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ABSTRAKT

Diplomova prace se zabyva sekvenacnimi metodami a metodami sestaveni genomu s
vyuzitim numerickych reprezentaci. Teoreticka Cast prace popisuje historii objevu DNA,
jednotlivé generace sekvenacnich metod, samotné metody sestaveni genomu a definici
numerickych reprezentaci. Numerické reprezentace slouzi pro prevod znakové podoby
DNA do numerické podoby a umoznuji tak vyuziti metod digitalniho zpracovani signalu.
V praci je navrzen algoritmus pro sestaveni genomu s vyuzitim numerické reprezentace,
ktery je dale otestovan na datech sekvenci.

KLICOVA SLOVA
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genomova sestaveni

ABSTRACT

The diploma thesis deals with sequencing methods and genome assembly methods inclu-
ding usage of numerical representations. The theoretical part of thesis describes the
history of DNA research, generations of sequencing methods, the assembly methods
themselves and definiton of numerical representations. Numerical represenatations serve
to convert character form of DNA to numerical form and so allow to use digital sig-
nal processing methods. There is an algorithm for genome assembly using numerical
represenatation proposed in thesis, which is later tested at sequence data.
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UVOD

Rust v oblasti védy a techniky se dotyka vsech jejich oblasti a presto, Ze jsme
znacné pokrocili v nasich moznostech zkoumani jsou pred nami stdle nepokorené
prekazky. Bioinformatika prodélala rychly vyvoj a stale se vyviji. Vyvoj na poli
zpracovani DNA sekvenci napti¢ spektrem od medicinského vyuziti, zkoumani funkce
genil a expresi informaci z DNA, vyvijel tlak na ,tézbu* téchto dat - sekvenaci DNA
a nasledné genomové sestaveni. Soucasné se nachazime v pomyslné tieti generaci
sekvenatori a jsme schopni osekvenovat velké mmnozstvi dat za dostupnou cenu.
Blizime se k cené 1000 americkych dolarti za osekvenovani celého lidského genomu
pri 30x pokryti. Presto je v sekvenaci a nésledném sestaveni genomu (assembly)
mnoho vyzev - chyby sekvenace, vypocetni naroc¢nost sestaveni genomu, opakujici
se oblasti DNA atd.

Nosnym tématem prace je vyuziti numerickych reprezentaci pri sestaveni ge-
nomu. Jsme zvykli chapat DNA ¢isté jako sled znaku reprezentujici nukleotidy, ale
bylo jiz uvedeno nékolik praci zabyvajicich se prevodem znakové sekvence DNA do
numerické podoby. Na DNA se tak muzeme divat jinym thlem pohledu a aplikovat
odlisné metody znamé ze zpracovani digitalnich signali. V této praci se zamérim na
vyuziti numerickych sekvenci pro netplné sestaveni genomu.

Text prace je rozdélen na nékolik kapitol zabyvajicich se hierachicky zadanou
problematikou. Prvni ¢ast prace bude teoreticka reserse oblasti tykajicich se tématu
prace. V prvni kapitole bude struéné popsana historie objevu DNA, kterd saha az
k pokustim Johanna Gregora Mendela s kiizenim zde v Brné. Na to navaze strucny
popis informaci o struktute a funkci deoxyribonukleové kyseliny.

V druhé kapitole budou prostudovany sekvenacni metody DNA jakozto nosny
pilit pro téma prace. Vénoval bych se historickému vyvoji od prvnich naroénych
metod az po dnesni strojové provadéné metody sekvenace tieti generace sekvenatoru.

V navazujici kapitole by mélo byt probrano téma samotného sestaveni genomu,
tzn. assemblery a jejich popis. Dilezité bude zminit vhodnost vyuziti dané metody
sestavovani genomu pro konkrétni sekvenacéni metody. Struéné budou zminény okra-
jova témata, jez s procesem sekvenace a sestaveni genomu souvisi.

Numerické reprezentace a princip jejich funkce bude probran a demonstrovan
na ukazkach skuteénych sekvenci. V soucasné dobé je numerickych reprezentaci k
dispozici vicero, ale ne vsechny budou vhodné pro téma prace.

Dale budou probrany teoretické aspekty fungovani a vyuziti numerickych repre-
zentaci pro konkrétni aplikaci v dokoncovani netuplnych genomovych sestavenich.
Bude se diskutovat volba konkrétni numerické reprezentace a dalsi mozné parame-

try.
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V dalsi ¢asti prace bych predvedl své Feseni zadaného problému na zédkladé pred-
chozich poznatkii. V praktické ¢asti bude algoritmus otestovan na riznych kon-
krétnich sekvencich. Chtél bych dosdhnout vysledki srovnatelnych se znakovymi

metodami, ale idealné pii kratSim case zpracovani.
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1 DNA

1.1 Objev DNA

Historie vyzkumu DNA (deoxyribonukleové kyseliny), jeji chemické vlastnosti a bi-
ologické funkce, zacala drive nez byl ucinén slavny objev struktury DNA Francisem
Crickem a Jamesem Watsonem v roce 1953. [50] Vzhledem k funkci DNA; jakozto
nositele dédi¢nosti, je na poc¢atku vyzkumu prace Johanna Gregora Mendela a jeho
zakony dédicnosti, které definoval po pokusech s hrachem setym v augustinianském
klastete v Brné. [35] I pfesto, ze byla jeho prace na 30 let zapomenuta, vzbudila
zdjem o genetiku.

Molekula DNA byla objevena v 60. letech 19. stoleti svycarskym chemikem Frid-
richem Miescherem. Mlady student Miescher na zacatku roku 1869 provadél v la-
bortatoti Felixe Hoppe-Seylera na univerzité v némeckém Tiibingenu expremienty s
leukocyty, které vedly k objevu DNA. Tiibingen byl tehdy centrem ptirodnich véd a
sidlila zde prvni némecka samostatna Fakulta prirodnich véd. Mieschera k prirodnim
védam vedla rodina - otec i stryc byly uznavanymi fyziky a profesory anatomie a
fyziologie a jiz od mladi byl v kontaktu s riznymi védci. Sdm vystudoval medicinu,
ale vénoval se déle studiu chemie. Vedouci laboratore Felix Hoppe-Seyler, pattil mezi
zakladatele biochemie a intenzivné se zabyval studiem krve a krevnich bunék. Proto
se i Miescher vénoval studiu leukocyti, které ziskaval z nemocni¢nich obvazu. Ci-
lem bylo vyvinout efektivni metodu k izolaci protoplasmy z jadra, aby mohl déle
studovat obsah jadra. Béhem téchto pokust vSak objevoval precipitat neznadmych
vlastnosti. Slo o srazeninu DNA. Pojmenoval ji jako nuclein, protoze pochizela z
jadra. Béhem dalsi prace béhem které se snazil ziskat ¢istsi srazeninu bez proteinta
objevil dalsi vlastnosti DNA, napriklad vyssi obsah fosforu oproti proteiniim, obsah
dusiku a nerozlozitelnost pepsinem. Byl si jist, Ze objevil latku odlisnou od proteint.
Jeho objev byl dilezity pro dalsi praci na prokazani dédi¢nosti nesené nukleovymi
kyselinami. Sam Miescher uvazoval nad teorii, Ze by dédicnost byla zalozena na
chemické bazi. To se prokazalo az pozdéji. [16]

V roce 1928 zverejnil svij experiment Frederick Griffith. V ném definoval tzv.
proces transformace. Griffith se zabyval vyzkumem vakciny proti Spanélské chiipce.
Pouzival rtzné kmeny pneumokoka Streptococcus pneumoniae, III-S virulentni a
druhy II-R nevirulentni. Virulentni bakterie byla zlikvidovana teplem a pridana
k druhému kmeni. Pokud byly aplikovany zvlast, pokusna mys nebyla infikovana,
pokud vsak byly zkombinovany, propukla nemoc. Griffith byl schopen z krve pokusné
mysi izolovat zvlast oba kmeny. Definoval tak princip transformace, kdy se jeden
kmen transformoval v druhy. Timto principem byla DNA virulentntho kmenu, ktera

prezila zahtati a exprimovala svoje geny v druhém kmeni. [19]
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Molekula DNA jakozto transformacni princip byla prokdzana béhem navazujiciho
Avery-MacLeod-McCarty experimentu. Pouzili skdlu analytickych metod k urceni
DNA jakozto nositele dédi¢nosti. Také provedli pokus, kdy ke kmentim bakterii
pridali ribonuklazy a protedzy, stépici proteiny a RNA, presto vsak transformacni
efekt nebyl deaktivoaan. [4]

V roce 1919 biochemik Phoebus Levene uverejnil poznatky o nukleovych kyseli-
nach, tvorené sledem nukleotidi z nichz kazdy je slozen z jedné dusikové baze, mo-
lekuly cukru a fosfatové skupiny. Leven byl prvni, kdo objevil strukturu nukleotidu
tvoreného bazi, fosfatem a cukrem, objevil ribézu a deoxyribézu a fosfodiesterovou
vazbu mezi molekulami sacharidi v DNA. Nejznaméjsi je pro svou jiz prekonanou
tetranukleotidovu teorii, ktera predpokladala DNA jako opakujici se tetramer. Te-
orie vyplyvala z poznatki, zZe se ¢tyii nukleotidové baze vyskytuji v rovnomérném
mnozstvi. Nadéle se vsak za molekulu dédi¢nosti pokladaly proteiny, nebot takovato
DNA nebyla dostateéna k neseni komplexni genetické informace. [8, 16]

Studiu DNA se vénoval rakousky biochemik Erwin Chargaff, jez definoval tzv.

Chargaffova pravidla. V 40. letech 20. stoleti objevil vzorec mezi mnozstvim nukleo-
tidovych bazi. Zjistil, Ze mnozstvi thyminu se rovna mnozstvi adeninu, a ze mnozstvi
guaninu se rovna mnozstvi cytosinu. Dale zjistil, Ze po¢ty nukleotidii se mezi zivo-
¢isSnymi druhy lisi. Objasnil tak parovani bazi a naznacil, Ze molekulou dédi¢nosti je
DNA. [10]
Watson a Francis Crick, kdyz v roce 1953 uverejnili sviij model dvousroubovice DNA.
Navéazali na pozorovani DNA rentgenovymi paprsky védci Rosalind Franklinové a
Maurice Wilkinse. Dva fetézce DNA maji opacné smérovani, jsou znaceny jako 3’ a
5’ konce a smér syntézy DNA je od 5" k 3’ konci. Hydroxylova skupina na 3’ konci
se poji k fosfatu na 5 konci. Je uvolnén pyrofosfat a nova baze utvori fosfodieste-
rovou vazbu. Tato reakce je katalyzovana DNA polymerazou. Odpovidajici si baze
jsou mezi Tetézci spojeny vodikovou vazbou. Parovani bazi odpovida Chargaffovym
pravidlim. [50]

Ackoliv byla jiz zndma struktura DNA, rozlusténi posloupnosti bazi v DNA
sekvenci a jeji funkce pri vytvareni proteint prislo az se zrodem sekvenace v 50.
letech 20. stoleti. V roce 1958 Francis Crick publikoval praci, kde se vénoval prave
usporadani DNA sekvence jez determinovala sekvenci aminokyselin v proteinech,
coz umornilo dale studovat funkce proteint. [51] Zrodu sekvenace a jejim metoddam
je vénovana druha kapitola.
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1.2 Struktura DNA

DNA (deoxyribonukleova kyselina) je nositelem genetické informace. Jde o biopoly-
monomert. Monomerem DNA je nukleotid, ktery je slozen ze sacharidu pentézy,
kyseliny fosforecné a organické dusikaté béaze, jichz existuje 5 typu (adenin, ty-
min, uracil, cytozin, guanin). Nukleotidy jsou k sobé navazany do linedrniho retézce
vazbou mezi kyselinou fosfore¢nou nukleotidu a patym atomem pentézy druhého
nukleotidu. Priméarni struktura molekuly DNA je tvofena dvéma antiparalelnimi
polynukleotidovymi Tetézci. Osu polynukletidového Fetézce tvori stridajici se pen-
toza a fosfat, baze nukleotidi tvori pomyslné "Zebiiny'a obé baze se k sobé vazi
vodikovymi mustky dle komplementarity bazi. Adenin se vaze s tyminem a guanin
s cytozinem. Pro vyzkum ma stézejni vyznam sekvence bazi nukleotidi v molekula
DNA. Sekundarni struktura DNA je tvorena stoc¢enou dvousroubovici, tato konfor-
mace je stabilizovdna vodikovymi bazemi a vznikd samovolné jako stav s nejmensi
volnou energii (na obrazku 1.1). Pro ziskéni sekvence DNA pouzivame techniky
sekvenace. [37]
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Obr. 1.1: Struktura DNA (Zdroj: Wikipedia)
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2 SEKVENACE DNA

2.1 Sekvenacni techniky - 1. generace

Objevem struktury a funkce deoxyribonukleové kyseliny zacala nova éra biologie
a mediciny. Rozsitilo se poznani biologickych zakonitosti a jevii, rozvinuly se nové
védni obory a objasnéni nékterych tajemstvi lidského zivota. To vSe bylo umoznéno
i diky sekvenaci DNA. Diky ni bylo mozné objevovat obsah DNA organismu a ob-
jasnovat genovou funkci DNA. Prvni generace sekvenacnich technik DNA tvorily
dvé métody vyvinuté nezavisle ve stejné dobé - metoda Fredericka Sangera (1977)
a Allana Maxama a Waltera Gilberta (1977). [33, 34]

2.1.1 Sangerova sekvenace

Sangerova sekvenace, znama téz jako ,dideoxy metoda“, prinesla svému vynalezci
jiz. druhou Nobelovu cenu za chemii v roce 1980 a stala se vsSeobecné popularni
metodou sekvenace. Postupné byla inovovana a automatizovana. Pomoci Sangerovy
metody byl proveden projekt sekvenace kompletniho lidského genomu v roce 2001.

