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CIiLE

Cilem mé bakalatské prace je porovnat vysledky NGS analyz readlného pacienta, které
probéhly nezavisle na dvou odliSnych platformach, konkrétné MGI a Illumina.
Analyzovat budu parametry kvality sekvenacnich dat vcetné pokryti, dale srovndm
rozdily v zachytech sekvenac¢nich variant, pokud se vyskytnou. K analyze budu vyuzivat
data ve formatu FASTQ z rutinnich béht provedenych diive na platformach MGI a

IHlumina.

V teoretické ¢asti zpracuji piehled platforem pro NGS analyzy, popisu jednotlivé kroky

bioinformatické analyzy a objasnim jednotlivé parametry pro srovnani danych platforem.
Praktickou Casti pak bude samotna analyza a srovnani vysledk.

Tato bakalafskd prace je realizovdna v Laboratofich AGEL v Novém Ji¢iné a bude

vyuZita k validaci nového NextSeq sekvenatoru.



1. Uvod

Bioinformatickd analyza se stala nedilnou soucasti biologického vyzkumu v 21. stoleti.
Ve svété, kde jsou technologie pro ziskavani biologickych dat na vzestupu, bioinformatici
hraji klicovou roli pfi zkouméani a porozuméni obrovského mnozstvi informaci
obsazenych v genomickych, transkriptomickych, proteomickych a metabolomickych
datech. Bioinformatickda analyza spojuje biologii s informac¢nimi technologiemi a
statistickymi metodami s cilem extrahovat, interpretovat a porovnavat biologické
informace z rozsahlych datovych soubort. Tato disciplina umoznuje védcim zkoumat
genetické mechanismy onemocnéni, porozumét biologickym procesim na molekularni

urovni a objevovat nové lIéky a terapeuticke cile.

V této praci se zaméfime na jednu z kliCcovych asti bioinformatické analyzy, cozZ je
zpracovani a analyza dat z formatu FASTQ. Format FASTQ je bézné pouzivanym
formatem pro uchovani sekvenacnich dat z modernich technik NGS. Porozuméni tomuto
formatu a schopnost provadét bioinformatickou analyzu dat v ném obsazZenych je klicové

pro vétSinu genetickych a genomickych studii provadénych v dneSni dobé.

NGS neboli sekvenovani nové generace, predstavuje revolu¢ni posun v oblasti
biologického vyzkumu, ktery umoznil rychlé a cenove dostupné sekvenovani genetickych
informaci v rozsahu, ktery byl dfive nepiedstavitelny. Tato inovativni technologie se stala
pilifem moderni genomiky a transkriptomiky a oteviela nové moznosti pro studium
genetické diverzity, struktury genomu, exprese genl a jejich vztaht k fenotypickym
charakteristikam. V pribéhu poslednich dvou desetileti NGS zmeénilo paradigma
v oblasti biologického vyzkumu. Kde diive bylo sekvenovani genomu nakladné a ¢asové
naro¢né, dnes je mozné ziskat miliony sekvenci DNA nebo RNA za n¢kolik dni nebo
dokonce hodin, a to za zlomek plvodnich ndkladl. Tato technologie umoznila rychly
pokrok v oblastech jako je geneticka diagnostika, 1ékaiska genomika, evoluéni biologie,
zem&délsky vyzkum a mnoho dalSich. Principy NGS spocivaji v masivni paralelni
sekvenaci velkého mnozstvi kratkych fragmenti DNA nebo RNA, které jsou nasledné
mapovany na referencni sekvence nebo sestavovany do kompletnich genoml nebo
transkriptomtl. Tato technologie umoziiuje vé€dclim zkoumat genomické sekvence
riznych organismu, identifikovat genetické varianty, studovat genovou expresi a
zjiStovat epigenetické modifikace s pfesnosti a rozliSenim, které bylo dfive

nedosazitelné.



