb 147 pb
cis- 45 pb 150 pb 112 pb
NC 0117442
trans- 52 pb 119 pb 116 pb

Z hodnot uvedenych v Tabulce 5.5 1ze pozorovat, ze primérné délky sRNA pro oba
zkoumané chromozomy jsou u ndstroje Rockhopper vyrazné niz§i nez u nastroju
DETR’PROK a SEARCHsRNA. Tento fakt je zplsobeny tim, Ze u nastroje nelze
definovat minimalni délka predikovanych sRNA aspousta z detekovanych sRNA
u nastroje Rockhopper dosahuje délky 38 pb, coz odpovidd délce Cteni pouzitého pii
sekvenovani. Nékteré z detekovanych sRNA dosahuji pouze délky 10-13 pb. Takovéto
vysledky vsak nejsou pfesné a mohou byt nazvany za chybné.

U nastrojit DETR’PROK i SEARCHsRNA lze nastavit pozadovana minimalni délka
vyslednych sRNA a chybné detekce tak mohou byt odstranény. Z grafti uvedenych
v Priloze B.1 az B.4 lze také pozorovat, Ze oba tyto nastroje dosahuji podobnych délek
u detekovanych sRNA.

5.2.2 Srovnani nastroje Rockhopper s nastrojem DETR’PROK

Pro chromozom NC 011753.2 nastroje Rockhopper a DETR’PROK predikovaly
celkové 270 sRNA (bez ohledu na duplicitu). Po analyze doslo ke shod¢ pouze
u 36 sRNA (pozice detekovanych sRNA se z jednotlivych nastrojii alespoii Caste¢né
prekryvaly). Obéma nastroji tedy bylo predikovano celkové 36 shodujicich se sRNA,
nastroj Rockhopper déle predikoval 65 odlisSnych sRNA oproti nastroji DETR ‘PROK,
ktery jich predikoval odlisnych 133. Celkem tedy bylo predikovano 234 jedine¢nych
sRNA témito nastroji. Veskeré tyto hodnoty jsou zndzornény pomoci Vennova
diagramu na Obrazku 5.2.

Pro chromozom NC 011744.2 oba néastroje predikovaly celkové 555 sRNA (bez
ohledu na duplicitu). Z tohoto poc¢tu sSRNA doslo ke shod¢ u 99 z nich. Obéma nastroji
tedy bylo predikovano celkové 99 shodujicich se sRNA. Nastroj Rockhopper dale
predikoval 352 odliSnych sRNA oproti nastroji DETR‘PROK, ktery predikoval
5 odlisnych sRNA. Celkem tedy bylo nalezeno 455 jedine¢nych sRNA. Tento pom¢r je
vyobrazen na Obrazku 5.3.

Z Tabulky 5.3, Tabulky 5.4, Obrazku 5.2 a Obrazku 5.3 lze vidét, ze celkové pocty
detekovanych sRNA pomoci néstroji Rockhopper a DETR’PROK se vyrazné lisi.
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Obzvlasté je dulezité si povSimnout, Ze nastroj Rockhopper detekuje vice sRNA
v chromozomu NC 011744.2. Naopak nastroj DETR’PROK detekuje vice sRNA
v prvnim z chromozomt NC 011753.2.

5.2.3 Srovnani nastroje SEARCHSsRNA s nastrojem Rockhopper

Nastroje SEARCHsRNA a Rockhopper detekovaly 260 sSRNA (bez ohledu na duplicitu)
u chromozomu NC 011753.2. Nastroje se shodly pii detekci ve 33 sRNA. Nastroj
SEARCHsSRNA pak detekoval dalSich 126 odlisSnych sRNA anastroj Rockhopper
dalSich 68 odlisSnych sRNA. Tyto pocty spoleénych sRNA jsou graficky znazornéné na
Obréazku 5.2.

Pro chromozom NC 011744.2 oba z nastroji detekovaly celkové 525 sRNA (bez
ohledu na duplicitu). Spolecné detekovaly 58 stejnych sRNA. Nastrojem
SEARCHsRNA bylo detekovano dalSich 16 odlisnych sRNA a nastrojem Rockhopper
bylo detekovano dalSich 393 odliSnych sRNA. Pomér téchto detekovanych sRNA pro
chromozom NC 011744.2 je vyobrazen na Obrazku 5.3.

[ vtomto pfipadé nastroj Rockhopper detekoval vice sRNA ukratSiho
z chromozomti — NC 011744.2, anastroj SEARCHsRNA detekoval vice sRNA
u delsiho z chromozomti — NC 011753.2. Celkové se pocty detekovanych sRNA mezi
témito nastroji vyrazn¢ lisily.

5.2.4 Srovnani nastroje SEARCHsRNA a nastroje DETR’PROK

Na zavér byly srovnany nastroje SEARCHsRNA a DETR’PROK. Tyto nastroje
detekovaly celkoveé 327 sSRNA (bez ohledu na duplicitu) pro chromozom NC 011753.2.
Ke shod¢ doslo u 110 sRNA, nastroj SEARCHsRNA detekoval dalSich 49 odlisnych
sRNA anastroj DETR’PROK detekoval dalSich 59 odliSnych sRNA. Celkem tedy
identifikovaly 256 jedine¢nych sRNA pro chromozom NC 011753.2. Tento pomeér
predikovanych sRNA je vyobrazen na Obrazku 5.2.

Pro chromozom NC _011744.2 bylo obéma néstroji detekovano celkové 178 sRNA
(bez ohledu na jejich duplicitu). Nastroje detekovaly celkové v 58 shodnych sRNA,
nastroj SEARCHsSRNA pak nalezl dal§ich 16 sRNA anastroj DETR’PROK nalezl
dal§ich 46 jedinecnych sRNA. Celkové tedy nastroje predikovaly 120 jedine¢nych
sRNA. Tento pomér predikovanych sRNA je vyobrazen na Obrazku 5.3.

Celkove¢ Ize usoudit, ze vysledky z nastrojiit SEARCHsSRNA a DETR’PROK jsou si
navzdjem podobnéjsi, nez svysledky znastroje Rockhopper. Oproti ndstroji
Rockhopper se shodly i v poméru detekovanych sSRNA mezi jednotlivymi chromozomy.
Bylo tedy ndhodné¢ vybrano né€kolik z detekovanych sRNA pomoci nastroje
SEARCHsRNA nebo DETR’PROK, pro chromozom NC 011753.2, které¢ byly ru¢né
zkontrolovany za ucelem zjisténi, pro¢ se v nékterych ptipadech nastroje neshodly.

Prvni sRNA, ktera byla ru¢né ovéfena, byla nalezena na pozitivnim vlakné jak
pomoci néstroje SEARCHsSRNA (Pfiloha A.3 tadek ¢. 8), tak ipomoci nastroje
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DETR’PROK (Priloha A.2 tadek ¢. 13). Rozdilem vSak byla skutecnost, ze nastroj
SEARCHsRNA tuto sSRNA zaradil jako frans-sRNA a nastroj DETR’PROK jako cis-
sRNA. To bylo zapfi¢inéno tim, Ze nastroj DETR’PROK tuto sRNA detekoval o néco
delsi a tedy doslo k ¢astecnému prekryvu s anotovanym genem z opacného vlakna, viz
Obrazek 5.4. Zobrazku si lze také povSimnout, Ze mira pokryti napfi¢ touto
detekovanou sRNA neni konzistentni a jeji koncova ¢ast ma oproti zbylé oblasti
vyrazné niz8i pokryti. To vSak neni Gplné kyzeny vysledek.
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Obrazek 5.4 Ukazka detekované sRNA (Ptiloha A.2 fadek €. 13) pomoci néstroje
DETR’PROK: signal pokryti (Cervend), detekovana sSRNA (modrd), anotovany gen
z opacného vlakna (Cernd).

Naopak nastroj SEARCHsSRNA tuto sRNA detekoval krat$i ak prekryvu
s anotovanym genem tim padem nedoslo. Detekovana sRNA nastroje SEARCHsSRNA
je vyobrazena na Obrazku 5.5. Na tomto obrazku si Ize pov§imnout, Ze mira pokryti pro
takto detekovanou sRNA je konzistentnéj$i nez u sSRNA detekované pomoci néstroje
DETR‘PROK, coz je vysledek pfedpokladany. Na zakladé Obrazku 5.4 a Obrazku 5.5
1ze ptedpokladat, Ze v tomto piipadé 1épe detekoval 3¢ konec potencidlni SRNA néstroj
SEARCHsRNA atedy se s velkou pravdépodobnosti jedna spiSe o SRNA typu trans-
sRNA. Pfesto oba z nastrojii tento usek uspésné detekovaly jako potencidlni vyskyt
sRNA.
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Obrazek 5.5 Ukazka detekované sRNA (Ptiloha A.3 fadek €. 8) pomoci nastroje

SEARCHsRNA: signal pokryti (Cervena), detekovana sRNA (oranzova), anotovany gen

z opacného vlakna (Cernd).