Pivodni sekvenace probiha na jednovldknové DNA (templat) za pfitomnosti
DNA primerti, DNA polymerazy, ¢ty béznych nukleotidi (deoxynucleosidtrifosfat)
a jednoho ze ¢tyt dideoxynukleotidi (ddATP,ddCTP,ddGTP,ddTTP). Dideoxynuk-
leotidy nemaji funkéni OH skupinu pro tvorbu fosfodiesterové vazby a jsou radi-
oaktivné znaceny. Sekvenace probihd ve ¢tyfech oddélenych reakcich, které se lisi
pritomnosti jednoho specifického dideoxynukleotidu. Daného dideoxynukleotidu je v
reakci stokrat méné nez danéhé nukleotidu. Vyuziva se replikace a amplifikace DNA
pomoci PCR, DNA je degradovana na jednovldknovou, DNA primer znaci zacatek
sekvenovaného tseku od kterého probihd syntéza DNA. Za pritomnosti DNA po-
lymerazy se tvori komplementarni vlakna, kterd jsou na rtznych mistech ukoncena
nahodné danym dideoxynukleotidem. 7Z kazdé reakce mame knihovnu fragment,
které analyzujeme gelovou elektroforézou a autoradiografii. Znazornéni procesu je
na obrazku 2.1.

Metoda byla postupné modifikovana, diky pouziti fluorescentniho znaceni na
riznych vinovych délkach miize reakce probihat v jedné zkumavce a je analyzovana
kapilarni elektroforézou. Jsou dostupna komeréni reseni - sekvanatory, které zpracuji
vyslednou analyzu a kompletni sety pro sekvenaci. Vysledna ¢teni jsou velmi dlouha,
mohou mit i vice nez 1000 bazi. [33, 40]
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Obr. 2.1: Sangerova sekvenace (Zdroj: [33])

2.1.2 Maxam-Gilbertova sekvenace

Maxam-Gilbertova metoda vznikla v roce 1977 na Harvardské univerzité spolecnou
praci Waltera Gilberta a jeho doktoranda Allana Maxama. Spolu s Frederickem
Sangerem dostal Gilbert v roce 1980 Nobelovu cenu za chemii.

Metoda spociva ve stépeni nukleotidii chemickymi slou¢eninami a je nejvhodnéjsi
pro mensi nukleotidové fetézce. Vzorek sekvenované DNA je purifikovan a na 5 konci
je oznacen radioaktivnim fosforem. Metoda pracuje s dvouvlaknovou i jednovlakno-
vou DNA. Déle metoda vyuziva pridavani chemikalii, Stépici sekvenci nukleotidii na
useky pomoci ¢tyt reakei (G,A4+G,C,C+T). Vyuziva se dvoustupnové katalytické
reakce a dvou latek: dimethylsulfat stépici puriny a hydrazin stépici pyrimidiny. V
prvnim kroku bud puriny reaguji s dimethylsulfatem nebo pyrimidiny s hydrazinem
za rozlozeni glykosidové vazby mezi bazi a pentézou. V druhém kroku piperidin
katalyzuje rozpad fosfodiesterové vazby na misté, kde byla odebrana baze. Vzniku
fragmenti je dosazeno ¢tyrmi chemickymi reakcemi: kyselina mravenci depurinuje
puriny (A+G), dimethylsulfat metyluje guanin (G), hydrazin hydrolyzuje pyrimi-
diny (C+T) a navazani soli k hydrazinové reakci (C). Koncetrace téchto latek je
regulovana, aby doslo prumérné k jedné modifikaci na DNA molekulu. Kazda re-
akce probihé v oddéleném procesu. Usek DNA je rozdélen reagenty na fragmenty.
Knihovna fragmentti je analyzovana gelovou elektroforézou na zakladé velikosti frag-
menti a vizualizovana pomoci autoradiografie. Vysledkem je znakova sekvence DNA.

vvvvvv

proto se prosadila v praxi vice Sangerova metoda. [33, 34]

2.1.3 Priprava DNA pro sekvenaci

Témeér u vsech sekvenacnich metod je nutné pripravit si DNA pro néaslednou sekve-

naci. U DNA je nutné vytvorit si knihovnu fragmenti. Postup se lisi v zavislosti na
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sekvenacni metodeé. Klasickda Sangerova metoda neumoznuje sekvenaci DNA frag-
mentt delsich jak 1000 bp z divodu vyuziti kapilarni elektroforézy a nizké délici
schopnosti mezi fragmenty. Vétsi sekvence, napriklad cely chromozom, musi byt pred
sekvenovanim rozdéleny na mensi ¢asti - fragmenty a poté amplifikovany pro dosa-
zeni prijatelného mnozstvi kopii. Tento proces lze provést dvémi postupy: technikou
,whole-genome-shotgun“ (obrazek 2.3) a ,map-based“ technikou (téz hierarchické
sekvenovani) (obrazek 2.2). [33]

Map-based technika vyuziva bakterialnich plazmidi a chromozomu. Amplifiko-
vany usek chromosomu je rozdélen ndhodné na vétsi ¢asti (50 - 200 kb), jez jsou
naklonovany do umeélych bakteridlnich chromosomt (BAC) o velikostech vétsich nez
20 000 bazi. Fragmenty v klonech se prekryvaji s urc¢itym piekryvem (coverage), aby
bylo mozné slozit cely tsek. Poté, co je bakterialni chromozom amplifikovan, je roz-
délen na mensi fragmenty velikosti 2-3 kb. Tyto jsou naklonovany do plazmidovych
vektoru a opét amplifikovany. Az ted je z nich extrahovana DNA pro sekvenaci.
Vysoké pokryti nebo prevzorkovani kazdého fragmentu je vyzadovano k seskladani
fragmenti do kontigi, vyssich souvislych celk z fragmentii, jez pak tvori vyslednou

kompletni sekvenci. [33]
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Obr. 2.2: Hierarchické sekvenovani (Zdroj: Wikipedia)

U techniky whole-genome-shotgun je DNA sekvence nahodné rozstiihana do
kratkych fragmentii a po pridani adaptort k fragmentiim je provedena sekvenace.
zadné informace o relativni pozici fragmenti v chromosomu. [33]

K piekovani tohoto problému se pouziva metoda zparovanych koncu (paired-end

nebo mate-pair), u které jsou oba konce DNA fragmenttu osekvenovany. Celd geno-
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Obr. 2.3: Whole-genome-shotgun sekvenovani (Zdroj: Wikipedia)

mova DNA je rozstithdna na konkrétni velikost (napr. 1500 bp) a fragmenty jsou
pomoci dvou adaptori prevedeny na cirkularni DNA. V kruhovém fragmentu jsou
oba konce puvodni linedarni DNA vedle sebe. V dalsim kroku se pomoci enzymu
nukledzy rozdéli kruhovy fragment na dvou mistech, tak Ze vzniknou dva linearni
fragmenty s rozdilnou délkou a jeden z nich obsahuje oba konce ptivodniho fragmentu
a druhy fragment obsahuje baze mezi ptivodnimi konci. Takto vznikla knihovna frag-
mentd mize byt sekvenovana a vznikla data umozni ,scaffolding® - sestaveni ¢teni
do konecéné sekvence obsahujici i mezery znamé délky. Obé metody jsou synonymni,
ale lisi se v délce cteni. Metoda mate-pair generuje ¢teni o délce 2-5 kb, zatimco
paired-end ma ¢teni o délce cca 500 bp. [33, 5]

2.2 Sekvenacni techniky - NGS

Vzhledem k riistu odvétvi bioinformatiky, genomiky a potreby sekvenace celych ge-
nomu, se postupné prosadily nové pristupy v sekvenaci. Na rozdil od drivéjsich
metod, jiz nejsou spojeny se jménem vynalezce, ale iniciativy ve vyvoji sekvenac-
nich technik se chopily soukromé firmy. Mezi nejvyznamnéjsi firmy v odvétvi patii
Roche, Illumina a Life Technologies. Spolecnym znakem nové generace sekvenac-
nich technik je masivni paralelizace. Spolecné se oznacuji pojmem , Next-generation

sequencing“. [33, 44]
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2.2.1 454 Pyrosekvenace

Prvni technikou nové generace je metoda 454 pyrosekvenovani vyvinuta firmou Life
Science (USA) v roce 2005, pozdéji koupena firmou Roche. Firma nabizi dva typy
sekvenatori: GS Junior+ o délce cteni 700 bp a GS FLX+ o délce ¢teni 1000 bp
[43]. Vyuziva alternativni sekvena¢ni techniky pyrosekvenace vyuzivajici podobné
jako Sangerova metoda koncept sekvenace syntézou. Lisi se vSak v tom, Ze nezavisi
na terminaci syntézy DNA dideoxynukleotidem, ale vyuziva detekci uvolnéni pyro-
fosfatu uvolnéného pri zaclenéni nukleotidu DNA polymerazou do struktury DNA.
Zaclenéni nukleotidu (deoxynukleotid trifosfatu - ANTP) | tedy vytvoreni fosfodieste-
rové vazby a vodikového mustku, ma za nasledek vylouceni pyrofosfatu, ktery je za
pritomnosti adenosin-5’-fosfatu preménén na ATP, reakce je katalyzovana enzymem
ATP sulfuryldazou. Molekula ATP slouzi jako substrat pro chemiluminiscentni en-
zym luciferazu, ktera preméni luciferin na oxyluciferin za vzniku viditelného zareni.
Toto zéareni je detekovano CCD c¢ipem. Enzym apyraza odstrani nepouzité nukleo-
tidy a ATP, aby se proces mohl opakovat. Jde tedy o vyuziti ¢tyl enzymu - DNA
polymerazy, ATP sulfurylazy, luciferazy a apirazy. [33, 44]

V procesu sekvenace je nejdiive genomickd DNA nastiihdana na kratsi fragmenty
a degradovana na jednovldknovou, k tupym koncim (3" a 5) DNA jsou ligovany
kratké adaptory (A+B). Fragmenty s adaptory jsou smichany s malé kulicky strepta-
vidinu o velikosti 28 um. Povrch kulic¢ek je pokryt kratkymi sekvencemi komplemen-
tarnimi s jednim adaptorem. Fragmenty jsou hybridizovany tak, ze kazda kulicky
nese specificky fragment. Pro zesileni signdlu z CCD ¢ipu se provede amplifikace frag-
mentt s pouzitim emulzni PCR. Emulzni PCR obsahuje nutné reagencie v kapce
vody, vysledkem je kulicka pokryta amplifikovanymi fragmenty. Kulicky jsou umis-
tény na pikotitracni desticku, kde kazda kulicka zapadne do jedné jamky. Nasledné
se pridaji enzymy pro pyrosekvenovani (sulfurylaza a luciferaza) a deoxynukleotidy.
DNA polymeréaza zacne syntetizovat komplementarni vldkna k fragmenttim a CCD
¢ip snima svételny signal. Zesileni signalu je imérné poctu nukleotidii. Vysledek je

zakreslen do grafu (flowgram). [33, 44]

2.2.2 Illumina (Solexa)

Sekvenator firmy Solexa byl uveden v roce 2006 a dale byl vyvijen firmou Illu-
mina. Knihovna fragmentti mtze byt sestavena jakoukoliv metodou, kterda vyuziva
ligaci adaptort. Amplifikace templatovych fragmentu je provedena metodou miist-
kové PCR, u niz jsou oba primery komplementarni k adaptortim navazany k desticce.
Pojem mustkova PCR je odvozen od skutecnosti, ze béhem dosednuti primeru (an-
nealing) se oba primery spoji do pomyslného mostu odkud jsou syntetizovana kom-

plementarni vldkna. Amplifikované fragmenty tvori shluky, kazdy zhruba o milionu
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kopii ptuvodniho fragmentu. Kazdy shluk obsahuje dopredné i reverzni vlakna, ale s
cilem mit homogenni shluk vlaken se jeden typ odstrani. Metoda pouziva sekvenaci
syntézou. K reakci jsou pripojeny blokujici nukleotidy, které zastavi syntézu DNA.
Po navazani kazdého nukleotidu je porizen obrazovy snimek. Po akvizici snimka v
kazdém cyklu, blokujici nukleotidy jsou odstranény a muze nasledovat dalsi cyklus.
Firma Solexa nabizi nékolik platforem sekvenatoru Illumina: NextSeq,HiSeq, HiseqX
(vSechny produkuji ¢teni 2 x 150 bp) a MiSeq (Cteni 2 x 300 bp). [33, 44, 22]