Tato prace bude poskytovat ptehled o zakladnich principech bioinformatické analyzy dat
ve formatu FASTQ, vcetné procest jako je kontrola kvality, trimming a filtrace dat,
mapovani na referencni sekvence a analyza exprese genll. Pfedstavime si také nckteré
bézné pouzivané nastroje a postupy v bioinformatické analyze a objasnime si vyznam a
aplikace téchto technik v biologickém vyzkumu. Cilem této prace je poskytnout ¢tenartiim
uceleny piehled o bioinformatické analyze dat ve formatu FASTQ a podnitit zajem o tuto
stale se rozvijejici disciplinu, kterd hraje klicovou roli v modernim biologickém

vyzkumu.



2. Soucasny stav FeSené problematiky

2.1. Bioinformatika jako védni disciplina

Na zacatku 50. let 20. stoleti nebylo mnoho informaci o deoxyribonukleové kyselin€ a
nebyla ptili§ uznavana jako molekula nesouci genetickou informaci. Trojice védct Avery,
MacLeod a McCarty v roce 1944 ukazali, ze je mozné prenést virulenci z kmenové
bakterie na nevirulentni kmen, ale jejich vysledek nebyl okamzité ptijat (Avery et al.,
1944). Tehdy totiz byly proteiny povazovany za nositele genetické informace (Griffiths
et al., 2000). Role DNA byla potvrzena az v roce 1952.

Usporadani molekuly DNA vSak tehdy jest¢ nebylo znamo. Védélo se pouze, ze
nukleotidy v DNA byly v ekvimolarnich pomérech, tedy Ze DNA obsahuje stejné
mnozstvi thyminu jako adeninu a cytosinu jako guaninu (Tamm et al., n.d.). Az v roce
1953 objevili James Watson a Francis Crick dvouvlaknovou strukturu DNA (Watson &
Crick, 1953). Poté dalsich 13 let trvalo rozlustit geneticky kod a dalSich 25 let, nez se
objevily prvni metody sekvenovani DNA (Nirenberg & Leder, 1964) (Sanger et al.,
1977) (Maxam & Gilbert, 1977). V dasledku toho se analyza DNA zpozdila téméf o 20
let za analyzou proteind, které byly tehdy 1épe pochopeny, véetné jejich chemickych

vlastnosti.

Margaret Oakley Dayhoft je povazovana za skute¢nou zakladatelku oboru bioinformatika
(Chen, 2004). Prosazovala aplikaci vypocetnich metod v oblasti biochemie a sestavila v

roce 1965 prvni proteinovou databazi, tzv. Atlas proteinovych sekvenci, ktery byl v
knizni podobé. V tomto Atlase se uz pouzivaly jednopismenné znacky aminokyselin, jaké
se pouzivaji dodnes (IUPAC-IUB Comm. on Biochem. Nomenclature, 1968). Prvni

vydani Atlasu obsahovalo 65 proteinovych sekvenci (Dayhoff et al., 1965).

V roce 1970 byl vyvinut prvni algoritmus pro porovnavani dvojic proteinovych sekvenci
Needlemanem a Wunschem (Needleman & Wunsch, 1970). Algoritmy pro porovnani
vice sekvenci, tzv. MSA z anglického Multiple Sequence Alignment, se vSak objevily aZ

na pocatku 80. let.

Tzv. centralni dogma molekularni biologie tika, Ze sekvence RNA transkribovana z DNA

ur¢uje aminokyselinovou sekvenci proteini. S timto tvrzenim pfiSel poprvé Francis

Crick. Naopak sekvence aminokyselin urcuje trojrozmérnou strukturu proteinu. Aby ale

bylo mozné piedpovédét jakoukoli strukturu proteinu, muselo by byt mozno ptecist a

ptelozit DNA organismu, ktery obsahuje dany protein. V roce 1968 tak bylo rozlusténo
3



vSech 64 kodont genetického kodu (Crick, 1968). DNA tak byla od ted’ ¢itelna a bylo

potieba najit zptsob ziskdvani DNA sekvenci.

Obr. 1: Geneticky kod. Prevzato z: (Geneticky kod, n.d.)

