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Cile bakalarské prace

1. Vypracovani literarni reSerSe na téma kvalitativni bioinformatické
analyza jednonukleotidovych polymorfismi a soucasné sekvenacni
metody.

2. Srovnani softwart slouzicich k detekci jednonukleotidovych
polymorfismd.

3. Vytvofteni softwaru slouziciho k anotaci DNA modifikaci
a nasledném exportu vysledkii v podob¢ modifikovanych
proteinovych sekvenci ve formé FASTA formatu.

4. Zhodnoceni efektivity vytvofeného softwaru srovnanim se softwarem
poskytujicim podobné funkce.



1 Uvod

DNA tvortici zdkladni slozku bunék vSech organismli podléhd spontannim piipadné
indukovanym mutacim. Mezi nej¢astéjsi zmény malého rozsahu ve struktuie DNA nalezi
zejména  jednonukleotidové  polymorfismy  (substituce), inzerce  adelece.
Jednonukleotidovy polymorfismus (SNP) je ozna¢enim variace jedné nukleotidové baze
v sekvenci DNA, ktera mize zptsobovat jak riizné onemocnéni, tak genetickou vyhodu.
Z tohoto ditvodu je SNP ¢astym objektem zkoumani. k ziskani informaci o SNP v ur¢itém
organismu je potieba sekvenacnich metod, jejichz cilem je ur€eni struktury daného
genomu. Data ziskana sekvenaci DNA/RNA jsou nasledné bioinformaticky analyzovana
a porovnana S referenéni DNA ulozenou v databazi. Vysledkem je obraz rozdila mezi
genomem zkoumaného jedince atypickym genomem daného organismu, ktery je
prevazné zpusoben SNP. Pro reprezentaci variaci v genomu je vyuzivan textovy format
VCF.

Hlavnim cilem prace je vytvofeni softwaru, ktery analyzou VCF, GFF3 a FASTA
souborll umozni uzivateli pfehledné vytvofit seznam SNP vyskytujicich se v organismu
a podat zakladni informace o jejich pozici v genomu a vyznamu na Urovni translace. Dalsi
funkci softwaru je generovani proteinovych sekvenci vzniklych v disledku SNP a jejich
export ve FASTA formatu. Bakalaiskd prace rovnéZ zahrnuje srovnani dvou softwarti pro
kvalitativni detekci SNP. Vytvoreny software je srovnavan s volné dostupnym softwarem
ANNOVAR poskytujicim anotaci jednonukleotidovych polymorfismi.

Bakalaiska prace je roz¢lenéna do nékolika kapitol. V prvni kapitole je prezentovana
literarni reSerSe na téma popis SNP a dalSich modifikaci DNA a jejich vlivu na genom
organismu. Literarni reSerSe rovnéz obsahuje pichled sekvenacnich metod s dirazem na
nejvyuzivanéj$i metody, aptredevSim specifikaci textovych formati vyuzivanych
Vv bioinformatice spolu se softwary uréenymi K jejich zpracovani. Druha kapitola
obsahuje popisy programi a bioinformatickych dat vyuzitych v této praci. Kapitola s
vysledky zahrnuje ¢ast obsahujici deskripci softwaru implementovaného v této praci,

jeho testovani na redlném datovém setu a vysledky testovani.



2 Soucasny stav FeSené problematiky

2.1 Jednonukleotidové polymorfismy

Jednonukleotidové polymorfismy, zkracené SNP jsou mutace v DNA, vyskytujici se
alespon ul % populace, vzniklé nahrazenim (substituci), ptidanim (inzerci), nebo
odstranénim (deleci) nukleotidové baze na specifické pozici v genomu. Témito variacemi
se DNA sekvence zkoumaného organismu odliSuje od obvyklé (referenéni) sekvence.
Vétsina detekovanych SNP se zpravidla nachazi v nekddujicich oblastech DNA
(u cloveka az 90 %, Chen et al., 2016), tedy v usecich, které nejsou vyuzity pro syntézu
povazuji SNP vyskytujici se v oblastech DNA, jez koduje proteiny. Ty mohou byt dale
rozdéleny dle vlivu na potencidlné syntetizovany protein (Clancy, 2008). Vzhledem ke
skuteCnosti, Ze geneticky kod je degenerovany (vice tripleti koduje stejnou
aminokyselinu), jsou zmény v sekvenci DNA, nezpusobujici pietvoieni aminokyseliny,
oznacovany jako synonymni. Pokud ov§em SNP ovlivni vznikajici protein, jsou tyto
Mmutace oznacovany jako nesynonymni. Mutace tohoto typu mohou vést k zavaznéj$im
problémim, u ¢loveéka napt. K srpkovité anémii (Lettre et al., 2008). Nicméné i SNP
v nekodujicich oblastech DNA mohou mit velky vliv, napt. SNP rs1625579 ovliviiuje

sekvenci miRNA, souvisejici s lidskou schizofrenii (Hrdlickova et al., 2014).
2.2 Metody sekvencovani nukleovych kyselin

Metody slouzici k zjisténi sekvence DNA se nazyvaji sekvena¢ni metody a jsou nedilnou
soucasti analyzy genomu a transkriptomu. Proces sekvencovani nukleovych kyselin
probiha v nékolika krocich, které v sobé nesou kritické faktory nezbytné pro ziskani
kvalitnich dat pro naslednou bioinformatickou analyzu (Morey et al., 2013).

Prvnim krokem sekvenace byva zpravidla rozdéleni sekvence DNA na kratsi useky,
tato fragmentace neni nutna v pfipadé, kdy analyzovana sekvence neni pfili§ dlouha.
Roz8té€peni mize byt provadéna riznymi zplisoby, napt. vyuzitim restrikénich enzymi,
nebo mechanickymi metodami napf. sonifikaci (Knierim et al., 2011). Jednotlivé Casti
DNA jsou nasledn¢ ve vétSiné piipadi namnozeny za ucelem kvalitnéjsi detekce
jednotlivych bazi. Soucasné sekvenani metody jsou casto zaloZzeny na snimdni
chemickych, nebo fyzikalnich vlastnosti specifickych pro kazdou bazi, a diky namnozeni

sekvenci probiha soucasné¢ stejna fyzikalni/chemicka operace U vice totoznych useki



nukleové kyseliny, coz zpusobuje zesileni signdlu a ulehcuje detekénim systémim
zpracovat informaci o dané bazi (Ansorge, 2009). Kazda sekvenacni metoda ma své
specifické vlastnosti a provedeni sekvenace. Dle doby vzniku Ize sekvena¢ni metody
rozdélit na metody prvni, druhé a tieti generace (Morey et al., 2013). Nékteré z nich jsou

struéné popsany v nasledujicich kapitolach s diirazem na jejich soucasné vyuziti.
2.2.1 Metody prvni generace

Prvni vyznamna sekvena¢ni metoda byla vyvinuta v 70. letech 20. stoleti tymem
Fredericka Sangera (Sanger et al., 1977), dnes znama jako Sangerova metoda, ktera se
stala na dalsi desitky let nejpouzivanéjsi sekvenacni metodou.

Pfi sekvenaéni reakci se vyuziva replikace DNA, pfi které je nové vlakno vytvareno
z deoxynukleotidii a dideoxynukleotidi. V reakéni smési jsou dideoxynukleotidy
zastoupeny ve velmi malém mnoZstvi a jejich za€lenéni do nové vytvaifeného vlakna
zpusobuje zastaveni replikace. Pivodni sekvenace probihala ve ¢tyfech reakénich
nadobach, v kazdé z nich bylo spolu s jednovlaknovou DNA, vzniklou namnoZenim
a denaturaci pivodni DNA, velké mnozstvi deoxynukleotidii, malé mnozstvi vzdy
jednoho typu dideoxynukleotidu, primery a DNA polymerasa (Obr. 1). Nahodné
zaClenovani dideoxynukleotidli zptisobilo vznik rGzné¢ dlouhych dvouvlaknovych

segmentll DNA, u kterych byla znama posledni baze. Takto vzniklé useky byly pomoci

Hledana sekvence

5 ‘-ATCCGCA-3 ¢ Dlouhé Vysledky elektroforézy
fragmenty
Komplementéarni sekvence A T C G
3*-TAGGCGT-5¢
L ]
+ A g
DNA polymerasa, primery, — C j>:
4 druhy dideoxynukleotidi 2
P -':-’1_:- - G ‘g
. Vznik E
. . o =
‘4 | | fra;:mcntu —_— C ‘g
r's 14 . Y C :;
‘A TCCGCA  ‘CCGCA  ‘GCA &
‘ATCCGCA ‘CGCA — T
‘CA
—
Kratké A
‘A, “T, “C, ‘G oznacuji dideoxynukleotidy fragmenty

Obrazek 1: Schéma sekvenace pomoci Sangerovy metody.



gelové elektroforézy sefazeny dle velikosti, a nasledné analyzou byla ziskana hledana
sekvence (Sanger et al., 1977; Obr. 1).

Ackoli ptivodni Sangerova metoda patii do metod prvni generace, béhem nasledujicich
let prosla n€kolika vylepSenimi, diky kterym je uzivana i dnes (Totomoch-Serra et al.,
2017). Mezi tyto vylepSeni patii napt. vyuziti fluorescenéniho znaceni specifického pro
kazdy dideoxynukleotid, diky némuz muze sekvenacni reakce probihat v jedné reakéni
nadob¢ (Smith et al., 1985). Dalsi inovaci je vyména gelové elektroforézy za kapilarni
(Swerdlow et al., 1990). Sekvencovani dnes také neni provadéno mechanicky, ale
vyuziva se automatizace umoziujici pribéh sekvenacni reakce v nanolitrovych reak¢énich
nadobach.

Ackoli metoda prosla od pocatku mnoha zménami, v dneSni dobé je ve srovnani
S ostatnimi nov¢&jSimi metodami vyrazné drazsi, nevyplati se ji tedy vyuzivat pro velké
projekty. Vyuziti nachazi pro sekvencovani delSich usekit DNA, protoze umoziuje
generovat sekvence DNA (,,ready*) délky az 900 bp, ¢imz se 1isi oproti metodam druhé

generace (Morozova a Marra, 2008).
2.2.2 Metody sekvencovani druhé generace

Metody druhé generace byly vyvijeny od 90. let 20. stoleti a prvni komeréni vyuziti nasly
zaCatkem 21. stoleti. V dnes$ni dobé se k sekvenaci DNA casto pouzivaji sekvenaéni
stroje spole¢nosti — Illumina, 454 Life Sciences nebo SOLID (Morey et al., 2013).
Nejpouzivangjsi metodu piedstavuje vzhledem k soucasné dominanci na trhu IHlumina
sekvencovanti.

Sekvenace metodou Illumina je zaloZzena na detekci fluorescenéné znacenych
deoxynukleotidi pfi syntéze komplementarniho vlakna DNA za katalyzy DNA
polymerasou. Pied samotnou sekvenaci musi probéhnout namnozeni DNA (za téelem
snadn&j$i detekce signalu pii syntéze komplementarniho vlakna), coz u této metody
probiha metodou ,,bridge-PCR* (Obr. 2, Adessi et al., 2000). Specifické adaptéry jsou
pfipojeny na oba konce DNA fragmentd, které¢ po denaturaci slouzi jednovlaknovym
fragmentim DNA pro ptichyceni K reakéni desticce (,,flow cell”), na které sekvenace
probiha (Bentley et al.,, 2009). Povrch desticky je pokryt adaptéry, které jsou
komplementarni k adaptérim ptichycenym Kk fragmentim (Morey et al., 2013). Po
hybridizaci komplementarnich fragment dochazi k replikaci, zformovana dvouvlaknova
DNA je zdenaturovana avzniklé jednovldknové fragmenty se znovu napoji na

komplementarni adaptéry a znovu probéhne replikace (Obr. 2).
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Obrazek 2: Prubéh sekvenace metodou Illumina (upraveno podle Voelkerding, 2009). A)
Pfiprava DNA pro sekvenaci metodou ,,bridge-PCR*. B) Schéma sekvena¢ni reakce u metody
Illumina.