2.2.3 SOLiD

Sekvenatory SOLiD byly komerc¢né dostupné roku 2007, nejdriive technologii zakou-
pila firma Applied Biosystems a posléze Life Technologies. Podobné jako u dalsich
metod nové generace sekvenatori je zde vytvorena knihovna fragmentt s adaptory.
Priprava DNA je podobna s metodou pyrosekvenovani 454. Ligované fragmenty jsou
denaturovany a navazany na magnetickou kulicku s emulzni PCR. Postup sekvenace
je uz odlisny. Kulicky jsou umistény na desticku. Narozdil od syntézové sekvenace, je
zde sekvenace ligaci skrze polymeazovou reakci. K fragmentim je hybridizovan uni-
verzalni primer, komplementarni s adaptorem. V kazdém cyklu probihd hybridizace
oligonukleotidu (oktameru), ktery obsahuje 2 specifické nukleotidy, 3 libovolné nuk-
leotidy, 3 reverzibilni terminatory oznacené fluorescen¢ni znackou. Pokud se shoduje
dvojice nukleotidii na templatu a oktameru, probéhne hybridizace po které nasle-
duje ligace. Ostatni oktamery jsou vymyty. V tomto kroku je porizen obraz (je
detekovano fluorescenéni zareni specifické pro kazdy oktamer). Posledni 3 baze ok-
tameru s fluorescen¢ni znackou jsou odstranény a ztstane jen 5 bazi. Tento krok se
opakuje asi desetkrat. V dalsim kroku je poc¢atecni primer a vsechny ligované c¢asti
odstranény a opakuje se cely proces s novym primerem o n-1 nukleotidech. Dekédo-
vani probiha po dinukleotidech. Protoze je zde 16 moznych kombinaci dinukleotid,
ale jen 4 fluorescen¢ni vrstvy, identifikace nukleotidii neni moznéa jen na zakladé
takto ziskanych dat. Kompozice prvnich dvou nukleotidi je snadno odvoditelna,
protoze zname predchozi bazi na primeru, ktery zndme. Alternativné je mozné po-
uzit oktamery s odlisSnymi pozicemi dinukleotidti. K dispozici je sekvenator 5500W
s maximalni délkou ¢teni 75 bazi. [33, 44, 32]

2.2.4 Ion Torrent Sekvenace

Sekvenace metodou Ion Torrent je odlisna od vsech metod nové generace sekve-
natorti. Nepouzivaji se zadné enzymatické reakce, zadni chemické znaceni, zadné
optické systémy ani svétlo. Vyuziva jednoduché chemické reakce - vylouceni vodiko-

vého iontu po vzniku fosfodiesterové vazby. K dosazeni paralelizace se pouziva matici
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s jamkami, pod kazdou jamkou je ¢ip ISFET (Ion-sensitive field effect transistor),
ktery detekuje zmény pH, které nasleduji po vylouceni vodikového iontu. Zména
pH je zaznamendna jako zména napéti AV. Priprava DNA probiha stejné jako u
pyrosekvenace 454. Proces zachyceni probiha takto: k DNA templatu se prida jeden
nukleotid, pokud je zac¢lenén DNA polymerazou do DNA, uvolni se vodikovy iont
a zméni se pH, které je detekovano senzorovou vrstvou. V pripadé dvou stejnych
nasledujicich nukleotidii bude zména napéti dvojnasobna. Pokud neni detekovana
zadna zména napéti, nukleotid se nezaclenil. Metoda pat¥i mezi nejjednodussi a nej-
levnéjsi, na platformé Ion S5 firmy ThermoFisher dosahuje délky c¢teni az 200 bp
nebo az 400 bp v zavislosti na pouzitém ¢ipu. [33, 44, 46]

2.3 Treti generace

Po druhé generaci, ktera se vyznacovala paralelizaci a spole¢nym pristupem ,,wash-
and-scan®“ v podobé sledovani syntézy DNA po nukleotidech. Pro treti generaci je
typicky ,single molecule® piistup (sekvenace na trovni molekul a vynechani PCR
pred ¢tenim. Mezi dvé nejslibnéjsi patii technologie sekvenace Nanopore a Single
Molecule Real Time (SMRT) v provedeni od firmy Pacific Biosciences (zkracené
PacBio sekvenator). [33, 44, 41]

2.3.1 Single Molecule Real-Time Sequencing

Metoda byla vyvinuta firmou Pacific Biosciences v roce 2009. Stoji na pozorovani
DNA polymeréazy béhem syntézy DNA. Jsou vyuzity specialni ¢ipy - ,SMRT cell®,
jez obsahuji tisice tzv. ,zero-mode waveguides® (ZMW), coZ jsou jamky o nano
rozmeérech, slouzici k zachyceni svétla o vinové délce vétsi nez je prumér jamky (de-
sitky nm). Do kazdé jamky je umisténa jedna molekula DNA polymerdzy. Piesnost
a rychlost syntézy polymerazou je zavisla na koncentracich nukleotida a protoze jsou
nukleotidy fluorescentné znaceny, povedou jejich vysoké koncentrace k Sumu pozadi.
Proto byl detekéni objem SMRT ¢ipu snizen, aby byl Sum potlacen. Oproti ostatnim
metodam se lisi zptisobem znaceni fosforem, u jinych metod fluorescentni znacka zi-
stava po syntéze navazana primo na bazi nukleotidu, coz opét vede k Sumu, tak u
SMRT metody je fluorescentni znacka navazana na fosfatovy fetézec nukleotidu a
po tvorbé fosfodiesterové vazby bude odstranéna a vymyta z detekcéniho objemu.

Pridany nukleotid je pak epifluorescencné detekovan. [33, 44]
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2.3.2 Nanopore

Sekvenace nanopérem byla predstavena v roce 1995. Spolecnym znakem téchto me-
tod je detekce nukleotidi v jednovldknové DNA prochazejicim skrze tenkou mem-
branu. Vyhodou je moznost dosazeni dlouhych c¢teni. Nejdéle se ve vyvoji dostala
metoda firmy Oxford Nanopore Technologies. U této metody neni treba slozité pri-
pravy DNA podobné jako u Ion Torrentové sekvenace. Neni tfeba stiihat, ampli-
fikovat a znacit DNA fragmenty. Jako péry slouzi bilkovinné poéry, napiiklad a-
hemolyzin, ktery produkuje zlaty stafylokok. Na membranu je priveden potencidl.
Priubéh vldkna DNA skrze pér ma za nasledek zmény proudu iontu. Presun kazdé
baze skrze nanopor zptisobuje ibytek intenzity proudu, ktery je specificky pro kaz-
dou béazi. V soucasné dobé je i vyreseno feseni problému, kdy DNA vlakno prochézi
pres pér prilis rychle, coz snizuje rozliseni detekce nukleotidovych bazi. Metoda je

stéle jesté experimentalni, ale mohla by dosahovat vysokych rychlosti. [33, 44]

Tab. 2.1: Srovnani sekvenatoru - zdroje: [43, 22, 46, 32, 33]

Sekvenator Délka cteni | Pocet ¢teni | Doba
Applied Biosystems 3500 (Sanger) | >1000

Roche 454 GS Junior+ 700 1 x 109 18 h.
Roche 454 GS FLX+ 1000 1 x 108 23 h.
Mlumina MiSeq 2 x 300 15 x 10° 56 h.
Mlumina HiSeq2500 2 x 250 300 x 10° 60 h.
SOLiD LifeTech 5500xl1 75 15 x 10° 1d.
Ion Torrent PGM 316 >100 1 x 108 2 h.
Ion Torrent S5 200/400 0,6 —10 x 10° | 2,5/4 h.
PacBio SMRT RS >1000 1x10° 1,5 h.
Oxford Nanopore >100 000

2.4 Kvalita sekvenace - Phred skoére

Phred skére (nebo Q skére) se pouziva k posouzeni kvality vystupu sekvenatoru.
Indikuje pravdépodobnost s jakou by konkrétni baze mohla byt nespravné prirazena
sekvenatorem. U Sangerovy sekvence vyplyvalo Phred skore z parametri Sange-
rovy sekvenace - rozliseni piku a tvaru kiivky v chromatografu, kterym prirazovalo

jiz znamé hodnoty presnosti. Ackoliv metody nové generace sekvenatoru pracuji s
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odlisnymi principy, proces stanoveni Phred skore ztistal podobny. Parametry sek-
venacniho postupu jsou porovnany s empiricky ziskanymi daty o znamé presnosti.
Phred skére je definovano rovnici :

Q = —10log,, P (2.1)

, kde P je pravdépodobnost chybného prirazeni baze. Phred skére jsou logaritmicky
pritazena k pravdépodobnostem chyby. Pokud je bazi prirazeno skére 30 (Q30), je
to ekvivalentni pravdépodobnosti chyby 1:1000. To znamen4, zZe presnost prirazeni
baze je 99,9%. Nizsi skére 20 (Q20) by znacilo chybu 1:100, tedy ¢teni o 100 bazich
obsahuje pravdépodobné 1 chybu. Pokud vsak skére sekvenace dosahuje Q30, teo-
reticky by mély byt vSechny ¢teni bez chyb. Proto se Phred skore 30 pouziva jako

meritko (benchmark) pro posuzovani kvality sekvenace. [20]

2.5 Format soubort cteni - FASTQ

Strucné bude jesté zminéna otazka struktur pro ukladani sekvenci ziskanych sekve-
natory. Tyto data dale slouzi pro sestaveni genomu assemblery. Nejcastéjsi format
je FASTQ, jez ma nékolik variant (Sanger, Solexa, Illumina), jez se lis{ zdpisem

identifikatoru a uzitym skore kvality sekvenace. [11]

@SEQ_ID
GATTTGGGGTTCAAAGCAGTATCGATCAAATAGTAAATCCATTTGTTCAACTCACAGTTT
+

DU ((((%*%4) ) e+ ) (%363) . 1%%% 4% " " ) )**55CCF>>>>>>CCCCCCCHS

Obr. 2.4: FASTQ soubor

Standardni FASTQ (fastq-sanger) je textovy soubor, kde kazdému cteni (sek-
venci) odpovidé zapis na 4 raddky. Prvni fddek zacind specialnim znakem ’Q’; za
kterym nasleduje identifikace sekvence a jeji popis. Na druhém radku je samotna
sekvence. Treti Tadek zacind znakem '+’ za kterym muze byt volitelny popis sek-
vence. Ctvrty fadek obsahuje informace o kvalité a pocet znakd se musi rovnat
poc¢tu znakt na druhém tadku. Ukazka zapisu souboru je na obrazku 2.4. Kvalita
sekvenované béaze je definovana nékolika znaky: naptiklad !’ znaci nejnizsi kvalitu
a naopak '’ znaci nejvyssi kvalitu (znaky ASCII 33-126 pro kédovani kvality Phred
skorem - rozsah 0-93). [11]

Varianta pouzivana softwarem sekvendtoru Illumina (fastg-illumina) pouziva na

prvnim Fadku specificky systémovy identifikator. Radek kvality kéduje Phred skérem
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ASCII znaky 64-126 (rozsah 0-62), protoze vyuziva odlisné mapovani Phred skore.
[11]
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3 SESTAVENI GENOMU

3.1 De novo assembly

Cilem sestaveni genomu (ang. assembly) je ze ¢teni ziskanych sekvenaci (ang. reads)
slozit ptivodni sekvenci DNA | kterou jsme sekvenovali. Pokud tuto sekvenci vibec
nezname, mluvime o sestaveni genomu ,,de novo“. Vychazi z predpokladu, ze mezi
jednotlivymi ¢tenimi jsou prekryvy (ang. overlaps), které identifikujeme a jsme tak
schopni slozit vyslednou sekvenci. Pokud uz sekvenci zndme, mame referencni sek-
venci, jednotlivé ¢teni zpravidla jen mapujeme (¢i pritazujeme) k jiz znamé sekvenci
a v podstaté jde o zarovnani sekvenci. Jde o vypocetné jednodussi problém nez se-
staveni genomu de novo. I mapovani vSak musi pocitat s chybami sekvenace. [33, 36]

Vétsina sekvenatort poskytuje ¢teni o délce desitek az tisic bazi. Pokud sekvenu-
jeme cely genom, napriklad lidsky genom ma pres 3 miliardy paru bazi (sekvenuje se
i se 30x pokrytim) vysledny pocet Cteni je obrovsky a sestaveni genomu je naro¢nou
vypocetni tlohou. Abychom sestaveni genomu umoznili proveditelnym, provadi se
sekvenovani s velkym pokrytim (ang. coverage), kdy ¢islo pokryti oznacuje, kolikrat
je dand baze zastoupena ve Ctenich. Jde o to, abychom ziskali dlouhé prekryvy na
ruznych mistech sekvence. Kromé velkého mnozstvi ¢teni se sestaveni genomu po-
tyka s chybami v prekryvech. S kratsimi ¢tenimi je vétsi pravdépodobnost spatného
zarovnani prekryvi. Problémem jsou téz repetice, opakujici se casti DNA sekvence
v genomu. Césteéné se tento problém fesi vyssim pokrytim a metodou parovych
konci (paired-ends nebo mate-pair). [33, 36]

Je nutné vzit v potaz nékolik skutecnosti tykajicich se procesu celého sekveno-
vani. Za prvé, diky individualni genomické rozmanitosti neni mozné ziskat sekvenaci
jednu sekvenci, ktera by reprezentovala pravé tento biologicky druh. Dokonce bunky
stejného organismu diky somatickym mutacim mohu mit rozdilny genomicky obsah.
Obecné sekvenujeme jen konkrétniho jedince, lze vsak ziskat konsenzus vicero je-
dincti. Za druhé neni mozné osekvenovat a sestavit sekvence vsech nukleotidl v
genomu. Velké ¢asti DNA v heterochromatinové oblasti okolo centromer a telomer
a dalsi repetitivni oblasti nejsou dobte odlisitelné. Za treti zde bude vzdy jista mira
chybovosti v sekvenci, jak na tdrovni sekvenacnich chyb, tak chyb pfi sestavovani ge-
nomu. Kazdéa assembly by tak méla byt vnimana jako pracovni hypotéza a vysledek

heuristického zpracovani. [1§]
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3.2 Assemblery

