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ABSTRAKT

Tato prace se zaméfuje na analyzu bakteridlniho genomu a jeho exprese prostfednictvim
technologie RNA-Seq, s diirazem na simulaci RNA-Seq dat. Prvni Cast prace poskytuje
teoreticky zaklad o struktufe bakterialniho genomu, jeho expresi a metodach jeho studia,
vCetné modernich sekvenacnich technik. Pozornost je vénovana i nékolika vybranym si-
muldtorim RNA-Seq dat. V druhé &asti je predstavena vlastni implementace simulatoru,
navrzena pro zohlednéni charakteristik bakterialniho genomu, pfedevsim pfitomnosti ope-
rond.

KLICOVA SLOVA

RNA-Seq, RNA, simulace, sekvenovani, bakterie, genova exprese

ABSTRACT

This thesis is dedicated to the analysis of the bacterial genome and its expression through
RNA-Seq technology, with emphasis on the simulation of RNA-Seq data. The first part
of the thesis provides a theoretical background on the structure of the bacterial genome,
its expression and methods to study it, including modern sequencing techniques. Several
selected simulators of RNA-Seq data are also mentioned. In the second part, the actual
simulator implementation, designed to account for the characteristics of the bacterial
genome, especially the presence of operons, is presented.
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Uvod

RNA-Seq predstavuje revoluc¢ni metodu v méreni genové exprese a molekuldarni bio-
logii, ktera umoznuje podrobné analyzovat a kvantifikovat transkriptomy organismu
na velmi presné urovni. Tato technologie poskytuje bohaty prehled o tom, jaké geny
jsou v daném case a v daném bunécném typu aktivni, a umoznuje tak hlubsi poro-
zumeéni biologickym funkcim a regulacim.

Simulace RNA-Seq dat se proto staly vyznamnym prvkem bioinformatického
vyzkumu a vyvoje. Duvodu pro simulaci dat RNA-Seq je nékolik. Diky simulacim
je mozné provadét komplexni testy na rtuznych algoritmech bez potieby realnych
biologickych dat, coz mize vyznamné snizit néklady a zjednodusit experimentalni
planovani. Kromé testovani softwaru simulace také napodobuji riizné experimentalni
scénare, coz umoznuje predem oveérit, jaké faktory mohou ovlivnit vysledky studii a
jak optimalné nastavit parametry experimentti.

Navzdory pokrokum v oblasti simulaci RNA-Seq existuje vSak mezera ve spe-
cifikdch simulace bakteridlnich transkriptomi. Bakterialni genomy se vyznacuji né-
kolika unikatnimi rysy, jako je pritomnost operoni — skupin genii transkribovanych
jako jedina molekula mRNA, coz muze vyznamné ovlivnit interpretaci dat.

V minulosti bylo vyvinuto nékolik simulatori RNA-Seq, z nichz kazdy nabizi
jedine¢né funkce a moznosti. VSechny tyto simulatory maji vSak jeden spolecny ne-
dostatek - zadny z nich nenabizi zohlednéni specifik bakteridlntho genomu, zejména
vyskytu operonti v bakterialnim genomu nebo raznych délek neptrekladanych oblasti.
Proto je cilem préace vyvinout simulator RNA-Seq, ktery by reflektoval unikatni
aspekty bakterialnich genomt. Implementace takového nastroje by poskytla nastroj
pro analyzu a interpretaci bakterialni genové exprese a umoznila by 1épe pochopit,
jak bakteridlni geny interaguji a reguluji se v ramci operonii.

Prvni kapitola prace se vénuje popisu bakterii, jejich genomu a specifikiim jako
jsou operony a plazmidy. Detailné je zde popsana exprese genetické informace. Dalsi
kapitola poskytuje prehled modernich sekvenacnich platforem, jako jsou Illumina,
IonTorrent, Oxford Nanopore a Pacific Bioscience, a jejich vyuziti ve studiu gene-
tické exprese. Ve treti kapitole jsou popsany rizné metody métfeni genetické exprese,
véetné microarrays, RT-qPCR a RNA-Seq. Prehled vybranych nastroju pro simulaci
RNA-Seq dat a popis rozdilil mezi nimi je uveden ve ¢tvrté kapitole. Pata kapitola
prace je vénovana vyvoji a implementaci vlastniho simulatoru RNA-Seq dat, Bac-
Seqeru, ktery zohlednuje specifika bakterialniho genomu, zejména existenci operonti.
V posledni kapitole jsou diskutovany vysledky a moznosti dalstho vyvoje simuldtoru
pro zvyseni jeho efektivity a uzitec¢nosti.

Zamérem prace je tedy poskytnout teoreticky prehled o bakteridlnim genomu,

zpusobech méreni exprese genetické informace, predevsim metody RNA-Seq, o na-
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strojich slouzicich k simulaci RNA-Seq dat, a v neposledni fadé provést implemen-
taci vlastniho ndstroje zamérujiciho se na specifika bakteridlniho genomu, konkrétné

vyskytu operonti.
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1 Bakterie

Bakterie predstavuji rozmanitou a adaptabilni skupinu jednobunéénych organismi,
které hraji dulezitou roli v mnoha ekologickych procesech a vyskytuji se témér v
kazdém prostiedi planety Zemé. [1]

Bakterie, jako prokaryotické organismy, maji nékolik charakteristickych rysi,
které je odlisuji od eukaryot [2]. Jednim z hlavnich rozdili je absence obaleného
jadra. Na rozdil od eukaryot, kde je geneticky material uchovan v jadru obklopeném
dvojitou membranou, je bakteridlni DNA volné ulozena v cytoplazmé v oblasti zvané
nukleoid. Tento nukleoid neni obklopen membranou. Dalsim vyznamnym rozdilem
je absence nékterych membranovych organel v prokaryotickych bunkéach. Bakterie
typicky nemaji slozité organely jako jsou mitochondrie nebo endoplazmatické reti-
kulum. Pro vétsinu biochemickych procesti bakterie pouzivaji svou bunéénou mem-
branu a cytoplazmu. Vétsina bakterii ma také charakteristickou bunécnou sténu,

ktera chrani bunku a udrzuje jeji tvar.

1.1 Bakterialni genom

Geneticka informace bakterii je ulozena bud ve formé chromozomu, nebo na extra-
chromozomalnich titvarech. Velikost bakterialniho genomu je variabilni, a to od tisica
az po miliony para béazi (bp - base pairs) [3]. Napiiklad, Mycoplasma genitalium ma
jeden z nejmensich znamych bakterialnich genomt s priblizné 0.58 milionu bp, coz

odpovida priblizné 500 gentim [4]. Na druhé strané, vétsi bakterie jako Sorangium

cellulosum maji genom o velikosti az 13 miliond bp [5].

1 2

Obr. 1.1: Usporadani bakterdlniho genomu. 1 - Bakteridlni DNA. 2 - Plazmid. [6]
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1.1.1 Nukleoid

Nukleoid [7] pfedstavuje intraceluldrni oblast bakterialni buriky, kterd je zasadni pro
udrzeni a funkci genetického materidlu. Zatimco eukaryotické bunky obsahuji jadro
obklopené membranou, prokaryoty takové jadro nemaji. Misto toho je jejich DNA
(deoxyribonukleova kyselina) lokalizovdna v oblasti zvané nukleoid. Tato oblast sice
neni ohranicena membranou, ale je vizualné rozlisitelna mikroskopicky diky své husté
struktufe.

Nukleoid obvykle obsahuje jediny kruhovy chromozom, ktery je slozen z dvouvlak-
nové DNA. Tato DNA je mnohem kompaktnéjsi nez u eukaryot, coz je dusledkem
superkondenzace pomoci proteinu, které se vazou na DNA. U nékterych bakterii,
jako je Borrelia burgdorferi, se mize vyskytovat i linedrni nukleoid [8].

Nukleoid obsahuje enzymy nezbytné pro replikaci DNA a transkripci RNA. DNA
polymeraza, kterd katalyzuje syntézu novych DNA fetézcu béhem replikace, a RNA
polymerdaza, zodpovédna za syntézu RNA z DNA, jsou lokalizovany pravé v nukleo-
idu [9]. Kromé polymeraz nukleoid obsahuje radu dalsich molekul, jako jsou RNA (ri-
bonukleové kyseliny) a ruzné regulacni proteiny, které moduluji transkripci a ostatni
genetické procesy. Tyto komponenty hraji vyznamnou roli v regulaci genové exprese,
umoznuji bakteriim adaptaci na rizné podminky a zajistuji preziti v proménlivych

podminkach.

1.1.2 Plazmidy

Plazmidy jsou malé, autonomni molekuly DNA, které se bézné vyskytuji ve vnéj-
sim chromozomalnim prostoru bakterii. Maji zpravidla kruhovy tvar, existuji ale i
linearni formy. Plazmidy jsou specifické svou schopnosti replikace nezavisle na bak-
terialnim chromozomu, coz jim umoznuje reprodukovat se a prenaset mezi bunkami
bez ovlivnéni hlavniho genomu hostitele. [7]

Plazmidy nejsou pro zakladni preziti bakterii nezbytné, ale mohou poskytovat
vyznamné selektivni vyhody v uréitych prostiedich. Naptiklad, mnohé plazmidy
obsahuji geny, které koduji enzymy schopné rozkladat neobvyklé nebo toxické orga-
nické slouceniny [10]. Dalsi dilezitou funkei plazmidi je jejich role v antimikrobialni
rezistenci. Geny odpovédné za odolnost proti antibiotikiim [11], které jsou casto
lokalizovany na plazmidech, umoznuji bakteriim ptezit v prostiedich s vysokymi
koncentracemi antimikrobidlnich latek.

Jednou z nejzajimavéjsich vlastnosti plazmidi je jejich schopnost byt prenaseny
mezi bunkami prostfednictvim procesu zvaného konjugace [12]. Tento proces umoz-
nuje plazmidim presunout se z jedné bakterie do druhé a sirit tak genetické infor-
mace napti¢ bakteridlnimi populacemi, coz zahrnuje i ptenos gent pro antibiotickou

rezistenci.
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1.1.3 Operony

Bakteridlni genom je charakteristicky vyskytem operoni [13]. Operony predstavuji
jedinecny a uc¢inny zpusob regulace genové exprese u bakterii, ktery umoznuje sou-
casnou aktivaci nebo deaktivaci skupiny genti reagujicich na specifické environmen-
talni signaly. Tyto genetické struktury jsou zasadni pro adaptabilitu a preziti bakterii
v ruznych podminkach.

Operony maji velmi specifickou strukturu, ktera umoznuje koordinovanou regu-
laci genu. Spolecny promotor slouzi jako misto vazani RNA polymerazy a iniciovani
transkripce, zatimco operator je specifickym mistem, kde se vazou regulacni proteiny;,
které mohou stimulovat nebo potlacit transkripci celé skupiny genti v operonu. To
umoznuje bakteriim rychle reagovat na zmény v prostiedi. Struktura operonu je

znazornéna na obrazku 1.2.

Operon
fidici oblast strukturni geny W
R ( P (o) { X ¥ z w
) ) ) o ) J ) )
b | e
regulacni promotor operator

gen

Obr. 1.2: Schéma usporadani operonu [14]. Upraveno.

Operony mohou byt rozdéleny na katabolické, které se zapojuji do rozkladu
substrati pro ziskani energie a zakladnich stavebnich bloki, a anabolické, které
se podileji na syntéze komplexnich molekul, jako jsou aminokyseliny a nukleotidy.
Priklad katabolického operonu je lac operon, ktery reguluje rozklad laktézy v E.
coli. Tryptofanovy operon [15] je prikladem anabolického operonu, nebot zajistuje
syntézu tryptofanu. Obsahuje geny nezbytné pro biosyntézu této esencialni aminoky-
seliny. Regulace tryptofanového operonu zavisi na koncentraci tryptofanu v okolnim
prostiedi, coz bakteriim umoznuje uc¢inné prizpusobit svou schopnost syntetizovat
tryptofan aktualnim potrebam.