Timto zpiisobem je ziskan fadové vétsi pocet fragmentl imobilizovanych na malém
prostoru. Na konci procesu probéhne vymyti vSech deoxynukleotidl a dalsich reaktantt
(Voelkerding et al., 2009). K sekvenaci je nasledn¢ uzito upravenych specificky
fluorescenéné oznafenych deoxynukleotidli majici schopnost reversibilni terminace
syntézy diky O-azidomethylové skupiné na 3¢ konci (Guo et al., 2008). Ptidani
deoxynukleotidl na ,,flow cell* zptsobi za¢lenéni pouze jedné komplementarni baze ke
kazdému jednovlaknovému fragmentu (Obr. 2). Pomoci CCD (,,couple-charge device®)
senzori je kazda pifidand baze detekovana, nasledné¢ probéhne vymyti vSech
deoxynukleotidi a odstranéni
O-azidomethylové skupiny. Proces se opakuje, dokud nedojde K syntéze vSech
komplementarnich vlaken na pozadovanou délku. Poté je analyzou vysledkt ziskana
hledana sekvence. Illumina patii mezi nejvice vyuzivané metody, je vyhodna jak diky
nizké cené (0,07 $ za milion bazi), tak diky své rychlosti (az 600 Gb za 3—10 dni).
Nevyhodou této metody je generovani pouze kratkych ,,readi o délce 100 bp (Morey et
al., 2013).

Pyrosekvencovani uzivané spolecnosti 454 Life Sciences je zaloZeno na podobném

principu jako Illumina sekvencovani a piedstavuje dal$i metodu z druhé generace
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Obrazek 3: Prubeh sekvenace metodou pyrosekvencovani (upraveno podle Ansorge, 2009). A)
Znazornéni fragmentace, pfipojeni a naklonovani DNA na ,koralcich® a jejich nasledné
umisténi na reak¢ni desti¢ce. B) Schéma sekvenacni reakce.

sekvena¢nich metod. Misto klonovani metodou ,,bridge PCR* ovSem vyuziva emulzni
PCR, pii které dochazi k namnozeni kazdého fragmentu v oddéleném prostiedi na
,koralcich®. Samotna sekvenace probihd v pikolitrovych reakénich jamkach na reakéni
desticce, kdy v idealnim ptipadé je v kazdé z nich umistén jeden ,koralek* pokryty
kopiemi jednoho fragmentu DNA (Obr. 3). Na reak¢ni desti¢ku je vzdy pridan jeden typ
deoxynukleotidii, anasledné se méii zafeni v kazdé jamce. Po zaclenéni baze do
syntetizovaného vlakna se uvolni pyrofosfat, ktery reaguje s ATP sulforylasou za vzniku
ATP, néhoz nasledné vyuziva luciferasa k emitaci svételného zafeni (Obr. 3). Enzym
apyrasa je poté vyuzit kdegradaci nevyuzitych deoxynukleotidi. Vyhodou
pyrosekvencovani je generovani pomérné dlouhych fragmentd (az 700 bp) a doba trvani
béhu sekvenatoru je primérné jeden den, nicméné cena sekvenace milionu bazi je 10 $
(Ronaghi et al., 1996).

SOLID metoda piedstavuje tieti metodu sekvencovani. Tato metoda neni zalozena, na
rozdil od piedchozich, na syntéze DNA pomoci DNA polymerasy, ale spo¢iva v ligovani
kratkych oligonukleotidi. Zakladem jsou oligomery, vyznacujici se specialni strukturou.
Oligomer obsahuje dva striktné definované nukleotidy a na dalSich pozicich se nachazeji
degenerované baze (Ambardar et al., 2016). Oligo mer je zaroven oznacen specifickou
fluorescen¢ni znackou korespondujici s definovanymi bazemi. Pred zacatkem sekvenace
je poteba K fragmentim DNA pfipojit adaptéry a amplifikovat vzorky pomoci ,.emulsion

PCR*. Pro kazdy takto pfipraveny vzorek nasledné¢ probehne vlastni sekvenace
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Obrazek 4: Schéma sekvenace metodou SOLiID (upraveno podle Voelkerding, 2009).

spocivajici Vv ptipojeni specificky dlouhého primeru. Po tomto kroku nasleduje navazani
oligomeri a jejich pfipojeni pomoci enzymu DNA ligasy. Vzhledem ke skute¢nosti, ze
oligomer ma definovany dvé baze, jednd se o tzv. dvoubazové dekoddovani. Znaceny
oligomer je nasledné s pomoci fluorescence detekovan a dochazi k odstépeni znacené
¢asti spolu se tfemi koncovymi bazemi (Mardis, 2008). Opakovanim tohoto procesu
dochazi k sekvencovani celého fragmentu az do produkované délky ,readu“. Po
dokonceni procesu sekvenace je nasyntetizovany fetézec odStépen a cely proces je
opakovan s primerem o rozdilné délce (Obr. 4). Timto zptisobem je v ramci této metody
kazda baze sekvencovana dvakrat, coz signifikantné zvySuje spolehlivost metody. SOLID
metoda ovSem muze vytvaret chyby pii sekvencovani palindromickych tisektt DNA a b¢h
sekvenatoru trva podstatné del§i dobu ve srovnani s ostatnimi technikami (az 14 dni), na
druhou stranu je velice levna (0,17 $ za milion bazi) a piesna (99,9 %, Buermans
a Dunnen, 2014).

2.2.3 Metody sekvencovani tieti generace

V poslednich letech probiha rozsahly vyvoj metod tzv. tieti generace (Schadt et al.,
2010). Ve srovnani s pfedchozimi metodami se vyznaduji vysokou rychlosti a vyuZitim

nejmodernéjsich technologii. Pro spravnou sekvenaci navic neni nutna amplifikace DNA.



Znacené deoxynukleotidy
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]
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Zero-mode
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Obrazek 5: Schéma pribéhu sekvenacéni metody SMRT (upraveno podle Reuter, 2015).

Mezi hlavni dva zastupce patii technika SMRT (,,Single-molecule-real-time*) sekvenace
a ,,Nanopore“ sekvenace. Technika sekvencovani pomoci nanoporu je V nékterych
publikacich pfipisovana jiz do metod sekvencovani ¢tvrté generace (Feng et al., 2015).

SMRT sekvenace probiha vtzv. ,zero-mode waveguides* (ZMV), specialnich
dutinach o zeptolitrovém objemu, obsahujicich senzor pro detekci zafeni a DNA
polymerasu. SMRT ¢ip obsahuje desitky tisic ZMV a Vv kazdém probihéd katalyzovana
syntéza komplementarniho vlakna DNA (Obr. 5) za¢lenovanim fluorescen¢né znacenych
deoxynukleotida (Reuter et al., 2015). Pfed sekvencovanim je tieba segmenty upravit do
cyklického tvaru pfipojenim vldsenkovitych adaptéri, tato zména struktury umozni
nékolikandsobnou sekvenaci kazdého fragmentu. Metodu neni nutné v pribchu
zastavovat, jak tomu bylo u pfedchozich metod, jeji rychlost je ekvivalentni s rychlosti
DNA polymerasy, tedy az tisic bazi za sekundu. Vzhledem k tomu, ze takto rychle
v souCasnosti nelze detekovat zafeni, dochdzi k nékolikandsobnému sekvencovani
kazdého fragmentu a k umélému zpomalovani reakce (Reuter et al., 2015). Pramérna
délka ,,readu‘ se muze pohybovat okolo 14 kbp, avsak sekvenace mize probihat az s 11
% chyb. Pfesnost metody se zvySuje vicenasobnou sekvenaci kazdého segmentu (Ardui
etal., 2018).

Metoda ,,nanopore* sekvencovani vyuziva skute¢nost, ze pii prichodu vlakna DNA

skrze por v membrané vznika rozdil mezi napétim na obou stranach membrany, ktery je
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Obrazek 6: Schéma pribéhu sekvenaéni metody ,,nanopore* (upraveno podle Reuter, 2015).

specificky pro kazdou bazi. UZzivané pory mohou byt biologického nebo syntetického
pivodu a svym praumérem v fadu nanometrtt jSou uzpusobeny k tomu, aby umoznily
pruchod pravé jednomu vlaknu DNA (Wang et al., 2015). Sekvenaci ptedchazi pfipojeni
adaptérd na fragmenty DNA umoziujici nasledné ukotveni a prichod skrze nanopéry
(Quick et al., 2014). Pro prichod je vyuzivano motorovych enzymu a vznikly rozdil
Vv membranovém napéti je detekovan a zpracovan (Obr. 6). Poté je s vyuzitim pocitacové
analyzy zrekonstruovana hledana sekvence. Podobné jako metoda SMRT, rovnéz
,hanopore” metoda umoznuje sekvenaci dlouhych fragmenti DNA (az 60 kb), nicméné
vyznaCuje se niz$i presnosti, kterd musi byt kompenzovdna vicendsobnym

sekvencovanim segmentt (Goodwin et al., 2015).
2.3 Kvalitativni bioinformaticka analyza

2.3.1 Formaty v kvalitativni bioinformatické analyze

Bioinformaticka analyza sekvena¢nich dat zahrnuje velké mnoZzstvi formatt velmi ¢asto
specifickych v zavislosti na typu provadéné analyzy. Prvnim Siroce pouzZivanym
formatem je FASTQ, ktery je bézné uzivany K manipulaci s daty vzniklymi sekvenaci.
Format reprezentuje sekvence, které byly ziskany v pribéhu sekvenacniho procesu,
a kromé nich také miru kvality s jakou byla kazda baze sekvencovana. Vzhledem k tomu,

ze format nebyl dlouhou dobu formalné definovan, vzniklo n¢kolik vzajemné
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nekompatibilnich variant, z nichz Sanger FASTQ format patfi K nejvice pouzivanym
(Cock et al., 2010).

Identifikator

/ sekvence
Sekvence
¥ ~ nukleotidi
@FORIUSP@2AIWD1 e
CCGTC AATTCATTTAA TTTAACCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGT
+
AAAAAAAAAAAA: : ?9(@: : : : ??@@: : FFAAAAACCAA: : : : BB@@?A?
yd AN
Nukleotidova baze a 3
piislusna,,Phred quality Sekvence ASCII znaki
score* hodnota reprezentujicich ,,Phred

quality score*
Obrazek 7: Struktura Sanger FASTQ formatu.

Prevoditelnost mezi jednotlivymi verzemi FASTQ formatu lze zajistit s pomoci rtiznych
softwarli, mezi které nalezi napt. Biopython, domovska stranka: https://biopython.org/
(20. 4. 2019).