3.2.1 Znakové metody

Prvotni kol sestaveni genomu ze ¢teni byl definovan jako nalezeni nejkratsiho spo-
le¢ného ,supertettézce ze souboru vsech ¢teni. Protoze byl tento problém NP-tplny,
vyuzilo se pri jeho TeSeni princip hladového algoritmu (greedy algoritmy), ktery opa-
kuje sérii kroki a snazi se nalézt definované globalni optimum. Ze souboru ¢teni je
vypocitana parova vzdalenost mezi vSemi dvojicemi ¢teni, v dalsim kroku se vy-
bere dvojice s nejvyssim prekrytim a tyto dvé se spoji do celku. Kroky se postupné
opakuji dokud nezbudou zadné ¢teni. Hlavnim problémem je uviznuti v lokdlnim
maximu, coz se stane pokud se pripoji ¢teni, které by vsak v dalsich krocich vy-
tvorilo jesté lepsi variantu. Mezi algoritmy, jez vyuzivaji hladového principu patii
SSAKE, SHARCGS a PE-Assembler, jez budou stru¢né popsany. [33, 28]

SSAKE (Short Sequence Assembly by progressive K-mer search and 3’ read
Extension) je algoritmus pro sestaveni genomu s vyuzitim neparovych kratkych ¢teni
stejné délky. Uklada si soubor ¢teni do vyhledavaci tabulky indexované dle prefixa
¢teni. Algoritmus cykluje sekvencnimi daty v hashovaci tabulce a hledd v prefixovém
stromé nejdelsi mnozny k-mer mezi dvéma sekvencemi. Hleda prekryvy prefixu a
sufixu, tak aby délka prekryvu byla vétsi nez dany prah. Tyto dvé sekvence spoji.
Algoritmus se ukon¢i pokud narazi pri slucovani na vétev stromu. Pokud zde jiz
nejsou zadna ¢teni s prekryvy vyhovujici prahu, prah se snizi. Program se ukonci
pii vyCerpani vSech ¢teni. [49, 33|

SHARCGS vychazi z SSAKE, pridava vsak preprocessing a postprocessing,
protoze standardni SSAKE je citlivy na chyby ¢teni. Pracuje také s neparovymi
¢tenimi a stejné délky o vysokém pokryti. V pred-zpracovavani pozaduje stanovenou
minimélni pocet prekryvi s ostatnimi ¢tenimi. Predpokladé se totiz, ze v souboru
o vysokém pokryti jsou ¢teni s pouze par prekryvy pravdépodobnéji zdrojem chyb.
Déle se stanovuje minimalni délka prekryvu s moznymi kandidaty na spojeni, jez
se stanovuje na alespon polovinu délky c¢teni. Samotny algoritmus vyuziva strom
prefixii k hledani prekryvu s rostouci vyslednou sekvenci. Kontig je prodluzovan
dokud jsou zde ¢teni s prefixem minimalni délky, které prekryji zcela konec kontigu.
Kdyz je kontig na 3’ konci dokoncen, vypocita se reverzni komplementarni vlakno
a prodluzuje vlakno stejnym zpusobem z druhé strany. SHARGCS filtruje soubor
¢teni trikrat o rtizné prisnosti kritérii, vysledkem jsou taktéz tii vysledné sekvence.
Velmi prisné kritérium vede ke kratkym kontigiim, protoze mnoho ¢teni je vyTazeno,
nejméné prisné kritérium generuje naopak nejdelsi kontig. V poslednim kroku jsou
tyto tii sekvence kontigt spojeny do vysledného kontigu pres zarovnani. [17, 33]

PE-Assembler vyuziva paired-end cCteni a je schopen pracovat s velkymi ob-
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jemy dat a generovat presné a dlouhé kontigy. Cely algoritmus pracuje v péti krocich:
provérovani ¢teni, rist seminka, prodluzovani kontigu, scaffolding a vypliovani me-
zer (read screening, seed-building, contig extension, scaffolding, gap-filling). Prvni
krok provérovani ¢teni identifikuje spolehliva ¢teni za pomoci statistiky. Zakladni
myslenkou je, ze pokud se dany k-mer vyskytuje pouze jednou, jde o chybu ¢teni,
pokud se vSak dany k-mer vyskytuje casto, jde o repetici. V dalsim kroku se zvét-
suje seminko. Seminko je navazujici oblast, ktera je vysledkem prodluzovani ¢teni a
jez méa stanovenou minimalni délku. PE-Assembler prodluzuje ¢teni z obou konct
sekvence, tak aby se prekryvaly oba sparované konce ¢teni se sousednimi ¢tenimi.
Seminka jsou na konci kroku ovérena, zda se alespon jedno ¢teni prekryva s 3’ a 5’
koncem. V dalsim kroku prodluzovani kontigu se ovérena seminka prodluzuji, aby
byl vysledny kontig co nejdelsi. Pii scaffoldingu je cilem najit spravné razeni a orien-
taci kontigti. V dalsim kroku se vyplni zbylé mezery, jez obvykle vyplnuji repetitivni
oblasti. [3, 33]

3.2.2 Grafové metody

Dalsi popsané metody, OverLap Layout Consensus a metody De Bruijnovych grafi,
jsou zalozené na teorii grafi. Tu zalozil Leonhard Euler pti feseni tilohy sedmi mostti
v Kralovci. Grafy jsou tvoreny vrcholy vzajemné spojené hranami. Graf miize byt
rozsiten o hodnoceni vrcholti ¢i hran. Dale se vyuziva tahu - sled vrcholi, ve kterém
se neopakuji hrany. Miize byt otevieny ¢i uzavieny, pokud zacina a konci ve stejném

bodé. Pokud vede pfes vSechny hrany, fikd se mu eulerovsky tah.[5, 12, 33]

Metoda prekryvit - Overlap Layout Consensus

U algoritmtit OLC je vrchol v grafu definovan jako jedno ¢teni a dale orientované
hrany definované jako ptrekryvy s parametrem délky prekryvu. Vyuziva se Hamil-
tonovské cesty - kazdym vrcholem grafu prochéazi pravé jednou a konéi v pocatec-
nim vrcholu. Najiti Hamiltonovské cesty patii mezi NP-tiplné problémy. Pti velkém
mnozstvi vrcholl je vypocetné naroény k vyteseni. V prvnim kroku algoritmu se do
grafu vynesou vrcholy (¢teni) a mezi kazdou dvojici vrcholt se hleda prekryv. K tomu
lze vyuzit sufixové stromy. Dalsim krokem je nalezeni Hamiltonovské cesty grafem.
Z vyslednych kontigt se sestavena konecnd konsensualni sekvence. [33, 30, 42]
Celera je algoritmus, ktery byl uveden pro sestaveni celého osekvenovaného ge-
nomu druhu Drosophila. Algoritmus se zaméfuje na repetitivni tseky v genomu a
jejich odstranéni. K tomu vyuziva data z metody mate-pair a puvodné byl specifiko-
van pro sekvenace Sangerovou metodou. Revidovany algoritmus se nazyva CABOG
(Celera Assembler with Best Overlap Graph). Algoritmus je rozdélen do nékolika

po sobé jdoucich procestu. Prvnim krokem je provérovani (screening) Cteni, vstupni
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¢teni jsou porovnana s jiz existujici databazi znamych repetitivnich oblasti v ge-
nomu. Pokud se shoduji je ¢teni vyrazeno. V dalsim kroku se hledaji prekryvy za
vyuziti algoritmu na zakladé BLASTu. Nasledné se tvori tzv. "unitigy', sestavené
fragmenty jez se neprekryvaji s dalSimi fragmenty. Unitigy obsahujici unikatni DNA
se nazyvaji U-nitigy a jsou prodluzovany. Poslednim krokem je scaffolding, dvojice
konct nebo konce BAC (bacterial artificial chromosome) se vyuziji ke spojeni U-

nitigi a vytvoreni scaffoldi. Vystupem je finalni konsenzus. [33, 12]

Metoda De Bruijnovych grafa

Novéjsi metody jsou zaloZzené na De Bruijnovych grafech. De Bruijniv graf je n-
rozmérny orientovany graf reprezentujici prekryvy mezi sekvencemi m symboli. Je
pojmenovan po holandském matematikovi Nicolaasovi Govert de Bruijnovi. Namisto
hledani hamiltonovské cesty je problém redukovan na hledani eulerovské cesty v de
Bruijnové grafu, coz je jednodussi tloha. Grafické srovnani obou metod je znazor-
néno na obrazku 3.1. [33, 29]

De Bruijntiv graf sestrojime odlisné od OLC grafu. Cteni jsou zkrdcena na k-
mery o zvolené délce k. Vytvorime vrcholy pro kazdy odlisny prefix nebo sufix k-
meru tak, aby se kazda sekvence o délce k-1 vyskytovala pouze jednou v celém
grafu. Vrcholy jsou tedy tvoreny specifickymi k-1 mery. Déle vytvorime hrany, jez
reprezentuji prekryvy mezi dvéma vrcholy a ptitadime k hrané vysledny k-mer. V
grafu hledame eulerovskou cestu - kazdou hranu muzeme "navstivit'pravé jednou,
vrcholy vicekrat. V orientovaném grafu lze nalézt eulerovskou cestu, pokud ma jeho
kazdy vrchol vstupni stupen roven vystupnimu. [33, 29, 38]

AllPaths je algoritmus vyvinuty pro kratka ¢teni. V predzpracovani je kazdé
¢teni zkontrolovano a jen c¢teni vyskytujici se Casto a o vysoké kvalité postupuji
do dalsiho zpracovani. Jsou ulozeny do datové struktury vhodné pro vyhledavani.
Algoritmus generuje ,unipath® graf ze ¢teni a nasledné lokalizuje ¢teni pred samot-
nym sestavenim genomu. Unipath je maximalné dlouha nevétvici se sekvence, ktera
je ziskana na zakladé zvoleného minimalntho prekryvu k v genomu. Lokalizace je
zpusob izolovani malych regiont genomu, jez se sestavuji samostatné. [7, 33|

Velvet je algoritmus urceny opét pro kratkd cteni (25-50 bp) a skldda se z
nékolika kroki. V prvnim kroku je sestavena hashovaci tabulka, coz je datova struk-
tura prifrazuje hodnotdm (k-mer) jejich ID (éislo ¢teni obsahujici dany k-mer). Pro
zvolenou hodnotu k (pro ¢teni dlouhéd 25 bp obvykle k=21) hashovaci tabulka ulozi
hodnotu ID prvniho ¢teni obsahujici dany k-mer a také pozici k-meru v daném ¢teni.
Dalsi datova tabulka obsahuje informace o k-merech a jejich prekryvech s dalsimi
¢tenimi. Déle se sestavi de Bruijntv graf. Velvet pracuje namisto vrcholi s bloky,

jez reprezentuji prekryvajici se ¢teni (k-mery o k prekryvajicich se nukleotidech).
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Bloky tedy obsahuji podobné si ¢teni a hrany mezi bloky existuji, pokud posledni
¢teni prvniho bloku méa prekryv o délce k-1 s prvnim étenim druhého bloku. Poté,
co je graf sestrojen dojde k jeho zjednoduseni. Pokud mé vrchol (blok) pouze jednu
vystupni hranu smérujici do dalsiho bloku, ktery ma jen jednu vstupni hranu, tyto
dva bloky jsou spojeny. Také jsou aplikovany nékteré korekce chyb. Nésledné se
odstranuji bubliny, coz jsou redundantni cesty, které zacinaji a konci ve stejném vr-
cholu a obsahuji podobné sekvence. Tyto bubliny mohli vzniknout jako chyby ¢teni
¢i biologické varianty pred samotnym sekvenovanim. Az ted se pristupuje k hledani
eulerovské cesty v grafu. Finalni cesta, jez je nalezena je povazovana za vysledek
sestaveni genomu. [52, 33]

Euler-Usr je postaven na predstavé ,opakovaného“ grafu (repeat graph). Jde
o zjednodusenou variantu de Bruijnova grafu, kde jsou odstranény chybné cesty.
Klicovym bodem algoritmu je, ze opakovany graf celého genomu lze ziskat aproxi-
maci podobného grafu ziskaného ze ¢teni. Cilem tedy je sestavit opakovany graf z
presnych ¢teni a pak aproximovat vysledny graf. Algoritmus se sklada ze t¥i kroku:
detekce presnych cteni, konstrukce opakovaného grafu, zjednoduseni opakovaného
grafu. Za presné cteni je povazovano c¢teni, kde jsou vsechny k-mery dulezité, tedy
k-mer s minimalni hodnotou vyskytu v setu k-merii ze ¢teni. Nasledné je aplikovan
greedy algoritmus, ktery hledd minimalni pocet mutaci k tomu, aby vSechny k-mery
byly povazovany za spolehlivé. Je vytvoren de Bruintuv graf, ktery ale i presto obsa-
huje nékteré chyby - chyby ¢teni ¢i jedno-nukleotidové polymorfismy, které vytvari v
grafu smycky. Transformace de Bruijnova grafu do opakovaného grafu znamend od-
konce na parova ¢teni. Pokud existuje vice cest mezi zacatkem a koncem cteni, vy-
bere se cesta s nejvétsi podporou a vyhovujici zvolenému prahu. Poslednim krokem
je samotné sestaveni genomu. Opakovany graf je tvoren prefixy, kazdé cteni muze
byt korigovano zpracovanim vsech podcest podél ¢teni. Toto se nazyva ,threading*
a probiha v péti krocich: detekce presnych ¢teni; konstrukce repeat grafu a tvorba
k-merovych kontigi; threading (navlékani) celych cteni ptes repeat graf a tvorba no-
vych ¢teni takto vzniklych; konstrukce nového repeat grafu z takto vzniklych ¢teni
a generovani l-merovych kontigi (1>k); zjednoduseni repeat grafu. V tomto finalnim

sestaveni, opakovani o délce 1 a kratsi jsou vyfesena. [9, 33|

3.3 Vyuziti assemblert pro konkrétni sekvenatory

Sekvenatory poskytuji ¢teni o rozdilnych parametrech ¢teni - délka, mnozstvi, obsah
repetic a chybovost. Pro rizné sekvenatory se vyuzivaji metody sestaveni genomu,

které poskytuji lepsi vysledky nez jiné.
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Obr. 3.1: Srovnani grafovych metod (Zdroj: [12])