Vyslednym produktem transkripce operonu je polycistronni RNA [16], znézor-
néna na obrazku 1.3. Tato polycistronni RNA je pouzita jako Sablona pro syntézu
nékolika riznych proteinti, coz je zasadni rozdil oproti eukaryotickému systému,
kde jedna mRNA obvykle nese informaci pro syntézu jediného proteinu. Kazdy z

genu v operonu ma v ramci polycistronni mRNA vlastni ribozomové vazebné misto,
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které umoznuje ribozomtim navazat a zahajit translaci specifického segmentu RNA.
Toto umoznuje nezavislou syntézu proteint z ruznych casti téze mRNA. Expresni
mechanismy polycistronnich RNA umoznuji bakteriim efektivné regulovat produkci
proteint v zavislosti na metabolickych potfebach a okolnich podminkach. Napiiklad,
v odpovédi na nutriéni signaly muze dojit ke zménam ve vazbé ribozomi a efektivité

translace jednotlivych genti v operonu.

promotor gen 4

gen3 gen5

Obr. 1.3: Schéma polycistronni RNA.

1.2 Exprese genetické informace

Geneticka exprese, neboli prenos genetické informace obsazené v DNA do funkénich
produktti, umoznuje bunkam vykonavat své zivotni funkce. Zahrnuje tii hlavni faze:
replikaci, kdy z jediné molekuly DNA vzniknou dvé identické kopie, transkripci, kdy
se z DNA vytvaii messenger RNA (mRNA), a translaci, béhem které se mRNA pou-
ziva jako sablona pro syntézu proteinti. Tyto proteiny nasledné plni rizné strukturni
a enzymatické funkce v bunce. Faze exprese genetické informace jsou znazornény na
obrazku 1.4.

Bakterie se vyznacuji jednoduchym, ale efektivnim mechanismem genové exprese,
ktery jim umoznuje rychle reagovat na zmény v prostredi. Diky pritomnosti operonti
mohou bakterie koordinované regulovat exprese vice geni. Absence intronu [17] v
bakterialni DNA déle zjednodusuje proces genové exprese a zvysuje rychlost syntézy
proteint. To bakteriim poskytuje znac¢nou vyhodu v prostfedich, kde jsou zdroje

omezené a rychla adaptace je klicem k preziti.
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Obr. 1.4: Schéma fazi exprese genetické informace. [18].

1.2.1 Replikace

Replikace [19, 20] slouzi k prenosu genetické informace z materské molekuly DNA
do dcefiné. Probiha ve trech fazich — iniciace, elongace, terminace. Féaze iniciace
za¢ind od mista ori (,origin of replication*), kde se vytvoii replika¢ni vidlice — misto
v DNA, kde dochéazi k rozestupu komplementarnich fetézcu v dusledku uvolnéni
vodikovych vazeb pomoci enzymu DNA helikazy.

Nasledné se vstupuje do faze elongace. Enzym primaza syntetizuje RNA pri-
mery — kratké tiseky RNA slouzici jako startovaci mista pro enzym DNA polyme-
razu. DNA polymeréaza se navaze k primeru a zacne syntetizovat novy retézec DNA
pripojovanim nukleotidt ke stavajicim Tetézctim na zakladé komplementarity bazi.
Elongace probihéa jak ve sméru od 5° konce k 3° konci, coz dava za vznik konti-
nualnimu fetézci, tak v opacném sméru, coz vede k tvorbé Okazakiho fragment,
diskontinualniho fetézce. Okazakiho fragmenty jsou pozdéji spojeny DNA ligdzou.

Posledni fazi je terminace. PTi dosazeni specifického bodu na chromozomu zva-
ného ,terminus“ dojde k ukonceni replikace. Existuji dva hlavni mechanismy termi-
nace. Prvnim je ,,theta replikace® vyskytujici se u kruhové bakterialni DNA. Dochézi
k oddéleni dvou replikovanych kruhti posunem replikac¢ni vidlice. Druhym mecha-
nismem je ,rolling-circle replikace” linearni bakterialni DNA [21]. V tomto pripadé
dochézi k odtrzeni jednoho konce replikované DNA a jeho obtaceni kolem materské
kruhové DNA. Vytvorii se tak dlouhé linearni vlakno, které se po dokonceni syntézy
uzavie do kruhu.

Schéma pribéhu replikace je znazornéno na obrazku 1.5.
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Obr. 1.5: Schéma replikace [22].

1.2.2 Transkripce

Prvnim krokem k realizaci genetické informace je transkripce [19]. Transkripce u
bakterii prevadi DNA do RNA a stejné jako replikace probihé ve tfech stejnojmen-
nych fazich — iniciace, elongace a terminace.

Hlavnim aktérem inicia¢ni faze je enzym RNA polymeraza. RNA polymeraza
rozezna pomoci enzymové podjednotky zvané sigma faktor startovni sekvenci nukle-
otidu, tzv. promotor. RNA polymeraza spolu se sigma faktorem a promotorem tvori
iniciacni komplex. VIdkna DNA jsou rozpojena metodou ,negative supercoiling®,
kdy jsou vldkna stac¢ena v opa¢ném sméru, nez bylo jejich ptvodni uspotadani [23].
Po rozpoznani promotoru a rozvazani vodikovych miustkt nasleduje elongace.

Faze elongace oznacuje prodluzovani retézce RNA. RNA polymeréaza se posouva
po Tetézci a vytvari oblast zvanou transkripéni bublina, ve které je provadéna syntéza
RNA, znazornéno na obrazku 1.6. RNA polymeraza pridava nukleotidy do rostouciho
fetézce na zakladé komplementarity k jednomu z vlaken, kdy je misto nukleotidu
T (thymin) ptfipojovan nukleotid U (uracil). Vzdy dochézi k prepisu pouze jednoho
vlakna — pracovniho vldkna. Druhé vldkno pro transkripci vyznam nemd — vldkno
pamétové.

Terminace transkripce probiha dvéma moznymi zptisoby. Prvnim je terminace
zavisla na specifickém proteinu Rho faktoru [24]. Ve chvili, kdy RNA polymeraza
dosdhne sekvence zvané Rho-terminator, navaze se Rho faktor na nové syntetizova-
nou RNA. Poté Rho faktor migruje po RNA tetézci smérem k RNA polymeraze a
tim poméahd urychlit oddéleni RNA od DNA. Pri terminaci nezavislé na Rho hraji
dilezitou roli terminatorové sekvence na konci genu. Tyto sekvence obsahuji palin-

dromické useky (sekvence identické pri ¢teni zleva i zprava) vytvarejici specifickou
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Obr. 1.6: Schéma transkripce [22].

sekundarni strukturu, pri které se RNA fetézec sklada do smycky. Tato struktura
tvori slabé vazby mezi RNA a DNA destabilizujici vazbu RNA polymerazy k DNA,
coz vede k uvolnéni nové vytvorené mRNA (medidtorova RNA).

Transkripce bakteridlniho genomu se vyznacuje jednodussim a efektivnéjsim pri-
béhem ve srovnani s eukaryotickymi organismy, coz lze vysvétlit nékolika klicovymi
faktory. Prvnim z téchto faktori je lokalizace procesti transkripce a translace v bak-
teridlni cytoplazmé, diky ¢emuz mohou tyto dva kli¢ové kroky probihat soubézné.
Déle je podstatnym aspektem skutecnost, ze bakterie vyuzivaji pouze jeden typ
RNA polymerazy, na rozdil od eukaryot, které disponuji tfemi riznymi typy tohoto
enzymu. Existence operonti, skupin genti, které sdileji spoleény promotor a kdéduji
jeden genovy produkt, predstavuje dalsi klicovy prvek. Je tak umoznéno prepisovat
vice genu do jedné polycistronni molekuly RNA. V neposledni fadé je nutno zminit
vzacnost pritomnosti intront, ktera eliminuje potiebu posttranskripénich dprav a

umoznuje rychlejsi a plynulejsi pribéh genové exprese.

1.2.3 Translace

Translace genetické informace [19], zndzornéna na obrazku 1.7, umoziuje preménu
informace zapsané v RNA na funkéni proteiny, nezbytné pro rizné bunécéné funkce
a procesy. Tento proces se odehrava v ribozomech.

V prvni fazi translace, iniciaci, dochézi k sestaveni ribozomalniho komplexu.
Tento krok zac¢ind vazanim mensi ribozomalni podjednotky na mRNA v blizkosti
specialniho startovaciho kodonu, typicky AUG, ktery kéduje aminokyselinu methio-
nin. K tomuto komplexu se pripoji tRNA (transferovd RNA) s methioninem, ktera
rozpozna startovaci kodon. Nésledné se k sestavenému komplexu pripoji vétsi ri-
bozoméalni podjednotka, ¢imz se vytvori kompletni funkéni ribozom pripraveny k
syntéze proteinu.

Béhem elongace, druhé faze translace, se ribozom posouvda po mRNA, ¢te jeji
kodony a pripojuje odpovidajici aminokyseliny, které jsou donaseny specifickymi

tRNA molekulami. Kazdd tRNA nese specifickou aminokyselinu, ktera odpovida
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kodonu na mRNA. Aminokyseliny jsou spojovany peptidovymi vazbami, ¢imz vznika
rostouci polypeptidovy Tetézec. Proces syntézy proteinu pokracuje, dokud ribozom
nenarazi na stop kodon, ktery signalizuje konec translace. Tyto stop kodony (UAA,
UAG, UGA) nemaji odpovidajici tRNA a zpusobuji, Ze ribozoméalni komplex se
rozpadne a uvolni syntetizovany protein.

Treti faze, terminace, zahrnuje uvolnéni kompletniho polypeptidu z ribozomu a
rozpad ribozomalniho komplexu. Po syntéze protein podstupuje rtizné post-translacni
modifikace, které mohou zahrnovat pridani sacharidii, fosfat nebo jinych molekul,
které modifikuji a aktivuji protein, nebo jej adresuji do specifickych ¢asti bunky.

Translace je iizce kontrolovana a regulovana riznymi bunéénymi signaly a mecha-
nismy [25], které zajistuji, Ze proteiny jsou produkovany v pravy ¢as a v potifebnych
mnozstvich. Poruchy v translaci mohou vést ke zdravotnim problémutm, véetné ra-

koviny, dédiénych onemocnéni a infekei.

mala
podjednotka
ribozomu

\

mRNA

2l

velka
podjednotka
ribozomu

tRNA

fetézec

. . aminokyselina
aminokyselin ky

@© Servir Medical Art
Upravil: dr.Jifi Stefanek

Obr. 1.7: Schéma translace [26].
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2 Sekvenacni platformy

Sekvenovani DNA je zakladni metodou molekularni biologie a genetiky, kterd umoz-
nuje ziskat presné informace o sekvenci nukleotidit v DNA nebo RNA. Znalost poradi
nukleotidii poskytuje informace o dédi¢nych a biochemickych faktorech organismu
[27]. Metody sekvenovani se v pritbéhu let vyrazné vyvinuly, od ptivodné manuélnich
technik, jako je metoda Sanger, az po moderni technologie sekvenovani nové gene-
race (NGS), které umoznuji analyzovat celé genomy rychle a s vysokou presnosti.
Tato kapitola poslouzi jako nezbytny ramec pro porozuméni metodé RNA-Seq,

ktera je v nasledujici ¢asti podrobné rozebrana.

2.1 Hlumina

Technologie sekvenovani Illumina [28] je prednim piistupem v sekvenovani nové ge-
nerace a umozinuje provadét paralelni analyzu DNA a RNA. Tato metoda se vyzna-
¢uje schopnosti generovat obrovské mnozstvi kratkych ¢teni, typicky o délce 100-150

paru bazi (bp).
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Obr. 2.1: Schéma sekvenace pomoci platformy Illumina [45]. Upraveno.

Proces zacind rozstépenim vstupniho vzorku DNA na kratké fragmenty. Tyto
fragmenty jsou nasledné ligovany k adaptértum, které umoznuji fragmenttim pripev-
nit se na specialné pripravenou desticku - flow cell. Tato desticka umoznuje, aby
se fragmenty DNA selektivné vazaly a rozmistily pro optimalni sekvenovani. Na
desticce je provedena polymerazova fetézova reakce (PCR) pro amplifikaci jednot-

livych fragmenti, coz vede ke vzniku clustert; kazdy cluster obsahuje mnoho kopii
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stejného fragmentu DNA. Tento krok zajistuje dostatecné mnozstvi DNA pro detekci
béhem sekvenovani.

Béhem sekvenovani jsou k desti¢ce postupné pridavany fluorescencné znacené
nukleotidy. Kazda ze c¢tyr bazi (A, T, C, G) ma svou vlastni specifickou barvu.
Technologie Illumina vyuziva terminatory, které zajistuji, Ze je béhem kazdého cyklu
pridan pouze jeden nukleotid. Po pridani nukleotidu a jeho inkorporaci do rostou-
ctho tetézce DNA je z desticky porizen snimek. Fluorescencni signély z jednotlivych
clustert jsou detekovany a zaznamenany, coz umoznuje identifikaci konkrétnich nuk-
leotidt pridanych v kazdém cyklu.