2.2. Historie sekvenovani

Prvni metodou DNA sekvenovani byla Maxam-Gilbertova metoda sekvenovani z roku
1976, ktera byla zaloZena na chemické modifikaci DNA a nasledném rozstépeni fetézce
v mistech modifikovanych nukleotidi (Maxam & Gilbert, 1977). Jeji slozitost a

vyuzivéani radioaktivity a chemikalii vSak z velké ¢asti omezovala jeji praktické vyuziti.

V roce 1977 byla vyvinuta tzv. metoda plus minus tymem Fredericka Sangera. Tato

metoda spoléhala na syntézu s primerem pomoci DNA polymerazy. Prvni ziskany DNA
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genom bakteriofdga byl sekvenovan pomoci této metody. Drobnymi upravami této
metody jsme pozdéji ziskali Sangerovu metodu sekvenovani, ktera je znama jako
enzymatickd metoda a vyuziva specifickych vlastnosti DNA polymerazy pii syntéze

nového fetézce (Sanger et al., 1977).

V roce 1987 byl na trh uveden prvni automaticky sekvenator AB370, ktery vyuzival
kapilarni elektroforézu k separaci jednotlivych tsekti DNA. Umoziioval osekvenovat 500
kilobazi za den s délkou ¢teného fragmentu, tzv. readem, okolo 600 bazi. Pro srovnani
soucasny model AB3730x] dokaze za den vyhodnotit az 2,88 megabazi a jeden read

obsahuje 900 bazi (Liu et al., 2012).

cey

V roce 1995 byla provedena prvni kompletni sekvenace genomu Zzijiciho organismu
institutem TIGR (Fleischmann et al., 1995). Skute¢nym zlomem vsak bylo zvefejnéni
lidského genomu na zacatku 21. stoleti. Projekt lidského genomu byl zahajen v roce 1991
Narodnim tstavem pro zdravi v USA a sekvenovani probihalo dlouhych 13 let (Venter
et al., 2001). Zaroven tento projekt poukazal na nedostatky Sangerova sekvenovani a
potiebu novych technologii. Pro srovnani, dnes by osekvenovani celého lidského genomu

trvalo zhruba tyden a naklady by byly minimalni.

Prvni svétova databaze nukleotidovych sekvenci EMBL Nucleotide Sequence Data
Library byla na webu zpiistupnéna v roce 1993. Tato databaze zahrnovala n¢kolik dalSich
databazi, jako je napiiklad databaze SWISS-PROT (Rice et al., 1993). O rok pozdéji byla
zptistupnéna dnes asi nejznaméjsi databaze NCBI, vcetné nastroje BLAST a databaze
GenBank (Benson et al., 1993). Poté nasledovalo ziizeni nékolika dalSich databazi, které

jsou pouzivany dodnes. Jedna se o databaze Genomes, PubMed a Human Genome.
2.3.  Sekvenovani nové generace

Sekvenovani nové generace, zkracené NGS, oznacuje moderni metody sekvenovani.
Vyuziva se bioinformatickych metod ke zpracovani velkého mnozstvi sekvenacnich dat,
az miliony sekvenci soucasné, a jejich porovnani s referenénim genomem (Behjati &

Tarpey, 2013).

Zakladni mySlenkou sekvenovani nové generace je tzv. masivné paralelni sekvenovani,
které funguje tak, ze béhem jednoho okamziku experimentu je osekvenovéano velké
mnozstvi molekul. Vstupni DNA se fragmentuje na Useky o délce typicky nékolika
desitek aZz stovek parti bazi a v pfipad¢ potieby se amplifikuje pomoci PCR. Tyto

fragmenty jsou poté Cteny a zpracovavany. Na rozdil od Sangerova sekvenovani, pfi
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kterém je ¢teno maximaln€ 96 molekul DNA, se u NGS ¢te velké mnozstvi fragmentd, a

to v radech milionii (Koubkova et al., 2014).