V roce 2003 byl ukoncen projekt prvni sekvenace lidského genomu (Human Ge-
nome Project), ktery byl proveden s vyuzitim Sangerovy sekvenace a nésledného
sestaveni genomu algoritmem Celera, vyuzivajici OLC metodu sestaveni genomu.
Pro Sangerovu sekvenace jsou typickd dlouhd ¢teni (i vice nez 1000 bazi), jez tedy
obsahuji repetice a dalsi artefakty. Pro dlouhd ¢teni se hodi pravé metody zalozené
na OLC, poskytujici mensi mnozstvi ¢teni o vetsi délce. [21, 31, 33, 12]

Algoritmy vyuzivajici OLC jsou vsak neefektivni pro vétsi mnozstvi ¢teni, které
poskytuji sekvenatory nové generace. U nich se ujaly algoritmy zalozené na De Bru-
ijnovych grafech s vyuzitim k-mert a vypusténi opakujicich se ¢teni. Volba délky
k-meru zavisi na délce ¢teni, pokryti a chybovosti, obecné se ale voli vétsi nez po-
lovina délky ¢teni. Pro vSechny metody nové generace sekvenatoru se tak ujaly
algoritmy vyuzivajici De Bruijnovy grafy. Vyjimkou mtze byt pyrosekvenace 454
s délkou ¢teni 700 az 1000 v zavislosti na typu sekvenatoru. Zde se spise vyuziji
metody OLC (Celera napiiklad). Data ze sekvenatoru SOLiD o délce ¢teni 75 bazi
se daji sestavit i s vyuzitim greedy assembleru (SSAKE,VCAKE) a samoziejmé me-
todou deBruijnovych grafi (ALLPATHS). Pro sekvenétory Illumina a Ion Torrent
se bézné pouzivaji algoritmy Velvet a Abyss, stavéjici na De Bruijnovych grafech s
volbou k-meru 119 pro 400 bazi dlouha cteni. [21, 31, 33, 12]
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Vypocetni narocnost sestaveni genomu je zavisla na poctu a délce ¢teni sekve-
natoru. Nizsi vypocetni naroc¢nosti se da dosdhnout dlouhymi ¢tenimi, jakych jsou
schopny dosahnout sekvendtory treti generace SMRT a Nanopore. Zatimco Oxford
Nanopore je stale jesté experimentalni metodou, pro ¢teni z PacBio SMRT se hodi
OLC algoritmy, napriklad Celera. [21, 31, 33, 12]

3.4 Neuplna genomova sestaveni

V soucasné dobé vétsina sekvenacnich projektl vyuziva shotgun sekvenaci. V prvnim
kroku je genomickd DNA nastiihdna na kratké nahodné fragmenty a v zavislosti na
sekvenatoru jsou tyto fragmenty sekvenovany nezavisle. Nasleduje vypocetni zpra-
covani - sestaveni genomu, které ma za cil tyto fragmenty pomoci hledani prekryva
slozit zpét do delsich souvislych tisekti pivodni sekvence - kontigi. Takovému stavu
sestavené genomu se 11ka netiplné genomové sestaveni (ang. draft assembly). Obvykle
jsou delsi fragmenty sekvenovany z obou stran (paired-end sekvenace) za ti¢elem po-
skytnuti dodatecné informace o spravném umisténi ¢teni v sekvenci. [18, 36]

Po pocéateénim sestaveni genomu do kontigi, jsou kontigy spojeny do delsich
useku zvanych scaffoldy (ang. scaffolds). K tomu se vyuzivaji nékolik kilobazi dlouhé
fragmenty DNA/ jejichz konce jsou osekvenovany. Pokud koncové sekvence néko-
lika téchto fragmenti lezi na dvou odlisnych kontizich, jsou tyto kontigy spojeny
do jednoho scaffoldu. Ocekavana délka fragmentu poskytuje informaci o skutecné
vzdalenosti mezi dvéma kontigy a vznikla mezera je vyplnéna znakem ,N“. K vy-
pliiovani téchto mezer (ang. gap closing methods) poméhaji dlouhd ¢teni naptic
témito repetitivnimi tseky. V poslednim kroku jsou vysledné scaffoldy spojeny do
genetickych map nebo umistény na chromozom. Zjednoduseny proces sekvenace a
sestaveni genomu je na obrazku 3.2. [18, 36]

Podobné jako existuje nékolik rtiznych algoritmt pro hledani prekryvi mezi cte-
nimi, existuji také algoritmy, jez si kladou za cil vylepsit ¢i znova sestavit netplné
genomové sestaveni a opravit chyby v genomovém sestaveni. Par z nich bude stru¢né
popsano.

Algoritmus BIGMAC se zaméruje na sestaveni genomu de-novo pro metageno-
miku s vyuzitim dlouhych ¢teni. Vyuziva post-processingovy pristup. Vstupem al-
goritmu jsou jak sestavené kontigy, tak originalni dlouha ¢teni. Algoritmus nejdiive
prerusi kontigy na potencialné Spatné sestavenych pozicich a nasledné sklada kon-
tigy do scaffoldii. Algoritmus je dvoukrokovy - nejdrive rozbije kontigy s vyuzitim
signalové detekce. Detekuje tii riizné signaly spojené se Spatné sestavenymi genomy
- palindromy, repetice a chyby pokryti. Nasledné stanovi pozice, kde bude kontig

rozdélen. V druhém kroku jsou tyto rozdélené kontigy spojovany a rozsirovany. Al-
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Obr. 3.2: Proces sestaveni genomu (Zdroj: [18])

goritmus ovéritelné zvysuje kvalitu kontigi snizenim poctu chyb a soucasné zvysuje
hodnotu N50. [27]

IMAGE je algoritmus, jez se zaméruje sekvenacni platformu Illumina GA. V
prvni fazi algoritmus zarovna c¢teni s pocatecnim sestavenim, aby identifikoval ¢tent,
ktera mohou byt pouzita pro preklenuti mezer. Ve druhé fazi je provedeno jen lo-
kalni sestaveni zvolenych ¢teni a aktualizace pocatecniho sestaveni vlozenim nové
sestavenych kontigti do mezer. Obé faze mohou byt provadény iterativné. Tento
pristup vyuziva toho, ze Illumina GA produkuje ¢teni metodou paired-end z obou
konctit DNA fragmentu. Kazdé ¢teni tak ma parové ¢teni a vzdalenost mezi témito
dvéma konci jednoho fragmentu muze byt odhadnuta na zakladé délky fragmentu v
knihovné ¢teni. Pokud je ¢teni zarovnano s kontigem, ale jeho druhy par nikoliv, je
pravdépodobné ze tento par je umistén v mezere, kde zatim chybi informace. Tyto
Cteni jsou spojeny a vyuzity pro rozsifeni kontigu nebo uzavieni mezery. [47]

Algoritmus Pilon se zaméruje na korekci chyb v sestaveni - chybné béaze, indely,
mezery a nesouvislosti zarovnani ¢teni. V prvnim kroku Pilon skenuje zarovnana
¢teni a detekuje mozné Spatné baze a odlisnosti od vstupniho genomu. V dalsim

kroku hleda nesrovnalosti v pokryti a zarovnani, vysledkem je identifikace moznych
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spatnych lokalnich sestaveni. V poslednim kroku vyuzije algoritmus ¢teni a parova
¢teni (mate-pairs) k znovusestaveni dané oblasti a vyplnéni mezer. Takto vylepsend

sestaveni poskytuji kvalitnéjsi vysledky pro genomovou anotaci. [48]

3.5 Anotace genomu

K vyuziti osekvenovaného genomu pro dalsi vyzkum a studium DNA je nutné cely
genom popsat. Mluvime o genomové anotaci (ang. genome annotation). Jde o proces
pritazovani biologickych informaci danym tsekiim genomu. Je nutné identifikovat
nekédujici oblasti genomu, provést genovou predikci a spravné tyto biologické in-
formace priradit. Zahrnuje jak biologické informace o struktufre - ¢teci ramce ORF,
strukturu genu, kodujici iseky a umisténi regulacnich motivi, tak informace o funkci
- biochemické, biologické, regulaci a expresi. Anotace je obvykle vztazena k tisekim
kédujicim proteiny - CDS (zkr. protein-coding sequence). [18§]

Uspéch anotace zavisi na kvalité sekvenace a sestaveni genomu. Pouze souvislé
témér kompletni genomy prerusené pouze malymi mezerami poskytnou dostatecné
vysledky [18]. Proces anotace lze rozdélit na dva kroky: vypocetni krok s predikei
genil na zakladé dalsich jiz zndmych genomii a pritazovaci krok, kdy jsou ziskané
informace shromézdény a na zédkladé rozhodovacich pravidel prifrazeny k tsekim.
V soucasné dobé jiz databdze jako NCBI umoznuji uzivatelim nahrat genomové
sekvence spolu s jejich anotaci, nebot z divodu rostouciho mnozstvi osekvenovanych

dat jiz proces anotace nezvladaji databaze sami. [18]

3.6 Hodnoceni kvality sestaveni

Po dokonceném genomovém sestaveni se provadi vyhodnoceni kvality daného assem-
bly. Za timto ti¢elem bylo vyvinuto nékolik métitek kvality assembly. Lze je rozdélit
na ty, které pracuji s dalsimi externimi daty a na ty, které pracuji ¢isté s daty z
daného sestaveni. Dalsimi kategoriemi jsou méritka, ktera pracuji se skérem sprav-
nosti - jak spravné je genomové sestaveni prirazeno k puvodnimu genomu, k tomu je
zapottebi referenéni genom. A méritka, kterd pracuji se statistikou velikosti. [18, 33]

Do této kategorie patii nejpouzivanéjsi méritko kvality N50, jez slouzi k porov-
nani riznych metod sestaveni genomu. Jde o numerickou hodnotu, ktera odpovida
poc¢tu téch nejdelsich kontigu, jejichz délka presahuje 50 % celkové délky vSech kon-
tigh. Tedy pokud setiidime kontigy dle velikosti a vybereme prvnich N kontigi,
jejichz délka prekracuje polovinu celkové délky vsech kontigt, tak ¢islo N odpovida
méfitku N50. Castéji uZivanou variantou je métitko ,N50 contig size“, které odpo-

vida délce scaffoldu ¢i kontigu, tak ze 50 % sestavenych sekvenci lezi ve scaffoldu
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této ¢i vétsi délky. Hodnota prahu je volitelna, takze se lze setkat s méritky N25 a
N75. N50 ukazuje na schopnost assembleru vytvaret kontigy velké délky, ale nepo-
stihuje dalsi aspekty kvality assembly. Posuzovani kvality assembly s pomoci N50
miuze byt zavadéjici pokud vétsina scaffoldu jsou kratsi délky. V extrémnim pripadé
by assembly s nejvyssi hodnotou N50 a nejvétsi celkovou délkou mohla sestavat z
pouze jednoho velmi dlouhého kontigu a tisicti velmi kratkych kontigi. Z hlediska
genové predikce lze za pouzitelné sestaveni povazovat sestaveni, které ma nejvyssi

pocet scaffoldi, jez jsou delsi nez délka obvyklého genu. [6, 18, 33]
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4 NUMERICKE REPREZENTACE

4.1 Vyuziti numerickych reprezentaci

Standardni algoritmy uzivané pri analyzach DNA sekvenci pracuji prfimo s Fetézcem
znaki zastupujicich nukleotidy. Znakovou sekvenci DNA lze vSak za vyuziti riz-
nych ¢iselnych reprezentaci prevést na sekvenci ¢isel a pracovat dale s ni. Toto najde
uplatnéni ve skale ¢innosti od zobrazeni priubéhu sekvence a zvyraznéni nékterych
vlastnosti DNA sekvence, hledani periodickych struktur a dalsich oblasti v sekvenci,
az po dosud neprozkoumané moznosti, jez se naskytaji. Prevod lze znazornit sché-
matem nize 4.1. Cilem je za uziti definovaného algoritmu prevodu (danou metodu
nazyvame reprezentaci) prevést znakovou sekvenci na ¢iselnou sekvenci a tu déle

zpracovat.

DNA znakova sekvence H Konverze H DNA numericka sekvence

Obr. 4.1: Schéma prevodu na numerickou DNA sekvenci

Bylo by mozné zde popsat mnozstvi numerickych reprezentaci a jejich rozdélent,
coz by vsak bylo na ramec a téma této diplomové prace. Proto zde bude popsano
jen nékolik numerickych reprezentaci, které jsou nejvyznamnéjsi a nejcastéji uzi-
vané. Prevod do numerické reprezentace spociva v pritazeni riznych numerickych

vyjadreni jednotlivym nukleotidum v DNA sekvenci.