Po kazdém snimkovém cyklu jsou terminatory odstranény, aby umoznily pridani
dalsiho nukleotidu, a fluorescen¢ni znacky jsou také odstranény, aby se predeslo
kontaminaci signalu v nésledujicich cyklech. Tento proces se opakuje pro pozadovany
pocet cyklu, ¢imz se postupné buduje kompletni sekvence kazdého fragmentu DNA
na desticce.

Data ziskana z kazdého cyklu jsou analyzovana pomoci softwaru, ktery detekuje
a sestavuje jednotlivé baze do kompletnich sekvenci. Vysledné sekvence jsou poté
pripraveny pro dalsi bioinformatickou analyzu a interpretaci v riznych aplikacich.

Schéma sekvenace pomoci platformy Illumina je uvedeno na obrazku 2.1.

2.2 lonTorrent

Ion Torrent [29] je inovativni technologie sekvenace DNA, ktera se odlisuje od tra-
di¢nich postupt, mezi které se radi i sekvenace pomoci Illumina.

Cely proces zacina pripravou knihovny DNA, ve které jsou fragmenty oznaceny
adaptéry pro nasledné sekvenovani. Klicovym krokem je emulzni polymerazova reté-
zova reakce (emPCR), pti niZ je sekven¢ni knihovna amplifikovana v mikrokapickach
s polymerazou a perlickovymi ¢asticemi. Amplifikované fragmenty DNA jsou peclivé
umistény na povrch tzv. Ion Torrent ¢ipu. Kazdy ¢ip obsahuje miliony mikroskopic-
kych iontovych senzorii, z nichz kazdy mtze obsahovat jediny cluster amplifikované
DNA.

Béhem sekvenacniho procesu jsou na Cip postupné dodavany jednotlivé typy nuk-
leotidu. Pri zaclenéni nukleotidu do rostouciho fetézce DNA uvolnuje enzym DNA
polymeraza proton jako vedlejsi produkt syntézy. Mnozstvi uvolnénych protonti je
nasledné méreno iontovymi senzory, coz umoznuje detekci poradi nukleotidi.

Vysledné sekvence jsou zaznamenavany v realném case a vystupni datovy sou-
bor obsahuje informace o sekvencich a jejich kvalité. Priklad vystupu je uveden na
obrazku 2.2. IonTorrent je znamy svou schopnosti generovat kratké sekvence velmi
rychle, navic ma v porovnani s jinymi sekvenac¢nimi technologiemi relativné nizké

naklady na opakovani. Je vSak dilezité zduraznit, ze lonTorrent ma omezenou délku
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¢teni, coz muze omezit jeho schopnost sestavit velké genomy nebo analyzovat velké

repetitivni oblasti.
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Obr. 2.2: Priklad vystupu sekvenovani pomoci platformy IonTorrent [30]. Upraveno.

2.3 Oxford Nanopore

Oxford Nanopore Technologies (ONT) [31] je metoda sekvenace zndma jako nano-
porova sekvenace. Tato technologie je specifickd svym pristupem k sekvenaci jed-
notlivych molekul s vyuzitim nanoport.

Princip fungovani ONT spociva v prichodu jednotlivych molekul DNA nebo
RNA nanoporem, coz je maly kanal umistény v membrané. Nanopor je vyrobeny
z biokompatibilnitho materialu a je velmi tenky, umoznujici prichod jediné mole-
kuly nukleové kyseliny. Na obou stranach membrany jsou elektrody, které vytvareji
elektricky potencial napti¢ nanoporem.

Béhem procesu sekvenace jsou molekuly DNA nebo RNA zavedeny na jeden ze
vstupti nanoporu. Kdyz se molekula pohybuje skrze nanopor, nukleotidy vytvarejici
molekulu narusuji elektricky proud. Tato zména v elektrickém proudu je deteko-
vana senzory a prifazena k odpovidajicim nukleotidiim, coz umoznuje rekonstrukei

sekvence.
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Obr. 2.3: Schéma sekvenace pomoci platformy Oxford Nanopore [32]. Upraveno.

Jednim z hlavnich benefit této technologie je schopnost generovat dlouhé c¢teni,
coz je vyznamné zejména pro analyzu komplexnich oblasti genomu, dlouhych repe-
titivnich tsekt, nebo pro prekonani obtizi spojenych s opakovanim. Pti vyuziti pro
RNA-Seq prinasi Oxford Nanopore také informace o exprese genu a alternativnim
splicingu.

Schéma sekvenace s vyuzitim platformy ONT je znazornéno na obrazku 2.3.

2.4 Pacific Bioscience

Pacific Biosciences (PacBio) [33] nabizi sekvenacni technologii znamou jako Sin-
gle Molecule, Real-Time sequencing (SMRT). Tato metoda se vyznacuje schopnosti
primé sekvenace jednotlivych molekul DNA v redlném case.

V prvnim kroku je molekula DNA fixovana na dno Zero Mode Waveguide (ZMW).
Jedna se o mikroskopické nanostruktury, které umoznuji monitorovani enzymatické
aktivity v extrémné malém objemu. DNA je pripravena tak, aby byla fixovana po-
moci adaptéru vazajictho se na DNA polymerazu.

Kazdy nukleotid pridany do sekvenacni reakce je oznacen specifickou fluorescencni
znackou, kterd odpovida jednomu ze ¢ty nukleotidi. Pii inkorporaci zbarveného
nukleotidu do rostouciho retézce DNA polymeraza tuto fluorescenéni znacku uvol-

nuje, coz vyvolava emisi svétla. Intenzita a barva emitovaného svétla jsou detekovany
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vysoce citlivymi kamerami a analyzovany. Tento proces je znadzornén na obrazku 2.4.
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Obr. 2.4: Schéma sekvenace pomoci platformy Pacific Bioscience [33]. Upraveno.

Diky PacBio je mozné generovat dlouha ¢teni, SMRT umoznuje dosahovat pri-
meérné délky ¢teni v tadu tisictt nebo dokonce desitek tisic nukleotid. PacBio se
také vyznacuje minimalni chybou béhem sekvenace.
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3 Méreni exprese bakterialniho genomu

Analyza genové exprese bakteridlniho genomu se typicky zaméruje na studium tran-
skripce RNA, protoze samotnd DNA neni pfimo zodpovédnda za genovou expresi.
Po provedeni transkripce vznika v bakterii velké mnozstvi molekul mRNA, které
slouzi jako prenasece genetické informace pro syntézu bilkovin. Hodnoceni mnozstvi
a charakteristik mRNA umoznuje posoudit droven exprese konkrétnich gent.

V bakteridlni bunice ma mRNA kratky polocas rozpadu, je nachylna k rychlé
degradaci [34]. Pro zachovani informaci o transkripci a genové expresi je proto ne-
zbytné prevést mRNA na stabilnéjsi formu, napiiklad pomoci reverzni transkripce,
ktera vytvari komplementdrni DNA (cDNA). Tato transformace umozinuje nésledné
studium genové exprese s vétsi stabilitou a presnosti.

Nasledujici kapitoly podrobnéji rozeberou technologie vyuzivané k métreni ex-

prese bakteridlniho genomu, pricemz se nejvice zaméii na metodu RNA-Seq.

3.1 Microarrays

Technologie mikro¢ipt [35] umoznuje rychlé a efektivni analyzovéani tisici gent na-
jednou na velmi malém prostoru. Tato technologie vyuziva mikroskopické ¢ipy, casto
vyrobené ze skla nebo silikonu, na kterych jsou systematicky usporadany miliony
ruznych oligonukleotidovych sond. Tyto sondy slouzi jako specifické zachytné body
pro komplementarni sekvence DNA nebo RNA z biologickych vzorku [36].

vzorek 1 vzorek
— — \__,—-.2
RNA  _ \m A
A ) s
oznacena LF\:“\—’_‘ analyza dat
cDNA Rl 1 T

smichani a hybridizace

Obr. 3.1: Schéma procesu technologie mikroc¢ipt [37]. Upraveno.

Cipy jsou navrzeny tak, aby identifikovaly a kvantifikovaly mnozstvi specifickych

mRNA molekul v biologickych vzorcich, poskytuji tak informace o trovni genové

26



exprese v danych bunkéach nebo tkanich pii specifickych podminkach. Ziskana data
se vyuzivaji pro vyzkum onemocnéni, reakce na léciva nebo rizné environmentalni
stresory.

Analyza, znazornéna na obrazku 3.1, zacina pripravou vzorku, kde jsou cilové
DNA nebo RNA molekuly oznaceny fluorescenénimi znackami. Toto oznaceni umoz-
nuje naslednou vizudlni detekci téchto molekul na ¢ipu. Vzorky jsou poté privedeny
na ¢ip, kde dochazi k hybridizaci, tj. specifickému parovani komplementarnich nuk-
leotidovych sekvenci mezi sondou na ¢ipu a cilovou molekulou v vzorku. Efektivita
hybridizace se métri na zdkladé intenzity fluorescencniho signalu, ktery je primo
umeérny mnozstvi hybridizované nukleové kyseliny.

Po hybridizaci je ¢ip skenovan specidlnim skenerem, ktery detekuje a kvantifikuje
fluorescencni signaly z jednotlivych policek ¢ipu. Intenzita téchto signalt je nasledné
analyzovana pomoci bioinformatickych nastroji, které umoznuji srovnani genové
exprese mezi ruznymi vzorky, identifikaci genetickych variant nebo zmén v genomu.

Tato intenzita primo koreluje s mnozstvim provedené hybridizace.

3.2 RT-qPCR

Real-Time Quantitative Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction (RT-
qPCR) [38] jednou z nejcitlivéjsich a nejpresnéjsich metod pro kvantifikaci genové
exprese. Metoda kombinuje principy reverzni transkripce (RT), ktera prevadi RNA
na cDNA, s kvantitativni PCR (qPCR), ktera amplifikuje a detekuje cilovou DNA

v redlném case.
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Obr. 3.2: Schéma procesu technologie RT-qPCR [39]. Upraveno.

Prvnim krokem procesu znazornéného na obrazku 3.2 v RT-qPCR je reverzni
transkripce, kde se mRNA z biologickych vzorki prevadi na cDNA pomoci enzymu
reverzni transkriptazy, nebot DNA polymerazy pouzité v nasledujici fazi PCR mo-
hou amplifikovat pouze DNA. Po syntéze cDNA se pridavaji specifické primery, které

umoznuji zaméreni na konkrétni geny nebo sekvence genetického materialu.
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Amplifikace cDNA se provadi pomoci PCR, kde se cyklicky opakuje denaturace,
navazani specifickych primeri a elongace. Béhem téchto cyklt se pouzivaji fluo-
rescenc¢ni sondy nebo interkalujici barviva, ktera se vazou na dvojvlaknovou DNA
nebo jsou inkorporovany do DNA béhem elongace. Fluorescencni signal se méri po
kazdém cyklu, coz umoznuje sledovat exponencialni narust mnozstvi DNA v realném
case.

Fluorescenc¢ni signaly jsou zaznamenavany a vyhodnocovany pomoci softwaru
generujictho amplifikacni krivky. Tyto kiivky zobrazuji intenzitu fluorescenéniho
signalu v zavislosti na poc¢tu cykla a poskytuji dilezité informace o mnozstvi cilové
DNA v vzorku. Z kiivek lze ziskat hodnoty CT (Cycle Threshold), coz je pocet cykli
potiebnych k dosazeni uréitého prahu fluorescen¢niho signalu. Nizsi CT hodnota
obvykle indikuje vyssi pocatecni mnozstvi cilového RNA v vzorku, coz naznacuje

silnéjsi expresi daného genu.

3.3 RNA-Seq

RNA-Seq [40] , neboli RNA sekvenovani, je metoda sekvenace nové generace (NGS),
ktera umoznuje komplexni analyzu transkriptu bunék a vyznamneé prispiva k nasemu
porozumeéni biologickych a patologickych procest. Metoda RNA-Seq nabizi detailni
pohled na cely transkriptom — soubor vsech RNA molekul — coz zahrnuje mRNA,
sRNA (small RNA), ncRNA (non-coding RNA) a dalsi. Diky vysoké citlivosti této
technologie 1ze nejen kvantifikovat mnozstvi a typy RNA v biologickém vzorku, ale
i studovat post-transkripéni modifikace, alternativni sestiih RNA a interakce RNA

s proteiny. Pribéh procesu RNA-Seq jsou zndzornény na obrazku 3.3.