Vsechny dostupné technologie pracuji na podobném principu a maji spole¢né kroky,
konkrétn¢ ptipravu templatu neboli vytvoreni knihovny, dale samotné sekvenovani a
analyzu dat. Rozdily mezi technologiemi urcuje unikatni kombinace jednotlivych kroki.
Dulezité jsou rozdily ve vystupnich datech. VSichni vyrobei odhaduji piesnost a kvalitu
Cteni, ale neexistuje tvrzeni, které¢ by dokazovalo, ze kvalita ¢teni dvou platforem je

ekvivalentni (Metzker, 2010).
2.3.1. Roche 454

Prvni technologii byla technologie pyrosekvenovani '454', ktera umoznila sekvenovani
tisicli az milionti molekul DNA v jednom b&éhu (Margulies et al., 2005). DNA se §tépi
na fragmenty o délce 300 az 800 bazi, na jejich koncich jsou odstranény nesparované
baze. DNA se nasledné rozdéli do jednotetézové formy a na kazdy konec jsou piidany
adaptérove sekvence. Pomoci téchto adaptért jsou fragmenty imobilizovany na kulickach
tak, aby kazda kulicka nesla jeden fragment. Kulicky jsou nasledné zapouzdieny do
emulze, coz umoznuje naslednou emulzni PCR (Zhou et al., 2010). Tato technologie byla

udrzovana spolecnosti Roche 454 az do jejiho vytazeni v roce 2013.
2.3.2. lllumina

Dalsi a dnes velmi rozsifenou spole¢nosti na trhu se sekvenatory je Illumina, diive Solexa.
Ta pouziva metodu sekvenace syntézou spolecné s tzv. 'bridge' amplifikaci. Prvnim
krokem této metody je fragmentovani DNA na useky o velikosti 200 az 800 bazi. Na
konce vzniklych fragmentli se nasledné navazou adaptéry tak, aby byl na kazdém konci
fragmentu jiny adaptér. Fragmenty jsou nasledné¢ denaturovany a piipojeny k
jednofetézovym nukleotidiim, které jsou navdzany na povrchu reakéni komurky, tzv.
flow cell'. Kazdy fragment je tak jednim koncem imobilizovan k povrchu reakéni
komurky. Nukleotidy, na které jsou fragmenty vazany, nasledné slouzi jako primery pro
PCR amplifikaci. Po této amplifikaci jsou vzniklé dvoufetézcové molekuly DNA
denaturovany na jednofetézcové, puvodni templat se odmyje a zlstava pouze noveé
nasyntetizované vlakno DNA, které je kovalentné navazano k povrchu reakéni komurky.
Volnym koncem hybridizuje k primertim na povrchu, ohne se a dojde k pfemosténi, proto
'bridge' amplifikace. V dalSim PCR cyklu je vytvofen dvouvldknovy most a proces se

opakuje.
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Obr. 2: Princip lllumina sekvenovani. Prevzato z: (Pan & Tang, 2021)

2.3.2.1. Sekvenatory

[llumina Genome Analyzer, tedy prvni sekvenator spolec¢nosti Illumina, generoval 1
gigabdzi dat za beh, ktery trval 2 az 3 dny a byl schopen precist sekvence dlouhé 35 bazi.
V soucasnosti nabizi spolecnost Illumina nékolik riznych pftistrojli, mezi nimi MiSeq,
MiniSeq a NextSeq. MiSeq je sekvenator urCen pro sekvenovani mensich genomd.
Pracuje primérné 4 aZ 55 hodin a generuje az 15 gigabazi za béh. Jeho v podstaté mensi
dvojée MiniSeq generuje piesné polovinu, tedy 7,5 gigabaze za béh. NextSeq je
momentalné nejvyznamnéj$im sekvendtorem menSich laboratofi. Doba jednoho
sekvenac¢niho béhu je 12 az 30 hodin a maximalni vystup takového b&hu je az 120

gigabazi dat (Illumina Sequencing Platforms, 2023).