Dalsi kontrolovanou sRNA byla cis-sRNA, kterd byla detekovana pouze nastrojem

DETR’PROK (Ptiloha A.2 tadek €. 2). Tato potencidlni sSRNA byla nalezena na
negativnim vlakné chromozomu NC 011753.2 a dosahuje délky 74 pb. Na Obrazku 5.6

je

patrné, ze pokryti u této sRNA je opét velmi nekonzistentni a dé se fici, ze

pozadované pokryti zadané na vstupu dosahuje pouze polovina z celé délky detekované
sRNA. Lze tedy ptedpokladat, ze nastroj DETR’PROK pochybil a zminény usek
predikovan byt nemél.
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Obrazek 5.6 Ukazka detekované sRNA (Ptiloha A.2 fadek €. 2) pomoci nastroje
DETR‘PROK: signal pokryti (Cervend), detekovand sSRNA (modra), anotovany gen
z opacného vlakna (Cernd).
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Dalsimi kontrolovanymi sRNA byla cis-sRNA vyskytujici se na negativnim vlakné
(Ptiloha A.3 tadek ¢. 17) a trans-sSRNA vyskytujici se na pozitivnim vlakné (Ptiloha
A.3 tadek ¢. 77) detekovana nastrojem SEARCHSRNA. Prvni z téchto sSRNA dosahuje
délky 71 pb, druhéd dosahuje délky 105 pb. Na Obrazku 5.7 a Obrazku 5.8 lze pro tyto
sRNA pozorovat relativné konzistentni pokryti bez skokovych rozdilt, coz je od
detekce pozadovano. Je tedy velkym predpokladem, ze obé tyto detekce byly spravné
a opravdu se jedna o potencialni SRNA 1 pres fakt, ze celkové praimérné pokryti téchto
sRNA nedosahuje tak vysokych hodnot.
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Obrazek 5.7 Ukazka detekované sRNA (Ptiloha A.3 fadek ¢. 17) pomoci nastroje

SEARCHsRNA: signal pokryti (Cervend), detekovand sSRNA (oranzovd), anotovany gen
z opacného vldkna (Cernd).
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Obrazek 5.8 Ukazka detekované sRNA (Pfiloha A.3 fadek ¢. 77) pomoci nastroje

SEARCHsRNA: signal pokryti (Cervend), detekovana sSRNA (oranzova), anotovany gen
z opacného vlakna (Cernd).
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Na zavér byla ovéiena trans-sRNA, kterd byla detekovana pouze pomoci nastroje
DETR’PROK (Ptiloha A.2 tadek ¢. 156). Opét se jedna o sRNA vyskytujici se na
pozitivnim vlakné, grafické znazornéni této detekce je na Obrazku 5.9, kde Ize vidét, ze i
zde by se mohlo jednat o potencialni sSRNA. Spatnad detekce nastroje SEARCHsRNA
zde mohla byt zplisobena automatickym nastavenim parametri urcujicich pozice 5° a 3¢
konct transkriptli, cemuz by manudlni upraveni téchto parametri mohlo zabranit.
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15

10
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3081000 3081200 3081400 3081600 3081800 3082000
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Obrazek 5.9 Ukéazka detekované sRNA (Ptiloha A.2 tadek ¢. 156) pomoci nastroje
DETR‘PROK: signal pokryti (Cervend), detekovana sSRNA (modrd), anotovany gen
z opacného vlakna (Cernd).

5.2.5 Celkové zhodnoceni vysledkii

Z vySe uvedené analyzy predikovanych sRNA nastroji Rockhopper, DETR’PROK a zde
navrzenym nastrojem SEARCHsRNA Ize usoudit, Ze nastroj Rockhopper predikuje
nejhiife z vyzkouSenych néstrojii. K tomuto néazoru spéje fakt, ze do vysledného
seznamu detekovanych sRNA uvadi ituseky o délce 11-13 pb, coz neni pozadovany
vysledek. Také dochazi k predikci mnohonédsobné vyssiho poctu sRNA u kratSiho
z chromozomli — chromozomu NC 011744.2, kde lze ptedpokladat, Ze by pocet
vyskytujicich se sSRNA mél byt nizsi, nez pocet vyskytujicich se sSRNA u del§iho
z chromozomt — chromozomu NC _011753.2. Coz tento ptedpoklad nespliuje.

JelikoZz byly nastroje testovany na souborech BAM, ve kterych je relativné nizké
pramérné pokryti, Spatna detekce nastroje Rockhopper mohla byt zplisobena prave
timto. Je mozné, Ze se ndstroj Rockhopper neumi plné pfizplisobit vstupnim datim
a proto doslo k neptesné detekci.

Prestoze se nekteré SRNA detekované ndstrojem Rockhopper shodovaly s vysledky
obdrzenymi z nastrojit DETR’PROK i SEARCHsSRNA a je tedy mozné, Ze se v téchto
ptipadech jednalo o spravnou detekci, v poméru se Spatné detekovanymi tseky je tento
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pocet zanedbatelny. Vysledky obdrzené z nastroje Rockhopper Ize tedy povazovat za
nekvalitni a nepfili§ vhodné pro dalsi analyzu.

Nastroj DETR’PROK spole¢né s nastrojem SEARCHsSRNA naopak dosahovaly
podobnych vysledkl a téméf v poloviné predikovanych potencidlnich sSRNA se shodly.
Délky obdrzenych sRNA jsou u obou z néstrojii v normé a pocty detekovanych sRNA
u jednotlivych chromozomtli odpovidaji zminénému ptedpokladu vyskytu mensiho
poc¢tu sSRNA u kratsiho z chromozoml.

Z podrobnéjsi analyzy nahodné¢ vybranych detekovanych sRNA nastroji
DETR’PROK a SEARCHsRNA lze fici, ze ani jeden z nastroji — DETR’PROK ani
SEARCHsRNA — neni pii detekci stoprocentni a miize dochdzet k chybam. Tyto chyby
jsou vSak s porovnanim u nastroje Rockhopper v mnohem mensi mife a mohou byt
pomoci manualniho nastaveni parametri opraveny. Oba z nastroji tedy ptinasi kvalitni
vysledky, které mohou byt dale laboratorné ovéieny.
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6.ZAVER

Diplomova prace se v teoretické ¢asti zamétuje na zplsob ziskani RNA-Seq dat pomoci
sekvenacnich platforem NGS a TGS a na voln¢ dostupné nastroje pro predikci sSRNA
u bakterii. Pro jednotlivé nastroje — Rockhopper, DETR’PROK, ANNOgesic, APERO
a Baerhunter byly uvedeny zékladni informace a byl zde popsén jejich pracovni postup.

V ramci praktické ¢asti byl navrzen a implementovan v programovacim prostiedi R
nastroj SEARCHsRNA, ktery predikuje potencialni umisténi sSRNA. Jednim z hlavnich
divodi pro navrzeni tohoto nastroje byla uzivatelska ptivétivost, nebot’ spusténi vétSiny
z dostupnych nastroji pro detekci sRNA je velmi komplikované. SpusSténi nastroje
SEARCHsSRNA nepozaduje zaddné specidlni knihovny funkci, které by bylo obtizné
instalovat, a pro spusténi automatické detekce staci nastavit pouze dva parametry.

Nasledné¢ byly dva zvolné dostupnych nastroji — Rockhopper a DETR’PROK,
spolecné s navrzenym nastrojem SEARCHsRNA, vyzkouSeny na pfipraveném datasetu
RNA-Seq dat pro bakterii Vibrio atlanticus LGP32 obsahujici dva chromozomy. RNA-
Seq data byla stazena z voln¢ dostupnych doplinkovych dat pro predikéni nastroj
DETR’PROK a referen¢ni sekvence s anotaci byly stazeny z databaze GenBank. Zbylé
nastroje nebyly vyzkouSeny, nebot’ nepodporovaly detekci sSRNA u tohoto typu RNA-
Seq dat, nebo se jejich spusténi nezdafilo.

Z obdrzenych vysledkd lze usoudit, Ze nastroj Rockhopper neprokazuje na
zvoleném datasetu dobrych kvalit. Detekovand sRNA jsou pfili§ kratka a jejich pocty
neodpovidaji pfedpokladiim pro zvoleny dataset.

Nastroj DETR’PROK dosahoval mnohem kvalitnéjSich vysledkid. Priméré délky
1 pocty detekovanych potencidlnich sRNA byly piijatelné a v o€ekavaném rozsahu.
U nastroje DETR’PROK vSak dochéazelo ke zbyte¢nému prodluZovani predikovanych
transkripti bez ohledu na jejich pokryti. Tim dochéazelo u nékterych sRNA k falesné
pozitivni predikci ¢i k nespravnému urceni vysledného typu sRNA.

Vysledky obdrZzené z nastroje SEARCHsSRNA se z velké Casti podobaly vysledkiim
obdrZenych nastrojem DETR’PROK. Nastroj SEARCHsRNA v porovnani s nastrojem
DETR’PROK uspésné eliminoval z vysledného seznamu potencidlnich sSRNA ty sRNA,
které¢ neobsahovaly konstantni pokryti na wurit¢ pozadované minimalni délce
anedovolil nezddouci prodluzovani transkripti bez ohledu na jejich pokryti. Nastroj
SEARCHsRNA byl také oproti nastroji DETR’PROK citlivéjs$i na nalezeni sRNA
obsahujici celkoveé nizsi primérné pokryti, coz umoznuje nalezeni sSRNA s niz§i mirou
exprese v dané chvili.

Celkové lze oznacit nastroj SEARCHsSRNA za jednoduse spustitelny a uspéSny
nastroj pro predikci vyskytl potencialnich sSRNA, které mohou byt vyuzity pro detekci
téchto SRNA laboratornimi metodami. Pfesto, jako u vétSiny podobnych néstroja, je
izde prostor na zdokonaleni. Toho by bylo mozné dosdhnout optimalizovanim
nékterych parametri na zakladé€ dalsich dataset obsahujici bakterialni RNA-Seq data.
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SEZNAM SYMBOLU A ZKRATEK

Zkratky:

DNA
cDNA
dsDNA
CDS
RNA
asRNA
mRNA
tRNA
rRNA
SRNA
ncRNA
cis-sSRNA

trans-sSRNA

3°’UTR
5’UTR
RBP
RNaza
DNaza
RT
PCR
RT-qPCR
ddPCR
RNA-Seq
SAGE
NGS
TGS
RPKM
FPKM
TPM
GITC
SMRT
PacBio
CMOS
ISFET
dNTP
pH
ZMW

deoxyribonukleova kyselina

komplementarni DNA

dvouvlaknova DNA

kodujici sekvence

ribonukleova kyselina

antisense RNA

mediatorovd RNA

transferovda RNA

ribonukleova RNA

small RNA, mala RNA

nekodujici RNA

cis-encoded small RNA

trans-encoded small RNA

3’ nepiekladand oblast, 3’ untranslated region
5’ nepiekladand oblast, 5’ untranslated region
RNA-vazajici se protein, RNA-binding protein
RNA ribonukleazy

DNA ribonukleazy

reverzni transkriptaza

polymerdzova fetézova reakce

reversné transkripéni kvantitativni PCR
dropletova digitalni PCR

RNA sekvenovani, RNA-Sequencing

sériova analyza genové exprese

sekvenovani nové generace

sekvenovani tfeti generace

pocet ¢teni na milion kilobazi

pocet fragmenttli na milion kilobazi

pocet transkriptil na milion kilobazi

guanidin isothiokyanat

jedind molekula v redlném case, single molecule real time
Pacific Biosciences

komplementarni polovodi¢ oxidu kovu
iontové senzitivni tranzistor
deoxynukleosidtrifosfat

potencial vodiku

zero-mode waveguide
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Symboly:

NCBI
SRA
pb

H+

Nérodni centrum pro biotechnologické informace
Sequence Read Archive
pary bazi

vodikovy kation
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A.