1 > 2 > 3 > 4
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gttacctacggctaa
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Obr. 3.3: Kroky metody RNA-Seq. 1 - Izolace a priprava vzorku. 2 - Piiprava

knihovny (fragmentace a ligace adaptéru). 3 - Vznikla ¢teni. 4 - Mapovani ¢tend.
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Prvnim krokem v procesu RNA-Seq je izolace RNA z biologického materidlu, coz
zahrnuje pouziti chemickych latek, membranovych filtrii nebo magnetickych castic
pro oddéleni a ¢isténi RNA. Jak jiz bylo zminéno v tivodu, metody méreni exprese
gentl spoc¢ivaji v syntéze cDNA - tato izolovand RNA je proto nasledné prevedena
na stabilnéjsi formu cDNA prostrednictvim procesu zvaného reverzni transkripce.
Tento krok je velmi podstatny, protoze vétsina sekvenacnich platforem je primarné
navrzena pro praci s DNA.

Soucasti transkripce je mapovani mist iniciovani transkripce s rozliSenim na nuk-
leotidové tirovni. Mapovani je nezbytné pro uplné definovani produkti RNA a iden-
tifikaci prilehlych promotorovych oblasti, které reguluji expresi kazdého transkriptu.
Jednim z prvnich zpusobt mapovani byla metoda cAGe (,,cap analysis of gene ex-
pression®), puvodné navrzend pro Sangerovo sekvenovani, zahrnujici sekvenovani
klonovanych ¢cDNA odvozenych od RNA s neporusenymi 5° konci [41]. Tato me-
toda vsSak vyzadovala vysoké mmnozstvi vstupni RNA a generovala pouze kratka
¢teni o délce okolo 20 nukleotidu. Metoda cAGe byla proto pozdéji adaptovana pro
platformy sekvenatorti druhé generace. Nové je tak mozné mapovat i malé mnoz-
stvi vstupni RNA, priradit inicia¢ni mista ke konkrétnim transkripttim, navic byly
odstranény obtize se zarovnavanim jednotlivych kratkych opakujicich se ¢teni. Ob-
tize provazejici vyse zminéné metody mapovani zahrnuji jejich zavislost na syntéze
cDNA, na krocich hybridizace, jejichz efektivita zavisi na sekvenci a struktuie RNA,
a naroc¢nost analyzy kratkodobych transkripti, jako je napiiklad mikroRNA — hojné
transkribovana molekula RNA vzacna pro rychlou degradaci.

Na jeden nebo oba konce fragmentti transkribované cDNA jsou nasledné pridany
adaptéry [42]. Adaptéry oznacuji puvod sekvenci a slouzi jako prevence vzniku PCR
duplikatt. Na rozdil od sekvenovani celého genomu, kde se predpokladd, ze dupli-
kovana c¢teni jsou zpusobena technickymi zkreslenimi a jsou proto odstranéna, jsou
takova ¢teni u RNA-Seq povazovana za indikaci skute¢ného biologického signalu a
zustavaji zachovana. Pridani adaptéri k molekulam c¢DNA pred amplifikaci tedy
umoznuje identifikaci a pocitacové odstranéni PCR duplikatii, pricemz se zacho-
vavaji skutecné biologické duplicity. Aby byla dvojice sekvenci identifikovana jako
technicky duplikat, musi obsahovat identicky adaptér a byt mapovana na stejné
misto v transkriptomu.

Pokud koncentrace cDNA vzorku po inicializaci knihovny a pridani adaptért
neni dostatecna pro efektivni sekvenaci, je nezbytné provést amplifikaci cDNA [43].
Tento proces vede k zajisténi dostatecného mnozstvi materialu potiebného k detailni
a presné analyze sekvenace. Amplifikace se obvykle provadi pomoci polymerazové
fetézové reakce (PCR). V rdamci amplifikace PCR se vyuzivaji specifické primery,
které se vazou na adaptérové sekvence pripojené na koncich cDNA fragmentu. Tyto

primery slouzi jako startovaci body pro syntézu novych DNA fetézci, ¢imz se zvysi
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celkovy pocet kopii kazdého fragmentu cDNA v knihovné. Existuje nékolik vari-
ant PCR metod, které mohou byt vyuzity v zavislosti na pozadavcich experimentu,
véetné kvantitativni PCR (qPCR) pro kvantifikaci a verifikaci drovné amplifikace,
nebo specidlnich technik, jako je multiplex PCR, ktera umoznuje amplifikaci vice
cilu soucasné. Po dokonceni amplifikace je nutné knihovnu cDNA vydistit od neza-
doucich produkti, jako jsou neamplifikované primery, nepouzité nukleotidy a kratké
fragmenty DNA, které mohou znehodnotit sekvenacni data. Cisténi se obvykle pro-
vadi pomoci kolon s gelovou filtraci nebo magnetickych kulicek vazajicich DNA, coz
umoznuje oddélit pozadované fragmenty cDNA od ostatnich slozek smési.

Nakonec je provedena kontrola kvality amplifikované cDNA knihovny, obvykle
s vyuzitim metod jako jsou agardzova gelova elektroforéza, kterd oveéri velikostni
distribuci fragmentii, nebo pokrocilejsi techniky jako kapilarni elektroforéza. Kont-
rola kvality slouzi k potvrzeni, Ze knihovna obsahuje fragmenty vhodné velikosti a
koncentrace, a ze je pripravena pro vysokoproduktivni sekvenacni analyzu.

Pro pozdéjsi navaznost je tfeba zminit i strand-specific RNA-Seq [44]. Jedna se o
pokrocilou metodu sekvenovani, ktera odhaluje, ze kterého vlakna DNA jsou RNA
molekuly transkribovany, coz poskytuje presné informace o sméru transkripce. Tato
technika zahrnuje specialni protokoly pripravy knihoven, jako je pouziti RNA adap-
tértt nebo specifickych enzymi, umoznuje vyzkumniktim rozlisit mezi doptednymi a
reverznimi transkripty a lépe mapovat transkripéni aktivity genomu.

Priprava knihovny pro sekvenaci RNA-Seq se podstatné lisi v zavislosti na plat-
formeé sekvenace a pozadavcich na délku ¢teni, coz ovliviiuje typ a rozsah ziskanych
dat [45]. Platformy jako Illumina a IonTorrent jsou preferovany pro sekvenaci krat-
kych ¢teni, zatimco Pacific Biosciences (PacBio) a Oxford Nanopore Technologies
se specializuji na dlouhd ¢teni.

Technologie jako [lumina a IonTorrent [46]vyzaduji piipravu knihovny s frag-
menty DNA typicky mensimi nez 200 bp. Tyto platformy vyuzivaji adaptéroveé zpro-
stredkovanou amplifikaci DNA, kde jsou kratké adaptéry pripojeny na oba konce
cDNA fragmentu pred amplifikaci. Priprava knihovny pro kratka ¢teni umozinuje
detailni analyzu exprese genti, kvantifikaci transkriptti a studium kratkych regu-
lacnich RNA (sRNA), vyuziva se také pro strukturdlni analyzu RNA a zkoumani
interakci mezi RNA a proteiny.

Technologie jako PacBio a Oxford Nanopore [46] umoziiuji sekvenaci dlouhych
¢teni. Platformy tak poskytuji moznost analyzy celych transkript, idealni pro stu-
dium struktury a funkce nekédujicich RNA, jako jsou IncRNA ('long non-coding
RNA") [47], které mohou hrat roli v regulacnich sitich a jsou ¢asto spojeny s kom-
plexnimi onemocnénimi. Dlouhé ¢teni jsou také uziteénd pro analyzu de novo tran-
skriptomu, identifikaci fiznich transkript a mapovani alternativnich mist sesttihu,

které mohou byt prehlédnuty u kratsich cteni.
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Metoda RNA-Seq s vyuzitim ruznych platforem je znazornéna na nasledujici

strané na obrazku 3.4.
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Obr. 3.4: Schéma metody RNA-Seq pomoci platformy Illumina, PacBio a Oxford
Nanopore [43]. Upraveno.
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4 \Vybrané nastroje pro simulaci sekvenac-
nich dat

Néastroje pro simulaci sekvenacnich dat slouzi k vytvareni umélych datasetti, které
simuluji procesy objevujici se pri skutec¢ném sekvenovani RNA. Pomoci téchto simu-
laci 1ze hodnotit vykonnost riznych metod analyzy dat RNA-Seq, napriklad porov-
nanim riiznych algoritmii na detekci genti nebo jejich exprese. Déle 1ze data simulaci
pouzit k vyvoji a testovani novych algoritmu pred jejich pouzitim na skutecna ex-
perimentéalni data a k seznameni se s procesem analyzy dat RNA-Seq bez nutnosti
skutec¢nych experimenti. Nize jsou priblizeny vybrané nastroje pro simulaci RNA-
Seq dat.

4.1 Polyester

Polyester [48] je bali¢ek pro R (programovaci jazyk pro statistické vypocty a grafiku)
urceny k simulaci sekvenci ¢teni RNA-Seq. Na zakladé vstupnich soubort simuluje
kroky RNA-Seq, tedy reverzni transkripci, fragmentaci a nasledné sekvenovani. Jeho
hlavni vyhodou je, Ze uzivatelé mohou simulovat sekvence ¢teni diferencialni exprese
gentl — analyzu rozdili v ¢etnosti vyskytu genovych transkripti v transkriptomu.
Cilem diferencialni exprese je urcit, které geny jsou odlisné exprimovany. Klicovym
prvkem Polyesteru je kromé simulace diferencidlni exprese také moznost nastaveni
sily jejiho signalu. To je umoznéno plnou kontrolou uzivatele nad poctem cteni,
ktera jsou generovana z kazdého vstupniho transkriptu. Polyester obsahuje vestavény
model pro diferencidlni expresi zalozeny na negativni binomické distribuci. Polyester
dale také umoznuje generovani surovych ¢teni RNA-Seq, je transparentni a volné
dostupny.

Vstupni data pro Polyester predstavuji anotované transkripty. Tyto anotace jsou
bud ve formatu FASTA, nebo doplnéné formatem GTF. FASTA je format souboru
pouzivany pro reprezentaci sekvenci nukleovych kyselin nebo proteinii. Zac¢ina hlavic-
kou uvozenou znakem ,,>*, za kterym nasleduje identifikator SeqlD dané sekvence.
Identifikator musi byt jedinecny pro kazdou sekvenci a nesmi obsahovat mezery.
Dale obsahuje samotnou nukleotidovou nebo aminokyselinovou sekvenci. GTF, ne-
boli ,,gene transfer format®, je 9 sloupcovy textovy soubor obsahujici zakladni cha-
rakteristiky sekvence nukleotidii. Mezi charakteristiky patii napriklad nazev sek-
vence, zdroj, ze kterého pochazeji anotac¢ni data, kategorie ,feature“ popisujici typ
prvku, pocateéni pozice, kone¢nd pozice nebo ¢teci ramec.

Simulace zac¢ina fragmentaci simulovanou tak, aby byla kompatibilni s postupem

metody Illumina, délky fragmentii jsou odvozeny z normalni distribuce. Poté jsou
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fragmenty sekvenovany, pricemz si uzivatel mlize vybrat z riznych model chyb
sekvenovani. Vystupem Polyesteru jsou soubory FASTA obsahujici simulovana ¢teni

a dalsi informace vyuzitelné pro pozdéjsi analyzu.
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Obr. 4.1: RozloZeni délky fragmenti programu Polyester. Cervend kiivka zobrazuje
distribuci délky fragmentii pro vybrana sekvenac¢ni Cteni ze souboru dat RNA-seq
od GEUVADIS; modré kfivka ukazuje normalni rozdéleni. [48] Upraveno.

4.2 Flux Simulator

Flux Simulator [49] je dalsim z nastroju zaméfujicich se na modelovani RNA-Seq
dat. Sekvenéni ¢teni jsou vytvatena z referenéniho genomu podle anotovanych tran-
skriptti, vstupni data Flux Simulator prijima v jiz vyse zminénych formatech FASTA
a GTF. Simulaci Ize zvolit dle riznych protokolti, jako je Illumina, Roche 454, Ion
Torrent nebo PacBio. Jazykem implementace je JavaScript.