Sanger FASTQ format byl poprvé vyvinut na pielomu tisicileti (Cock et al., 2010)
ve Wellcome Trust Sanger Institute Jimem Mullikinem. Data kazdé sekvence jsou
reprezentovana ¢tyimi typy fadka (Obr. 7). Prvni fadek za¢ina znakem ,@°, a obsahuje
unikatni identifikdtor zaznamenané sekvence a volitelny popis. Nasleduji sekvencéni
radky, obsahujici samotnou sekvenci, skladajici se z ASCII znaku, pficemz se tfadky
zpravidla pro piehlednost zalamuji po urCitém pocétu znakll. Zaznam o ziskané
nukleotidové sekvenci je ukoncen fadkem zacinajicim znakem ,+°, ktery ¢asto obsahuje
pouze tento znak, ale mohou zde byt zapsany upiesnujici informace. Posledni typ fadku
koresponduje se sekvenci nukleotidli a oznacuje kvalitu (pfesnost) sekvenace (Obr. 7).

K reprezentaci kvality ziskané sekvence je vyuzivano tzv. ,,Phred quality score®,
zalozené na presnosti, s jakou je Phred softwarem spravné urcena baze na zaklad¢é hodnot
ziskanych sekvenaénim strojem (napf. intenzity fluorescen¢niho zatreni). Phred hodnota
je definovana vztahem: Qppreq = —10 X log,(P.), kde P, oznacuje pravdépodobnost
chyby. K jeji reprezentaci je vyuzivano ASCII znakl, jejichz dekadicky kod urcuje
ptesnost (Cock et al., 2010). U Sanger FASTQ je vyuZzivano znaka s kodem 33 az 126,
tedy rozpéti 93 hodnot. To pokryva pravdépodobnosti chyb od 1,0 (chybna béaze) do

1073 (piesné urdena baze).
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V roce 2004 pfisla spole¢nost Solexa se svoji verzi FASTQ formatu, kterd neni
kompatibilni se Sanger FASTQ formatem. Kvuli produkci soubort reprezentujicimi

kvalitu kazdé ze Ctyt bazi vyuzivaji jinou definici PHRED hodnoty, aby 1épe pokryla

velké pravdépodobnosti chyb. Qgprexa = — 10810 (%) je vzorec pro vypocet piresnosti

pro kazdou bazi, kde P, oznacuje pravdépodobnost chyby. Pro pfevod mezi jednotlivymi

PHRED hodnotami obou formétti plati vztahy: Qsorexq = 10 X logyo(10@prrea/10 — 1)

Qpurep = 10 X logyo(109sotexaa/10 4 1) Solexa vyuziva ASCII znakid jejichz
dekadicky kod je 59 az 126 k reprezentaci hodnot -5 az 62 (Cock et al., 2010).

V roce 2006 byla spolecnost Solexa ptfevzata spolecnosti Illumina. Solexa FASTQ
format dale vyuziva, avsak pfisla i s novym formatem, tzv. [llumina FASTQ forméatem,
ktery lze pievést na Solexa FASTQ format, avSak je znovu nekompatibilni se Sanger
FASTQ formatem. Vyuziva ASCII znakii dekadického kodu od 64 do 126 ke kodovani
hodnot od 0 do 62 (Cock et al., 2010).

Kromé FASTQ formatu existuji dalsi Siroce vyuzivané formaty, mezi které ndlezi
SAM a BAM format. SAM je textovy format slouzici k uchovani fragmenti biologickych
sekvenci a informaci o jejich ,,alignmentu‘ (Handsaker et al., 2009). BAM je ekvivalentni
bindrni format, ktery muze uchovat stejnou informaci vV komprimované podobé
(SAM/BAM specifikace). Mapovaci softwary casto vyuzivaji SAM/BAM jako format
vystupnich soubori, hlavné diky Siroké skale vlastnosti, které Ize v souboru uchovat. Za
ucelem manipulace atvorby SAM/BAM soubori byl vytvofen softwarovy bali¢ek
Samtools, domovska stranka: https://samtools.github.io/ (20. 4. 2019). Kazdy SAM
soubor lze rozdélit do dvou oddild, zahlavi asekci s ,alignmenty (SAM/BAM
specifikace: https://samtools.github.io/hts-specs/SAMv1.pdf, navstiveno 20. 4. 2019).

Zahlavi neni U téchto formatu povinné, ale pokud je v souboru obsazeno, tak musi
byt vzdy na za¢atku. Radky zahlavi slouzi k popisu vlastnosti daného souboru. Zakladnim
nastrojem pro rozliSeni informace v fadcich jsou dva typy dvoupismennych ,,tagi* (Tab.
1). ,,Tag™ oznaceny znakem ,@° slouzi k ur¢eni kategorie informace — @HD obsahuje
informace o zakladnich vlastnostech souboru a ,,alignmentii*, @SQ obsahuje informace
o referen¢nich sekvencich, @RG obsahuje informace o ,readech”, @PG obsahuje
informace o mapovacim softwaru a @CO slouzi k volitelnému komentéfi. Druhy typ

,tagl‘“ uptfesnuje druh popisované vlastnosti dané kategorie (Tab. 1).
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Tabulka 1: Priklady ,tagi‘“ slouZicich K roztfidéni informaci uchovanych v zahlavi soubort ve
formatu SAM, spolu s jejich zatazeni do kategorie a popisem informace, kterou oznacuji.

Kategorie = Tag Uchovana informace
VN* Verze formatu SAM

Styl sefazeni ,,alignmentt*, platné hodnoty jsou — unknown pro

nezndmé, ,unsorted“ pro nesefazené, ,,queryname® pro

@HD SO lexikografické fazeni podle QNAME a ,,coordinate* pro fazeni
podle RNAME v poradi @SQ tadkt popisujicich referencni
sekvence

SN* Jméno referencni sekvence, hodnoty jsou vyuzivany v RNAME
a RNEXT polich v ,,alignment* sekci
LN* Délka referencni sekvence
@3Q —
Alternativni jména pro referencni sekvence, které mohou byt
AN uzity jinymi nastroji. Tyto jména vSak nesmi byt pouzita v
»alignment® sekci.
ID* Identifikéator skupin readt. Kazdy fadek kategorie '@RG musi
@RG mit unikatni ID. ID je pouzivano v RG poli v ,,alignment* sekci.
DT Datum spusténi programu.
Identifikator zdznamu programu. Kazdy fadek kategorie @PG
ID*  musi mit unikatni ID. ID je pouZivano v PG poli v ,,alignment*
@FG sekci
PN  Jméno programu
@CO Radky slouzici k volitelnému komentafi.

*jsou oznaceny povinné ,tagy* v kategorii

Po sekei reprezentujici zahlavi nasleduje ,,alignment* sekce, kde obvykle jeden fadek
reprezentuje linearni ,,alignment* jednoho segmentu (,,readu®) a sklada se z 11 nebo vice
poli oddélenych tabulatory, z nichz prvnich 11 je povinnych (Obr. 8). Pokud neni n&jaka
hodnota pole znama, podle typu dané hodnoty je pfifazen znak ,*‘ nebo ,0°. VSechny
namapované segmenty se vyskytuji na ,,forward* vlaknu, pokud je segment z , reverse*
vlakna, je uvedena jeho komplementarni sekvence z ,,forward* vlakna. Povinna pole jsou

V tomto potadi:
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10.

11.

QNAME: Jméno DNA fragmentu, ktery byl sekvencovéan a z né¢hoz pochazi dana
sekvence. Znak ,*¢ oznacuje neznamé jméno.

FLAG: Celé¢ c¢islo zapsané v dekadickeé soustave, po prevedeni do binarni soustavy
kazdy bit oznacuje jednu vlastnost souboru.

RNAME: Jméno referenéni sekvence daného ,,alignmentu*, pokud se v zahlavi
nachazi tadek kategorie @SQ, musi byt RNAME napsano pod ,tagem® SN
alespon v jednom fadku. Nezndma hodnota je oznacena znakem ,**.

POS: Pozice na sekvenci prvni CIGAR hodnoty, ktera zptsobi posunuti
v referencni sekvenci, indexovana od 1. Hodnotou je ,0°, pokud neni zndma.
MAPQ: Kvalita mapovani. Definovana jako —log;o(P), kde P oznacuje
pravdépodobnost, Ze je segment $patné zmapovany.

CIGAR: Sekvence znakii obsahujici Cisla a pismena, ¢islo oznacuje pocet bazi
a nasledujici znak vlastnost, kterou splituji. Hodnota ,** je pouzita, pokud nejsou
znamy (Tab. 2).

RNEXT: Jméno referen¢ni sekvence nasledujiciho ,,readu®. Pro posledni ,,read*
plati, ze RNEXT je nazev referen¢ni sekvence prvniho ,,readu’. Pokud je RNEXT
identické s RNAME, vyuZziva se hodnota =, pokud je neznamé pak *.

PNEXT: Pozice v sekvenci dal$iho ,,readu®, indexovana od 1. Hodnota 0, pokud
informace neni zndma. Informace je ekvivalentni hodnot¢ POS nasledujiciho
,,readu’.

TLEN: Délka zmapované sekvence, namapovany segment nejvice nalevo ma
kladnou hodnotu, napravo ma zapornou.

SEQ: Sekvence dané¢ho segmentu. Hodnota ,*‘, pokud neni sekvence znama. ,=
znaci baze identické k referencni sekvenci.

QUAL: PHRED ,,quality score* pro kazdou bazi, ekvivalentni tomu ze Sangerova
FASTQ formatu
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@SQ SN:Chromosome LN:€6413771

@SQ SN:pCC7120alpha LN:408101

@sQ SN:pCC7120beta 1LN:186€614

@SQ SN:pCC7120delta LN:55414

@sQ SN:pCC7120epsilon LN:40340

@SQ SN:pCC7120gamma ILN:101965

@sQ SN:pCC7120zeta LN:5584

@PG ID:TopHat VN:2.1.1
M02925:111:000000000-ARGUY:1:1101:1724:15565 329 Chromosome
M02925:111:000000000-AKGUY:1:1101:1724:15565 89 Chromosome
M029%25:111:000000000-ARGUY:1:1101:1724:15565 345 Chromosome
M02925:111:000000000-ARGUY:1:1101:1724:15565 329 Chromosome
M02925:111:000000000-ARGUY:1:1101:1757:1€152 355 Chromosome

Obrazek 8: Ukazka zahlavi a stfedové ¢asti SAM souboru.

Kromé povinnych poli, miize byt zahrnuta fada volitelnych poli poskytujici dodate¢né
informace o daném ,alignmentu”“. VsSechna volitelna pole jsou ve formatu
tag:typ:hodnota, kde ,,tag“ je dvoupismenna zkratka, odli$na od ,,tagii*“ uzitych v zahlavi,
kazdy se mtize vyskytovat v fadku pouze jednou. Typ je reprezentovan jednim ze znaku
— LA® pro vytisknutelny znak, ,i‘ pro celé cislo, ,f* pro desetinné Cislo s jednim
desetinnym mistem, ,Z° pro vytisknutelny fetézec, ,H pro pole byt v hexadecimalnim
formatu a ,B* pro posloupnost ¢isel. Hodnota je poté ve formatu daného typu.

Mezi dalsi formaty vyuzivané v bioinformatické analyze nalezi formaty vystupnich
souborll z bioinformatické analyzy. Jednim znich je textovy format VCF slouzici
k uchovani informaci o genovych variacich daného organismu vici referencni DNA. Ke
kazdé pozici uvedené v souboru tohoto typu je mozné piidat dodatecny popis.
Ekvivalentnim formétem v binarni podob¢ je format BCF, vyuZivajici binarni kompresi
dat. Tvorba soubori je nejsnadné€js$i pomoci softwarového balicku samtools, domovska
stranka: https://samtools.github.io/ (20. 4. 2019), ptipadné¢ BCFTools, domovska stranka:
https://samtools.qgithub.io/bcftools/ (20. 4. 2019). Tyto balicky vznikly za ucelem tvorby

Tabulka 2: Pfehled znakd v CIGAR sekvenci SAM formatu spolu s jejich popisem.
Posunuti v sekvenci oznacuje skute¢nost, kdy se pfi porovnani sekvenci posunuje pozice
soucCasn¢ porovnavané baze.