Tabulky

A.1 Tabulka detekovanych sSRNA pro chromozom NC _011753.2 nastrojem Rockhopper
C.| Start Stop Délka Vlidkno| Typ [ C.| Start Stop Délka Vldkno| Typ || C. | Start Stop Délka Vlikno | Typ
[pb] [pb] [pb]
1 6383 6399 17 - trans- ||35|1083418|1083590| 173 + trans- || 69 |2296300|2296325| 26 - trans-
2 | 26622 | 26659 38 - cis- [[36|1126240|1126337| 98 + trans- || 70 12316099 |2316205| 107 - trans-
3 | 37408 | 37445 38 - trans- |37 |1182999 | 1183012 | 14 + trans- || 71 |2357045|2357277| 233 - trans-
4 | 58182 | 58198 17 + trans- |38 | 1198040 | 1198078 | 39 - trans- || 72 |2392147|2392223 | 77 - trans-
5| 68222 | 68387 166 + trans- |39 1223152 1223228 | 77 - trans- || 73 2436114 2436172 59 - trans-
6 | 104586 | 104766 | 181 + trans- |40 | 1238171 | 1238198 | 28 - trans- || 74 2440018 | 2440045 | 28 - trans-
7 | 120269 | 120311 43 + trans- |41 | 1242857 (1242902 | 46 + trans- || 75 |2460118 2460171 | 54 - trans-
8 | 143299 | 143341 | 43 + trans- |42 | 1243651 | 1243688 | 38 + cis- || 76 |2469929 (2469967 | 39 + trans-
9 | 180204 | 180249 | 46 + trans- |43 1359903 | 1359925 | 23 + trans- || 77 |2556709|2556734| 26 + trans-
10| 180603 | 180640 | 38 - cis- (441363490 |1363515| 26 + trans- || 78 |2581355|2581368| 14 - trans-
11| 205858 | 205924 | 67 + trans- |45 (1369432 (1369504 | 73 + trans- || 79 2597678 2597687 10 + trans-
12| 214031 | 214042 12 + trans- |46 | 1371945| 1371973 | 29 + trans- || 80 [2599163 |2599200| 38 - trans-
13| 214414 | 214536 | 123 + trans- |47 | 1376754 | 1376778 | 25 + trans- || 81 |2625987 2626012 | 26 + trans-
14| 219705 | 219741 37 + trans- |48 | 1378297 1378324 | 28 + trans- || 82 |2707127|2707218 | 92 - trans-
15| 236738 | 236761 | 24 + trans- |49 | 1402627 | 1402664 | 38 + trans- || 83 |2817437|2817459| 23 + cis-
16 | 286587 | 286692 | 106 - trans- |50 | 1413522 | 1413559 | 38 - cis- || 84 |2844214 2844299 | 86 - trans-
17] 316429 | 316454 | 26 + trans- |51 | 1442567 | 1442621 | 55 - trans- || 85 |2867756 2867798 | 43 + trans-
18| 389023 | 389048 | 26 + trans- |52 | 1461450 | 1461485 | 36 - trans- || 86 | 2884580 (2884632 | 53 - trans-
19| 449770 | 449815 | 46 - trans- |53 | 1473515 | 1473571 | 57 - trans- || 87 2908632 | 2908669 | 38 + trans-
20| 463780 | 463849 | 70 + trans- |54 1592376 (1592388 | 13 - trans- || 88 |29425292942565| 37 + trans-
21| 516525 | 516559 | 35 + trans- |55 (1641961 | 1641990 | 30 + trans- || 89 |294289212942901| 10 - trans-
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22| 537476 | 537593 | 118 | + | trans- |56 |1648352|1648365| 14 - | mrans- || 90 |2968051 2968088 | 38 + cis-
23| 570758 | 570789 | 32 + | rans- [|57] 1653400 | 1653413 | 14 - | mans- || 91 [2977722|2977829| 108 | + cis-
24| 583264 | 583381 | 118 | + | trans- [58]1657921|1657952| 32 + | trans- | 92 [3042839(3042866 | 28 + | trans-
25| 599830 | 599845 | 16 - | mans- 591855525 | 1855608 | 84 - | mans- || 93 |3088293 3088330 | 38 - | wans-
26| 618064 | 618095 | 32 - | trans- 60| 1882083 | 1882169 | 87 + | rans- || 94 3096202 3096225 | 24 - | wrans-
27| 712090 | 712099 | 10 - | mrans- [61]1910209 1910238 | 30 - | mans- || 95 |3118741 3118828 | 88 + | trans-
28| 771886 | 771909 | 24 - cis- [62]1941297[1941334| 38 + | rans- || 96 |3157159|3157175| 17 - | trans-
29| 904943 | 904958 | 16 + | rans- [|63]2051318|2051327| 10 - | trans- | 97 |3158614|3158660 | 47 - cis-
30| 922306 | 922369 | 64 + cis- [64]2100673[2100710| 38 - | mans- || 98 |3173828|3173891| 64 + | trans-
31| 977292 | 977329 | 38 + cis- [65]2104977[2105014| 38 - cis- || 99 [3227651]3227710| 60 - cis-
32/1032121]1032158| 38 + cis- [66]2197148 2197158 11 - | mans- [100]3277153 3277190 | 38 + | trans-
33|1059241]1059278 | 38 - | mans- [167]2198239|2198275| 37 - cis- |[101]3277365|3277418| 54 + | trans-
341081000 | 1081019 | 20 + | mans- |68]2261285|2261389| 105 | + | wrans-
A.2 Tabulka detekovanych sSRNA pro chromozom NC 011753.2 nastrojem DETR’PROK

C.| Start | Stop D[;lbk]a Viakno| Typ | C. | Start Stop D[:lbk]a Vlakno| Typ | C. | Start Stop D[:lbk]a Vldkno | Typ
1| 13 87 | 75 + | rrans- | 58 | 960538 | 960659 | 122 | + cis- | 114]2022071]2022380| 310 | - | trans-
2 | 26587 | 26660 | 74 - cis- | 59 | 975697 | 975774 | 78 + | rrans- [115]2088318|2088450| 133 | + | trans-
3 | 34845 | 35137 | 293 | + | trams- | 60 | 977225 | 977333 | 109 | + cis- |116]2095945 2096265 | 321 - | wans-
4 | 41018 | 41087 | 70 - | trans- | 61 | 980122 | 980268 | 147 | - cis- | 117]2149280 | 2149354 | 75 - | rans-
5 | 43815 | 44196 | 382 | + | trans- | 62 | 995937 | 996060 | 124 | + cis- [118]2175145|2175237| 93 - | wans-
6 | 62317 | 62452 | 136 | + | trans- | 63 [1031399]1031455| 57 + | rrans- | 119]2197201 (2197259 | 59 - | rans-
7 | 75699 | 75793 | 95 + | rrans- | 64 |1031975]1032214| 240 | + cis- [120]2198173]2198300| 128 - cis-
8 | 98212 | 98392 | 181 | + | trans- | 65 |1043744|1043914| 171 - | rrans- | 121]2231216 2231516 301 - | wans-
9 1101779]101869| 91 + | trans- | 66 | 1074048 |1074166| 119 | - | mans- [ 1222306494 |2306612| 119 | + cis-
10 [102209]102309| 101 | + cis- | 67 [1077437]1077553| 117 | + | rrans- |123]2315053|2315199| 147 | - | trans-
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11 | 104585|104834| 250 + trans- | 68 | 1108674 | 1108776 | 103 - cis- | 1242327493 | 2327673 | 181 - cis-
12 | 128532128608 | 77 - cis- | 69 | 1114697 1114808 | 112 + trans- | 1252349740 | 2350005 | 266 + cis-
13 | 147837 | 148248 | 412 + cis- | 70 | 1139920 (1139974| 55 - trans- | 1262355599 | 2355752 | 154 + cis-
14 | 148657 | 148744 | 88 + cis- | 71 |1184705|1184755| 51 + trans- | 12712366200 | 2366348 | 149 + trans-
15|173080|173145| 66 - trans- | 72 | 1197999 | 1198137 | 139 - trans- | 1282440008 | 2440060 | 53 - trans-
16 | 180566 | 180640 | 75 - cis- | 73 | 1223977 1224104 | 128 - cis- | 1292449487 (2449663 | 177 + trans-
17 | 193587193694 | 108 + cis- | 74 | 1238150 | 1238254 | 105 - trans- | 1302449603 | 2449703 | 101 - trans-
18 | 196450 | 196604 | 155 + trans- | 75 | 1239693 | 1239776 | 84 + cis- | 131]2453030 (2453175| 146 + trans-
19 1219213219337 | 125 + trans- | 76 | 1243546 | 1243688 | 143 + cis- | 1322459412 |2459497| 86 - cis-
20 | 245183245269 | &7 + trans- | 77 | 1275644 | 1275779 | 136 + cis- | 1332460063 | 2460269 | 207 - cis-
21 |255742|255848 | 107 + trans- | 78 | 1335101 | 1335150| 50 - trans- | 1342460238 | 2460292 | 55 + trans-
22 | 286552286747 | 196 - trans- | 79 | 1359881 (1360017 | 137 + trans- | 1352530814 | 2530870 | 57 + cis-
23 | 316001 | 316104 | 104 + cis- | 80 | 1389767 | 1390100 | 334 - trans- | 136 | 2569878 | 2570082 | 205 + trans-
24 1362303362362 | 60 + cis- | 81 |1390169 | 1390298 | 130 + trans- | 1372590681 | 2590767 | 87 - trans-
25 | 386853386981 | 129 + trans- | 82 | 1402627 | 1402722 | 96 + trans- | 13812599074 (2599200 | 127 - trans-
26 | 450867451351 | 485 + trans- | 83 | 1428651 | 1428744 | 94 + cis- | 13912625945 (2626091 | 147 - cis-
271491191 (491244 | 54 + trans- | 84 | 1428867 | 1429009 | 143 + cis- | 140|2634972|2635062| 91 - trans-
28 | 505021 | 505118 | 98 - trans- | 85 | 1461432 |1461526| 95 - cis- | 141]2651334 2651399 | 66 - trans-
29 1505021 |505231| 211 + trans- | 86 | 1470217 |1470305| 89 + trans- | 1422685748 | 2685812 | 65 - trans-
30 [ 506402 | 506592 | 191 + trans- | 87 | 1472827 | 1473000 | 174 + cis- | 1432685769 2685829 | 61 + trans-
31 | 515259 (515365| 107 + trans- | 88 | 1473494 | 1473594 | 101 - trans- | 144 |2817353 | 2817534 | 182 + cis-
32 1516427516585 | 159 + trans- | 89 | 1473718 | 1473840 | 123 + trans- | 1452844143 | 2844332 | 190 - trans-
33 [549430 | 549521 | 92 - trans- | 90 | 1519682 1519741 | 60 - trans- | 146 | 2884535 (2884731 | 197 - trans-
34 |573741 (573924 | 184 + cis- | 91 | 1529342 (1529418 | 77 + cis- | 147|2885931 | 2886015 | &5 + trans-
35 [ 575367575437 | 71 - trans- | 92 | 1534750 | 1534921 | 172 + trans- | 1482886083 | 2886252 | 170 + trans-
36 | 582579582669 | 91 + trans- | 93 | 1601739 1601850 | 112 + cis- | 149|2908632 | 2908703 | 72 + trans-
37 | 582584 582652 | 69 - trans- | 94 11626964 | 1627066 | 103 - trans- | 1502931684 | 2931818 | 135 - trans-