4.2 Vossova reprezentace

Vossova reprezentace, téz reprezentace binarnimi vektory cetnosti je 4D reprezen-
tace. Pracuje s ¢tyfmi indikac¢nimi vektory pro kazdy nukleotid zvIast wa[n], ur[nl, uglnl, uc[n]
dle vzorce 4.1, které indikuji binarni hodnotou 1 ptitomnost nebo 0 neptitomnost

daného nukleotidu na dané pozici n ve sekvenci DNA. [1, 2]

um(n):{l,sn:Xo,sn%X X € {A,C,G,T) (4.1)

Reprezentace je vhodna pro spektralni analyzu DNA sekvenci a odliseni kédujicich
oblasti DNA, které jsou bohatsi na nukleotidy guaninu a cytosinu oproti ostatnim
oblastem genomu. Vykonnové spektrum pak vykazuje "peak'na 1/3 pro kdodujic

sekvence. [1, 2]
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4.3 Tetrahedronova reprezentace

Redukci z 4D Vossovy reprezentace do 3D prostoru umoziuje reprezentace tetra-
hedronem (pravidelny ctyistén). Kazdy vrchol reprezentuje pravé jeden nukleotid
a je zadan samostatnym vektorem dle vztahu 4.2. Binarni sekvence Vossovy re-
prezentace ua[n|, ur[n], ug[n],uc[n] jsou redukovany do 3D odvozenymi vektory os

kartézského systému 4.2:

V2

ziln] = == (2ur(n] — ucln] — ugn])

zj[n] = \/?G(Uc [n] —ug[n]) (4.2)

zn] = 5 (Bualn] —urn] —ucln] — uclnl)

Pritazeni nukleotidl k tetrahedronu je znazornéno na obrazku 4.2. Jsou téz za-
znaceny chemické vlastnosti, které jsou reprezentaci zachovany. Pritazenim barev
RGB systému kazdé ose trojrozmérné tetrahedronové reprezentace lze ziskat barev-

nou reprezentaci. 2, 1]

Adenin

Komplementami baze
laba vazba

k \ ) Thymin
T\
\\./
= / \"\\
i ) \
7 A\ .
\Puriny
e \
Pyrimieiny \
// \
e \\\
Cytosin Komplementarni baze Guani
silna vazba uanin

Obr. 4.2: Reprezentace tetrahedronem

4.4 Reprezentace krychli

Rotaci tetrahedronu z predchozi reprezentace a jeho vepsanim do krychle ziskame
reprezentaci krychli, kdy vrcholy tetrahedronu odpovidaji vrcholtim krychle. Zjed-

nodusime také zapis vektori uvazovanim délky hrany krychle rovné 1. Vysledné
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vektory pro nukleotidy jsou popsany vztahy [2, 1]:

i=i+j+Fk

E=—i+j—Fk

L L (4.3)
g=—1—j+k

t=i—-j—k

Tato reprezentace zachovava chemické vlastnosti jednotlivych nukleotidi. Gra-

fické znazornéni reprezentace krychli a prirazeni nukleotid vrcholim spolu s che-

mickymi vlastnosti je na obrazku 4.3.

Adenin —

Aminoskupina *l — Ketoskupina

Silna vazba —\ - Slaba vazba

Cytosin F

‘— Thymin

Pyrimidiny —

Obr. 4.3: Reprezentace krychli

4.5 Reprezentace komplexnim cislem

Prevedenim do dvojrozmérného prostoru sklopenim zvolené roviny krychle z krych-
lové reprezentace ziskame reprezentaci, kterd bude nést pozadovanou informaci. V
komplexnim prostoru pritadime vrcholtim ¢tverce soutadnice podle vlastnosti, jez
chceme zachovat. Pokud chceme zachovat komplementaritu bazi, pritadime jim sou-

fadnice o opa¢ném znaménku a umistime je naproti sobé. Vysledné rovnice vypadaji

takto 4.4:

a=1+)
g=—-1-—
i / (4.4)
g=-1+,

t=1—



Toto pritazeni respektuje komplementaritu bazi, komplementarni dvojice jsou na-
mapovany naproti sobé s opac¢nymi znaménky. Dvojice A-T mé kladnou redlnou

¢ast a naopak dvojice G-C ma realnou c¢ast zapornou.

4.6 Fazové reprezentace

Na reprezentaci bazi komplexnimi Cisly stoji fazova reprezentace. Argument nebo
faze komplexniho ¢isla je tihel s kladnou realnou osou. Pti nasobeni celymi nasobky
27 se faze nezméni. Pro odstranéni dvojznacnosti se obor hodnot stanovil na (—, pi]
rad. Vyuzivame dvé fazové reprezentace - kumulovanou fazi a rozbalenou fazi. [13, 14]

Pri pouziti mapovani 4.4, které zachovava informace o sile vazby a typu baze,

maji jednotlivé baze tyto argumenty:

4 (4.5)

4.6.1 Kumulovana faze

Kumulované faze je kumulativnim souc¢tem vsech fazi komplexnich ¢isel od pocatku
sekvence az po aktualni pozici v sekvenci. Vektor kumulativniho souc¢tu je pak zobra-
zen v grafu a analyzovan. Da se ziskat téz z Cetnosti vyskytu jednotlivych nukleotidi

podle vzorce:

5o = %[3(@; —C) + (A, — Th)), (4.6)

kde G,,Cp, A,, Tn jsou kumulativni ¢etnosti bazi az po aktudalni pozici. Sklon
krivky kumulované faze ukazuje na pomér vyskytu jednotlivych bazi, jez se odviji
od DNA konkrétniho puvodu. [15, 45]
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4.6.2 Rozbalena faze

Rozbalena faze je korigovanou fazi prvkia v sekvenci. Absolutni hodnota rozdilu fazi
dvou po sobé jdoucich je zamérné snizovana na hodnotu mensi nez 7 pricitanim ci
odecitanim vhodného nasobku cisla 27. Tim dojde k eliminaci velkych rozdila ve
fazové sekvenci. Na rozdil od kumulované faze rozbalena faze ukazuje na vyskyty
tranzici mezi nukleotidy. Pti reprezentaci 4.5 jsou kladné tranzice A — G,G —
C,C = T, T — A, jez urcuji kladny prirtustek kiivky. Negativni tranzice A —
T, T - C,C —- G,G — A urcuji zaporny pririistek krivky. Ostatni tranzice jsou

neutralni, nedochazi pti nich ke zméné faze. Sklon kiivky rozbalené faze je
2
o= fi—f, (4.7)
™

kde fy je frekvence kladnych tranzic nukleotidt a f_ frekvence zapornych tranzic.[13]

Fazova analyza

Faze [rad]

Kumulovana faze} :
Rozbalend faze |:
T T

100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000
Pozice [-]

Obr. 4.4: Fazova analyza genomu Pragia fontium

4.6.3 Volba numerické reprezentace

Z mnozstvi reprezentaci popsanych v odborné literatufre jich bylo nékolik popséano.
Pro dalsi praci a navrh algoritmu je uvazoval jako idedlni reprezentaci takovou, ktera
ma stejné vzorkovani jako ptivodni znakova sekvence, je jednorozmérnd, vhodnd pro
korela¢ni funkce a vypocetné nenarocna. Fazové reprezentace jiz byly ovéreny za
dostatecné pro reprezentaci DNA sekvence s vyuzitim pro klasifikace organismai.

[45]. Z téchto divodu jsem zvolil pravé fazové reprezentace pro dalsi navrh algoritmu.
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5 VYUZITI NUMERICKE REPREZENTACE PRO
NEUPLNA GENOMOVA SESTAVENI

5.1 Meéritka pro porovnani podobnosti mezi sig-
naly

V naésledujici kapitole bude probrana problematika hledani podobnosti mezi ¢isel-
nymi signély. Pro hledani prekryvi mezi znakovymi sekvencemi se pouzivaji rtizné
metody jako vySe probrané De Bruijnovy grafové metody a OLC. Rovnéz pro ob-
jektivni posouzeni podobnosti mezi dvojici numerickych sekvenci - signali, exis-
tuji razné metody. Nejcastéjsi jsou korelacni a kovariancéni funkce. Mezi pouzitelné
metody patii Pearsontiv korela¢ni koeficient a dale vhodnéjsi vzajemna korelace a

vzajemna kovariance.

5.1.1 Korelac¢ni koeficient

Porovnat vztah mezi dvéma veli¢ina lze nejcastéji korelacnim koeficientem, jez sle-

duje vzajemny linearni vztah mezi dvéma veli¢cinami. Definujme Pearsoniiv korelac¢ni
koeficient [24] :

. Yy — +(E2)(Zy)
Vo2 = 2E o] [Se2 - LTy

(5.1)

Hodnota korela¢niho koeficientu nabyva hodnot < —1,1 >. Hodnota koeficientu —1
znadi zcela neptrimou zavislost (antikorelaci). Hodnota 1 znadi zcela pfimou zavislost.
P1i korelaéni koeficientu 0 neni mezi znaky zadna linearni zavislost (nelinearni zavis-
lost byt muze). Hodnoty korela¢niho koeficientu nad 0,8 se povazuji za dostacujici
k potvrzeni korelace. [24]

Korelacni koeficient je nevyhodny v tom, Ze nepo¢ita s rizné posunutymi (zpoz-
dénymi) signaly, mezi kterymi ale muze existovat jista korelace. Také pri rozdilné
délce hledaného prekryvu mezi kontigy neposkytuje korela¢ni koeficient korektni vy-
sledek. Pro pozadovany tucel hledani prekryvi neni pro vyuziti pti hledani prekryvi

dostatecny.

5.1.2 Vzajemna korelace

Na hledani prekryvii mezi dvéma sekvencemi se také mizeme divat jako na proble-
matiku zarovnani vyslaného a prijatého signalu, protoze prekryv mezi dvéma sek-

vencemi muze nabyvat riznych délek. Pro posouzeni korelace mezi dvéma signély pri
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rizném zpozdéni slouzi posloupnost vzajemné korelace, ktera vyjadiuje podobnost
dvou signalt v riznych pozicich vici sobé [25].

Algoritmus korela¢ni posloupnosti je zalozen na vzajemném nasobeni vzorkt
signalu, z nichz se nasledné provadi suma. Predpokladejme dvojici realnych signala
x(n) a y(n) s konecénou energii. Vzajemna korelaéni posloupnost signala z(n) a y(n)
je sekvence 7., (1), kterou lze definovat jako:

o

re() = > z(n)y(n—1) 1=0,%£1,+2, ... (5.2)

Index [ je Casovy posun ¢i zpozdéni a indexy zy u korela¢ni posloupnosti 7., (1) znaci,
ze sekvence jsou korelované [39]. Pofadi indexu, tedy ze x predchazi y, ukazuje na
smér, ve kterém je jeden ze signalt posunuty vzhledem k druhému. Pro rovnici 5.2
tak, ze signal z(n) je nalevo bez posunu a signal y(n) je posunuty o [ napravo pro
kladné [ a nalevo pro zaporné [. Role signalt je mozné prohodit podle vzorce 5.3 :
re(l)= > yn)z(n—1) 1=0+1,+2, .. (5.3)

Srovnanim téchto vzorct ziskame jednu z vlastnosti korela¢ni posloupnosti:

Tay(l) = rye(=1) (5.4)

Existuje rovnéz vztah mezi konvoluci a korelacni posloupnosti,

Tay(l) = (1) * y(=1) (5.5)
kdy muzeme vypocitat korelac¢ni posloupnost pomoci konvoluce s obracenym signa-
lem y. [39]

Dalsi z vlastnosti korelacni posloupnosti je, ze skalovani signali ve vypoctu
neovlivni tvar krivky korelacni posloupnosti, ale pouze amplitudy, které jsou rov-
néz skalovany. Casto je vhodné tedy normalizovat korelaéni posloupnost na rozsah

< —1,41 >, odtud definujeme normalizovanou korela¢ni posloupnost jako [39]:

Ty (1)
T2z (0)72y (0)

Proces vypoctu korelacni posloupnosti mezi z(n) a y(n) zahrnuje posouvani jednoho

Pay(l) = (5.6)

ze signalu k ziskani sekvence x(n—1) a ndsobeni posouvané sekvence signalem y(n) k
ziskani soucinu y(n)x(n —[) a nasledné sumé vsech hodnot k ziskani hodnoty r,,(1).
Tento proces se opakuje pro rizné hodnoty zpozdéni [. V praxi se vypocet korelacni
posloupnosti dvou kone¢nych signdla z(n), 0 <n< N—-1layn),0<n<M-1
pro M < N, provadi dle vztahu [39]:

SMoH e)y(n—1) 0<I<N—-M

w(l) =0 5.7
rol) St a(n)yin—1) N-M<1<N-1 (5:7)
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Pro M > N pak plati vztah pro korela¢ni posloupnost [39]:

N-1
rey(l) = Y a(n)y(n—=1) 0<I<N-M (5.8)

n=l
Korela¢ni posloupnost ndm umoznuje porovnavat signaly koncovych casti kon-
tiglh a vypocitavat i jejich vzajemny posun. Mezi dalsi vlastnosti patii teoreticka
moznost detekce prekryvu s reverzné komplementarnim kontigem, pro takovy signal
poskytuje v pripadé velké miry korelace negativni hodnoty korelacni posloupnosti.
Na obrazku 5.1 nahote je graf pribéhu dvou identickych signali kumulované faze a
prubéh jejich vzajemné korelacni posloupnosti. Na obrazku 5.1 niZe je graf prubéhu
signalu a jeho reverzné komplementarniho protéjsku a jejich vzajemnda korelacni
posloupnost. Vidime, ze pro idealni pripad identickych signalti kumulované faze do-

stavame vyhovujici vystup.