Posunuti v Posunuti v referenéni

Znak Vlastnost ey . . :

prifazené sekvenci sekvenci
M ,alignment* souhlasi ano ano
| inserce vuci referen¢ni sekvenci ano ne
D  delece vidi referencni sekvenci ne ano
N  preskoceny Usek z reference ne ano
S ,soft clipping* ano ne
H  ,hard clipping* ne ne
P ,padding” ne ne
=  sekvence se shoduje ano ano
X sekvence se neshoduje ano ano
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##FORMAT=<ID=RDR, Number=1, Type=Integer, Description="Depth of
##FORMAT=<ID=ADF, Number=1, Type=Integer, Description="Depth of
##FORMAT=<ID=ADR, Number=1, Type=Integer, Description="Depth of

#CHROM POCS ID REF ALT QUAL FILTER INFOC
scaffold00001 1293 . G B . PASS
scaffold00001 1322 . G T . PASS
scaffold00001 1331 . T G . PASS
scaffold00001 1359 . T G PASS

Obrazek 9: Ukazka zahlavi a stfedové ¢asti VCF souboru
a manipulace se SAM, BAM, VCF a BCF soubory. Data uloZena v souboru Ize rozd¢lit
do dvou c¢asti, ¢ast s meta-informacemi a ¢ast s daty o variacich.

Data ulozena v ¢asti s genovymi variacemi (meta-informacemi) jsou rozdéleny do
poli, z nichZ kazdé ma pifedem definované typy hodnot, které mohou nabyvat. Nicméné
format dovoluje vytvafet i vlastni typy hodnot, jejichz popis spolu se zakladnimi
informacemi o souboru se musi nachazet v ¢asti s meta-informacemi. Vétsina fadkti ma
podobny format, po znacich ,##’ se nachazi nazev pole do které¢ho patii popisovany typ
hodnot. Popis je slozen z para (Obr. 9), které pesné definuji typ hodnot.

Po ¢asti s meta-informacemi nasleduje ¢ast obsahujici data o variacich. Kazdé variace
je rozdélena do osmi povinnych sloupcti, a kazdy fadek popisuje jednu genovou variaci
(Obr. 9).

Mezi povinné pole patii po fadé:

1. CHROM: Sekvence znakt slouzici jako identifikator chromozomu z referen¢niho
genomu. Pokud je ve formatu <ID>, odkazuje na id popsany v ¢asti s meta-
informacemi. VSechny poloZky se stejnym CHROM musi byt vzestupné sefazené
podle POS. Povinny udaj, nesmi obsahovat dvojte¢ky ani bilé znaky.

2. POS: Nezaporné celé ¢islo oznacujici pozici V referencnim genomu, kde dochazi
k variaci. V souboru se nesmi nachazet vice polozek se stejnou pozici. Pro
oznaceni telomér slouzi 0 aN+1, kde N je pocet bazi korespondujiciho
chromozdému. Povinny udaj.

3. ID: Sekvence znakl reprezentujici identifikator dané variace, stiednik muze
slouzit pouze k oddéleni vice identifikatord. Jeden identifikator nemize byt pouzit
pro vice polozek. Pokud se jednd o SNP z dbSNP, mtze byt pouzit identifikator z
databaze. Nepovinny udaj, nesmi obsahovat bilé¢ znaky.

4. REF: Sekvence slozena z pismen — ,A° pro adenin, ,G* pro guanin, ,T‘ pro
thymin, ,C° pro cytosin, ,N° pro neznamou bazi. Sekvence predstavuje baze z

referencni sekvence, které podléhaji variaci a prvni baze je na pozici POS. Pro
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reprezentaci inzerce, nebo delece, pti které by REF nebo ALT byly prazdné je
nutné zapsat i bazi pted variaci. Povinny udaj.

5. ALT: Posloupnosti bazi oddélenych Carkami reprezentujici alternativni béze
k bazim referen¢nim. Muze byt ve stejném formatu jako REF, nebo <ID> kde ID
je popsano v ¢asti s meta-informacemi. Vyuziva se stejnych znakd jako u REF
a navic znaku ,*‘ reprezentujiciho deleci. Nejsou povoleny bilé znaky a carky.

6. QUAL: Ciselna hodnota ,,Phred-scaled quality*.

7. FILTER: Hodnota ,,PASS* pokud pozice prosla vSemi filtry kvality a variace je
platnd. Pokud neprosla vSemi filtry obsahuje kody téchto filtri oddélené
stiedniky.

8. INFO: Slouzi k dodate¢ném popisu kazdého zaznamu. Stiedniky oddélené pary

ve tvaru kli¢:hodnota, jejich popis je v zahlavi.

Dale se zde miuzZe nachazet pole FORMAT, které slouzi k dodate¢nému popisu
genomu. Hodnoty jsou ve tvaru ID=hodnota, kde ID i format hodnoty je popséan v ¢asti

s meta-informacemi.
2.3.2 Mapovaci softwary

Sekvenaci DNA, nebo RNA vznikaji rizn€ dlouhé ,ready*“ sloZené z pfisluSnych
nukleotidi, které je nutné pro naslednou analyzu sestavit do podoby, v jaké se nachdzeji
ve zkoumaném organismu. K tomuto Gcelu slouzi mapovaci softwary umoziujici na
zéklad€ porovnani fragmenti s referencnimi sekvencemi vytvofit tzv. ,,alignment®, tedy
sefazeni fragmentu tak, aby co nejvice odpovidaly referenci (Conesa et al.,2016). Mezi
hlavni dva pfistupy mapovani sekvenacnich dat patii ,,unspliced align* a ,,spliced align*

ptistup (Schbath et al., 2012).

Tabulka 3: Piehled ptistupti, metod a softwari K mapovani ,,readi, a jejich vyuziti (upraveno
dle Garber 2011).

Piistup Metoda Software  VyuZiti

Seed* SHRIMP Mapo:/éni DNQA‘
Lreadi” a readi’

,,Unspliced align* preadi &
,,Burrows-Wheeler transform* Bowtie exomoveho
sekvenovéni.
iced align® xonint ToPHAt  Nfapovani  RNA
»Spliced align Tapov:
»Seed-extend GSNAP »readu.
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,unspliced align® nachazi vyuziti pfi mapovani ,,readi vzniklych sekvencovanim
genomu (DNA ,ready“), u kterych je znama referencni sekvence daného, nebo
piibuzného organismu k piifazeni. Pfistup totiz neumoziiuje lokalizovat mista
alternativniho sestiihu a slouzi hlavné ke kvantifikaci dat.

Dle typu zkoumaného organismu se ,,unspliced aligners* rozd¢luji do dvou kategorii
(Tab. 3). ,,Burrows-Wheeler transform* metody tvofi prvni kategorii metod a jsou
vyuzivany, pro piipady sekvencovani, jejichz vyhodnoceni nezahrnuje alternativni
sestiith. Algoritmus téchto metod spocivd v pfevedeni readi pomoci Burrows-
Wheelerovy transformace na datovou strukturu. Takto transformované ,,ready* lze poté
velmi rychle porovnavat s referen¢ni sekvenci (Garber et al., 2011). Prikladem softwaru
je Bowtie, domovska stranka: http://bowtie-bio.sourceforge.net/ (20. 4. 2019).

Druhou skupinu tvoii ,,Seed metody jejichz algoritmus je zaloZen na rozdéleni
,readu’ na kratsi useky ,,seminka“ (z angl. ,,seeds®), pfi¢emz se pocitd s tim, Ze v kazdém
,readu® je alespon jedno ,,seminko®, které 1ze piesné prifadit K referenci. Tim se se urci
alespon piiblizna pozice ,readu” na referen¢ni sekvenci (Garber et al., 2011). Na
pfifazeni zbytku ,;readu’ je poté vyuzito jinych algoritmi, majicich vétsi citlivost, ale
jejichz vyuziti na cely ,,read* by bylo neefektivni, napt. Smith-Watermaniiv algoritmus.
Mezi software vyuzivajici tento typ metody patii SHRIMP, domovska stranka:
http://compbio.cs.toronto.edu/shrimp/ (20. 4. 2019).

»opliced align“ slouzi K pfifazeni ,readi vzniklé sekvencovanim celého
transkriptomu. Jejich vyhodou je identifikace nové vzniklych exond, popiipad¢ ,,readti’
zasahujicich do vice exont. Pfedstavené metody se rozdé€luji do dvou kategorii (Tab. 3).

Prvni z nich je tvofena ,,Exon-first metodami. Jejich algoritmus je rozdélen do dvou
Casti. Nejprve jsou pritazeny ,ready“ zasahujici pouze do jednoho exonu, pomoci
»unspliced aligner metod. V druhém kroku jsou rozdéleny zbylé ,ready* na kratké
fragmenty a samostatné ptifazeny K referenénimu genomu, nasledné jsou analyzovany
¢asti na koncich exont, aby byly nalezeny spojeni mezi témito exony (Yang a Kim,
hlavné v ptipadech, kdy malo ,readi“ zasahuje do vice exonti (Garber et al., 2011).
Typickym ptikladem ,,unspliced aligner” softwaru je napt. TopHat, domovska stranka:
https://ccb.jhu.edu/software/tophat/ (20. 4. 2019).

Druha skupina je tvofena metodami ,,Seed-extend*. Algoritmus téchto metod funguje
podobné¢ jako u ,,seed” metod ve skupiné ,,unspliced aligner* pfistupu. VSechny ,,ready*

jsou rozd€leny na kratké fragmenty, které jsou nasledné pfifazeny K referenénimi genomu
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a tim jsou lokalizovany jejich pozice (Yang a Kim, 2015). Ke pfifazeni zbylych useki je
vyuzivan jiny algoritmus, ktery je vice ¢asové naro¢ny. Nasledné jsou analyzovany
,ready”, které byly rozdéleny vlivem DNA sestiihu (Garber et al., 2011). Piikladem
softwaru je GSNAP, domovska stranka: https://www.gvst.co.uk/ (20. 4. 2019).
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3 Experimentalni ¢ast
3.1 Material a metody

3.1.1 Vstupni data pro analyzu

Pro bioinformatickou analyzu popisovanou v této praci byly pouzity data ziskand v
prubéhu celotranskriptomového sekvencovani sklerocia  Claviceps purpurea
industrialniho kmene Gal404 (TEVA Czech Industries, Ceska republika) a divokého
kmene 20.1 (Centrum regionu Hana pro biotechnologicky a zemé&délsky vyzkum, Ceska
republika) rostoucich za standardnich podminek a posbiranych v roce 2014. Piiprava
knihovny byla provedena pomoci Illumina TruSeq Stranded mRNA Sample Preparation
Kitu (Illumina, San Diego, CA, USA). Vysledna knihovna byla sekvencovana s pouzitim
MiSeq Reagent Kitu v3 (Illumina, San Diego, CA, USA) na pfistroji MiSeq.
Transkriptom byl sekvencovan ptistupem ,,paired-end* za uc¢elem zvySeni spolehlivosti
pii detekci jednonukleotidovych polymorfismti apro dosazeni kvalitnéjsi dat ze

sekvencovani.
3.1.2 Kontrola kvality a mapovani “readi” na referen¢ni genom

Kontrola kvality byla provedena s pomoci programu FastQC (verze 0.10.0), domovska
stranka: https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/ (20. 4. 2019).
Proces mapovani byl realizovan pomoci programu TopHat2 (verze 2.0.12), domovska
stranka: https://ccb.jhu.edu/software/tophat/index.shtml (20. 4. 2019). Sekvence byly
mapovany na referen¢ni genom Claviceps purpurea kmene 20.1 (Schardl et al., 2013).
Mapovani sekvenci bylo provedeno ptikazem s nasledujici syntaxi:

tophat2 -o vystupni_adresar -G anotacni_soubor.gff3 —p 10 -N 6 -read-edit-dist 6
indexovany genom R1.fastq R2.fastq

Parametry vyuzité v tomto pfikazu jsou shrnuty v nasledujicim ptehledu:

-0 Vystupni adresar.