76



38 [ 583264 |583427| 164 + trans- | 95 [ 1641108 | 1641407 | 300 + cis- | 151(2942479|2942589| 111 + trans-
39 [ 592865592940 | 76 + trans- | 96 | 1641923 | 1642049 | 127 + trans- | 15212942808 | 2942982 | 175 - trans-
40 | 597581 (597680 | 100 + trans- | 97 | 1646879 | 1646960 | 82 + cis- | 15312956282 (2956407 | 126 - trans-
41 1652597652759 | 163 + trans- | 98 | 1648283 | 1648389 | 107 - trans- | 15412977718 2977836 | 119 + cis-
42 | 668773669203 | 431 - trans- | 99 | 1653371 (1653437 | 67 - trans- | 15513048074 | 3048198 | 125 + cis-
43 1700722700787 | 66 + trans- | 100 | 1689161 | 1689289 | 129 - cis- | 156|3081153|3081310| 158 + trans-
44 1705571|705676 | 106 - cis- | 101|1704457|1704517| 61 - trans- | 15713118740 (3118976 | 237 + cis-
45 (712276712493 | 218 + cis- | 102|1757648 | 1757984 | 337 + trans- | 15813120450 (3120611 | 162 + trans-
46 | 771769 | 771923 | 155 - cis- |103|1794117|1794166| 50 - trans- | 159 3146027 | 3146362 | 336 - trans-
47 | 777524777586 | 63 + trans- | 104 | 1804486 | 1804606 | 121 - trans- | 160 | 3158530 [ 3158688 | 159 - cis-
48 | 781460 | 781522 | 63 + trans- | 105 | 1847239 | 1847311 | 73 - trans- | 1613173269 [3173359| 91 - trans-
49 | 782469 | 782532 | 64 - trans- | 106 | 1855437 | 1855608 | 172 - trans- | 16213173629 |3173717| 89 - trans-
50 [ 810079 | 810146 | 68 - trans- | 107 | 1877514 | 1877596 | 83 - trans- | 163 13173828 3173950 | 123 + trans-
51 [816192|816262| 71 + trans- | 108 | 1882036 | 1882212 | 177 + trans- | 164 |3204603 | 3204711 | 109 + trans-
52 827913 | 828017 | 105 - trans- | 109 | 1896965 | 1897180 | 216 - trans- | 165 |3204770 3204883 | 114 - trans-
53 1832962 |833117| 156 - trans- | 1101936117 | 1936380 | 264 - trans- | 166 (3210128 | 3210488 | 361 - trans-
54 1839679 | 839736 | 58 - trans- | 111]1985110 | 1985217 | 108 + trans- | 167 | 3227635 | 3227758 | 124 - cis-
55 | 884131 (884214 | 84 + trans- | 11212015252 2015414 | 163 - trans- | 168 | 3250454 13250522 | 69 - trans-
56 | 888201 | 888294 | 94 + trans- | 11312021864 (2021964 | 101 - trans- | 169 | 3252934 3253120 | 187 - trans-
57 1957362957492 | 131 + cis-

A.3 Tabulka detekovanych SRNA pro chromozom NC 011753.2 nastrojem SEARCHsRNA
C.| Start Stop D[;lbk]a Viakno | Typ || C. | Start Stop D[;lbk]a Vlakno| Typ | C. | Start Stop D[;lbk]a Vldkno | Typ
1 | 43815 | 44195 | 381 + trans- || 54 | 1043744 11043799 | 56 - trans- |[107 2099584 | 2099646 | 63 - trans-
2 | 62317 | 62452 | 136 + trans- || 55 | 1074048 | 1074162 | 115 - trans- | 1082149303 | 2149354 | 52 - trans-
3 | 98212 | 98351 | 140 + trans- || 56 | 1108684 | 1108776 | 93 - cis- |[109]2175171|2175234| 64 - trans-
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4 | 101779 | 101869 | 91 + trans- | 57 | 1108804 | 1108874 | 71 - cis- |110]2197201 | 2197257 | 57 - trans-
5 | 102209 | 102309 | 101 + cis- || 58 | 1184705 |1184755| 51 + trans- || 1112198173 | 2198300 | 128 - cis-

6 | 104586 | 104825 | 240 + trans- | 59 | 1197999 | 1198133 | 135 - trans- | 1122231240 | 2231413 | 174 - trans-
7 | 128536 | 128608 | 73 - cis- | 60 | 1223977 | 1224104 | 128 - cis- 1132231444 (2231516 73 - trans-
8 | 147837 | 148143 | 307 + trans- || 61 | 1238150 1238248 | 99 - trans- || 11412306498 | 2306602 | 105 + cis-

9 | 148657 | 148744 | 88 + cis- || 62 | 1239693 | 1239776 | 84 + cis- |[115]2327496 | 2327673 | 178 - trans-
10 | 173085 | 173141 | 57 - trans- || 63 | 1243546 | 1243688 | 143 + cis- ||116]2349740 | 2349949 | 210 + cis-

11 | 180566 | 180640 | 75 - cis- || 64 | 1275644 1275771 | 128 + cis- |[117]2355599 | 2355752 | 154 + cis-

12 | 193587 | 193694 | 108 + cis- || 65 | 1387305 | 1387368 | 64 - trans- || 1182366200 | 2366342 | 143 + trans-
13 | 214005 | 214549 | 545 + trans- || 66 | 1389768 (1390100 | 333 - trans- | 1192423284 12423394 | 111 + trans-
14 | 245183 | 245266 | 84 + trans- || 67 | 1402627 | 1402705 | 79 + trans- || 120| 2449487 | 2449651 | 165 + trans-
15| 286563 | 286747 | 185 - trans- || 68 | 1428651 | 1428737 | 87 + cis- || 1212453883 (2453940 | 58 + cis-

16 | 316001 | 316104 | 104 + cis- || 69 | 1428867 | 1429001 | 135 + cis- 1222459412 |2459497| 86 - cis-

17 | 318698 | 318768 | 71 - cis- || 70 | 1444616 | 1444704| 89 - trans- || 12312460082 | 2460234 | 153 - cis-

18 | 362311 | 362362 | 52 + trans- || 71 | 1447888 | 1447971 | 84 + trans- || 1242530814 | 2530870 | 57 + trans-
19 | 463731 | 464341 | 611 + trans- || 72 | 1461432 | 1461526 | 95 - cis- |[125]2569878 |2570082 | 205 + trans-
20 | 486565 | 486904 | 340 - trans- || 73 | 1466029 | 1466081 | 53 + trans- | 12612599074 | 2599200 | 127 - trans-
21 | 488746 | 488906 | 161 - trans- || 74 | 1470217 |1470305| 89 + trans- |[127]2651334 | 2651398 | 65 - trans-
22 | 489768 | 489876 | 109 - trans- || 75 | 1472827 | 1473000 | 174 + cis- || 1282817353 | 2817534 | 182 + cis-