5.1.3 Vzijemna kovariance

Zatimco korelace dvojice proménnych odpovida stredni hodnoté jejich soucinu, tak
kovariance odpovida stfedni hodnoté soucinu po odecteni prislusnych strednich hod-
not. Stejné je tomu u vzajemné kovariance. Vzajemna kovariance je definovana vzor-

cem [25]:
N-1

cya(l) = D le(n) — pa)l[y(n +1) — ] (5.9)

n=0

kde p, a p, jsou stfedni hodnoty. Jsou-li obé veli¢iny tésné vazany a vazba je pozi-
tivni (odchylky obou veli¢in od stfednich hodnot maji stejné znaménko), pak vétsina
soucinti bude kladna a odhad kovariance bude také kladny. PTi negativni vazbé bude
mit vétsina soucinii zaporné znaménko a odhad bude zaporny. Nulova hodnota ko-
variance se objevi pravdépodobné pii nezavislosti obou veli¢in. Veli¢iny o nulové
kovarianci nazyvame nekorelované. Absolutni hodnotu je nutno normalizovat na ko-
relacni koeficient[23] podle vzorce:

_ Cay
Pay = (5.10)

o?(x)o*(y)

Jak vzajemna kovariance, tak vzajemna korelace jsou vhodné pro navrh algo-
ritmu, jelikoz umoznuji hledat prekryvy i pfi riiznych posunech kontigi. Z dané po-
sloupnosti korela¢ni ¢i kovarianéni funkce lze dale ziskat hodnotu maximalni nebo
minimélni hodnoty a prislusny posun jednoho signalu vici druhému, coz je déle
uplatnitelné pti finalnim sklddani sekvenci ve znakové podobé. Grafy na obrazku 5.2
ukazuji opét pribéh dvou signalit kumulované faze a posloupnost vzajemné kovari-

ance, nahote pro identické signély, dole pak pro signaly reverzné komplementarni.
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Obr. 5.1: Signaly a jejich vzajemna korelace - nahore identické, dole signély reverzné

komplementarnich sekvenci

5.2 Teoretické predpoklady pro hledani prekryvu

V této casti budou otestovany a prezentovany vysledky teoretickych predpokladi.
Jde o vybér spravného funkce podobnosti, prahovani korela¢niho koeficientu a schop-
nost detekovat spravné reverzné komplementarni kontig. Vsechny vysledky pracuji

se signaly kumulované faze. Byla pripravena data ze skutecéné sekvence - dva kontigy
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komplementarnich sekvenci

ecnym prekryvem o délce 1000 bazi a dva kontigy bez zadného prekryvu. Pro
ruzné délky oken, se kterymi pocita algoritmus pocitajici korelacni a kovarian¢ni po-
sloupnosti byly zjistény maximalni a minimalni hodnoty dané posloupnosti. Cilem je
vhodnéjsi méritko pro hledani prekryvi, které bude schopno najit prekryv ve
stejném sméru i prekryv, jehoz kontig je reverzné komplementarni. Taktéz je nutné

stanovit vhodny prah pro korelac¢ni koeficient, aby na sebe byly navazany kontigy
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se skuteénym prekryvem a naopak, aby kontigy bez prekryvu nebyly spojeny.

5.2.1 Volba funkce podobnosti

Nejdrive byla otestovana vhodnost vzajemné korelace ¢i kovariance pro hledani pre-
kryvii a reverzné komplementarnich prekryvi na skutecné sekvenci. Idealnim pred-
pokladanym vystupem jsou vzdy kladné hodnoty korelac¢niho koeficientu pro prekryv
ve stejném sméru a vzdy zaporné hodnoty pro prekryv reverzné komplementarniho
kontigu. Koeficienty byly ziskdny v zavislosti na rtizné délce okna, ve kterém se po-
¢ita vzajemna korelace ¢i kovariance a to v délkach 100, 1000, 2000 a 5000. Délka
okna 100 byla pouze testovaci, protoze pro prekryv kontigii o délce 1000 bazi nema
okno o kratsi délce smysl (velikost okna se odecita od konce kontigu, tedy nepocitalo
by se s odpovidajicimi tseky signdlu). Délka okna by méla byt rovna ¢i delsi nez

skutecny prekryv, ktery ale v redlném pripadé predem nezname, ale pravé hledame.

Tab. 5.1: Kontig s prekryvem 1000 bp

Meéritko Hodnota | Prekryv 100 | 1000 2000 5000
Korelace max 0,3207 0,5743 | 0,8566 | 0,6099
Korelace min -0,5393 -0,2072 | -0,0616 | -0,3944
Kovariance | max 0,4689 1,0000 | 0,7471 | 0,8562
Kovariance | min -0,8508 -0,4223 | -0,4244 | -0,3885

V tabulce 5.1 jsou vysledky prvniho testovani pro kontigy, které se prekryvaji
podél tseku o délce 1000 bazi. Jsou uvedeny maxima i minima korelac¢nich a ko-
varianc¢nich posloupnosti. Pro korelaci byl nejlepsi vysledek s oknem o délce 2000
vzorkl, ostatni korelacni koeficienty by nemohly byt povazovany za dostatecné. V
tomto pripadé se vzajemna kovariancéni posloupnost ukazala byti vhodnéjsi, pro okno
o stejné délce jako je délka prekryvu 1000 byl dokonce korelac¢ni koeficient roven 1.

V tabulce 5.2 jsou vysledky pro reverzné komplementarni kontig. Ocekavanym
vystupem by mély byt hodnoty blizici se -1. Idealni hodnoté se vsak nejvice blizi
jen korelac¢ni koeficienty vzajemné kovariance, naopak vzajemna korelace ukazuje na
opacné hodnoty blizici se +1. Z vysledku vzajemné korelace nebude schopné rozlisit,
zda se jedna o kontig ve stejném ¢i opacném smeéru. Na obrazku 5.3 je vykreslen
prubéh obou prekryvajicich se signalti a dale pak pribéh korelacni a kovariancéni
posloupnosti pro okno o délce 1000 vzorki. Na dalsim obrazku 5.4 je pak pribéh
signali z reverzné komplementarnich sekvencich a nize opét prubéh posloupnosti

pro okno délky 1000 vzorki.
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1000)
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Reserzni kontig s pfekryvem o delce 10000p
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Tab. 5.2: Kontig s reverzné komplementarnim prekryvem 1000b

Meéritko Hodnota | Prekryv 100 | 1000 2000 5000
Korelace max 0,2101 0,5999 | 0,8185 | 0,6208
Korelace min -0,6231 -0,1593 | -0,0308 | -0,2535
Kovariance | max 0,8117 0,5198 | 0,4731 | 0,4261
Kovariance | min -0,4675 -0,7804 | -0,6360 | -0,6116

5.2.2 Volba prahu korelacniho koeficientu

Dalsi pozadovanou vlastnosti je schopnost spolehlivé rozlisit, zda se kontigy sku-
tecné prekryvaji ¢i nikoliv a to volbou prahu pro korelacni koeficient. Na zakladé
hodnoty korelacniho koeficientu jsou totiz kontigy spojovany. Pii neprekroceni sta-
novené hodnoty prahu by uz neméli byt kontigy spojovany. Byly pripraveny data -
kontigy, které se prekryvaji na tiseku o délce 1000 bazi a kontigy, mezi nimiz neni

zadny prekryv.

Tab. 5.3: Korelaéni koeficienty vzéjemné kovariance pro kontigy s prekryvem (1000b)

a bez prekryvu

Varianta Hodnota | Prekryv 100 | 1000 2000 5000

bez prekryvu | max 0,7004 0,8643 | 0,4569 | 0,5653
bez prekryvu | min -0,4553 -0,3793 | -0,4278 | -0,3986
s prekryvem | max 0,4689 1,000 0,7471 | 0,8562
s prekryvem | min -0,8508 -0,4223 | -0,4244 | -0,3885

Z vysledki v tabulce 5.3 pro vzajemnou kovarianci vyplyva, Zze ne vzdy se lze
spolehnout na danou metodiku hledani prekryvu. Pro délku okna 1000 vzorku by
byl falesné pozitivni vysledek. Naopak u prekryvajicich se kontigi byla pro délku
okna 1000 zjisténa spravné pozitivni korelace.

Vysledky pro vzajemnou korelaci v tabulce 5.4 se potvrdila nevhodnost vzajemné
korelace pro hledani prekryvi. Doslo by k falesné pozitivnim detekcim prekryvi pro
ruzné délky okna a navic by byly povazovany za reverzné komplementarni.

Z vysledki predchazejicich testl 1ze ucinit nékolik zavért. Jednak lze za vhodnou
funkci pro méreni podobnosti mezi signaly pro tcel hledani prekryvi urcit vzajem-
nou kovarianci, ktera je i vhodna pro detekci reverzné komplementarnich kontigu.

Vyloucit 1ze vzajemnou korelaci. Také by bylo vhodné stanovit dva rozdilné prahy
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Tab. 5.4: Korelacni koeficienty vzajemné korelace pro kontigy s prekryvem (1000b)

a bez prekryvu

Varianta Hodnota | Prekryv 100 | 1000 2000 5000

bez prekryvu | max 0,0877 0,0012 | 0,0004 | 0,0002
bez prekryvu | min -0,7282 -0,8355 | -0,9226 | -0,7196
s prekryvem | max 0,3207 0,5743 | 0,8566 | 0,6099
s prekryvem | min -0,5393 -0,2072 | -0,0616 | -0,3944

pro maximalni a minimalni hodnoty kovarianc¢nich posloupnosti a to na 0,5 pro

minima a 0,75 pro maxima, jako prahové hodnoty pro navazani dalsitho kontigu.
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6 NAVRH PROVEDENI ALGORITMU

Cilem prace je prozkoumat moznosti vyuziti numerickych reprezentaci pro vylep-
seni neuplnych genomovych sestaveni. Tedy sestaveni findlni sekvence z kontigt,
ziskanych nékterym z assemblert. Jednotlivé sekvence kontigt, které jsou vstupem
algoritmu jsou prevedeny do signalové podoby s vyuzitim fazové reprezentace ku-
mulovanou fazi nebo rozbalenou fazi. Takto prevedené sekvence maji vyhodu v jed-
norozmeérnosti a stejném vzorkovani jako vychozi znakové sekvence, signal vSak neni
zpétné rekonstruovatelny.

7 divodu mensi vypocetni naro¢nosti u kontigti o délce az nékolik stotisic bazi
a také z divodu potencialnich lepsich vysledki algoritmu se v algoritmu nepocita
s celymi kontigy, ale pouze s jejich konci o zvolené délce prekryvu (tzv. okno).
Vzhledem k tomu, Ze sekvenator poskytuje ¢teni ve sméru 5’ k 3’ oznacuji v algoritmu
konce nazvy prefix (poc¢atecni ¢ast kontigu) a sufix (koncova ¢ast kontigu). Z kazdého
kontigu jsou tedy vystrizeny dvé koncové c¢asti o stejné délce shodné u vsech kontigu.
Délka prekryvu by neméla byt vétsi nez polovina délky nejkratsiho kontigu. Takto
ziskame knihovnu koncovych ¢asti kontigti v signalové podobé.

S vyuzitim znalosti o vzajemné kovariancéni posloupnosti byl sestaven algoritmus
pro hledani prekryvi mezi konci kontigti. Algoritmus vyuziva tzv. greedy pristup,
v kazdém kroku hledd vzdy maximalni korela¢ni koeficient pro kontig navazujici ve
sméru 5’ k 3’ a minimalni korela¢ni koeficient pro kontigy, které jsou v opac¢ném
sméru (bylo osekvenovano komplementarni vldkno). Jako méritko pro porovnani
obou signala slouzi vzajemna kovariance, jez byla otestovana a prijata za vhodny
nastroj. Z greedy navrhu algoritmu vyplyva, Ze Teseni algoritmus hleda v daném
kroku lokalné nejoptimalnéjsi reseni, ale neni zaruceno, ze nalezne globalni opti-
mum. Samotny navrh algoritmu vychazi z feseni problému obchodniho cestujiho
metodou greedy algoritmu. Greedy algoritmus se obecné sklada z nékolika slozek
- mnoziny pocatecnich feseni, vybérové funkce, funkce proveditelnosti, hodnotici
funkce a funkce, kterd rozhodne o nalezeni kompletniho feseni. [26]

Vstupem do algoritmu pro hledani prekryvi jsou konce kontigi. Generuje se 2N
pocatecnich Teseni (N je pocet kontig) pro kazdy prefix a sufix. Ve vnoreném cyklu
se dale provadi prubézny vypocet vzajemné kovariancni posloupnosti se vsemi ostat-
nimi konci kontigi s vyjimkou koncové ¢asti stejného kontigu. Hodnoticim kritériem
v algoritmu je hodnota maxima ¢i minima kovarianéni posloupnosti. Na zakladé
stanovenych pravidel je vybran nasledujici kontig, ktery rozsiti aktudlni reseni. Je
zohlednéno, zde jde o prefix ¢ sufix, tak Ze se vybird maximum kovarianéni po-
sloupnosti pro kontigy ve stejném sméru, ¢i minimum kovariancéni posloupnosti pro
kontigy, jez odpovidaji reverzné komplementarnim sekvencim. Dalsim kritériem je

porovnani s prahovou hodnotou korela¢niho koeficientu, kterd je definovana zvlast
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pro maxima a minima kovariancéni posloupnosti. Pro kazdé pocatecni feseni se po-
stupné sé¢itaji absolutni hodnoty téchto hodnot a feseni s nejvyssim dosazenym skére
je vybrano jako globalné nejoptimalnéjsi resenti.