[llumina sekvenatory jsou ponékud limitovany kratkou délkou sekvenacnich cteni. Je to

déano zvySenou nebo snizenou ucinnosti inkorporace nukleotidu a selhdnim pfi odstranéni
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nebo piidani terminacni skupiny. To mtize zptsobit nekompletni prodlouzeni vldkna, a
proto nejcastéjsi chybou je substituce nukleotidu. Tato chyba vzrusta s délkou cteni.
Obecné jsou sekvenatory Illumina schopné produkovat vice dat za méné penéz i Casu
oproti Sangerovu sekvenovani, ale za cenu vyssi chybovosti, kterd muze vést k faleSné
pozitivité pti identifikaci sekvenacnich variaci (Metzker, 2010). I ptes chybovost se tyto
sekvenatory fadi momentalné ke Spicce diky vysoké vykonnosti a jsou vyuzivany
k vétsin¢ celogenomovych aplikaci (Shokralla et al., 2012).

Key specifications J

iSeq 100 System MiniSeq System MiSeq System NextSeqg 550 System
Max output per flow cell 1.2 Gb® 75 GbP 15 6b° 120 Gb®
Run time (range]e ~3.5-19 hr ~5-24 hr ~5-58 hr ~11-29 hr
Max reads per run (single reads) 4am3 25m° 25M°C 41)3\.1D
Max read length 2= 150 bp 2 %150 bp 2 x 300 bp 2 %150 bp

Obr. 3: Sekvendtory Illumina. Prevzato z: (Illumina Sequencing Platforms, 2023)

2.3.2.2. MGI sekvenovani

V této praci se zabyvam platformou MGI a tak, i pfesto ze neni piili§ zndma, by bylo
dobré si ji trochu predstavit. Spole¢nost MGI je jednim z poskytovateli sekvenovani s
vysokou propustnosti. Jejich sekvenacni technologie, znama jako MGISeq, patii mezi
platformy NGS a je znama praveé svou vysokou propustnosti, rychlosti a efektivitou. Je

vhodna predevsim pro sekvenace vétsiho méfitka.

Platforma MGISeq vyuzivé technologie DNA nanokulicek (DNB). Do téchto kulicek je
amplifikovana DNA a nasleduje sekvenace syntézou. Nukleotidy se pfipojuji jeden po
druhém a inkorporované nukleotidy jsou detekovany pomoci fluorescenéniho znaceni
kamerou. Spole¢nost MGI zaroven vyvinula inovativni variantu sekvenace syntézou, pti
které se nepouziva fluorescenéniho znaceni nukleotidi barvami, ale vyuziva se

fluorescenéni znaceni protilatek, které jsou levnéjsi na vyrobu a davaji ndm piesn&jsi



udaje o sekvenovani. Tato metoda se nazyva CoolMPS (MGI Sequencers, n.d.) (How

does MGl sequencing technology work?, n.d.).

2.3.3. SOLID

V roce 2007 byla predstavena platforma SOLiD, ktera je zalozena na sekvenovani ligaci.
Ptiprava DNA knihovny probihd pomoci emPCR a k fragmentim DNA jsou ptipojeny
adaptéry komplementarni k adaptérim imobilizovanym na povrchu magnetickych
kuli¢ek. Tyto kuli¢ky jsou po amplifikaci kovalentné navazany na skli¢ko se specialnim
povrchem. Tato metoda vyuziva osm nukleotida dlouhé sondy, z nichz kazda ma znadmou
sekvenci prvnich dvou bazi a je znacena jednou z fluorescen¢nich barev, z nichz kazda
predstavuje jinou dinukleotidovou sekvenci. Tato technologie zarucuje, ze kazdy
nukleotid bude piecten dvakrat, coz zvysuje pfesnost urceni potradi nukleotidii v sekvenci.
Mezi vS§emi NGS technologiemi ma tedy SOLiD nejmensi chybovost a zaroven plati, ze

jeho nejcastéjsSim typem chyby je substituce nukleotidu (Mardis, 2008).
2.3.4. lon Torrent