23 | 490056 | 490136 | 81 - trans- || 76 | 1473494 | 1473594 | 101 - trans- |[129 2844210 | 2844332 | 123 - trans-
24 | 490438 | 490568 | 131 - trans- || 77 | 1489307 | 1489411 | 105 + trans- |[130 2886127 | 2886252 | 126 + trans-
25 | 490883 | 491010 | 128 - trans- || 78 | 1508056 | 1508106 | 51 - cis- || 131]2891856 (2892173 | 318 - trans-
26 | 491191 | 491244 | 54 + trans- | 79 | 1519198 1519285 | 88 + cis- 1322897368 | 2897949 | 582 + trans-
27 | 505153 | 505205 | 53 + trans- || 80 | 1519682 | 1519739 | 58 - trans- |[133 2898144 | 2898462 | 319 + trans-
28 | 506455 | 506511 | 57 + trans- || 81 | 1529342 11529418 | 77 + cis- 1342898504 | 2898649 | 146 + trans-
29 | 516427 | 516585 | 159 + trans- || 82 | 1530073 1530174 | 102 - trans- |[135]2898678 | 2898782 | 105 + trans-
30 | 518231 | 518284 | 54 + cis- || 83 | 1574754 | 1574808 | 55 - cis- || 136]2898848 2899033 | 186 + trans-
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31 | 573741 | 573858 | 118 + cis- || 84 | 1583706 | 1583762 | 57 + trans- |[137]2908632 [ 2908703 | 72 + trans-
32 | 582579 | 582669 | 91 + trans- || 85 | 1600503 | 1600563 | 61 - trans- || 1382942479 | 2942580 | 102 + trans-
33 | 582584 | 582642 | 59 - trans- || 86 | 1601743 1601831 | 89 + cis- || 1392942830 | 2942982 | 153 - trans-
34 | 583264 | 583420 | 157 + trans- || 87 | 1623914 |1623977| 64 + trans- | 1403008041 | 3008108 | 68 - cis-

35 | 592865 | 592921 | 57 + trans- || 88 | 1625189 | 1625680 | 492 - trans- | 1413048074 | 3048197 | 124 + cis-

36 | 597581 | 597663 | &3 + trans- | 89 | 1625947 1626102 | 156 - trans- |[14213118740 3118874 | 135 + trans-
37 | 705604 | 705676 | 73 - trans- || 90 | 1626964 | 1627066 | 103 - trans- | 14313118897 3118976 | 80 + cis-

38 | 712357 | 712493 | 137 + cis- || 91 | 1641108 | 1641341 | 234 + cis- | 1443146030 |3146160| 131 - trans-
39 | 771769 | 771923 | 155 - cis- || 92 | 1646879 | 1647021 | 143 + cis- |145]3146190|3146362| 173 - trans-
40 | 783032 | 783240 | 209 - trans- || 93 | 1648283 | 1648389 | 107 - trans- | 1463158558 | 3158688 | 131 - cis-

41 | 783366 | 783418 | 53 - trans- || 94 | 1653371 |1653437| 67 - trans- |[147]3173269 | 3173359 | 91 - trans-
42 | 816201 | 816262 | 62 + trans- | 95 | 1689094 | 1689289 | 196 - trans- | 14813173828 3173940 | 113 + trans-
43 | 817510 | 817606 | 97 + cis- || 96 | 1722315|1722366| 52 - cis- 1493204624 | 3204696 | 73 + trans-
44 | 827924 | 828017 | 94 - trans- || 97 | 1757648 1757980 | 333 + trans- ||1503210128 | 3210272 | 145 - trans-
45| 832964 | 833117 | 154 - trans- || 98 | 1855519 | 1855608 | 90 - trans- || 1513210300 | 3210488 | 189 - trans-
46 | 839679 | 839736 | 58 - trans- | 99 | 1916668 | 1916863 | 196 + trans- |[152 3227337 (3227853 | 517 + trans-
47 | 957362 | 957483 | 122 + trans- [[100| 1976301 | 1976351 | 51 + cis- || 1533227446 (3227521 | 76 - trans-
48 | 960540 | 960657 | 118 + cis- |[101]1985110|1985217| 108 + trans- || 1543227635 (3227710 76 - trans-
49 | 977249 | 977333 | &5 + cis- |102]201527212015414| 143 - trans- || 1553244443 | 3244614 | 172 - trans-
50 | 979778 | 979832 | 55 - cis- 11032022071 | 2022376| 306 - trans- |[156 | 3250457 | 3250522 | 66 - trans-
51| 980182 | 980268 | 87 - cis- |[[104]2095945 | 2096265 | 321 - trans- |[157]3253028 | 3253120 | 93 - trans-
52 1 995937 | 996045 | 109 + cis- | 105]2098638 | 2098837 | 200 - trans- | 1583271008 | 3271098 | 91 - trans-
53 |1031975|1032194 | 220 + cis- |[[106|2098985 (2099101 | 117 - trans- |[1593277153 3277308 | 156 + trans-
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A.4 Tabulka detekovanych sSRNA pro chromozom NC 011744.2 nastrojem Rockhopper
C. | Start | Stop D[;lbk]a Vlakno| Typ || C. | Start Stop D[Ie)lbk]a Vliakno | Typ || C. | Start Stop D[;lbl;a Vlikno | Typ
1| 31 102 | 72 - | trans- 152 539458 | 539495 | 38 + | trans- |302]1230415 [ 1230449 | 35 + cis-
2 | 12869 | 12886 | 18 + cis- 153 ] 541302 | 541313 | 12 - | rans- |303] 1230728 1230741 | 14 + cis-
3| 15899 | 15930 | 32 + cis- |[154| 546455 | 546475 | 21 - | trans- |304] 1236799 [ 1236848 | 50 + cis-
4 | 18612 | 18728 | 117 - | trans- 155 547158 | 547195 | 38 - cis- 3051236999 | 1237095 | 97 - | rrans-
5 | 18823 | 18848 | 26 + | trans- 156 550261 | 550298 | 38 + cis- [3061239607 | 1239821 215 - | rrans-
6 | 27429 | 27503 | 75 + | trans- 157 550909 | 550950 | 42 - | trans- 3071242954 | 1242966 | 13 - | trans-
7 | 27924 | 27961 | 38 - cis- ||158| 552431 | 552468 | 38 - | trans- 3081244724 1244927 | 204 | + cis-
8 | 29092 | 29185 | 94 + trans- 159 | 555762 | 555799 | 38 + trans- ||309 | 1244928 | 1244935 8 - trans-
9 | 33650 | 33831 | 182 - | trans- 160 | 556397 | 556434 | 38 - cis- [|310|1247166 | 1247203 | 38 - | rans-
10 | 36824 | 36860 | 37 + cis- 161 562256 | 562293 | 38 + | trans- |311]1249350 | 1249367| 18 - | rans-
11 | 38998 | 39035 | 38 + cis- [162] 565371 | 565408 | 38 - | trans- 312]1250794 | 1250831 | 38 - cis-
12 | 39453 | 39563 | 111 + cis- [163] 579678 | 579806 | 129 | + cis- [313]1251544 | 1251564 | 21 - | rans-
13 | 40756 | 40815 | 60 + | trans- |164| 580116 | 580242 | 127 | + cis- [[314]1252641 |1252652| 12 + | trans-
14 | 42314 | 42351 | 38 - | trans- |165| 580308 | 580334 | 27 + cis- [315]1264692 | 1264724 | 33 + | trans-
15 | 55708 | 55745 | 38 + cis- |[166| 581212 | 581237 | 26 + cis- [[316 1273249 1273409 | 161 + | trans-
16 | 56749 | 56777 | 29 + cis- [167] 598367 | 598404 | 38 + cis- 3171277673 1277739 | 67 - | rrans-
17 | 57220 | 57305 | 86 + | rrans- |168| 607151 | 607167 | 17 + | rrans- 3181280743 | 1280781| 39 - | trans-
18 | 60066 | 60077 | 12 + | trans- |169] 611977 | 612076 | 100 | + | trans- |319]1280999 [ 1281023 | 25 + cis-
19 | 60764 | 60806 | 43 - | trans- |170] 615965 | 616002 | 38 + | trans- 3201282759 [ 1282781 23 + cis-
20 | 60947 | 61039 | 93 + | trans- |171] 618213 | 618243 | 31 - cis- [[321]1294758|1294777| 20 - | rrans-
21 | 77600 | 77637 | 38 + cis- [172] 631107 | 631139 | 33 - | rrans- |322]1296701 | 1296738 | 38 + | trans-
22 | 80625 | 80637 | 13 + | trans- |173| 636853 | 636872 | 20 - | mans- 323]1297756 1297794 | 39 - cis-
23 | 82556 | 82575 | 20 + | trans- |174] 638715 | 638922 | 208 | + | trans- |324]1300080 [ 1300109| 30 - | rrans-
24 | 84953 | 84990 | 38 - | trans- |175] 645164 | 645220 | 57 + | rrans- [|325]1301258 1301295 | 38 + | trans-
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25 | 85114 | 85141 28 - trans- | 176 | 651594 | 651622 | 29 - trans- 326 | 1317197 1317274 | 78 + trans-
26 | 86423 | 86460 | 38 - cis- || 177 652051 | 652088 | 38 - trans- 3271317796 | 1317943 | 148 + trans-
27 | 86609 | 86697 | 89 - cis- ||178| 652501 | 652525 | 25 + cis- |[328 | 1324236 (1324277 | 42 + trans-
28 | 93527 | 93564 | 38 + trans- ||[179| 661765 | 661783 19 + cis- [[329| 1326600 | 1326667 | 68 - trans-
29 | 94553 | 94660 | 108 + trans- || 180 669271 | 669338 | 68 + trans- |[330 | 1327538 | 1327575 | 38 + trans-
30 | 97976 | 98013 | 38 + trans- || 181 674157 | 674194 | 38 - trans- |[331 1330216 | 1330292 | 77 + trans-
31 | 103487103549 | 63 + trans- 182 | 676884 | 676924 | 41 - trans- 3321330888 (1330949 | 62 - cis-
32 | 106104 |106126| 23 + trans- || 183 | 679594 | 679604 | 11 - trans- |[333 | 1331472 11331494 | 23 - cis-
33 | 106749 |106825| 77 + trans- || 184 | 679776 | 679804 | 29 + trans- ||334 | 1334628 | 1335182 | 555 - trans-
34 1109470|109507| 38 + trans- | 185 683308 | 683345 | 38 - cis- (1335|1338297|1338334| 38 + trans-
35 | 112588 | 112607 | 20 + trans- || 186 | 687155 | 687192 | 38 + trans- ||336 | 1352210 1352239 | 30 + cis-
36 | 113698 |113720| 23 - trans- [|187 | 687373 | 687410 | 38 - trans- 337 | 1354406 | 1354443 | 38 - cis-
37 | 113727113758 | 32 + trans- | 188 | 687425 | 687496 | 72 + trans- |[338 | 1355397 | 1355494 | 98 + trans-
38 1126220126280 | 61 - trans- 189 | 690000 | 690038 | 39 + trans- 3391357340 |1357355| 16 + trans-
39 | 140804 | 140841 | 38 + trans- [[190 | 692089 | 692126 | 38 + trans- 340 | 1359445|1359481 | 37 + trans-
40 | 142537142574 38 - cis- |[191] 692191 | 692228 | 38 + trans- |[341| 1364952 | 1365034 | 83 - cis-
41 | 144661144721 | 61 - trans- |[192| 695153 | 695222 | 70 - trans- |[342 | 1366612 | 1366649 | 38 + trans-
42 1146016 | 146129 | 114 + cis- [[193| 695827 | 695845 19 + trans- ||343 | 1384180| 1384193 | 14 + cis-
43 | 154654154691 | 38 + cis- (194 695946 | 695983 | 38 + trans- 344 | 1384566 | 1384651 | 86 + cis-
44 1161788 |161825| 38 + trans- [[195| 697469 | 697506 | 38 + cis- [[345|1390669 | 1390717 | 49 - trans-
45 | 161826 | 162090 | 265 - trans- || 196 | 699551 | 699669 | 119 + cis- |[346|1390795|1390879| 85 - cis-
46 1162091162128 | 38 + trans- || 197 699811 | 699858 | 48 + cis- |[347|1397987 | 1398146 | 160 + trans-
47 1162129162167 | 39 - trans- 198 | 700002 | 700039 | 38 - trans- ||348 | 1401778 | 1401815 | 38 - cis-
48 | 173266173303 | 38 - cis- |[199| 711526 | 711563 | 38 + cis- [|349| 1404619 | 1404656 | 38 + cis-
49 1175911175979 | 69 + cis- [200| 735309 | 735346 | 38 + trans- 350 | 1412787 | 1412804 | 18 + trans-
50 | 177677177714 38 + cis- |[201| 735563 | 735582 | 20 + trans- 351 (1412907 | 1412944 | 38 + trans-
51 {177994|178031| 38 + trans- ||202| 741194 | 741207 14 - trans- 3521412968 | 1413005 | 38 - trans-
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52 | 179480|179517| 38 + cis- (203 | 741336 | 741363 | 28 + trans- |[353 | 1414049 | 1414071 | 23 + trans-
53 | 181321|181354| 34 + trans- 204 | 753761 | 753777 17 - trans- ||354 | 1415073 | 1415103 | 31 + cis-