-G Anotacni soubor ve formatu GFF3.

-p Pocet jader CPU vyuzitych v mapovacim procesu.

-N Maximalni pocet neshodujicich se nukleotidi v jediném “readu”

pro jeho mapovani na referencni genom.
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-read-edit-dist
indexovany genom

R1.fastg, R2.fastq

Maximalni pocet chybé&jicich bazi v jediném ,,readu.
Index referen¢niho genomu.

FASTQ soubory obsahujici ,,ready*.

3.1.3 Kvalitativni analyza transkriptomu

K vytvoteni vstupnich VCF souborti, obsahujicich informace o genetickych variacich ve

zkoumaném organismu, bylo vyuzito volné¢ dostupnych softwarti VarScan2, domovska
stranka: http://dkoboldt.github.io/varscan/ (20. 4. 2019), a BCFTools, domovska stranka:
https://samtools.github.io/bcftools/ (20. 4. 2019). Jelikoz se algoritmy obou softwart 1isi,

vystupem jsou dva soubory obsahujici data, ktera nejsou Gplné totozna. Tab. 4 obsahuje

popis jednotlivych parametrti vyuzitych v pirikazech.

Piikaz uzity pro vytvofeni VCF souboru prostiednictvim softwaru BCFTools:

bcftools mpileup -f ref_soubor.fa alignment_soubor.bam -o vystupni_soubor.vcf

Software VarScan2 neumoziuje vytvoreni VCF souboru, ktery by obsahoval data jak

0

Tabulka 4: Popis parametrt, vyuzivajicich se v piikazech pro tvorbu VCF souboru.

Software Parametr Funkce parametru
-0 Vystupni soubor.
BCFTools _ .
-f Indexovany soubor s referencnimi sekvencemi.
. Funkce pro vytvofeni souboru s daty 0
BCFTools a Samtools mpileup pro vytvoret y
genomovych variacich.
Samtools --reference Soubor s referenénimi sekvencemi.
. Funkce pro vytvofeni souboru s genomovymi
mpileup2sn . )
prieup=snp substitucemi.
. . Funkce pro vytvoieni souboru s genomovymi
mpileup2indel Pro vytvoren g y
inzercemi a delecemi.
--min- Minimalni hloubka ,,readu’ na konkrétni pozici
coverage pottebna pro uréeni genomové variace.
VarScan?2 T N .
Miniméalni mnozstvi podporujicich ,,readi” na
--min-reads2 konkrétni pozici potfebné pro urceni genomové
variace.
--min-var-freq  Minimalni frekvence variace.
--p-value Nejmensi hladina vyznamnosti variace.
--output-vcf Vystup ve formé VCF souboru.
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substitucich, tak o inzercich a delecich jednim ptikazem. Bylo tedy nutné vytvofit dva

soubory, vyuzivan byl software samtools k vytvoteni vstupniho MPILEUP souboru.

Ptikazy byly zadany v nasledujicim tvaru:

samtools mpileup --reference ref soubor.fa alignment _soubor.bam | java -jar
VarScan.jar mpileup2snp --min-coverage 2 --min-reads2 2 --min-var-freq 0.05 --p-value

0.05 --output-vcf 1 vystupni_soubor.vcf

samtools mpileup --reference ref soubor.fa alignment _soubor.bam | java -jar
VarScan.jar mpileup2indel --min-coverage 2 --min-reads2 2 --min-var-freq 0.05

--p-value 0.05 --output-vcf 1 vystupni_soubor.vcf

Data ziskana programem BCFTools byla nasledné filtrovana, aby bylo docileno
shodnych parametri jako v pfipadé¢ programu VarScan. Nukleotidové modifikace
vykazujici pokryti mensi nez 4x, byly z vystupniho souboru odstranény. Po filtrovani byla
pro vysledné VCF zprogramu annovar provedena analyza jednonukleotidovych
polymorfismi na organismus pomoci implementovaného softwaru akomeréné
dostupného programu ANNOVAR.

Vliv jednonukleotidovych polymorfismi na organismus lze pomoci vytvoieného
softwaru zjistit jedinym piikazem, av$ak je nutné mit k dispozici vSechny potiebné
vstupni soubory. Po spusténi hlavniho souboru snp_analyze.py je uzivatel dotazan na
umisténi GFF3, VCF a FASTA souboru. Nasledné probéhne zpracovani téchto souborti
a poté staci v hlavni nabidce zadat moznost 7, Zjisteni vlivu nukleotidovych variaci na
cely organismus. Timto ptfikazem je vytvofen v uZivateli vybraném adresati FASTA
soubor  salternativnimi  nukleotidovymi  sekvencemi  vzniklymi  vlivem
jednonukleotidovych polymorfismi. Mimoto je v hlavnim adresafi vytvofen soubor
log.txt, ktery obsahuje popis pribéhu programu. Toho lze vyuzit pfi srovnavani S
vysledky jinych softwarem.

Za tucelem porovnani vysledkd se softwarem ANNOVAR, domovska stranka:
http://annovar.openbioinformatics.org/ (20. 4. 2019) bylo potieba zpracovat log soubor
do podoby textového souboru, jehoz fadky obsahuji pocet variaci v kazdém genu. Toho
bylo docileno moznosti 8, Zpracovani log souboru, Vv hlavni nabidce vytvorené¢ho
softwaru a nasledné vybranim moznosti 1, Soubor s poctem variaci podle genomovych

oblasti. Ptikaz vyuzity pro generovani anotace programem ANNOVAR je nésledujici:
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table_annovar.pl input.vcf databaze/ -buildver CP -out myanno -remove -protocol
refGene -operation g,r -nastring . -vcfinput

3.1.4 Zhodnoceni zarovnani “readi” a kvality sekvenacnich dat

Data ziskana ze sekvenatoru Illumina MiSeq v ramci sekvencovani transkriptomu
Claviceps purpurea Gal 404 a divokého kmene 20.1 byla analyzovana s vyuzitim
programu FastQC (verze 0.10.0). Ziskané zakladni charakteristiky z datovych souborti
ukdazaly, Ze u obou vzorku byla délka readti stanovena na 51 bp. Ve zkoumanych
datovych souborech nebyly nalezeny “ready” s odlisnou délkou “readii” nez je tato

hodnota. Celkovy pocet ziskanych readii z obou souborti byl stanoven na 9 414 479 pro

kmen Gal 404 a 10 119 211 pro divoky kmen 20.1.

Celkovy procentualni obsah bazi GC byl stanoven na 52 % pro divoky kmen 20.1

a 51 % pro Gal 404. Uvedena hodnota je shodna s obsahem GC bazi v genomu
Claviceps purpurea uvadénym v literatufe (Schardl et al., 2013). Pfi porovnani téchto
hodnot s obsahem uvadénym pro kodujici sekvence (GC 55 %; Schardl et al., 2013), se
hodnota li$i 0 3-4 %. Detekovana odliSnost ov§em neni takového rozsahu, aby data
nemohla byt v tomto ohledu interpretovana jako kvalitni.Jednou ze zakladnich
charakteristik hodnoticich kvalitu sekvenacnich “readd” je ,,Phred quality score®, které

je ptimo imérné kvalité baze na dané pozici v “readu” (Obr.10).

Skutecnost, Ze vSechny ready se vyznacuji vysokou kvalitou a analogicky vysledek byl
zjistén, také pro divoky kmen 20.1. prezentovaném grafu se vyskytuji tfi barevné
odliné oblasti s vysoce kvalitnimi bdzemi nachédzejicimi se v zelené oblasti. Data
prezentovana pro kmen Gal 404 (Obr. 10) zobrazuji, Ze ,,ready* Ize povazovat za
kvalitni v celé délce, vzhledem ke skutecnosti, Ze zddna baze nezasahuje do Cervené ani
do zluté oblasti grafu coz by znamenalo jeji snizenou kvalitu. Pro kmen 20.1 byly

nalezeny podobné vysledky jako u kmene Gal 404.

Dalsi moZnosti, jak zhodnotit kvalitu sekvenacnich “readii” je pomér mezi jednotlivymi
druhy nukleotidl ze kterych jsou “ready” tvoieny. Ukazka obsahu bazi pro kmen

Gal404 je zobrazen na Obr. 11.
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,.Quality score* nukleotidovych bazi

T 1234%6789 11 13 15 17 19 21 23 25 27 20 31 33 35 37 30 41 43 45 47 49 51 53 55 57 S0 61 63 65 67 &9 71

Pozice v readu (bp)

Obrazek 10: Zobrazeni ,,Phred skore” pro kmen Claviceps purpurea Gal 404 jako funkce pozice
baze v ,,readu”. u kazdé baze je centralni ¢ervena ¢ara zobrazujici median, Zluty sloupec zobrazujici
dolni ahorni kvartil auseéky zobrazujici minimum a maximum. Modra ¢ara piedstavuje
primérnou hodnotu ,,Phred skére“. Zluta a Eervena oblast grafu znaéi snizenou, respektive $patnou
kvalitu.

Procentudlni obsah jednotlivych nukleotidi ukazuje u bazi 1-12 v “readu” anomalie v

obsahu jednotlivych druhti nukleotidii. Ve zkoumané oblasti grafu se vyskytuje témet
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Podil nukleotidovych bazi v sekvenci DNA

12345678689 11 13 15 17 19 21 23 25 27 20 3‘1 33 35 3 o«

Pozice v ,,readu’ (bp)
Obrazek 11: Procentualni obsah nukleotid pro kmen Gal 404 Claviceps purpurea piitomnych
ve studovanych ,,readech* v zavislosti na poloze baze v ,,readu”.
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30% odchylka ve srovnani s ocekavanou hodnotou, ktera by se méla pohybovat kolem
25 %. Tato zhorsena kvalita bazi vyskytujici se na zacatku ,,readid* je ¢astou komplikaci
pro sekvenatory firmy Illumina (Hansen et al., 2010). U druhého studovaného kmene

byly v tomto ohledu nalezeny obdobné vysledky.

Posledni charakteristikou zkoumanou v ramci hodnoceni kvality bylo zkoumani obsahu
sekvenacnich adaptér, které byly pouzity v prib¢hu ptipravy sekvenacni knihovny,

a které by mély byt odstranény v pritbéhu zpracovani surovych dat piistrojem Illumina,
coz je zprostiedkovano vestavénym softwarem. U zadného ze zkoumanych kmenii
nebyla v tomto ohledu nalezena z4dné kontaminace sekvena¢nimi adaptéry. Na zakladé
uvedenych skutecnosti, 1ze usoudit, Ze ziskana data vykazuji dostate¢nou kvalitu pro

naslednou bioinformatickou analyzu.