Algoritmus byl naprogramovan v programovém prostredi Matlab. Vstupem funkce
je datovy soubor s kontigy ve formatu FASTA, prahové hodnoty korela¢niho koefi-
cientu pro maxima a minima, délka prekryvu na kterém se pocitd vzajemna kovari-
ancni posloupnost a vybér numerické reprezentace pro prevod do signalové podoby
(kumulovand ¢i rozbalend faze). Vystupem pak je pole celkového teseni pro jednot-
liva pocatecni feSeni a globalné nejoptimalnéjsi reseni.

Na diagramu 6.1 je znazornéno celkové blokové schéma navrzeného algoritmu.
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7 VYSLEDKY ALGORITMU

7.1 Umeéla data

Dalsim krokem vyhodnoceni kvality algoritmu je testovani na datech. Jako data
byly pouzity vytvorené kontigy z celogenomovych sekvenci, jez byla nastiihdna na
nahodné dlouhé tseky s nahodné dlouhymi prekryvy. Rozsah délek kontigti i rozsah
délek prekryvi se dal predem urcit. Byla tak ziskana data, u nichz byla apriorni
znalost o spravném usporadani spravné navazujich kontigti. Poradi kontigy nebylo
nutné dale néjak ménit, takze spravné poradi kontigi je vzdy od 1 k poslednimu kon-
tigu v souboru. Vzhledem k odlisnému chovani fazovych numerickych reprezentaci
pro ruzné organismy [13] bude algoritmus otestovan na datech organismu patiicich
do 1isi Archea, Prokaryota a Eukaryota ziskanych z databaze NCBI. V tabulce 7.1

jsou informace o pouzitych sekvencich.

Tab. 7.1: Pfehled sekvenci DNA z NCBI

Latinsky nézev Rise ID NCBI | Délka genomu bp
Ignicoccus hospitalis | Archea NCy09776.1 | 1 297 538 bp
Ostreococcus tauri Eukaryota | NCy14426.1 | 1 076 297 bp
Pragia fontium Prokayrota | CP010423.1 | 4 094 629 bp

Tab. 7.2: Prehled parametri kontig

Sekvence Pocet kontigti | Délka kontigti | Délka prekryvia
Ignicoccus hospitalis | 7 160-220 tis. 500 - 2000
Ostreococcus tauri ) 160-220 tis. 1000 - 4000
Pragia fontium 6 160-450 tis. 500-2000

7.2 Ziskané usporadani kontigli a ispésnost zara-
zeni kontigt
Pro vygenerované soubory obsahujici kontigy byly vypocteny vytvorenym algorit-

mem usporadani kontigi. Pro kazdy soubor reprezentujici dany organismus bylo
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vypocteno toto usporadani na zakladé kumulované a rozbalené faze pro rtizné hod-
noty prekryvi. Hodnoty prekryvi byly zvoleny v Sirokém rozmezi délek 500, 1000,
2000, 5000 a 10000. Na velikosti prekryvu pro vypocet vzajemné kovariance a (ve
skuteéném pripadé) ndm neznamé velikosti prekryvu mezi kontigy zavisi spravnost
vystupu funkce vzajemné korelace a tedy i algoritmu viibec. Ziskand usporadani
kontigii byla srovnana se skute¢nym apriorné znamym usporadanim a byla vyhod-
nocena mirou uspésnosti. Mira tspésnosti usporadani zde se stanovuje jako pomeér
spravné navazanych kontigti a celkovému poctu dvojic kontigi. Spravné navazany je
ten kontig, ktery sousedi s dalsim kontigem, ktery je o jednu hodnotu vétsi ¢i mensi.

Mezi takovymi kontigy existuje totiz sktecny prekryv.

Tab. 7.3: Pragia fontium - usporadani kontigt

Reprezentace Prekryv : 500 | 1000 | 2000 | 5000 | 10000
Kumulovana faze | 1342- 543612 | 163452 | 356214 | 326541
Uspésnost [%) 20 60 40 40 60
Rozbalend faze 654321 2143—- | 246351 | 25346~ | 243561
Uspésnost [%) 100 40 0 20 40

Pro sekvenci Pragia fontium byly vytvoreny kontigy s prekryvy o délce 500—2000
vzorkil a celkem 6 kontigli. Srovname-li nejdiive tspésnost z hlediska volby nume-
rické reprezentace, pro tuto sekvenci nejde zcela jasné rozhodnout, jaka reprezentace
poskytuje lepsi vysledky. Vyssi prumérnou tspésnost vykazuje reprezentace kumulo-
vanou fazi, ale s reprezentaci rozbalenou fazi naopak ziskame 100% korektni feSeni.
Pro tuto reprezentaci a vypocetni okno o délce 500 byly nejoptimalnéjsi korelacni
koeficienty ve zpétném sméru. Z hlediska délky vypocetniho okna a zndmé informaci
o rozsahu délek prekryvii lze v tomto pripadé usoudit, ze kumulovana faze 1épe po-
kryva rozsah délek prekryvii, naopak rozbalend faze dava lepsi vysledek pro kratsi
vypocetni okno.

7 celogenomové sekvence druhu Ignicoccus hospitalis bylo vytvoreno 7 kontigi s
rozsahem prekryvia 500—2000. Primérna tispésnost usporadani vychazi 1épe opét pro
kumulovanou fazi, ale nejvyssi vysledek dosahuje usporadani ziskané rozbalenou fazi
- 66% tuspésnost. Reprezentace rozbalenou fazi opét poskytuje vyssi Gispésnost pri
vypoctech s kratsim vypocetnim oknem, zatimco vyslekdy kumulované reprezentace
jsou vyrovnanéjsi.

7. celogenomové sekvence druhu Ostreococcus tauri bylo vytvoreno 5 kontigt s
rozsahem prekryvi 1000—4000. Jiz ze znalosti predchozich vysledki a této informace

o rozsahu prekryvi lze ocekavat, ze vyssi uspésnost bude nalezet vypocetnim okntim
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Tab. 7.4: Ignicoccus hospitalis - usporadani kontiga

Reprezentace Prekryv : 500 | 1000 2000 5000 10000
Kumulovana faze | 124367- 7612435 | 5126734 | 1534762 | 4256713
Uspésnost [%] 50 50 50 33 33
Rozbalend faze | 4563217 376125- | 4256137 | 1327456 | 315247-
Uspésnost [%] 66 33 16 50 0

Tab. 7.5: Ostreococcus tauri - usporadani kontigi

Reprezentace Prekryv : 500 | 1000 | 2000 | 5000 | 10000
Kumulovana faze | 43512 52134 | 42315 | 21543 | 12543
Uspésnost [%) 50 50 25 75 75
Rozbalend faze 24135 23145 | 23145 | 5134- | 53412
Uspésnost [%) 0 25 25 25 50

o vétsi délce. Tento fakt se potvrzuje pro obé reprezentace. Pro kontigy této sekvence

vsak lze konstatovat, Ze reprezentace kumulované faze poskytuje lepsi vysledky.

Tab. 7.6: Ostreococcus tauri + 2 cizi kontigy - usporadani kontigt

Reprezentace Prekryv : 500 | 1000 2000 5000 10000
Kumulovana faze | 45826— 7634521- | 28516743 | 82654173 | 1653872-
Senzitivita 0,25 1 1 1 0,5
Specifita 0 0,25 0 0 0
Rozbalena faze 523187— 621578— | 61234578 | 84126357 | 65213478
Senzitivita 0,33 0,33 1 1 1
Specifita 0 0 0 0 0

K predchozimu souboru kontigi Ostreococcus tauri byly pridany navic dva cizi
kontigy (celkem 8), které do souboru nepatii, aby se otestoval algoritmus v ispés-
nosti (ne)detekce neodpovidajicich kontigt. Pfi pohledu na vysledky a srovnanim
s vysledky teoretickych predpokladi, kde se ukazalo, Ze metodika vzajemné ko-

variance v nékterych pripadech miize poskytnou falesné pozitivni vysledek. Pokud
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se zde zaméiime na uspésnost z hlediska nezatazeni nepatiicich kontigi a vyuzi-
jeme moznosti aplikovat vypocet senzivitiy a specifity na zakladé pritazeni, ze FP
- Spatné zarazena dvojice, TP - spravné zarazena dvojice, FN - chybéjici spravné
zarazeni, TN - chybéjici, ale Spatné zarazeni, ziskdame vysledky senzitivity a specifity
pro algoritmus a detekovani kontigti bez prekryvu. Specifita, oznacujici schopnost
detekovat jako negativni vsechny skutecné negativni objekty, vychéazi velmi nedo-
stateCné. Senzitivita, jez vyjadiuje schopnost spravné detekovat vSechny skutecné

pozitivni objekty jako pozitivni, vychazi na hodnoty v nékterych pripadech rovné 1.

7.2.1 Srovnani s jinymi algoritmy

Algoritmy zminéné v praci v kapitole o neliplnych genomovych sestavenich jsou uzi-
tecné nastroje, ale vSechny ke svému béhu pozaduji jako vstup data navic, at uz
jde o surova Cteni ¢i zarovnané useky sekvenci. Algoritmus navrzeny v této praci
se zaméruje pouze na praci se soubory kontigi. Vyuziti numerickych reprezentaci je
vhodné zaradit jako dil¢i pripadné srovnavaci mezikrok pti praci na netdplnych geno-
movych sestavenich. Vypocetni narocnost a rychlost zpracovani instrukei pti préaci
s jednorozmérnymi genomickymi signély je velmi nizkd i na standardnim pocitaci,
zatimco srovnavané algoritmy vyzadovaly serverové vykonnéjsi pocitace. Algoritmus
také nevyzaduje zadné zarovnavani sekvenci, coz je jedna z nejnarocnéjsich operaci
provadénych v bioinformatice (zvlasté k faktu, Ze pracujeme s kontig a ¢tenimi). Vy-
pocetni nenarocnost tedy patii mezi nesporné vyhody tohoto feseni spolu s nutnosti

mit pouze datovy soubor netuplného genomového sestaveni.
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8 ZAVER

Cilem prace bylo navrzeni algoritmu pro vyuziti numerickych reprezentaci pti sesta-
vovani genomu. Nosnym tématem prace byly metody sestavovani genomu. Aby byla
prace sefazena chronologicky, byla nejdfive uvedena strucné historie objevu DNA
a popis struktury DNA. Navazovala kapitola o sekvenac¢nich metodach zahrnujici
sekvenatory od Sangerovy metody, ktera je i dnes povazovana za zlaty standard, az
po experimentalni metody posledni generace sekvenatoru jako je Nanopore. Strucné
byly zminén nejpouzivanéjsi format pro ukladani ¢teni ze sekvenatoru FASTQ a
Phred skoére pro posuzovani kvality sekvenace. Pro pochopeni sestavovani genomu
a nahledu do komplexni problematiky je nastudovani sekvenacnich metod dtilezité,
nebot v dalsi kapitole popsané metody sestavovani genomu na praci sekvendatori
navazuji. Je téz dulezité uvédomit si rozdily mezi assemblery a jejich vhodnosti
pri sestavovani genomu z dat riznych sekvenatori. Tomu se vénuje zavéreénd c¢ast
kapitoly o genomovém sestavovani. Ve c¢tvrté kapitole byly predstaveny numerické
reprezentace, z nichz fazové reprezentace byly vybrany pro vyuziti v praktické ¢asti
prace. Numerickymi reprezentacemi jsem se zabyval uz ve své bakalarské praci a fa-
zové reprezentace se prokazaly jako vhodné z divodu svoji jednorozmérnosti podél
sekvence.

Na teoretickou cCast prace navazuje prakticka, kde jsem navrhl algoritmus pro
hledani prekryvi mezi kontigy na zakladé numerickych reprezentaci. Vyuziti nume-
rickych reprezentaci poskytuje moznost, jak vyuzit metody digitalniho zpracovani
signalu pri standardné znakové provadéné operaci, jakou sestaveni genomu je. Za-
fazuje se tak mezi dalsi moznosti, kdy byly numerické reprezentace vyuzity. Rov-
néz byla diskutovana volba idedlni porovnavaci funkce pro genomické signaly kon-
tigl, kde se uplatnila vzajemna kovariancni posloupnost. Diskutovany byly teore-
tické predpoklady pro spravné fungovani algoritmu jako spravné detekovani signélu
reverzné komplementarni sekvence, prahovani korelacnich koeficientii a pripadnych
nedostatki Teseni.

V posledni ¢asti byl algoritmus otestovan na souboru kontigt skutec¢nych sekvenci
s apriorni znalosti o jejich spravném poradi, které pak mohlo byt dale vyhodnoceno a
diskutovano. Pro vyuziti se osvédcily obé fazové reprezentace, ale s odlisnymi diléimi
vlastnostmi. Pro tspéch algoritmu je diilezité nastaveni délky prekryvu, na kterém
se poc¢ita vzajemnd kovariance a nasledné optimalni hodnoty této posloupnosti pro
hledani prekryvu. Ackoliv navrzend metoda hledani prekryvi nema absolutni aspés-
nost, je vypocetné nenarocna a nepotrebuje dalsi pomocna data. Lze ji vyuzit jako

dil¢éi krok ¢i referenci pri praci s bézné uzivanymi nastroji.
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