Ion Torrent neboli iontové polovodi¢ové sekvenovani je zalozené na detekci vodikovych
protonl uvolnénych v pribéhu syntézy nového fetézce. Jedna se o proces probihajici na
polovodicovém cCipu, ktery je husté pokryt mikrojamkami, pod nimiz je umisténa citliva
vrstva, ktera detekuje zménu pH pfi uvolnéni vodikového iontu. Piiprava knihovny opét
zahrnuje emPCR. Kuli¢ky se umist'uji na Cip, ktery je postupné zaplavovan nukleotidy a
probihd syntéza DNA. Detektor zaznamend signal pouze v piipadé, Ze se jednd o

komplementarni nukleotid. Tato technologie je velice rychla a levna (Liu et al., 2012).
2.3.5. SMRT

Metoda SMRT neboli Single Molecule Real-Time Sequencing pfinesla vyraznou zménu
ve vyvoji novych sekvenacnich metod. Byva oznacovana jako treti generace sekvenovani
a li8i se tim, Ze nevyuziva zadného amplifikacniho kroku pied vlastni sekvenaci. To krati
dobu ptipravy DNA, redukuje cenu a chybovost, umoziiuje vétsi flexibilitu a piesnou

kvantifikaci molekul, protoze signal je zaznamenavan v realném ¢ase (Xuan et al., 2013).

SMRT metoda pouziva nanostrukturu zvanou Zero Mode Waveguide, coz je desticka s
10 tisici jamkami o primé&ru 10 nm. Na dné kazdé jamky je ukotvena DNA polymeraza,

kterd syntetizuje komplementarni vlakno. Fluorescen¢ni znacka vyda zablesk pravé



tehdy, kdyz dojde k inkorporaci nukleotidu. V soucasnosti tato metoda poskytuje nejvetsi

délku cteni a nejvyssi presnost.
2.3.6. Nanopore Sequencing

Tato metoda vyuziva biologickych vlastnosti nanopért, které jsou soucasti proteinovych
kanalkd, protékd jimi konstantni proud a dovoluji vyménu iontd. Jednofetézcova
molekula DNA prochazi nanoporem, kde dojde k detekci nukleotidd. Pro kazdy nukleotid
je ptedem urcen proud. Tato technologie je velmi jednoduchd ve srovnani s ostatnimi

metodami (Oxford Nanopore Technologies, n.d.).
2.3.7. Aplikace NGS technologii

Diky produkci obrovského mnozstvi sekvena¢nich dat v kratké dobé jsou NGS
technologie uziteCnym nastrojem pro fadu aplikaci, naptiklad de novo sekvenovani,
objevovani novych mutaci nebo analyzu transkriptomu a DNA methylovanych oblasti.
NGS technologie se uplatiiuji v molekuldrni diagnostice dédi¢nych a infek¢énich

onemocnéni, nadort a prenatalni diagnostice (Guan et al., 2012).

Nadorové onemocnéni zptisobuji nahromadéné mutace v genetickém materialu. Tyto
mutace mohou byt germindlni, tedy pfedané od rodicli, nebo somatické, tedy ziskané
v pribéhu Zivota. Studium profili mutaci jednotlivych nadorG vyznamné pomaha
porozuméni mechanismu kancerogeneze. V poslednich letech bylo provedeno velké
mnozstvi studii, diky kterym byly objeveny nové geny asociované s mnoha druhy
nadorovych onemocnéni (Shyr & Liu, 2013). Navic jsou NGS technologie velmi

slibnym nastrojem pro diagnézu germinalnich mutaci.
2.3.7.1. Celogenomové sekvenovani

Pojem celogenomové sekvenovani se skldda z resekvenovéani a de novo sekvenovani.
Resekvenovani je proces, pii kterém se sekvenuji ty genomy, pro které je k dispozici
referenéni sekvence, na kterou se nova sekvence zpétné mapuje. De novo sekvenovani je
kompletni sekvenovani nezndmych genomd, stavime tedy sekvenci genomu uplné od
zacatku. Vyhoda celogenomového sekvenovdni je mozZznost osekvenovani celé
chromozomalni DNA a poskytnuti uplného mutac¢niho profilu daného genomu. Tento typ
sekvenovani se vyuziva nej€astéji pro identifikaci novych a vzacné se vyskytujicich

mutaci (Guan et al., 2012).
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2.3.7.2. Cilené sekvenovani

Tzv. 'targeted sequencing' je technika umoznujici sekvenaci pouze vybranych gend nebo
¢asti genomu. To muze vyrazné usetfit Cas 1 potfebné financni prostfedky. Tato technika
je typicky vyuzivana pii sekvenovani velkého poctu vzorkl pii screeningu. Zaroven je
zde moznost zachytu variant, které nezachyti klasické Sangerovo sekvenovani, protoze

jejich identifikace je ptili§ draha (Chang & Li, 2013).