Simulace probiha v modulech s nastavitelnymi parametry zalozenymi na realnych
experimentech, coz umoznuje vérnéjsi reprodukci experimentalnich dat. Flexibilita
spojovani jednotlivych moduld navic umoznuje simulace libovolnych protokolt. Prv-
nim krokem je priprava knihovny, ktera zac¢ind reverzni transkripci RNA do ¢cDNA.
Néasledné dochazi k fragmentaci transkripti, jelikoz soucasné platformy produkuji
spise kratka cteni. Déle jsou pripojeny adaptéry a je provedena amplifikace pomoci
PCR. Nakonec je provedena samotna sekvenace. Sekvencni ¢teni prochazi modifika-

cemi podle technickych omezeni odpovidajici platformy.
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Flux Simulator umoznuje simulace riznych procest fragmentace. Uzivatel tak
muze vyuzit enzymatickou fragmentaci, nebulizaci (mechanické stépeni) nebo hyd-
rolyzu. Reverzni transkripci Flux modeluje oddélené pro syntézu prvniho a druhého
fetézce. Pocateéni bod zavisi na umisténi primeru a volitelné na matici vah pozic. Co
se tycCe velikosti fragmentti pozorovanych po elektroforéze, pracuje Flux Simulator
s normalnim nebo empirickym rozdélenim. Simulovana je i kinetika reakce procesu
ligace adaptéru, a to zohlednénim sekvenci preferovanych enzymi. Pro sekvenaci
lze specifikovat pocet a délku ¢teni, nicméné ¢teni nemuze byt vice nez fragmentt v
knihovné a zadné ¢teni nemize byt delsi nez fragment, ze kterého pochézi. Orientace
¢teni je striktné stanovena na smeér od 3° konce k 5° konci.

Vystupem Flux Simulatoru jsou soubory formatu FASTA. Rozdéleni celého pro-
cesu na jednotlivé kroky s nastavitelnymi parametry umoznuje uzivatelim zkoumat
a porozumeét riznym experimentalnim faktorim a zkreslenim, které ovliviuji vy-

sledky RNA-Seq experimentti.

4.3 RSS - RNASeqgReadSimulator

Pro simulaci RNA-Seq dat lze také vyuzit nastroj RSS [50]. RSS byl vytvoren v
jazyce Python — vSechny skripty lze ovladat prostiednictvim prikazové radky, coz
umoznuje uzivateltim volat a navrhovat dalsi funkce. Stejné jako predchozi nastroje
umoznuje generovat sekvence ¢teni RNA-Seq, ndhodné priradit irovné exprese tran-
skriptu a simulovat ndhodné chyby ¢teni. RSS prijima vstupni data ve formatu SAM
(Sequence Alignment/Map; format pro ukladani zarovnani ¢teni s referencnimi sek-
vencemi, podporuje kratka i dlouha c¢teni vytvorena riznymi sekvenacnimi plat-
formami), nebo BED (Browser Extensible Data; textovy soubor, kde kazdy radek

reprezentuje jednu anotacni oblast).

4.4 SimSeq

SimSeq [51] je néstroj zalozeny na postupech platformy Illumina, vstupem je ma-
tice vzorkovanych gent. SimSeq je specificky predevsim pro moznost chimérickych
¢teni - Cteni v sekvencich DNA nebo RNA, ktera vznikla z fize dvou nebo vice
puvodnich fragmentti. Tato fize mize nastat béhem procesu pripravy vzorku, am-
plifikace nebo sekvenovani, a vysledkem jsou cteni, ktera obsahuji informace z vice
nez jednoho mista v genomu nebo transkriptomu. Chiméricka ¢teni mohou byt pro-
blematicka pri analyze genomickych nebo transkripénich dat, zejména pokud jsou

interpretovana nespravné, coz muze vést k chybnym zavértim o genomové struktuie
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nebo exprese genti. Dale SimSeq umoziuje uzivateli simulovat data nejen s predpo-
kladem negativniho binomického rozdéleni, ale pracuje také s vlastnim neparamet-
rickym algoritmem. Pouziti neparametrického algoritmu SimSeq by mélo poskytovat

presnéjsi obraz o uc¢innosti dané metody pro detekci diferencialni exprese.

4.5 BEERS2

Primarnim vstupem pro BEERS2 [52] jsou sady molekul, které jsou vystupem pro-
gramu CAMPAREE; prijme vsak i jakoukoli spravné naformatovanou sadu molekul
RNA. Vstupni molekuly transformuje na RNA-Seq ¢teni simulaci jednoho z nékolika
ruznych protokolil pripravy knihovny, které jsou nasledné podrobeny sekvenovani.
Tento proces zahrnuje depleci ribozomt, fragmentaci, rizné kroky PCR, znaceni
a nasledné syntézu cteni, coz zahrnuje hybridizaci pratokovych bunék, amplifikaci
miustkld a vyhodnoceni bazi.

Chyby a dalsi charakteristiky sekvenovani vznikaji v rtznych fazich pripravy
knihovny. Diky modularité systému lze vytvaret nové protokoly pripravy knihovny
nebo implementovat zmény v existujicich protokolech. Tato modularni povaha umoz-
nuje oddélit jednotlivé aspekty pripravy knihovny a sekvenovani a posoudit vliv
téchto kroku na kvantifikaci. Jednim z omezeni modelu BEERS2 je, Ze hodnoty jsou
nastaveny podle toho, jak se chovaji jednotlivé kroky. Skutecna data jsou vSak vzdy
vysledkem mnoha kroki provedenych spolec¢né. Proto hodnoty konfigurace neodpo-

vidaji prfimo naméfenym hodnotam.

4.6 ART: Adaptive Read-pair Technology for Sequen-

cing Simulation

ART [53] je néastroj pro simulaci kratkych ¢teni, ktery napodobuje chybovost a va-
riacni rysy ruznych sekvenacnich technologii, jako jsou Illumina, Roche 454, Helicos
a dalsi. Simuluje jak jednotliva, tak parova ¢teni. ART efektivné modeluje specifické
chyby kazdé platformy, véetné chyb ve ¢teni, vkladani a vypousténi nukleotidi. ART
poskytuje flexibilitu v nastaveni rtiznych parametrii simulace, véetné hloubky po-
kryti, délky ¢teni a frekvence chyb, coz umoznuje simulaci Siroké skaly sekvenacnich

scénait a podminek.
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4.7 plIRS: Profile-based Illumina pair-end Reads Si-

mulator

Simulator pIRS [54] je zaméfeny na napodobovani specifickych charakteristik sek-
venovani pomoci technologie Illumina. Tento nastroj je specidlné navrzen pro ge-
nerovani parovych c¢teni, které jsou kritické pro aplikace, jako je sestavovani celych
genomtl, kde presné spojeni koncii fragmentti muze zasadné ovlivnit kvalitu a pres-
nost sestaveného genomu. pIRS simuluje kompletni proces sekvenace véetné tvorby
PCR chimer, coz jsou chyby, které vznikaji béhem amplifikace vzorku PCR a mo-
hou zptsobovat problémy pfi bioinformatické analyze. Simulator umoznuje detailni
nastaveni parametri, jako jsou specifické chybové profily pro rizné cteci délky a
sekvenacni chemie, coz uzivateliim umoznuje prizptsobit simulace svym konkrétnim

potfebam.
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5 BacSeger

Teoreticka cast prace poskytuje kromé jiného popis bakteridlniho genomu a pre-
hled nékolika pouzivanych nastroju pro simulaci RNA-Seq dat. Tyto nastroje jsou
vsak zaméreny predevsim na eukaryoticky transkriptom. Hlavnim cilem této prace
je implementace vlastniho simulatoru RNA-Seq Cteni se zamérenim na prokaryo-
ticky transkriptom. Proto byl vyvinut BacSeqer, nastroj pro RNA-Seq navrzeny
specialné pro bakteridlni transkriptomy s cilem produkovat data, ktera se podo-
baji datum ziskanym ve skutecnych experimentech. Umoznuje zohlednit specifika
bakteridlniho genomu, zejména existenci exoni a jejich usporadani v operonech,
které se u eukaryot bézné nevyskytuji. BacSeqer je volné k dispozici na adrese

https://github.com/adelafi/BacSeqer.git a také v priloze prace.

5.1 Implementace

Hlavni myslenkou BacSeqeru je vytvoreni programu pro simulaci RNA-Seq experi-
mentt; simuldtory RNA-Seq jsou uzitecné pro testovani a ovérovani bioinformatic-
kych nastroju, nabizeji zptsob, jak porovnat rtizné vypocetni algoritmy, a umoznuji
zkoumat rtzné sekvenacni protokoly, nastaveni parametrii a velikosti vzorki, aby se
zajistilo co nejefektivnéjsi vyuziti zdroju.

BacSeqger obsahuje rizné funkce pro préaci s anotovanymi sekvencemi, na zakladé
jejichz vystupt lze nasledné provadét simulaci. Samotnd simulace probiha s moznosti
nastaveni délky a poctu c¢teni, procentualniho obsahu GC, zohlednéni operonovych
oblasti, procentualni kontaminace rRNA a vybéru orientace vliken. Vysledkem si-
mulace je soubor s pozadovanym poctem vygenerovanych RNA-Seq Cteni. Nastroj

je implementovan v jazyce Python.

5.1.1 Vstupni data

Simulator BacSeqer ptijima jako vstup libovolné anotované sekvence (nejen) bak-
teridlniho genomu. Ty mohou byt poskytnuty jako sekvence ve formatu FASTA
predstavujici genom, doplnéné anotaci poskytnutou v souboru GTF (Gene Transfer
Format) nebo GFF (General Feature Format).

Formaty soubori GTF a GFF jsou pouzivany pro ukladani informaci o genech
a jinych genetickych sekvencich, jako jsou lokace genti, exony, introny a dalsi re-
gulacni oblasti na genomu. GTF soubory obsahuji devét poli oddélenych tabula-
tory, které zahrnuji informace jako chromozom, zdroj (software nebo metoda gene-
rujici anotaci), typ prvku (napriklad gen nebo exon), zacatek a konec lokace, skére,

strand, fazi a atributy. Atributy v GTF musi vzdy obsahovat polozky jako gene id
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a transcript_ id, které jednoznacné identifikuji kazdy transkript a gen. GFF format
je obecnéjsi a mé nékolik verzi, nejnovéjsi a nejpouzivanéjsi je verze GFF3. Stejné
jako GTF, GFF3 obsahuje devét poli oddélenych tabulatory, ale ma flexibilné;jsi for-
mat pro atributy, které jsou uvedeny jako pary klic=hodnota oddélené stredniky a

mohou zahrnovat rizné dodatecéné informace.

5.1.2 Funkce

Kromé funkei pro nac¢itani vstupnich souboru (extract sequences) a vytvareni vy-
stupnich souboru (write_output) obsahuje simuldtor nékolik funkci pro zpracovani
podkladi pro sekvenacni simulaci RNA-Seq dat. Je tak umoznéno prochazet proce-
sem krok za krokem s moznosti nastaveni nékterych parametri. Jednotlivé funkce
jsou nize blize popsany, prehled funkci véetné navodu k volani je dostupny také v

dokumentaci v priloze prace.

Vyhledani operonovych oblasti

Funkce extract_operons je urcena k analyze souboru GTF nebo GFF a néasledné
extrakci informaci o operonech. Pti zpracovani souboru funkce prochézi kazdy radek,
ignoruje hlavicky a prazdné fadky. Radky jsou rozdéleny na ¢asti a pokud Fadek
obsahuje méné nez devét segmenti, je preskocen. Podstatné informace jsou v osmém
sloupci, funkce zde hleda zminky o operonech pomoci regularnich vyrazt v zavislosti
na forméatu souboru.

Identifikované operony jsou zaznamenany do slovniku spolu s jejich lokacemi.
Pokud operon jiz ve slovniku existuje, jeho nova lokace je pridana do seznamu lokaci.

Vysledny slovnik poskytuje prehled o vSech operonech a jejich pozicich.

Vyhledani kédujicich oblasti

Funkce extract cds slouzi k vyhledani kédujicich oblasti v souboru GTF nebo GFF.
Identifikatory a odpovidajici pozice kdédujicich oblasti jsou ulozeny do slovniku, kde
kazdy identifikator slouzi jako kli¢ a pridruzené pozice jako hodnoty. Jeji vystup
figuruje jako vstup hlavni simulac¢ni funkce v pripadé, ze je pozadovano simulovat
¢teni bez kontaminaci, ¢ili sestavit vstupni knihovnu pouze z mRNA.