54 | 187061 | 187098 | 38 - trans- ||205| 763742 | 763757 16 - trans- ||355| 1418809 | 1418835 | 27 - trans-
55 193002 |193024| 23 + trans- 206 | 765243 | 765274 | 32 - trans- 356 | 1423698 | 1423816 | 119 - trans-
56 |200483|200520| 38 - trans- ||207 | 765777 | 765795 19 - trans- ||357 | 1424036 | 1424112 | 77 + trans-
57 1200709 200792 | 84 - trans- (208 | 767276 | 767349 | 74 + trans- ||358 | 1424420 | 1424431 | 12 - cis-

58 1201370|201407| 38 - trans- ||209| 769215 | 769231 17 + cis- |[359 1424507 | 1424523 | 17 - cis-

59 1202658202673 | 16 - trans- (210 778978 | 779043 | 66 + trans- 360 | 1425056 | 1425239 | 184 - trans-
60 209998 |210035| 38 + trans- (211 779571 | 779608 | 38 - cis- (361 |1425713|1425764| 52 - cis-

61 |215309|215346| 38 + cis- |[212| 784125 | 784158 | 34 - trans- ||362 | 1426688 | 1426764 | 77 - cis-

62 215509 |215546| 38 + cis- |213| 784868 | 784891 24 + cis- (3631430361 | 1430398 | 38 - trans-
63 223049 |223086| 38 + cis- |[214] 791969 | 792061 | 93 + trans- ||364 | 1431442 | 1431479 | 38 - trans-
64 |225777|225814| 38 + cis- |215] 792598 | 792635 | 38 + cis- (3651441486 | 1441523 | 38 + trans-
65 |226782|226801| 20 + trans- ||216| 794640 | 794677 | 38 - cis- ||366 1450147 | 1450171 25 + trans-
66 |227795|227832| 38 - trans- ||217| 796147 | 796184 | 38 - trans- ||367 | 1453236 | 1453278 | 43 + trans-
67 2399291239944 | 16 + trans- 218 | 796400 | 796524 | 125 + trans- 368 | 1457622 | 1457640 | 19 + trans-
68 249128249149 | 22 - trans- ||219| 797274 | 797311 38 + trans- |[369 | 1459075 | 1459112 | 38 - trans-
69 |253545|253664| 120 - trans- 220 798861 | 798898 | 38 - cis- (3701461053 1461068 | 16 + trans-
70 1255307255431 | 125 - cis- |[221| 800622 | 800659 | 38 + trans- ||371 | 1462926 | 1462959 | 34 + trans-
71 |258012|258166| 155 - trans- ||222| 805398 | 805435 | 38 - trans- ||372 | 1463775 | 1463803 | 29 - trans-
72 |258655|258664| 10 - trans- (223 | 807084 | 807121 38 + cis- (373 |1465728|1465765| 38 + trans-
73 1259654259748 | 95 - trans- ||224| 808294 | 808416 | 123 - trans- |[374 | 1467055 | 1467092 | 38 - cis-

74 259899 |259936| 38 + trans- ||225| 811421 | 811505 | 85 - trans- 3751473331 |1473415| 85 - trans-
75 1263636263673 | 38 + cis- ||226| 812148 | 812185 | 38 - trans- 376 | 1475318 1475334 | 17 - cis-

76 1268204268213 | 10 - trans- ||227| 816273 | 816310 | 38 - cis- |[377| 1480568 | 1480605 | 38 + cis-