S cilenym sekvenovanim souvisi také exomové sekvenovani a sekvenovani
transkriptomu. U exomového sekvenovani jsou sekvenovany pouze kodujici oblasti
neboli exomy. Velikost lidského exomu je rovna velikosti asi 1 % lidského genomu, jeho
sekvenovani je tedy snazsi a levnéjsi. Zarovenn umoziuje vyssi pokryti neboli coverage.
Transkriptomem rozumime vSechny molekuly RNA, tedy mRNA, rRNA, tRNA a dalsi
nekodujici RNA molekuly. Jeho analyza je velmi dilezita pro charakterizaci nadorii

(Jones et al., 2009).
2.4.  Oblasti bioinformatického vyzkumu

Bioinformaticky vyzkum zahrnuje Sirokou Skalu disciplin a aplikaci, které vyuzivaji
principy bioinformatiky k analyze biologickych dat a feSeni biologickych otazek.
Jednotlivé oblasti bioinformatického vyzkumu se neustale vyvijeji a prolinaji, coz vytvari
nové piileZitosti pro objevovani biologickych znalosti a inovace naptiklad v oblasti

1ékarstvi.
2.4.1. Anotace genomu

Anotace genomu je proces, ktery identifikuje funk¢ni elementy v ramci sekvence genomu
a tim jim davd vyznam. Je to dulezité, protoze sekvenovani DNA nam poskytuje
sekvence, o jejichz funkci nemame zprvu zadné informace. V poslednich tifech
desetiletich se anotace genomu vyvijela od vypocetni anotace dlouhych genti kodujicich
proteiny na jednotlivych genomech, pies experimentdlni oznacovani kratkych
regulacnich elementli na malém vzorku z nich, az po popula¢ni oznacovani jednotlivych
nukleotidd na tisicich individualnich genomech. Dalo by se fict, ze se vyvinula od
jednoho genu na druh, po mnoho genomi na druh. Tento pokrok v anotaci genomil, ktery
zahrnuje véEtsi rozliSeni a rozsifeni v populacnich datovych sadach, jako jsou genotypy a
fenotypy, nam poskytuje detailnéj$i pohled na biologii druht, populaci i jednotlivcl

(Abril & Castellano, 2019).
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2.4.1.1. Identifikace genii

Identifikace gent se rychle vyviji diky pokroku tykajiciho se molekularné biologickych
metod a diky zvySené dostupnosti genetickych a funkcénich genomickych dat.
Bioinformatika pomaha identifikovat geny v dlouhych DNA sekvencich. Tato metoda
umoznuje lokalizovat geny prostfednictvim analyzy sekvenci s vyuzitim pocitacovych

prostiedki.

Dulezitym aspektem bioinformatiky je predikce gent. Ta spociva v identifikaci protein
kédujicich genti. Identifikace genu je zasadni, protoze pomaha védcim rozlisit kodujici
a nekddujici oblasti genomu a porozumét funkci genti. Takové poznani nam umoziuje
vést vyzkum zaméfeny na detekci, 1éCbu a prevenci genetickych chorob. Geny jsou
obvykle identifikovany dvéma zpusoby, a to hledanim podobnych sekvenci a ab-initio

predikei.

Hledani na zékladé¢ podobnosti je zpiisob identifikace genu, ktery vyuziva hledéani
podobnych sekvenci v databazich. Tato metoda predpoklada, ze exony jsou evolucné
konzervovanéjsi nez introny. Nastrojem pro hledani na zédklad¢ podobnosti je program

BLAST.