Funkce umoznuje také rozsireni extrahovanych kodujicich oblasti o dodatecné
nukleotidy na obou koncich, ¢imz je umoznéno zahrnuti 5’ a 3’ neprekladanych
oblasti (UTR - untranslated region) [55]. 5" UTR ovliviiuje translaci RNA prekladem
tim, Ze se podili na urceni efektivity navazani ribozomu a nasledné iniciace prekladu.
Tato oblast mtze obsahovat regulacni sekvence, které moduluji stabilitu a lokalizaci

mRNA v bunice, coz ma primy dopad na mnozstvi produkovaného proteinu. 3> UTR

38



obsahuje signaly pro ukonceni prekladu a sekvence zapojené do polyadenylace, které
jsou nezbytné pro spravnou maturaci a export mRNA z jadra. Navic, 3> UTR jsou
¢asto mista vazani pro regulacni RNA molekuly, jako jsou mikroRNA, které mohou
potlacit exprese cilového genu tim, zZe blokuji translaci nebo urychluji degradaci
mRNA.

Vypocet a uprava procentualniho zastoupeni GC

Funkce calculate__gc content vypocita procentualni obsah GC v aktualné zpracova-
vané sekvenci. Funkce pouziva metodu count na fetézci pro zjisténi poctu vyskyti
‘G’ a 'C’. Tyto hodnoty jsou secCteny, aby byl ziskan celkovy pocet guanini a cyto-
sint v sekvenci. Pro urceni obsahu GC je tifeba vypocitat podil sumy G a C vici
celkové délce sekvence. Tento podil je nasledné vynasoben 100, tedy preveden na
procentudlni hodnotu. Vysledek je vyjadren jako desetinné ¢islo (float).

Pokud vypocitany obsah neodpovida pozadované hodnoté, je pomoci funkce ad-
just_gc__content upraven tak, aby se zachovala puvodni délka sekvence. Zacatek
procesu spociva ve spocitani rozdilu mezi aktualnim obsahem GC a cilovym ob-
sahem GC. Na zakladé tohoto rozdilu urcuje, kolik bazi A nebo T (adenin nebo
thymin) je potfeba nahradit guaninem nebo cytosinem.

Pokud je treba zvysit obsah GC (rozdil je kladny), funkce najde vsechny pozice
bazi A a T v sekvenci a ndhodné vybere dostatecny pocet z nich pro nahrazeni.
Naopak, pokud je potieba snizit obsah GC (rozdil je zaporny), funkce postupuje
obdobné s pozicemi obsazenymi bazemi G a C, které ndhodné nahradi bazemi A nebo
T. V pripadé, ze aktualni obsah GC jiz odpovida pozadovanému, nejsou provadény
zéddné zmény.

Vysledkem funkce je upravena sekvence, ve které byl obsah GC prizptisoben

pozadavkim uzivatele. Piiklad vystupu je uveden na obrazku 5.1.

ACGTAGCTGATGCTACGATGC
Obsah GC v pUvodni sekvencl: 0.5238095238095238

Obsah GC nové nastaven na 15%. Nova sekvence:
AAGTAAATGATGTTAAGATAT

Obr. 5.1: Priklad dpravy procentualniho obsahu GC v sekvenci.

Vyhledani oblasti ribozomalni RNA

Funkce extract_rrna slouzi k analyze souboru GTF nebo GFF za tcelem vyhledani

oblasti ribozomalni RNA. Kazdy zpracovany radek se rozdéli na devét ¢asti, které
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odpovidaji standardni struktufe poli v GFF/GTF souborech. Funkce se zaméiuje
na radky, kde feature type je rRNA, coz znaci, ze fadek obsahuje informace o ribo-
somélni RNA. Z atributi fadku funkce déale extrahuje identifikator genu (gene_id).
Pokud je gene id tspésné extrahovan, funkce pouzije tento identifikator spolecné
s indexem, ktery oznacuje, o kolikaty vyskyt tohoto genu se jedna. Tento index je
ukladan a aktualizovan v pomocném slovniku. Kazdy unikatni identifikator genu se
spolecné s jeho indexem stava klicem v hlavnim slovniku, a jeho hodnotou je dalsi
slovnik obsahujici pocatecni a koncové pozice rRNA. Vystup funkce opét slouzi jako
vstupni parametr pro hlavni simulac¢ni funkci v pripadé, Ze je pozadovana kontami-
nace rRNA ve vstupni knihovné.

Vypocet procentualniho zastoupeni rRNA ve vstupnich datech

Cilem funkce calculate_rrna__percentage je spocitat, jaky procentualni podil z cel-
kové délky sekvenci ve vstupnim FASTA souboru predstavuji sekvence rRNA, iden-
tifikované pomoci anotaci v GTF nebo GFF souboru - vyuziva se vystup funkce
extract_rrna. Vypocet procenta TRNA se provadi jako podil celkové délky rRNA
sekvenci a celkové délky vSech sekvenci ziskanych z FASTA souboru, prevedeny na

procenta.

Zjisténi orientace vlaken

Funkce parse_for _strand zpracovava vstupni soubory a vytvori slovnik obsahujici
nazvy genu nebo ID a jim odpovidajici informace o sméru, ve kterém jsou geny
transkribovany, tedy zda na dopfedném (’+’) nebo reverznim (’-’) vlaknu DNA.

K zajisténi potfebnych informaci je prochdazen GTF nebo GFF soubor. Pro kazdy
platny radek, ktery obsahuje dostatecné informace (minimélné 9 poli rozdélenych
tabuldtorem), funkce ziska informace o vlaknu z Sestého pole a identifikaci genu z
osmého pole. Extrakce nazvu genu z pole atributi je realizovana pomoci pomocné
funkce extract gene name, kterd respektuje rozdily mezi vstupnimi formaty. Vy-
sledny nazev genu je pouzit jako kli¢ ve vystupnim slovniku, kam je prifazen také

smeér vlakna. Ukazka slovniku je uvedena na obrazku 5.2.

{'cds-ABR32225.1': '+', 'gene-Cbei_00@36': '+', 'cds-ABR32226.1': '+',
‘gene-Cbei_0037': '-', 'cds-ABR32227.1': '-', 'gene-Cbei_©@038': '-',

>
‘cds-ABR32228.1': '-', 'id-ABR32228.1:1..28': '-', 'gene-Cbei_©039': '+',
‘cds-ABR32229.1": '+', 'gene-Cbei_0040': '+', 'cds-ABR32230.1': '+',
‘gene-Cbei_0041': '-', 'cds-ABR32231.1': '-', 'gene-Cbei_©042': '+',
‘cds-ABR32232.1': '+', 'gene-Cbei_@043': '+', ...}

Obr. 5.2: Priklad vystupniho slovniku funkce parse_for strand.
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Tato funkce je vyuzitelnd pri hlavni simulaci, zejména pii poskytovani informaci
o orientaci vlaken pro kazdou sekvenci. Pti simulaci ¢teni se bere informace o vlaknu

v uvahu, zejména pii simulaci strand-specific ¢teni.

Simulace RNA-Seq cteni

Nejvyznamnéjsi funkei programu je funkce simulate reads, kterd je urcéena k simu-
laci ¢teni ze vstupnich sekvenci. Funkce iteruje nad ndhodné zvolenou sekvenci ze
vstupni knihovny a generuje zadany pocet ¢teni. Prijima nékolik vstupnich para-
metri; zakladnimi parametry jsou jiz zpracovana vstupni data, neboli knihovna,
pozadovany pocet a délka simulovanych ¢teni. Dalsi parametry jsou volitelné.

Po zahajeni simulace funkce nejprve nacte sekvence z poskytnutého slovniku sek-
venci, kde kli¢e jsou identifikatory sekvenci a hodnoty jsou samotné sekvence. Na
zdkladé dodanych informaci o lokacich kodujicich oblasti, operonii a rRNA funkce
upravuje a doplnuje vstupni knihovnu. Napriklad, pokud jsou specifikovany kodujici
oblasti, knihovna se upravi tak, aby obsahovala pouze tyto kddujici oblasti. Stejné
tak, pokud je pozadovano urcité procento rRNA, funkce zabezpeci, Ze jej knihovna
bude obsahovat. K simulaci ¢teni RNA sekvenci zalozenych na operonech je vyuzita
pomocna funkce create_long mrna, kterd umoznuje rekonstrukei molekul polycis-
tronni RNA. Funkce prochazi kazdy operon a vyhleda pro néj odpovidajici sekvenci
DNA pomoci identifikatoru genu. Nalezené DNA sekvence se postupné pridavaji do
jedné dlouhé sekvence.

Proces generovani c¢teni zac¢ina nahodnym vybérem sekvence a urcenim startov-
niho bodu pro ¢teni. Toto Cteni je pak vystrizeno z celkové sekvence s ohledem na
pozadovanou délku. Pokud obsah GC neni explicitné uveden, neméni se. Pii uvedeni
pozadovaného obsahu GC funkce adjust _gc content iterované ¢teni upravuje vyse
zminénym postupem.

Pokud je zadana specifickd orientace vlakna, funkce kontroluje, zda aktualni ¢teni
této orientaci odpovida. Pokud ne, prepisuje ¢teni na jeho reverzni komplement.

Vystupem funkce je seznam c¢teni, kde kazdé ¢teni je reprezentovano jako dvojice
obsahujici identifikator sekvence a samotné cteni.

Hlavicka funkce se vSemi vstupnimi parametry je uvedena na obrazku 5.3.

simulate_reads(seqs, read_length, num_reads, gc_content, cds_locations,
operon_locations, rrna_locations, rrna_percentage, strand_ori, strand_info)

Obr. 5.3: Ukéazka vstupnich parametrii funkce simulate_reads.
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Vytvoreni vystupniho souboru

Funkce write__output pro zapis vystupu zaznamenava simulovana ¢teni do souboru
ve formatu FASTA nebo FASTQ. Pro format FASTQ umoziiuje nastavit maximéalni
a minimalni skére kvality a v pripadé potreby je vygenerovat pomoci funkce ge-
nerate__quality scores; tato funkce respektuje sestupnou posloupnost skore kvality
Phred reprezentovaného znaky ASCII. Pokud nejsou maximélni a minimalni hod-
noty zadany, pouzije se vychozi hodnota ASCII zaloZena na skérech kvality typic-
kych pro platformu Illumina. Pomocnou funkei pro generovani skére kvality je funkce
phred__to__ascii, ktera prevadi skére kvality Phred na odpovidajici znak ASCII. Graf

zobrazujici klesajici kvalitu ¢teni v rozsahu od 32 do 28 je uveden na obrazku 5.4.
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Obr. 5.4: Graf zobrazujici klesajici kvalitu ¢teni v simulovaném datasetu.
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5.1.3 Blokové schéma BacSeqeru

Prehled funkci zminénych v predchozi kapitole je zndzornén pomoci blokového schéma

na obrazku 5.5

‘ FASTA soubor ‘

!

calculate_gc_content

A J—) extract_sequences extract
I rons
—— GTFIGFF — —OPETONS £—
¥
calculate_rrna_percentage extract_rma €
PR - o
adjust_gc_content € * Simulate_reads —| GTFIGFF
extract cds <

parse_for_strand €—

write_output l

generate_quality_scores

v

FASTA soubor FASTQ soubor

Obr. 5.5: Blokové schéma BacSeqeru.
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5.2 Vysledky

Tato kapitola se zaméruje na prezentaci vysledkii BacSeqeru, véetné srovnani s re-
alnymi daty. Jsou zminény rizné moznosti nastaveni parametri a jejich vliv na
vystupy.

K vyhodnoceni simulovanych dat a jejich porovnani s vysledky skutecnych expe-
rimentt byly pouzity nastroje FastQC a MultiQC. FastQC [56] je bioinformaticky
nastroj pro kontrolu kvality surovych sekvenacnich dat, generuje zpravy o metrikach,
jako je kvalita sekvenci a duplikace, a pomaha tak rychle identifikovat nejasnosti v
projektech vysokokapacitniho sekvenovani. MultiQC [57] sdruzuje data z ruznych
bioinformatickych nastroji do jediné zpravy, ¢imz poskytuje komplexni prehled o

vice analyzach v pristupném formatu.