77 1271804271841 | 38 + cis- (228 818524 | 818537 14 - trans- (378 | 1482537 | 1482574 | 38 + trans-
78 1285792285829 | 38 - cis- |[229| 820949 | 821033 | 85 + trans- ||379 | 1483205 | 1483242 | 38 + trans-
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79 289592289611 | 20 - cis- [230| 825816 | 825853 | 38 cis- (3801487591 | 1487681 | 91 + trans-
80 289662289699 | 38 - cis- |[231| 827975 | 828012 | 38 cis- ||381 1489562 |1489594| 33 + trans-
81 [ 289808 |289886| 79 - cis- |[232| 828051 | 828113 | 63 cis- |[382 1490449 | 1490464 | 16 + trans-
82 |300005|300139| 135 + cis- (233 838479 | 838506 | 28 cis- (383|1491772|1491809| 38 + trans-
83 1300760 | 300781 | 22 + cis- ||234| 838963 | 838973 11 trans- || 384 | 1493434 | 1493490 | 57 - cis-
84 302380302417 | 38 + trans- ||235| 842524 | 842633 | 110 cis- (3851493869 | 1493900 | 32 - trans-
85 [305380 (305417 | 38 + trans- ||236| 843206 | 843227 | 22 cis- ||386|1493939|1494103 | 165 + trans-
86 [317351|317388| 38 + cis- (237| 848906 | 848943 | 38 trans- 387 | 1496497 | 1496525 | 29 - trans-
87 |317424 1317448 | 25 - trans- 238 | 863627 | 863664 | 38 trans- 3881501617 |1501647| 31 + trans-
88 [317615|317626| 12 + cis- |[239| 871555 | 871592 | 38 cis- ||389|1503267|1503304 | 38 - cis-
89 |319807 (319840 | 34 + trans- 240 | 877108 | 877130 | 23 cis- [390|1503855|1503892| 38 - trans-
90 | 320529 |320566| 38 + cis- |[241| 880696 | 880733 | 38 cis- |[391|1509227|1509350| 124 + trans-
91 |325320|325357| 38 + cis- (242 881612 | 881668 | 57 trans- (13921509820 | 1509907 | 88 - cis-
92 1333902 |333931| 30 + trans- ||243 | 881987 | 882060 | 74 cis- |[393|1510098|1510121| 24 + trans-
93 |335481|335518| 38 + trans- ||244| 889043 | 889080 | 38 trans- |[394 | 1510171 | 1510255 85 - trans-
94 |336205|336235| 31 + trans- |245| 893088 | 893118 | 31 trans- 3951513072 | 1513126 | 55 - cis-
95 337991 |338028| 38 + cis- ||246| 900456 | 900533 | 78 trans- ||396 | 1515055 | 1515113 | 59 + trans-
96 341524341701 | 178 - trans- ||247| 905647 | 905684 | 38 trans- (397 |1515309 | 1515346 | 38 - trans-
97 | 344322344359 | 38 - trans- 248 | 906285 | 906347 | 63 trans- |[398 | 1522219 | 1522233 | 15 + cis-
98 | 344387 (344407 | 21 + trans- ||249| 913218 | 913255 | 38 cis- |[399| 1522883 11522920 | 38 + cis-
99 |358151|358204| 54 - trans- 250 923736 | 923848 | 113 cis- (4001523446 | 1523483 | 38 - cis-
100|362501 | 362538 | 38 + cis- ||251| 925439 | 925476 | 38 cis- |[401|1531009 | 1531026 | 18 - trans-
101362749 | 362814 | 66 + trans- 252 929659 | 929695 | 37 cis- (4021540621 |1540702| 82 + trans-
102 (366471 |366572| 102 - trans- (253 930391 | 930430 | 40 trans- 403 | 1540860 | 1540897 | 38 + trans-
103 368935369022 | 88 + trans- ||254| 964360 | 964397 | 38 cis- ||404 | 1547373 | 1547425 53 - cis-
104 (369393 | 369430 | 38 + cis- [255| 970809 | 970822 | 14 trans- 405 |1547945| 1547982 | 38 - trans-
105|374198 | 374253 | 56 + trans- ||256| 970842 | 970879 | 38 trans- |[406 | 1548099 | 1548136 | 38 + trans-
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106 | 374936 374973 | 38 + cis- ||257] 973796 | 973810 | 15 - trans- ||[407 | 1549351 | 1549404 | 54 + trans-
107 381579381611 | 33 - trans- 258 | 992760 | 992778 19 - trans- 408 | 1549546 | 1549607 | 62 + trans-
108 | 381738381821 | 84 + trans- |[259| 996460 | 996494 | 35 - trans- 409 | 1550011 | 1550042 | 32 + trans-
109 | 385314 | 385351 | 38 - trans- [[260| 996571 | 996608 | 38 + cis- (410 |1554184 1554221 | 38 - trans-
110|390442|390494| 53 - trans- ||261| 998760 | 998770 | 11 + trans- |[411 | 1558383 | 1558420 | 38 - trans-
111394031 (394068 | 38 + cis- /2621003152 (1003189 | 38 - trans- ||[412 | 1558421 | 1558470 | 50 + trans-
112399078 1399132 | 55 - cis- (2631008502 | 1008540 | 39 - trans- |[413 | 1563002 | 1563024 | 23 + trans-
113401995 (402032 | 38 - trans- ||264 | 1008815 | 1008870 | 56 + cis- (414 |1564285|1564311| 27 - cis-
114 405331405368 | 38 - trans- |[265|1011464 | 1011501 | 38 + trans- ||415 | 1574838 | 1574875 | 38 - trans-
115|409147 | 409184 | 38 + trans- 2661039021 | 1039079 | 59 - trans- (416 | 1576476 | 1576502 | 27 + trans-
116 412127412137 | 11 + trans- ||267 | 1047653 | 1047690 | 38 + trans- ||417 | 1576557 | 1576594 | 38 - cis-
117418813 418824 | 12 + trans- 268 | 1057698 | 1057741 | 44 - trans- [|418 | 1576852 | 1576886 | 35 - cis-
118 420610 (420647 | 38 + trans- 269 | 1079555|1079651 | 97 - trans- (4191576944 | 1576981 | 38 - trans-
119420839 420876 | 38 + cis- (127011081928 | 1081951 | 24 - trans- 4201577078 | 1577110 | 33 - trans-
120421558 421587 | 30 + trans- ||271| 1089373 | 1089410 | 38 + cis- |[421|1577145|1577182| 38 + trans-
121422969 | 423006 | 38 + trans- ||272 11091644 | 1091680 | 37 + cis- |[422| 1579361 | 1579398 | 38 - cis-
122424178 |424195| 18 + trans- ||273 11093090 | 1093127 | 38 - trans- 423 | 1579544 11579610 | 67 - trans-
123424382 1424419 | 38 + cis- |[2741109337311093392| 20 - trans- ||424 | 1580579 | 1580592 | 14 - trans-
124 | 424683 | 424720 | 38 - cis- (127511095176 11095197 | 22 - cis- (425 |1580658 | 1580775 118 - trans-
125425742 1425759 | 18 + trans- ||276| 1096061 | 1096098 | 38 - cis- (14261592137 |1592198| 62 + trans-
126 | 434197 | 434234 | 38 + cis- |[277]11096217 1096303 | 87 - cis- |[427|1597904 | 1597941 | 38 + trans-
127435318 |435350| 33 + trans- |[278 | 1098795 | 1098827 | 33 - cis- (4281603211 |1603295| 85 - trans-
128 436686 | 436781 | 96 + trans- |[2791 1107952 11107989 | 38 + trans- [[429 | 1608638 | 1608675 | 38 + trans-
129440610 | 440647 | 38 + trans- ||280| 1114700 | 1114736 | 37 - trans- [[430| 1611263 1611300 | 38 - trans-
130|443457|443499| 43 + trans- |[281 1127210 1127247 | 38 - trans- (4311615544 1615589 | 46 - trans-
131|458736 458853 | 118 + trans- 28211129109 1129118 | 10 + cis- [[432|1615689|1615724| 36 - trans-
132460567 | 460610 | 44 - trans- ||283 | 1137685 | 1137735 | 51 - trans- ||433 | 1616341 | 1616378 | 38 + cis-
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133461554 [461635| 82 - cis- 1284 1137905|1137999 | 95 + trans- [|43411616860 | 1616879 | 20 + trans-
134 461885461922 | 38 + cis- (2851145937 |1145974| 38 + cis- (435|1627579|1627616| 38 - trans-
135466204 | 466241 | 38 + trans- 286 | 1146125 | 1146181 | 57 + cis- (436|1628045|1628082| 38 + cis-
136 | 484687 484724 | 38 - trans- 2871150169 | 1150202 | 34 - trans- [|437]1634042 | 1634077 | 36 - cis-
137 | 484725 [484775| 51 + trans- 2881163646 | 1163658 | 13 + trans- 438 | 1634557 1634582 | 26 - cis-
138 | 488689 (488726 | 38 - trans- 2891181985 | 1182021 | 37 - trans- [|439 1637368 | 1637381 | 14 - cis-
139491928 491965 | 38 + trans- (290 1182168 | 1182205 | 38 - cis- (4401639812 (1639843 | 32 + cis-
140493401 [493438| 38 + trans- 2911193518 1193604 | 87 + trans- |441|1642765| 1642794 | 30 + cis-
141493518 493581 | 64 + trans- 12921210086 | 1210117 | 32 - trans- [|442 1646422 | 1646461 | 40 - cis-
142 (495088 495102 | 15 - trans- (2931210118 1210155 | 38 + trans- 443 | 1646557 | 1646600 | 44 + trans-
1431499013 {499050| 38 + cis- (2941210192 |1210217| 26 - trans- ||444 11651605 | 1651660 | 56 - trans-
144 (501006 | 501043 | 38 + cis- (2951210218 1210609 | 392 + trans- 445 |1651845|1651940| 96 - cis-
145| 504466 | 504503 | 38 + trans- 2961210610 | 1210629 | 20 - trans- |446 | 1657903 | 1657937 | 35 + trans-
146 (510194 | 510231 | 38 + trans- (2971210673 | 1210710 | 38 + trans- 4471663781 | 1663819 | 39 - trans-
147 (515262 | 515371 | 110 + trans- 2981210820 | 1210857 | 38 + cis- (4481666932 | 1666969 | 38 + cis-
148517978 | 517997 | 20 - trans- 12991211069 | 1211106 | 38 + cis- 44911669240 | 1669253 | 14 + trans-
149 | 524000 | 524037 | 38 + trans- 300 1211445|1211634 | 190 - trans- (4501669776 | 1669886 | 111 - trans-
150524110 (524147| 38 + trans- 3011217581 1217610 30 + trans- |451 1672446 | 1672488 | 43 - trans-
151 528451 |528480| 30 - cis-
A.5 Tabulka detekovanych SRNA pro chromozom NC 011744.2 nastrojem DETR’PROK

C.| Start Stop l)[;ll)l(]a Vlikno| Typ [C.| Start Stop Iile)lblﬁa Vidkno| Typ || C. | Start Stop Iile)lblﬁa Vlakno | Typ
1 23 121 99 - trans- |36 | 687404 | 687498 | 95 + trans- || 71 | 1273217 1273416 | 200 + trans-
2 | 18605 | 18728 | 124 - trans- |37 | 689979 | 690040 | 62 + trans- || 72 1277664 | 1277739 | 76 - trans-
3 | 39450 | 39565 | 116 + cis- [|38] 695144 | 695222 | 79 - trans- || 73 [ 1317796 | 1317947 | 152 + trans-
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4 | 40732 | 40820 | &9 + trans- |39 | 695787 | 696038 | 252 + trans- || 74 | 1324236 | 1324299 | 64 + trans-
5 | 57217 | 57308 | 92 + trans- (40| 699782 | 699883 | 102 + cis- || 75 [ 1326595 1326667 | 73 - trans-
6 | 86604 | 86697 | 94 - cis- _|[41] 700002 | 700055 | 54 - trans- || 76 [ 1330214 1330315| 102 + trans-
7 | 93517 | 93571 55 + trans- |42 | 721839 | 721904 | 66 + cis- || 77 | 1330880 | 1330976 | 97 - cis-

8 1103487 | 103567 | 8l + trans- |43 | 765237 | 765298 | 62 - trans- || 78 | 1334582 1335017 | 436 - trans-
9 144661 | 144756 | 96 - trans- |44 | 791949 | 792044 | 96 - trans- || 79 [ 1335046 | 1335191 | 146 - cis-

10 [ 175911 [ 175986 | 76 + cis- 45| 791955 | 792084 | 130 + trans- || 80 | 1359442 1359499 | 58 + trans-
11 | 192987 | 193079 | 93 + trans- |46 | 796380 | 796442 | 63 + trans- || 81 [ 1366551 1366649 | 99 + trans-
12 1199054 [ 199132 | 79 + cis- 47| 811397 | 811505 | 109 - trans- || 82 | 1378675 1378779 | 105 - trans-
13 [ 200678 | 200792 | 115 - trans- |48 | 818395 | 818561 | 167 - trans- || 83 | 1412902 1413031 | 130 + trans-
14 | 253522 | 253715 | 194 - trans- |49 | 820949 | 821035 | 87 + trans- || 84 | 1425041 | 1425252 | 212 - trans-
15 [ 255236 | 255431 | 196 - cis- 50| 838896 | 839000 | 105 - trans- || 85 | 1425692 | 1425781 | 90 - cis-

16 | 258000 | 258194 | 195 - trans- |51 | 848906 | 848961 | 56 - trans- || 86 | 1426656 | 1426822 | 167 - cis-