Bezprosttedné po provedeni kontroly kvality u studovanych “readi” bylo provedeno
zarovnani ,,readid* na referen¢ni genom s pomoci programu TopHat2 (v. 2.0.12).

u divokého kmene 20.1 bylo docileno uspésného zarovnani u 82,5 % (z celkového poctu
10 119 211) vstupnich “readd”. Podobného vysledku bylo docileno také v pfipadé
kmene Gal 404, kde bylo tspé$sné namapovano 83,2 % (z celkového poctu 9 414 479).
Pro ovéfeni uspéSnosti mapovani se pouziva podil “readi”, které se vyznacuji
vicenasobnym zarovnanim v referenénim genomu. Tento podil by mél dosahovat
minimalnich hodnot, s pfihlédnutim ke skute¢nosti ze n¢které “ready” mohou byt
zarovnany na vice mist v referen¢nim genomu z diivodu vyskytu repetitivnich sekvenci.
U vzorku divokého kmene 20.1 bylo nalezeno 2,0 % “readt”, pro kmen Gal 404 1,8 %
“readl”, které vykazovaly vicenasobné zarovnani na referen¢ni genom. Obé¢ tyto
hodnoty jsou vzhledem k celkovému poétu “readii’” zanedbatelné a lze tedy v tomto
ohledu usoudit, Ze se jedné o vysoce kvalitni mapovani. Ponékud nizsi pocet
zarovnanych ,,read (80-85 %) je pravdépodobné zplisoben neliplnosti referencniho

genomu, a nikoliv nevyhovujici kvalitou mapovanych reada.

3.1.5 Popis vyvoje softwaru

Software byl vytvaren ve vyvojovém prostiedi Microsoft Visual Studio 2017 na
pocitacové platformé s opera¢nim systémem Microsoft Windows 10. Vyuzity byly dva
programovaci jazyky — Python 3.6, ve kterém je napsana pievazna ¢ast zdrojového kodu
a jazyk SQL, jenz je vyuZivan pro uloZeni a praci s daty vzniklymi zpracovanim

velkych soubort s biologickymi informacemi.
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Hlavni funkci programu je zprostfedkovani prehledného popisu zmén v genomu,

spolu s jejich vlivem na translatované proteiny. Software 1ze rovnéz vyuzit i k zji$téni
zékladnich informaci o struktufe genomu napft. pozice genti, exonil a intronti
referencniho organismu. Déle také umoznuje uZivateli zpracovavat samotné vystupni
soubory (ptevedeni nukleotidovych sekvenci ve FASTA souboru do aminokyselinovych
sekvenci, poptipadé kvantifikace variaci zpracovanim log souboru). Vysledkd je

docileno zpracovanim dat ze tii vstupnich souborti:

1. Soubor formatu GFF3 — obsahuje informace o struktufe genomu zkoumaného

organismu, napf. pozice genil a exonti v DNA.

2. Soubor formatu VCF — obsahuje pozici a podobu kazdé genomové variace ve

zkoumaném organismu.
3. Soubor formatu FASTA — obsahuje DNA sekvence referen¢niho organismu.

Hlavnim typem vystupniho souboru je FASTA soubor, ktery obsahuje DNA nebo
aminokyselinové sekvence vzniklé vlivem variaci v genomu. Nékteré vysledky,
predevsim informativni, jsou zobrazeny v textové podob¢ v ptikazovém tadku.
Vedlej$im vystupnim souborem je tzv. log soubor, ktery obsahuje strucny popis a pocet

variaci, nachazejicich se v kazdém genu.

Programovaci jazyk Python umoziiuje roz¢lenéni zdrojového kodu do jednotlivych
soubort tzv. modulti. Moduly slouzi k leps$i piehlednosti zdrojového kodu, kazdy modul
obsahuje funkce vztahujici se k ur€ité problematice. Funkce definované v jednom
modulu mohou byt pouzity napfi¢ ostatnimi. Samotny software se sklada ze sedmi

modult:
1. snp_analyze.py — hlavni modul, ktery slouzi ke spusténi celého softwaru.

2. vcf_apps.py — modul obsahujici funkce pro zpracovani VCF souboru, hlavni
funkci je process_vcf umoziujici ulozeni variaci, nachazejicich se
Vv kédujicich sekvencich organismi, do databaze. Pro praci s databazi je

vyuzito zabudovaného modulu sqlite3, jenZ umoznuje vyuziti jazyka SQL.

3. gff_apps.py — modul obsahujici funkce pro zpracovani GFF3 souboru, hlavni
funkci je process_gff umoznujici ulozeni informaci z GFF3 souboru do
datovych typt Pythonu, kvili rychlejsimu vyuzivani dat v chodu programu.
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4. snp_apps.py — modul s funkcemi umoziujicimi splnéni hlavnich cil
programu, funkce show_snp, show_sequence a show_protein tvoii jeho

hlavni kostru.

5. protein_apps.py — modul s funkcemi pro ptevod nukleotidovych sekvenci do

sekvenci aminokyselin.

6. fasta_apps.py — modul obsahujici funkce pro praci s FASTA soubory, hlavni
funkce fasta_specific_read slouzi k pfecteni urcitych pozic z FASTA

souboru s referen¢nimi sekvencemi.

7. sequence_apps.py — modul s funkcemi upravujicimi nukleotidové sekvence,

napf. plus_strand k pfevedeni ,,reverse vlakna DNA na ,,forward®.

8. log_apps.py — modul s funkcemi slouzicimi ke zpracovani log soubort

vytvofenych pomoci tohoto softwaru.

Cely software je poskytnut jako elektronicka ptiloha k bakalatské praci (Ptiloha 1).

Manuadl k implementovanému softwaru je popsan v nasledujici kapitole.
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4 VysledKky a diskuze

4.1 Manual pro spravné uziti softwaru

Pro spravnou funkc¢nost softwaru je tieba mit nainstalovany Python kompilator. Toho 1ze
docilit instalaci balicku, volné stazitelného z oficidlnich stranek jazyka Python:
https://www.python.org/downloads/ (20. 4. 2019), pomoci instrukei, které jsou na
strankach poskytnuty.

Pro spravné zobrazeni textu je vyzadovan balicek Python modul Tabulate, domovska
stranka: https://bitbucket.org/astanin/python-tabulate/src/master/ (20. 4. 2019). Instalace
probiha spusténim ptikazu pip install tabulate v piikazovém tadku. Dale staci otevfit
hlavni soubor programu snp_analyze.py. Pii b&éhu softwaru né&kolikrat dochazi
k vytvofeni databazi, souborti s koncovkou .db, tyto soubory lze otevirat napf. pomoci
open source programu SQLiteStudio, domovska stranka: https://sglitestudio.pl/index.rvt
(20. 4. 2019), v ptipadé nesmyslnych vysledkl softwaru je doporu¢eno smazat databaze
a nechat software vytvofit nové.

Uzivateli je ovladani softwaru umoznéno pomoci jednoduchého grafického rozhrani
Vv prostiedi ptikazového fadku. Béh programu lze volit vZdy zadanim daného znaku ze
zobrazené nabidky (Obr. 12).

Pti prvnim spusténi softwaru je uzivatel dotdzan na umisténi vstupnich soubort. Pokud
se jedna o dosud nevyuzité soubory, dojde k vytvofeni databaze obsahujici zpracovana
data z VCF souboru. Postupny prubéh je uzivateli vypsan na obrazovce v podobé
aktualn¢ zpracovavané hodnoty sloupce CHROM ve VCF souboru, vytvoteni databaze

je uzivateli oznameno v hlavni nabidce (Obr. 12).
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Hlavni nabidka softwaru

renou databazi z VCF souboru, vyberte dals3i pribéh programu:
id y

o vypis chromozomi/genomovych oblasti
vypsani referencni sekvence konkrétniho chromozomu/genomové oblasti
vypsani id gent v konkrétnim chromozomu/genomové oblasti

pro popis konkrétniho genu a vlivu SNP

) vytvoreni FASTA souboru se sekvencemi aminokyselin

o zji ci na cely genom
dodatecné zpracovani log souboru

-1 pro konec programu

Volba uzivatele

Nazev chromozomu Pocet genl

scaffoldoeoool 271

scaff01de00o2 266 Vysledek softwaru
scaffoldeoeo3 275

scaffoldeooos 234

Obrazek 12: Hlavni nabidka implementovaného softwaru spolu s vypisem chromozomd.

Hlavni nabidka umozniuje vybér z osmi funkci, dle jejich typu lze program rozdélit na
tii ¢asti — popis genomu a vlivu variaci na jednotlivé geny (moznosti 1, 2, 3, 4 a 5), vliv
genovych variaci na cely organismus (moznost 7) a dodate¢né zpracovani vystupnich
souborit programu (moznosti 6 a8) Znak ,-1° slouzi kukonceni programu.
V nasledujicim textu jsou popsany vSechny funkce programu (cely nazev funkce je vzdy
zapsan kurzivou), vV zavorce U jména funkce je znak, ktery slouzi ke spusSténi funkce
v aktualni nabidce.

Funkce pro popis genomu a vlivu variaci na jednotlivé geny jsou nasledujici:

o Vypis id genii (1): Funkce slouzi K vypsani vSech identifikatord genti v genomu
na obrazovku. UzZivatel si mize vybrat kolik hodnot ma byt vypsano v jednom
tadku. Udaje odpovidaji genovym identifikatoram, které jsou vyuzity v GFF3
souboru.

o Vypis chromozomii/genomovych oblasti (2): Funkce umoziiuje vypis
chromozoml, pfipadné jinych ¢asti, do kterych je rozdélen genom. Hodnoty
koresponduji s rozdélenim genomu, dle vstupnich soubori. Data se vypisi na
obrazovku v podobé dvou sloupcii, prvni oznacuje nazev chromozomu/¢asti,
druhy poté odpovidajici pocet gend.

o Vypis referencni sekvence konkrétniho chromozomu (3): Funkce pro vypsani
nukleotidové sekvence ur¢itého chromozomu/Casti genomu na obrazovku.
Jedna se o udaj ze vstupniho FASTA souboru. Format vypisu je ve standardni
podobé FASTA souboru (standardné 70-80 znakd na fadek).

o  Vypis id genu v konkrétnim chromozomu (4): Funkce, jez vypiSe identifikatory

gentt urcittho chromozomu/Casti genomu. UZivatel musi zadat nazev
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id genu: CPUR_02396

Zadejte:
pro prohliz DNA sekvenci jednotlivych CDS
~o prohl ni vlivu SNP .
prohl i iklych aminokyselin z CDS Tabulka s popisy CDS:
data koresponduji s GFF

souborem

iklych disledkem genovych variaci
i DNA transkript ych disledkem ger
zicho menu

nce: vystupg

Dotaz na jméno vystupniho souboru

Obrazek 13: Ukazka softwarové funkce Popis konkrétniho genu a viivu genovych variaci.
chromozomu/¢asti genomu ve tvaru v jakém se hodnota nachazi ve vypisu
pomoci funkce Vypis chromozomii/genomovych oblasti, také si mize zvolit
pocet hodnot na fadku. Znak ,-1° slouzi k navraceni do pfedchozi nabidky.