5.2.1 Vyuzita data

Soubor dat z experimentalni analyzy RNA-Seq, dale zminovano jako "realna data'nebo
"experimentalni data", ktery zkoumal transkripéni odpovédi bakterie Clostridium
beijerinckic kmene NRRL B-598 na butanolovy sok, byl ziskdan z databidze NCBI
Sequence Read Archive pod piistupovym ¢islem SRP033480 [58]. Jako vstupni data
pro simulaci pomoci vlastniho nastroje byla pouzita nejnovéjsi verze genomu Clostri-
dium beijerinckiic NRRL B-598 dostupna z databaze NCBI GenBank pod pristupo-
vym ¢islem CP011966.3.

Bakterie Clostridium beijerinckii

Clostridium beijerinckii je anaerobni bakterie néalezejici do rodu Clostridium, ktery
se vyznacuje schopnosti produkovat rtizné metabolity. Je znamé svymi vyraznymi
fermentacnimi schopnostmi, kdy preménuje organické latky na produkty, jako jsou
kyselina maselna, aceton, butanol a ethanol. Clostridium beijerincki i proto hraje

vyznamnou roli v prumyslovych aplikacich, zejména v oblasti biotechnologie [59].

5.2.2 Popis vystupii

V pritbéhu kapitoly bude pozornost vénovana analyze simulovanych dat, ktera jsou
generovana na zakladé stalého, vyse zminéného referenéniho genomu bakterie Clostri-
dium beijerincki. P¥i simulacich jsou ménény pouze parametry pro demonstraci zmén

ve vysledcich.
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Obsah GC

Jednim z nastavitelnych parametri simulace je procentualni obsah GC. Procentu-
alni obsah GC v DNA je pomér poctu bazi guaninu (G) a cytosinu (C) vzhledem k
celkovému poctu bazi v molekule. Vyjadiuje se jako procento a muze byt ovlivnén
riaznymi faktory. Klicovou roli hraji naptiklad genetické vlastnosti; rtizné druhy a
dokonce i rizné oblasti genomu maji rizny obsah GC. Bakteridlni genom tedy mtize
mit vyssi obsah GC nez genom eukaryotnich organismu. Navic v bakteridlnim ge-
nomu muze byt vyssi obsah GC v genech, které jsou aktivni za urcitych podminek,
jako je stres nebo vyssi teplota. Organismy vystavené extrémnim podminkam, jako
je vysoka teplota nebo extrémni pH, mohou vyvinout vyssi obsah GC, coz jim muze
poskytnout vyhodu pro preziti. Obsah GC miuze byt také dulezity pro urc¢ité funkce
DNA; jeho vyssi hodnoty muzou zvysit stabilitu sekundarni struktury DNA. [60]

Nastaveni %GC uzivatelem v simuldtoru prinasi kontrolu nad procesem simulace.
Tato funkce umoznuje uzivateli 1épe modelovat ruznorodost RNA sekvenci podle
specifickych podminek organismil nebo experimenti. Na nésledujicich strankach lze
vidét na obréazcich 5.6 a 5.8 vystup simulatoru s nastavenym procentem GC na hod-
notu 35, na obrazcich 5.7 a 5.9 na hodnotu 82. Zakladni parametry byly nastaveny
na délku ¢teni 75, pocet ¢teni 10 000, zbyvajici volitelné parametry nebyly vyuzity.

Histogramy obsahu GC (na obrazcich 5.6 a 5.7) zobrazuji rozdéleni procenta
guaninu a cytosinu ve vSech sekvencich ve vzorku. Neobvykle vysoky nebo nizky GC
obsah muize naznacovat kontaminaci vzorku DNA z jinych organismi s odlisnym GC
profilem.

Graf obsahu sekvence bazi (na obrazcich 5.8 a 5.9) ukazuji variabilitu zastou-
peni jednotlivych bazi na kazdé pozici ve vSech sekvencich. Idealné by procenta A,
T, G a C méla byt na kazdé pozici konstantni, coz by naznacovalo absenci biasu
pri sekvenovani (systematické zkresleni v sekvenacnich datech, které muze vést k
nerovnomérnému nebo nepresnému zastoupeni nékterych sekvenci nebo regiont ge-
nomu). Vyrazné odchylky v téchto grafech mohou indikovat technické problémy, jako
je degradace vzorku, problémy s sekvenovanim nebo pritomnost kontaminace. Také
se casto vyuzivaji k detekci adaptérovych sekvenci, které mohou byt pritomny na

koncich ¢tecich cykli a zptisobovat zvyseni specifickych béazi.
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Obr. 5.6: Histogram distribuce GC s obsahem 35%.
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Obr. 5.7: Histogram distribuce GC s obsahem 82%.
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Obr. 5.9: Graf obsahu sekvence béazi pro hodnotu GC 82%.
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Operony

Zohlednéni vyskytu operonii pri simulaci RNA-Seq dat pro bakterialni genom je
dtlezité pro modelovani skutecného chovani bakterialnich genti a pro pochopeni re-
gula¢nich mechanismti v bakteridlnich genomech. Jak jiz bylo zminéno v teoretické
¢asti prace, operony jsou skupiny gent, které jsou transkribovany jako jedina tran-
skrip¢ni jednotka. Zohlednéni operonti muze také pomoci pii analyze dat z RNA-Seq
experimentu. Ziskané vysledky mohou byt zkresleny, pokud neni bran v tivahu vztah
mezi geny v ramci operonu. Cili se tak na presnéjsi predikci genové exprese. Na ob-
razcich 5.10 a 5.11 lze vidét ¢teni generovana s hodnotami: délka c¢teni 75, pocet
¢teni 10 000, obsah GC 44%. Jedinym rozdilem je ten, Ze pti jedné ze simulaci byla
zohlednéna pritommnost operonii ve vstupnim genomu vyuzitim volitelného parame-
tru operon__locations. Lze si tak povsimnout drobného rozdilu v grafech, predevsim
v rozestupu jednotlivych dvojic kiivek — vyskyt operonu tedy neni netcastny a zpu-

sobuje odchylky ve vysledcich.
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Obr. 5.10: Graf obsahu sekvence bazi pro simulaci se zohlednénim operont.
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Obr. 5.11: Graf obsahu sekvence bazi pro simulaci bez zohlednéni operonti.

Duplikace

V datech RNA-Seq experimentu se casto vyskytuji duplikace. Byvaji zamérné za-
hrnuty z diavodu zajisténi spolehlivosti a presnosti vysledki, statistické analyzy a
odhadu variability mezi replikacemi, navic umoznuji minimalizovat nahodné chyby.
P1i vyuziti knihovny se zahrnutymi operony ve formé umeéle vytvorenych molekul
polycistronni RNA doslo ke vzniku duplikaci, a to v po¢tu 6 duplikovanych ¢teni vudci
9994 unikatnim. Pri vétsich datovych objemech tedy lze ocekavat vyssi zastoupeni

duplikaci respektujici redlné podoby vysledkti.

VIadknova orientace

Zvlastnim typem RNA-Seq experimentu jsou strand-specific experimenty, které umoz-
nuji urcit, ze kterého retézce DNA pochézi kazda transkripéni sekvence. To znamena,
ze experimenty dokazi rozlisit mezi transkripty produkovanymi z dopredného a re-
verzniho vldkna. Tento typ experimentu se provadi pridanim adaptéra specifickych
pro kazdy smér transkriptu, coz umoznuje zachovat informaci o sméru transkripce.
Strand-specific experimenty jsou uzitecné pro presnéjsi mapovani transkriptii a ana-
lyzu. Pomaéhaji odhalit diferencialni exprese gent a presnéji urcit pocatek tran-
skriptii a exony, mohou tak vést k pochopeni regulace genové exprese, identifikaci
novych gentt a ncRNA (non-coding RNA), jsou uzitecné i pro studium ptesné struk-
tury transkrip¢énich jednotek v genomu. Prti simulaci je proto umoznéno vytvorit si
vstupni knihovnu tvofenou pouze doprednymi, nebo reverznimi vlakny. Mezi grafy
na obrazcich 5.12 a 5.13 je jasné viditelny rozdil v "poradi'ktivek jednotlivych nuk-

leotidi, reprezentujici orientaci vlaken tvoricich vstupni knihovnu.
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Obr. 5.12: Graf obsahu sekvence bazi pro simulaci s doprednymi vlakny.
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Obr. 5.13: Graf obsahu sekvence bazi pro simulaci s reverznimi vldkny.
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Napodobeni realnych dat

Pro otestovani schopnosti simulatoru priblizit se svymi vystupy prinejmensim vizu-
alné redlnym dattim byla simulace provedena nejprve pouze s vyuzitim zakladnich
parametri simulace. Data byla simulovana ve vétsim objemu s vyuzitim Metacentra
[61], které poskytlo potiebné vypocetni zdroje a infrastrukturu umozinujici efektivné

zpracovat velké mnozstvi sekvenacnich dat. Pouzitymi parametry byla délka ¢teni

75 bp, pocet ¢teni 4 000 000, obsah GC 44%.

Meéreni

Hodnota pro exp. data

Hodnota pro sim. data

Nazev souboru
Kédovani

Celkovy pocet sekvenci

SRR1055.6741.fastq.gz
Sanger / Illumina 1.9
43414028

outputMC.fastq
Sanger / Illumina 1.9
4000000

Celkovy pocet bazi 3.2 Gbp 300 Mbp
Délka cteni 75 75
%NGC 44 44

Tab. 5.1: Tabulka se zakladnim prehledem pro experimentalni a simulovana data.

V tabulce 5.1 je uvedeno, ze experimentdlni data maji celkovy pocet bazi 3.2
Gbp (gigabéze), coz je typické pro hluboké sekvenovani, kde je potieba ziskat velké
mnozstvi dat pro detailni genetické analyzy. Simulovana data maji celkovy pocet
bazi 300 Mbp (megabaze). Toto mnozstvi je dostatecné pro testovani nebo validaci
experimentalnich metodik, nicméné by nebylo dostateéné rozsahlé pro komplexni
genetické studie. Oba datasety si zachovavaji stejné hodnoty pro délku ¢teni (75 bp)
a procento GC obsahu (44 %).

Jak bylo zminéno vyse - pti vétsich datovych objemech lze od simulovanych dat
ocekavat vyssi zastoupeni duplikaci. Vzniklo tak 53 367 duplikovanych ¢teni na 3 946
633 unikatnich. Doslo vSak k viceméné teoretické distribuci obsahu GC, chybéjici
kontaminace navic vedly k jakémusi ,vyhlazeni“ ktivek pro jednotlivé nukleotidy
oproti experimentalnim dattim - vyobrazeno v grafech na obrazcich 5.14, 5.15 a 5.16
na nasledujicich strandch. Z tohoto diivodu byly pro lepsi viditelnost rozdili vSsechny
demonstracni grafy v predchozich kapitolach generovany pro mensi pocet ¢teni, a to
10 000.
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Obr. 5.14: Graf obsahu sekvence bazi pro simulovana data generovana v poctu 4
milionti ¢tendi.
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Obr. 5.15: Graf obsahu sekvence bazi pro experimentalni data.
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Obr. 5.16: Histogram distribuce GC pro simulovana data generovana v poc¢tu 4 mi-
lionti ¢teni.
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Nastavenim volitelnych parametri simulace a pribéznou kontrolou vystupt je
vsak mozné se podobé realnych dat jesté vice priblizit. Na obrazku 5.17 je znazornén
graf, ktery ukazuje distribuce obsahu GC napri¢ experimentalnimi i simulovanymi
¢tenimi pri simulaci s odliSnymi hodnotami parametrii, nez tomu bylo ve vyse uve-
deném ptikladu - ptibylo zohlednéni kédujicich a operonovych oblasti. Modra kiivka
reprezentujici simulovana data ma vrchol distribuce ptiblizné ve stfedu, pramérny
GC obsah sekvenci je tedy kolem 50%. Zelena krivka (experimentdlni data) mé po-
dobny tvar distribuce, nicméné zahrnuje mnohem vétsi pocet sekvenci. Distribuce
GC obsahu je podobné, s vrcholem také kolem 50%. GC obsah je v obou datasetech
rozlozen kolem stejného priiméru s mirné odliSnou variabilitou. Vytvorenim vétsiho
mnozstvi raznych soubort s rozmanitymi parametry by bylo mozné se jesté vice

priblizit podobé experimentalnich dat.
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Obr. 5.17: Histogram distribuce GC pro simulovand (modra kfivka) a experimentalni

(zelena kiivka) data.
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Po vizualnim zhodnoceni vsech predchozich vysledki byl program doplnén o
novou funkei k ipravé obsahu GC v sekvenci s moznou nastavitelnou procentudlni
odchylkou. Nasledné byla data simulovana tak, aby vysledky vérnéji odpovidaly tém
experimentalnim (s vyuzitim mensitho mnozstvi ¢teni). Bylo vygenerovano nékolik
vystupnich soubort s riznym poctem ¢teni (v rozmezi 1000 az 5000) a riznymi roz-
sahy %GC (v rozmezi 20 az 60 %), nové byl pouzit volitelny parametr strand_ori
s vybérem doprednych vlaken. Vystupni soubory byly nasledné spojeny do jednoho
vystupniho souboru. Srovnani dosazenych vysledku je uvedeno na nasledujicich gra-
fech.
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Obr. 5.18: Graf obsahu sekvence bazi pro simulovana data.
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Obr. 5.19: Graf obsahu sekvence bazi pro experimentalni data.