17 259614 | 259757 | 144 - trans- |52 | 900455 | 900607 | 153 - trans- || 87 | 1482537 1482613 | 77 + trans-
18 | 300005 | 300139 | 135 + cis- |53 ] 923705 | 923874 | 170 - cis- || 88 | 1487585 |1487742| 158 + trans-
19 | 335481 | 335584 | 104 + trans- |54 1038947 1039141 | 195 - trans- || 89 1493417 1493548 | 132 - cis-

20 | 374172 374263 | 92 + trans- 5511096163 | 1096331 | 169 - cis- [ 90 | 1509815 1509911 | 97 - cis-

21 421527 421659 | 133 + trans- |56 | 1137612 | 1137735 | 124 - trans- | 91 1513059 | 1513201 | 143 - cis-

22 | 422898 | 423006 | 109 + trans- |57 1137862 | 1138007 | 146 + trans- || 92 | 1515055 | 1515130 76 + trans-
23 | 436667 | 436830 | 164 + trans- |58 | 1145937 |1145999| 63 + cis- || 93 | 1540621 | 1540737 | 117 + trans-
24 | 458736 | 458862 | 127 + trans- |59 1146125 |1146193 | 69 + cis- || 94 | 1547929 | 1547982 | 54 - trans-
25 1460549 | 460610 | 62 - trans- 60| 1150161 | 1150219 | 59 - trans- || 95 | 1549303 11549404 | 102 + trans-
26 | 484636 | 484724 | &9 - trans- |61 | 1210072 | 1210868 | 797 + cis- || 96 | 1558402 | 1558478 | 77 + trans-
27 1484721 | 484857 | 137 + trans- 1621210152 1210270 | 119 - trans- || 97 | 1568862 | 1569168 | 307 + trans-
28 | 491907 | 491965 | 59 + trans- |63 1210569 | 1210645 | 77 - trans- || 98 | 1577036 | 1577134 99 - trans-
29 | 504655 | 504754 | 100 - trans- |64 1211592 11211643 | 52 - trans- || 99 | 1579497 1579627 | 131 - trans-
30 | 523995 | 524044 | 50 + trans- | 651217573 11217653 | 81 + trans- | 100 | 1580658 | 1580775 118 - trans-
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31 [ 555744 | 555808 | 65 + trans- |66 | 1228247 | 1228406 | 160 - trans- |[101 | 1669189 | 1669277 | 89 + trans-
32 | 565323 | 565468 | 146 - trans- |67 | 1236763 | 1236850 | 88 + cis- [102]1669762 | 1669886 | 125 - trans-
33 [ 638715 | 638972 | 258 + trans- |68 | 1236901 | 1237100 | 200 - trans- |[103 1672417 | 1672562 | 146 - trans-
34 [ 669226 | 669367 | 142 + trans- |69 | 1239607 | 1239848 | 242 - trans- [[104 1675157 1675206 | 50 + trans-
35 | 687364 | 687429 | 66 - trans- |70 | 1244724 | 1244937 | 214 + cis-

A.6 Tabulka detekovanych SRNA pro chromozom NC 011744.2 nastrojem SEARCHsRNA
5 Délka 5 Délka 5 Délka
C. | Start Stop [pb] | Vldkno | Typ | C. Start Stop [pb] | Vldkno | Typ . Start Stop [pb] | Vldkno | Typ
1 24 121 98 - trans- | 26 | 695144 | 695222 79 - trans- | 51 | 1280717 | 1280784 | 68 - trans-
2 | 18605 | 18728 | 124 - trans- | 27 | 699786 | 699883 98 + cis- | 52 | 1326600 | 1326667 68 - trans-
3 | 39452 | 39565 | 114 + cis- | 28 | 700002 | 700055 54 - trans- | 53 | 1330214 | 1330292 79 + trans-
4 | 57217 | 57308 92 + trans- | 29 | 721839 | 721896 58 + cis- | 54 | 1330883 | 1330949 67 - cis-
5 | 86604 | 86697 94 - cis- | 30 | 791949 | 792044 96 - trans- | 55 | 1334582 | 1335014 | 433 - trans-
6 | 93517 | 93571 55 + trans- | 31 | 791960 | 792062 | 103 + trans- | 56 | 1335046 | 1335182 | 137 - trans-
7 | 144661 | 144756 | 96 - trans- | 32 | 853981 | 854079 99 - trans- | 57 | 1382172 | 1382242 71 - trans-
8 | 175911 | 175986 | 76 + cis- | 33 | 855379 | 855469 91 - trans- | 58 | 1390667 | 1390718 52 - trans-
9 [199054 | 199132 | 79 + trans- | 34 | 855809 | 855875 67 - trans- | 59 | 1425041 | 1425252 | 212 - trans-
10 | 200678 | 200792 | 115 - trans- | 35 | 900456 | 900546 91 - trans- | 60 | 1425692 | 1425781 90 - cis-
11 | 255236 | 255431 | 196 - cis- | 36 | 901627 | 901838 | 212 - trans- | 61 | 1426657 | 1426822 | 166 - cis-
12 | 258000 | 258194 | 195 - trans- | 37 | 923734 | 923874 | 141 - cis- | 62 | 1493420 | 1493548 | 129 - cis-
13 | 259623 | 259757 | 135 - trans- | 38 | 1096217 | 1096331 | 115 - cis- | 63 | 1506389 | 1506445 57 - trans-
14 | 300005 | 300139 | 135 + cis- | 39 | 1128524 | 1128685 | 162 - trans- | 64 | 1509815 | 1509911 97 - cis-
15 | 335481 | 335540 | 60 + trans- | 40 | 1137612 | 1137735 | 124 - trans- | 65 | 1513063 | 1513201 | 139 - cis-
16 | 373615 | 373680 | 66 - trans- | 41 | 1137862 | 1138007 | 146 + trans- | 66 | 1547929 | 1547982 54 - trans-
17 | 374198 | 374263 | 66 + trans- | 42 | 1145937 | 1145999 | 63 + cis- | 67 | 1549349 | 1549404 | 56 + trans-
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18 | 391318 | 391461 | 144 + trans- | 43 | 1146125 | 1146193 | 69 + cis- | 68 | 1568862 | 1569167 | 306 + trans-
19 | 391895 | 392004 | 110 + trans- | 44 | 1210171 | 1210270 | 100 - trans- | 69 | 1576550 | 1576624 75 - cis-
20 | 420822 | 420887 | 66 + trans- | 45 | 1228252 | 1228371 | 120 - trans- | 70 | 1580658 | 1580775 | 118 - trans-
21 | 436667 | 436803 | 137 + trans- | 46 | 1236763 | 1236849 | &7 + trans- | 71 | 1608339 | 1608446 | 108 + trans-
22 | 484721 | 484856 | 136 + trans- | 47 | 1236973 | 1237100 | 128 - trans- | 72 | 1615544 | 1615636 93 - trans-
23 | 638715 | 638963 | 249 + trans- | 48 | 1244724 | 1244935 | 212 + cis- | 73 | 1669764 | 1669886 | 123 - trans-
24 | 669226 | 669367 | 142 + trans- | 49 | 1273217 | 1273416 | 200 + trans- | 74 | 1672431 | 1672517 87 - trans-
25 | 687404 | 687498 | 95 + trans- | 50 | 1277664 | 1277739 | 76 - trans-
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C.  Soupis elektronickych priloh

example.R — skript obsahujici ptiklad pro spésné spusténi nastroje SEARCHsRNA.
functions.R — skript obsahujici vSechny funkce nastroje SEARCHsRNA.
installation_required.R — skript obsahujici instalacni baliCky potfebné pro spusténi
nastroje SEARCHsRNA.

NC 011753 sRNA.CSV — vystupni CSV soubor nastroje SEARCHsRNA pro
chromozom NC 011753.2 obsahujici informace o detekovanych sRNA.

NC 011753 positive sSRNA.TXT — vystupni TXT soubor nastroje SEARCHsSRNA
pro chromozom NC _011753.2 obsahujici informace o pozicim sRNA na pozitivnim
vlakné.

NC 011753 negative sRNA.TXT — vystupni TXT soubor néstroje SEARCHsRNA
pro chromozom NC_011753.2 obsahujici informace o pozicim sRNA na negativnim
vlakné.

NC 011744 sRNA.CSV — vystupni CSV soubor nastroje SEARCHsRNA pro
chromozom NC 011744.2 obsahujici informace o detekovanych sRNA.

NC 011744 _positive sSRNA.TXT — vystupni TXT soubor nastroje SEARCHsRNA
pro chromozom NC_011744.2 obsahujici informace o pozicim sRNA na pozitivnim
vlakné.

NC 011744 negative sSRNA.TXT — vystupni TXT soubor nastroje SEARCHsRNA
pro chromozom NC_011744.2 obsahujici informace o pozicim sSRNA na negativnim
vlakneé.

NC 011753 sRNAs.GFF — vystupni GFF soubor néstroje DETR’PROK pro
chromozom NC_011753.2 obsahujici nové anotace detekovanych trans-sRNA.

NC 011753 _asRNAs.GFF — vystupni GFF soubor néstroje DETR’PROK pro
chromozom NC _011753.2 obsahujici nové anotace detekovanych cis-sRNA.

NC 011744 sRNAs.GFF — vystupni GFF soubor néstroje DETR’PROK pro
chromozom NC_011744.2 obsahujici nové anotace detekovanych trans-sRNA.

NC 011744 _asRNAs.GFF — vystupni GFF soubor néstroje DETR’PROK pro
chromozom NC 011744.2 obsahujici nové anotace detekovanych cis-sRNA.

NC 011753 ncRNAs — vystupni WIG soubor néstroje Rockhopper pro chromozom
NC 011753.2 obsahujici pozice vyskytl detekovanych sRNA pro pozitivni 1
negativni vlakno.

NC 011744 ncRNAs — vystupni WIG soubor nastroje Rockhopper pro chromozom
NC 011744.2 obsahujici pozice vyskyti detekovanych sRNA pro pozitivni i
negativni vlakno.
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