e Popis konkrétniho genu avlivu genovych variaci (5): Funkce zobrazujici
struény popis struktury urc¢itého genu a nasledné vypise dalsi funkce vztahujici
se k nému. UZivatel musi zadat gen ve tvaru v jakém se nachazi ve vypisu
pomoci funkce Vypis id genit, nebo Vypis id genu v konkrétnim chromozomu.
Popis struktury obsahuje nazev genu, jeho pozici v genomu a vlakno, na
kterém se nachazi kodujici sekvence (Obr. 13). Znak ,-1° slouzi k navraceni do
predchozi nabidky. Déle jsou uzivateli nabidnuty tyto funkce:

o Prohlizeni DNA sekvenci (1): Funkce zobrazujici DNA sekvenci
koédujici sekvence daného genu. Uzivateli je zobrazena tabulka
s informacemi o jednotlivych kodujicich sekvencich (pozice, ndzev
transkriptu, indexy CDS a transkriptit), nasledné je mozno vybrat mezi
vypisem DNA sekvence jedné CDS zadanim znaku ,1° a nésledné
zadanim indexu transkriptu a CDS, nebo sekvence DNA konkrétniho
transkriptu zadanim znaku ,2° a nasledné indexu transkriptu. Data v
tabulce koresponduji s informacemi z GFF3 souboru. Znak -1 slouzi

k navraceni do pfedchozi nabidky.
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synonymni SNP
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scaffold00001 CPUR 24 .0 C

Obrazek 14: Ukazka t v log souboru.

o Prohlizeni viivu nukleotidovych variaci (2): Funkce slouzici pro vypis
nukleotidovych variaci asekvenci DNA vzniklych dusledkem
nukleotidovych variaci na gen. UZivateli je zobrazena tabulka
s informacemi o jednotlivych koédujicich sekvencich (pozice, nazev
transkriptu, indexy CDS a transkriptit), nasledné je mozno vybrat mezi
vypisem variaci avzniklych sekvenci jednoho transkriptu DNA
zadanim indexu transkriptu, nebo uloZenim vSech alternativnich
sekvenci transkriptli, vzniklych disledkem genovych variaci, zadanim
znaku u. Sekvence jsou ulozeny ve FASTA formatu do adresate
urc¢eného uzivatelem. Znak -1 slouzi k navraceni do ptedchozi nabidky.

o Prohlizeni aminokyselin (3): Funkce umoznuje vypis sekvenci
aminokyselin, které jsou kodovany transkripty v genu. Aminokyseliny
jsou reprezentovany jejich jednopismennymi zkratkami, stop kodon je
reprezentovan znakem *. Znak -1 slouzi K navraceni do pifedchozi
nabidky.

Funkce pro zjisténi vlivu nukleotidovych variaci na cely organismus:

o Zjisténi vlivu nukleotidovych variaci na cely organismus (7). Funkce vytvori
vystupni FASTA (obr. 15) soubor (pokud uzivatel nezada jinak) a log soubor
(Obr. 14). FASTA soubor obsahuje vSechny DNA sekvence vzniklé
v disledku jednonukleotidovych polymorfismd, deleci ainzerci. Umisténi
vystupnich souborti je voleno uzivatelem. Dle formatu FASTA (Obr. 15)
soubort patii ke kazdé sekvenci popisny fadek, ktery v tomto potadi obsahuje

— identifikator genu, identifikator transkriptu spole¢né s ¢islem udavajicim

31



>SCPUR 00060
AT GAGTTTGGC elt % ' e 3 G AACATCTCAAGAAGGGAGAAG

GATT AACAA
GACGAG 3
A CTTG(

ACT GATT T T CTAG
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transcript

TACGAAAAACAAGGC
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Obrazek 15: Ukazka dat ve vystupnim FASTA souboru s DNA sekvencemi.

¢islo sekvence v ramci transkriptu (v disledku vice moznych variaci na jedné
pozici, dochazi ke vzniku vice sekvenci pro jeden transkript), druh vlakna
DNA, na kterém se nachazi kodujici sekvence (+ nebo -) a nakonec stru¢ny
popis vlivu variaci (napf. novy protein, synonymni SNP, nebo destrukce start,
popiipadé stop kodonu). Log soubor obsahuje data rozdélené tabulatory do
sloupcti. Prvni fadek obsahuje definice hodnot v danych sloupcich - CHROM
pro nazev chromozomu/Casti genomu, GENE ID pro identifikator genu,
TRANSCRIPT_ID pro identifikator trankriptu, SUB pro pocet substituci, DEL
pro pocet deleci, INS pro pocet inzerci a INFO pro dodatecny popis. Kazdy

7o

nasledujici fadek obsahuje kvantifikaci variaci pro dany gen a transkript.

Dodate¢né zpracovani vystupnich soubori umoznuji nasledujici funkce:

Vytvorreni FASTA souboru aminokyselinovymi sekvencemi (6): Funkce, ktera
zpracuje FASTA soubor se sekvencemi DNA a vytvofii korespondujici soubor
s aminokyselinovymi sekvencemi, jez jsou kddovany sekvencemi z prvniho
souboru (Obr. 16). Uzivatel musi zadat umisténi vstupniho souboru. Umisténi
vystupnich souborti je voleno uzivatelem. Vstupni soubor by mél byt
vytvofeny pomoci tohoto softwaru. Sekvence aminokyselin jsou popsany
stejné jako byly DNA sekvence vstupniho souboru, pro reprezentaci
aminokyselin je vyuzivano standardnich jednopismennych zkratek a pro stop

kodon znak *.
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Obrazek 16: Ukazka dat ve vystupnim FASTA souboru s aminokyselinovymi sekvencemi.

e Zpracovani log souboru (8). Funkce pro kvantifikaci dat z log soubort. Znak -
1 slouzi k navraceni do pfedchozi nabidky. Uzivatel ma na vybér ze tiéi druht
vystupl:

o Soubor s poctem variaci podle genomovych oblasti (1): Funkce slouzici
k vytvofeni nového souboru, jenz obsahuje data rozdélena tabulatory
do sloupcti. Na prvnim tadku jsou definovany hodnoty jednotlivych
sloupctt — GEN pro nazev chromozomu/oblasti genomu, INS pro pocet
inzerci, DEL pro pocet deleci, SUB pro pocet substituci. Kazdy fadek
slouzi ke kvantifikaci nukleotidovych variaci pro jeden
chromozom/oblast genomu. Uzivatel musi zadat umisténi log souboru
vytvofeného timto softwarem. Umisténi vystupniho souboru je voleno
uzivatelem.

o Soubor s poctem vsech variaci v organismu (2): Funkce slouzici
k vytvofeni nového souboru, jenz obsahuje data rozdélena tabulatory
do sloupcii. Uzivatel musi zadat umisténi VCF a GFF3 souboru, na
zaklad¢ jejichz zpracovani jsou data ziskdna. Umisténi vystupniho
souboru je voleno uzivatelem. V tadcich souboru jsou obsazeny data o
poctech jednotlivych variaci v odliSnych oblastech genomu.

o Soubor s porovndnim dvou log souborii (3): Funkce slouzi K vytvoreni
nového souboru obsahujictho porovndni dat ze dvou log soubor
vzniklych funkci Zjisteni viivu nukleotidovych variaci na cely
organismus nebo dvou soubort vzniklych funkci Soubor s poctem
variaci podle genomovych oblasti, uzivatel si zvoli typ vstupniho
souboru. Uzivatel musi zadat umisténi dvou vstupnich soubori

a adresar, do kterého se ma ulozit vystupni soubor. Data jsou ve
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vystupnim souboru ulozena do tabulatory oddé€lenych sloupcii. Prvni
radek obsahuje nazvy dvou vstupnich log soubord. Druhy fadek slouzi
k definici  hodnot ve sloupcich. — CHROM pro nazev
chromozomu/oblasti genomu, SUB pro pocet substituci, INS pro pocet
inzerci, DEL pro pocet deleci. Nasledujici fadky obsahuji pro kazdy

chromozom/oblast genomu kvantifikaci variaci pro oba log soubory.
4.2 Detekce nukleotidovych modifikaci

Po provedeni kontroly kvality a nasledném mapovani ,,readi* na referen¢ni genom byla
provedena kvalitativni analyza transkriptomu dvou kmend Claviceps purpurea (kmen
20.1 a Gal404). Analyza zahrnovala detekci jednonukleotidovych polymorfisma, inzerci
a deleci (souhrnné modifikaci DNA) pomoci dvou softwaru (VarScan domovska stranka:
http://dkoboldt.github.io/varscan/ navstiveno 20. 4. 2019 a BCFTools domovska stranka:
https://samtools.github.io/bcftools/ navstiveno 20. 4. 2019), které jsou uréeny pro tento
ucel. Jednotlivé udalosti nalezené s pomoci téchto softwart byly nasledné kvantifikovany
a shrnuty do tabulky (Tab. 5; Pfilohy 2-5).

Nejvice jednonukleotidovych polymorfismi bylo nalezeno s pomoci programu
BCFTools ukmenu Claviceps purpurea Gal404. U studovanych kment lze rovnéz
pozorovat trend, Ze program BCFTools poskytuje obecné vice jednonukleotidovych
polymorfism, stejné jako inzerci, nebo deleci ve srovnani s programem VarScan. Tento
trend si 1ze vysvétlit vyuZitim statistického vyhodnoceni U programu VarScan ve srovnani
s programem BCFTools, coz ukazuje u VarScanu na konzervativni piistup k detekci
zkoumanych nukleotidovych modifikaci, ovSem S vétSim dlirazem na spolehlivost
vysledkt. Dalsi skute¢nosti, ktera byla sledovana v ptipadé srovnavanych dvou programu
je zastoupeni jednotlivych studovanych DNA modifikaci viéi celkovému poétu. U obou

programtii byl vtomto ohledu nalezen majoritni podil substituci vu¢i ostatnim

Tabulka 5: Detekce substituci, inzerci a deleci programy VarScan a BCFTools u kmena
Claviceps purpurea 20.1 a Gal404.

Gal404 Kmen 20.1
Modifikace
BCFTools VarScan BCFTools VarScan
Substituce 571 022 160 665 439 267 142 297
Inzerce 6 515 4145 5473 3831
Delece 14 709 3474 11 446 3301
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modifikacim DNA (inzerce adelece). uprogramu BCFTools podil substituci na
detekovanych modifikacich DNA ¢inil ptiblizné 97,5 % u obou studovanych kment,
Vv ptipadé programu VarScan podil substituci ¢inil dokonce pies 99 %. Mezi programy
tedy nebyly nalezeny zasadni rozdily v rozdéleni detekovanych modifikacich (substituce,
inzerce, delece), ovsem byly nalezeny rozdily mezi programy co do poctu detekovanych
DNA modifikaci. Program VarScan detekoval pouze cca 30 % mutaci ve srovnani
s programem BCFTools, coz koresponduje s pfedpokladem, ze u programu VarScan byl
zahrnut statisticky test dodavajici detekovanym modifikacim vétsi spolehlivost ve
srovnani s programem BCFTools.

Ve snaze docilit podrobnéjsiho srovnani studovanych kmend Claviceps purpurea
a pouzitych programti (BCFTools aVarScanu) byly detekované modifikace DNA
zpracovany do podoby Vennova diagramu (Obr. 17). U studovanych kment bylo
nalezeno celkem 99 970 DNA modifikaci, které jsou spole¢né pro oba kmeny a rovnéz
byly detekovany obéma programy. V kontrastu s timto zjisténim bylo nalezeno 43 601
unikatnich modifikaci DNA, které byly detekovany ob&ma zkoumanymi programy
v kmenu Gal404 ve srovnani s kmenem 20.1. Podobna situace byla nalezena u kmene
20.1, kde bylo ovsem nalezeno pouze 15 928 DNA modifikaci, které nebyly nalezeny
v kmenu Gal404.