Graf na obrazku 5.18 ukazuje velmi stabilni slozeni nukleotid po celé délce ¢teni

simulovanych dat. Druhy graf reprezentujici experimentalni data na obrazku 5.19 na-
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opak vykazuje vyrazné vykyvy na zacatku cteni (pozice 1-15). Vykyvy mohou byt
dtsledkem sekvenacniho biasu ¢i specifického slozeni nékterych regiontt v sekven-
cich, také adaptérové ligace nebo PCR amplifikace mohou vést k nerovnomérnému
zastoupeni nukleotidi na koncich sekvenci. Tento jev miize ovlivnit vysledky analyz,
pokud nejsou tyto pocatecni variace nalezité zohlednény. Oba grafy vsak sdili stejné

poradi krivek jednotlivych nukleotidii s podobnymi rozestupy.

Vystupni soubory

Obrazek 5.20 zobrazuje utrzek vystupniho FAST(Q souboru vygenerovaného

BacSeqerem. Kazdy zdznam v FASTQ souboru se sklada ze ¢tyr radku: prvni radek
zacind znakem ’Q’ a obsahuje identifikaci sekvence, druhy radek zobrazuje samotnou
sekvenci nukleotidtl, tfeti fadek s oddélovacem '+’ miize byt nasledovan identifika-
torem sekvence, a ¢tvrty radek obsahuje ASCII znaky odpovidajici kvalitnim skore

pro kazdy nukleotid z druhého radku.

@gene-Cbei_0©549_reado
AGAACTATACAAAGAGTTTGCGGAGATAGGTGGAATTGTTCAGGCACATTCAACTTGGGCTACTATATGGGCGCA
+
FIGDDIGDBIGIGEBFFBDIITAICHE@@GIDFI@AF ?BF ??C?B? ?GF@?C@?C@RCBECCEC? ?2D??D????B
[@cds-ABR33454.1_readl
TTACTACTGCGCACATGGGTGGAATCCGAATTTTAGAAGTACCGTAAGCAATACTGGCAACACAAGAGTCTATGC
+

@gene-Cbei_3169_read2
GCATATATAACTTCTCCCTGTGTGTGCACACCAATTGAGCTTAATGAAGTTTCAAGTAGCCCACCATCCCACAGT
+
FIEIIIFCGIICBIEIGBBGICBEDIHIDIDBA@B ?@@G?EDED?? ?AD?@B@DA?D?FCA?B? ?EA?DB?B@BC
@gene-Cbei_56874_read3
ACCTGTAGGCCCGATACCGTTTTTGCCTCTAGCCTTTTCTTTTAATTTGTCTAGTACCTTCTGGGATGGCAGTAT
+

IIDIIIGHFIFIIFBDHHFAAGHHGCICGGIBFGHIEDCDCBCDH? CBFGGAB@BFCD?AECE?A?C???B?BB?
@gene-Cbei_0©777_read4
AACTTATGGGGTTACTTTTACCATGTTGGAGAAAATTGGTGTGACTGGAACGAGCGCACATCCGCTACACGAATT
+
FICDIGIIHIIHIFDDFEFIIBIIGB@EHHBGDDABI@B@@EB?@EBBC?APF@?E@?AAF? ?EDCCD???DCD?

Obr. 5.20: Ukazka vystupniho souboru.
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Simulace pomoci nastroje Polyester

Pro komplexni srovnani vysledki BacSeqeru by bylo vhodné zahrnout data také z
jinych simulac¢nich nastroju. Pri zajistovani téchto vysledkt se vsak vyskytlo hned
nékolik prekazek. Prvni vyznamnou prekazkou byla nedostupnost nékterych popu-
larnich nastroju. Dale, vétsina téchto nastroji je implementovana v programovacich
jazycich, které vyzaduji technické znalosti pro jejich spusténi a ¢inné nastaveni.
Nastroj, ktery je impementovan taktéz v Pythonu, bohuzel pozaduje specifické a
obtizné ziskatelné forméaty vstupnich dat. Z téchto divodi byla simulace provedena
pomoci nastroje Polyester [48], ktery je implementovany v jazyce R. Vysledky této
simulace lze vidét na prilozené tabulce a obrazcich — tabulka 5.2 poskytuje zakladni
prehled dat, na obrazku 5.21 lze vidét zastoupeni jednotlivych nukleotidi, obrazek
5.22 ukazuje distribuci obsahu GC. GC obsah zustava na 29%, jelikoZ se nepodarilo

dohledat a vyuzit vhodny model simuldtoru pro jeho prenastaveni.

Méreni Hodnota pro exp. data | Hodnota pro sim. data
Nézev souboru SRR1055.6741.fastq.gz sample 01 1 output.fastq
Koédovani Sanger / Illumina 1.9 [lumina 1.5

Celkovy pocet sekvenci | 43414028 2000000

Celkovy pocet bazi 3.2 Gbp 150 Mbp

Délka ¢teni 75 75

%NGC 44 29

Tab. 5.2: Tabulka se zakladnim prehledem pro experimentalni data a data simulo-

vana pomoci nastroje Polyester.

Z tabulky 5.2 lze vycist, ze experimentalni data vyuzila Phred+433 kédovani pro
kvalitu sekvenci (Sanger / Illumina 1.9). Simulovana data maji kédovani specifiko-
vano jako Illumina 1.5, coz znaci starsi Phred+64 kédovani. Tento rozdil by mohl
ovlivnit interpretaci kvality sekvenci pti analyze.

Z grafu na obrazku 5.21 je patrné, ze zastoupeni vsech ¢tyr nukleotidi je kon-
stantni po celou délku ¢teni, coz by byl idedlni stav, a naznacuje, ze nejsou pritomna
zadna vyznamna zkresleni zptisobend sekvenacni technologii nebo pripravou vzorku.

Takova rovnomeérnost se vsak v experimentalnich datech bézné nevyskytuje.
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Obr. 5.21: Graf obsahu sekvence bazi pro simulovand data simulovand pomoci na-
stroje Polyester.

V grafu na obrazku 5.22 ktivka pro simulovana data viceméné kopiruje teoretic-
kou distribuci.

6%
5%
4%

3%

Procentualni podil

2%
1%

0%
0% GC 20% GC 40% GC 60% GC 80% GC 100% GC

% GC

Obr. 5.22: Histogram distribuce GC pro data simulovana pomoci nastroje Polyester.
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5.3 Moznosti optimalizace

Dalsi vyvoj BacSeqeru presahujici hranice zadani prace by mohl vést k tvorbé velmi
uzite¢ného nastroje pro simulaci RNA-Seq dat.

Tento vyvoj by mél zahrnovat rozsiteni funkcénosti simulatoru pro lepsi simulaci
variabilit vlivem stresort prostfedi, mutacnich rychlosti a adaptivnich zmén. Zahr-
nuti posttranskripénich tprav, jako jsou rozdily v polyadenylaci a stabilizaci mRNA,
by zlepsilo modelovani dynamiky mRNA a presnost predpovédi chovani RNA. Mo-
delovani interakci mezi riznymi typy RNA, véetné sSRNA a ncRNA, které ovliviuji
stabilitu a translaci mRNA, by poskytlo hlubsi vhledy do regulace genové exprese.

Technické aspekty sekvenace, jako jsou sekvenacni chyby, duplicity ¢teni a bias
zpusobeny pri pripravé knihovny, by pomohly uzivateli 1épe rozumét a korigovat
tyto artefakty ve skutecénych datech.

V neposledni fadé by bylo vhodné zvazit také vytvoreni grafického uzivatelského
rozhrani pro snadnéjsi pristup a manipulaci s nastrojem, stejné jako podporu pro

rizné formaty vstupnich a vystupnich dat.
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Zaveér

Zameérem prace bylo poskytnout prehled o bakteridlnim genomu, zptisobech métreni
exprese genetické informace, predevsim metody RNA-Seq, o nastrojich slouzicich k
simulaci RNA-Seq dat, a v neposledni radé provést implementaci vlastniho néstroje
zameérujictho se na specifika bakterialniho genomu, konkrétné vyskytu operonti.

Prvni kapitola prace se vénuje popisu bakterii a jejich genomu, je zde vysvétlena
problematika operonti. Obsahuje také zakladni popis exprese genetické informace.

Druha kapitola je zamérena na prehled modernich sekvenac¢nich platforem tzce
souvisejici s nasledujici, treti kapitolou o zptisobech méreni genetické exprese. Jedna
se o metody microarrays a RTq-PCR, nejvétsi pozornost je vsak vénovana metodé
RNA-Seq.

Ctvrtéa sekce poskytuje prehled nékterych dostupnych nastroji pro simulaci RNA-
Seq dat. V kapitole jsou zminény zasadni rozdily mezi jednotlivymi néstroji, na-
priklad jejich specifické funkce a vlastnosti, pozadované vstupni formaty ¢i jazyk
implementace.

Hlavnim cilem této prace bylo vyvinout nastroj, ktery umoznuje simulovat data
RNA-Seq s ohledem na specifika bakterialniho genomu, zejména na pritomnost ope-
ronu. Tomuto nastroji je vénovana pata kapitola prace. BacSeqer obsahuje nékolik
funkei umoznujicich simulaci pravé takovych dat, pricemz vstupni formaty jsou Si-
roce dostupné a bézné. Vystup simulatoru byl porovnan s vysledky skutecného ex-
perimentu pomoci nastroje FastQC, pricemz oba soubory dat obsahovaly sekvence
genomu bakterie Clostridium beijerinckii. V kapitole jsou uvedeny priklady vysledki
simulace s nastavenim rtznych parametri.

Posledni kapitola zminuje konkrétni moznosti dalstho vyvoje simulatoru, které
by vedly ke zvyseni efektivity simulace a uzitecnosti vysledkii.

Prinosem této prace je predevsim moznost pouziti BacSeqeru v oblastech, kde je
experimentalni méreni nakladné nebo technicky narocéné. Simulator muze slouzit k
testovani hypotéz o genové expresi, k optimalizaci experimentalnich podminek nebo
k pripravé analyz, které by mohly identifikovat nové regulatorové sekvence nebo

nové exprimované geny.
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cDNA
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DNA
emPCR
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Gbp
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GFF
IncRNA
Mbp
mRNA
NCBI
ncRNA

NGS

PCR

pIRS

qPCR

Adaptive Read-pair Technology for Sequencing

Simulation

Browser Extensible Data

pary bazi - base pairs

Cap Analysis of Gene Expression

komplementarni deoxyribonukleova kyselina -
complementary DNA

Cycle Treshold - prahova hodnota cyklu
deoxyribonukleova kyselina

emulzni polymerazova fetézova reakce

Fast Quality Control

gigabaze

Gene Transfer Format

General Feature Format

long non-coding RNA

megabaze

medidtorova ribonukleova kyselina

National Center for Biotechnology Information
nekédujici ribonukleova kyselina - non coding RNA

sekvenovani nové generace - New Generation

Sequencing

polymerazova retézova reakce - Polymerase Chain

Reaction
Profile-based Illumina pair-end Reads Simulator

kvantitativni polymerazova fetézova reakce -

Quantitative Polymerase Chain Reaction
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RNA
RSS
RT

RT-qPCR

SAM

SMRT
sRNA
tRINA

UTR

ribonukleova kyselina
RNASeqReadSimulator
reverzni transkripce

Real-Time Quantitative Reverse Transcription

Polymerase Chain Reaction

Sequence Alignment/Map

Single-Molecule, Real-Time Sequencing

mald nekédujici ribonukleova kyselina - small RNA
transferovd RNA

Untranslated Region
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