G 20.1 BCF

Q \ L
& 2

1239

Obrazek 17: Vennuv diagram zobrazujici distribuci detekovanych DNA modifikaci ve

kmenech Claviceps purpurea 20.1 a Gal404 s pomoci programit BCFTools a VVarScan.
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Detekované modifikace mohou mit zasadni vliv na fenotypové projevy u studovanych
kment Claviceps purpurea zejména pokud se nachazeji v exonech, a jesté razantnéjsi
vliv, pokud tyto mutace zasahuji do aktivnich mist enzymu, které jsou kodovany témito
exony. Pro pfesnéjsi interpretaci téchto vysledkli by ovSem byly vyzadovany rozséahlejsi
studie s fenotypovym pozorovanim aV piipadé kment Claviceps purpurea rovnéz
s méfenim obsahu produkovanych sekundarnich metabolitd.

Studie, ktera by nasla, piipadn¢ vyvratila korelaci mezi modifikacemi DNA a obsahem
sekundarnich metabolit by mohla byt velmi pfinosnd pro objasnéni piipadného
rozdilného obsahu téchto metabolitli. Popisovany experiment nicméné neni soucasti této
prace, ani jejim hlavnim cilem, nicméné data ziskand v pribéhu této prace mohou
poslouzit pro dal$i experimenty zahrnujici studované kmeny Claviceps purpurea.

V ramci srovnani programu implementovaného v ramci této prace akomeréné
dostupného  softwaru s podobnou funkci ANNOVAR, domovska stranka:
http://annovar.openbioinformatics.org/ (20. 4. 2019), byly pro srovnani vybrany mutace

s vetsi spolehlivosti (detekované programem VarScan).
4.3 Anotace nukleotidovych modifikaci

DNA  modifikace detekované programem  VarScan, domovska stranka:
http://dkoboldt.github.io/varscan/ (20. 4. 2019), byly anotovany s pomoci programu
implementovaného v této praci arovnéz pomoci komeréné dostupného softwaru
ANNOVAR, domovska stranka: http://annovar.openbioinformatics.org/ navstiveno 20.
4. 2019, (Tab. 6). Dle ptedpokladu, bylo docileno stejnych vysledki s ohledem na
zdrojovy anota¢ni GFF soubor, ve kterém jsou striktné definovany rozmezi pozic pro

introny, exony i genové oblasti. Vzhledem k celkovému poétu detekovanych mutaci pro

Tabulka 6: Anotace modifikaci DNA pomoci programu ANNOVAR a vyvijeného softwaru
u studovanych kment Claviceps purpurea 20.1 a Gal404 které se nachazeji v kodujicich oblastech.

Gal404 Kmen 20.1
Pozice
Substituce Inzerce Delece Substituce Inzerce Delece
Exon 90 249 451 160 75710 397 184
Genova oblast
4 325 224 189 5234 278 232
bez exonu
Mezigenova
66 091 3470 3125 61 353 3156 2 885
oblast
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kmen Gal404 (celkem 168 284 mutaci) a pro kmen 20.1 (celkem 149 429 mutaci) je
patrné, ze kmen Gal404 dosahuje vétsiho poctu DNA modifikaci ve srovnani s kmenem
20.1. S ohledem na zjiSténé pocty substituci pro oba kmeny a jejich podil vzhledem
k celkovému poctu detekovanych modifikaci DNA rovnéZ zde byly nalezeny majoritni
podily substituci ve srovnani s inzercemi a delecemi. Ziskané mutace nachazejici se
Vv oblastech genti kodujicich proteiny byly nasledné prevedeny do proteinové sekvence
s ohledem na detekované modifikace DNA. Timto zpisobem byly ziskany transkripty pro
celkovy pocet 7 604 genti pro kmen 20.1 a 7 831 genti pro Gal404.

Vysledky obou softwari pro anotaci jednonukleotidovych polymorfismil
(ANNOVAR a program implementovany v této praci) byly srovnany a potvrdila se jejich
shoda. Vyhodou zde implementovaného softwaru je zejména skutenost, Ze ve srovnani
s programem ANNOVAR poskytuje udaje o poctech mutaci pro kazdy jednotlivy
zkoumany transkript/gen. Program ANNOVAR na druhé strané poskytuje udaje pro
kazdou jednotlivou mutaci, ktera se v sekvenci vyskytuje bez ohledu na to, jestli se
sekvence nachdzi vjednom nebo ve vice transkriptech. Dal§i vyhodou
implementovaného softwaru je, Ze pro praci s nim neni zapotiebi provadét tvorbu
reference ve formatu specifickym pro dany software, jako tomu je u programu
ANNOVAR. Pro praci se softwarem ANNOVAR je rovnéz nutné provést registraci na
internetovych strankach, které se timto softwarem zabyvaji a teprve nasledné je uzivateli
zaslan zdrojovy kod pro instalaci softwaru. Tato strategie muze do budoucna vést k tomu,
ze se ANNOVAR stane placenym softwarem, coz bude podstatnym zptisobem limitovat
jeho dostupnost pro védeckou komunitu.

Posledni vyhodou implementovaného softwaru je vystup obsahujici modifikované
proteiny, ktery miZe slouzit jako dileZity néstroj pro naslednou proteomickou analyzu,
(Faktor et al., 2018), ktera vyzaduje tvorbu peptidové knihovny pro spravnou identifikaci
a naslednou kvantifikaci proteini detekovanych v pribéhu experimentu. Takovy vystup
program ANNOVAR nepodporuje.

Jak jiz bylo diive diskutovano, hlavnim cilem této prace je implementace softwaru
poskytujicim ndstroj pro anotaci DNA modifikaci a naslednou proteomickou analyzu,
nikoliv biologickd interpretace dat ziskanych v pribéhu kvalitativni bioinformatické
analyzy transkriptomu. S ohledem na ziskana data by ovSem pro budouci experimenty
mohlo byt zajimavé lokalizovat mutace nachazejici se kuptikladu v genovém klastru
zodpovédném za syntézu alkaloidi (Haarmann et al., 2005) v Claviceps Purpurea

a pokusit se najit korelaci mezi detekovanymi modifikacemi DNA a obsahem alkaloida
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v téchto kmenech, kdy nékteré proteiny se mohou stit vlivem mutaci v DNA
nefunkénimi, coz miize znaéné ovlivnit produkci souvisejicich metaboliti (Kiick a Hoff,

2010).
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5 Zavér

V pribéhu této bakalafské prace byla vypracovana literarni reSerSe, ktera je obsahem
prvni kapitoly, akterd je zaméfena zejména na soucasné metody sekvencovani
nukleovych kyselin anaslednou bioinformatickou analyzu. Literarni reSerSe rovnéz
prehledné popisuje zakladni datové formaty, které jsou vyuzivany v bioinformatice
a které jsou klicové pro tuto praci.

Druha ¢ast prace je vénovana zejména implementaci softwaru vytvofeného za ucelem
zpracovani dat ziskanych kvalitativni bioinformatickou analyzou sekvena¢nich dat
s dirazem na detekovani modifikaci DNA malého rozsahu. Vytvofeny program pro svou
praci vyuziva soubory GFF3, FASTA a VCF, které jsou poskytnuty uzivatelem. Soubory
datového typu FASTA a GFF3 poskytuji informace o referen¢ni sekvenci, na kterou bylo
provedeno mapovani ,,readu’ ziskanych ze sekvenatoru. Soubor VCF obsahuje informace
o modifikacich DNA detekovanych prostfednictvi bioinformatické analyzy.
Prezentovany software dovoluje uzivateli dale zpracovavat vystupni soubory za ucelem
kvantifikace nukleotidovych variaci. Hlavnim vystupnim souborem je FASTA soubor
obsahujici sekvence DNA vzniklé dusledkem genomovych variaci, spolu s log souborem,
ktery obsahuje informace 0 poétech variaci v jednotlivych genech.

Posledni ¢ést bakalaiské prace je v€novana kvalitativni bioinformatické analyze na
vybraném datovém setu zahrnujicim bioinformatickd data ziskand sekvencovanim
sklerocii dvou kment Claviceps Purpurea (kmen 20.1 a Gal404) ajejich nasledné
komparativni analyze. Text se rovnéZ v€nuje srovndni implementovaného programu
s dalsim dostupnym softwarem ANNOVAR, ktery poskytuje ma podobnou funcionalitu.

Na zékladé analyzy provedené v této praci bylo v kmenu Gal404 nalezeno podstatné
vice mutaci ve srovnani s kmenem 20.1. Za tcéelem kvalitni detekce modifikaci DNA
bylo provedeno srovnani dvou volné dostupnych softwari (BCFTools a VarScan).
Vysledky a myslenkova analyza algoritmu ukazala, ze software VarScan poskytuje vice
kvalitni detekci jednonukleotidovych polymorfismi ve srovnani se softwarem BCFTools
navzdory skute¢nosti, Ze poskytuje mensi pocet detekovanych nukleotidovych
modifikaci. Pro naslednou analyzu byly tedy vybrana data ziskana programem VarScan,
ktera byla nasledné zpracovana programem ANNOVAR a softwarem publikovanym
V této praci.

Vysledky analyzy ukazaly, ze softwary poskytuji shodné vysledky z hlediska anotace

modifikaci DNA. Prezentovany software ve srovnani s programem ANNOVAR
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poskytuje dostupnéjsi nastroj pro anotaci modifikaci DNA. Kromé toho publikovany
software poskytuje nékolik funkci, které v ANNOVARu dostupné nejsou, zejména
moznost generovani proteinovych sekvenci, které mohou byt nasledné¢ vyuzity ke

konstrukci peptidové knihovny a pro naslednou proteomickou analyzu.
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7 Seznam zkratek

ASCII
bp
CDS
dbSNP
kbp
PCR

Americky standardni kod pro vyménu informaci
Pér bazi

Kodujici sekvence

Databaze jednonukleotidovych polymorfismt
1000 part bazi

Polymerasova fetézova reakce
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8 Seznam elektronickych priloh

Ptiloha 1 — ZIP soubor obsahujici v§echny potiebné moduly vytvoieného softwaru.

Ptiloha 2 — Soubor s textovou tabulkou s poc¢ty nukleotidovych variaci rozdélenych podle
gend. Soubor vznikl zpracovanim VCF souboru vytvofeného softwarem BcfTools
obsahujiciho data 0 nukleotidovych variacich v Claviceps purpurea 20.1.

Ptiloha 3 — Soubor s textovou tabulkou s po¢ty nukleotidovych variaci rozdélenych podle
gend. Soubor vznikl zpracovanim VCF souboru vytvofeného softwarem BcfTools
obsahujiciho data 0 nukleotidovych variacich v Claviceps purpurea Gal 404.

Ptiloha 4 — Soubor s textovou tabulkou s poc¢ty nukleotidovych variaci rozdélenych podle
genll. Soubor vznikl zpracovanim VCF souboru vytvofeného softwarem Varscan
obsahujiciho data 0 nukleotidovych variacich v Claviceps purpurea 20.1.

Ptiloha 5 — Soubor s textovou tabulkou s pocty nukleotidovych variaci rozdélenych podle
genll. Soubor vznikl zpracovanim VCF souboru vytvofeného softwarem Varscan
obsahujiciho data 0 nukleotidovych variacich v Claviceps purpurea Gal 404.
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