BLAST je program pro prohledavani sekvenci, ktery hledd pouze vysoce signifikantni
oblasti shody. Je k dispozici ve formé webové aplikace na strankach

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov. Je mozné jej pouzit jak pro prohledavani nukleotidovych

sekvenci, tak 1 proteinovych sekvenci.

Color key for alignment scores
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1 | | I | | |
1 1000 2000 3000 4000 5000 6000 J000

Obr. 4: Graficky vystup programu BLAST. Prevzato z: (Syngai et al., 2013)
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Ab-initio predikce vyuziva pouze nukleotidovou sekvenci k predikci struktury proteinu.
Tento postup je nezbytny pro kompletni feSeni problému predikce proteinové struktury.
V soucasné¢ dobé¢ je ale presnost modelovani ab-initio relativné nizka a Uspé$nost je

omezena na malé proteiny (Lee et al., 2017).
2.4.1.2. Funk¢éni anotace

Identifikovanym geniim je tfeba ptifadit jejich biologickou funkci. Tato anotace spociva
v pouziti nastroje BLAST k nalezeni podobnych sekvenci a nasledné anotaci genti nebo
proteind. Analyza funk¢ni anotace zahrnuje anotaci genti pomoci GO termini a informaci

o drahach.

GO je zkratka pro genovou ontologii. Ontologie reprezentuje soubor znalosti v radmci
daného oboru. Genova ontologie ma za cil sjednotit popis genii a genovych produktt
napfi¢ organismy, protoze podobné geny maji Casto v ruznych organismech stejnou
funkci. Domény, které genova ontologie pokryva, jsou molekularni funkce, bunééna
slozka a biologicky proces. Terminy molekuldrni funkce popisuji aktivity probihajici na
molekularni trovni, jako napiiklad katalyza. Bunécna slozka popisuje soucast bunky
nebo jejiho okoli. Biologicky proces popisuje sled udalosti na molekularni arovni, ktery

se vztahuje k zivym jednotkam (Gene Ontology Overview, n.d.).
2.4.1.3. Anotace nekodujicich sekvenci

Kromé gent obsahuje genom také mnoho nekodujicich sekvenci, které mohou mit
regulac¢ni funkce, vliv na strukturu chromozomii nebo dalsi biologické ucinky. Tyto
sekvence mohou byt anotovany pro identifikaci promotordi, enhanceri, siRNA,

mikroRNA a dalSich.

Opakujici se elementy, jako jsou transpozony, jsou identifikovany a anotovany, protoze
mohou hrat roli v genomové stabilité, evoluci a regulaci genové exprese. Transpozony
vznikaji procesem transpozice, coz je pfesun sekvence na jiné misto genomu. Maji
schopnost pohybu. Retrotranspozony se mohou kopirovat, DNA transpozony se nejprve
vystiihnou z ptivodniho mista a pak se pfesouvaji. Transpozony nemaji zadnou dulezitou
funkci v buiice, ale jejich mobilita mtize byt dobra pro plasticitu genomu (Mills et al.,
2007).

Strukturdlni anotace se zamétuje na identifikaci a popis struktur genomu, jako jsou

introny, exony, promotorové oblasti, Gseky intergenového prostoru a dalsi.
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Exony jsou useky DNA nebo RNA, které obsahuji kodujici informaci pro vytvoreni
bilkoviny. Tvoii ¢asti geni, které jsou transkribovany do pre-mRNA béhem procesu

transkripce. Tyto ¢asti pre-mRNA jsou poté spojeny do konecné mRNA.

Introny jsou nekodujici oblasti genu, které se nachédzeji mezi exony. Béhem procesu
transkripce jsou piepisovany do pre-mRNA, ale poté jsou vystfizeny v procesu zvaném
'splicing’, ktery vede spolecné s dalSimi k vytvofeni mRNA. Introny jsou dulezité pro

regulaci genové exprese (Kidd et al., 2008).
2.4.2. Sekvencni analyza

S vyvojem programu BLAST se sekvencni analyza stala velmi populdrni a ma mnoho
oblasti vyuziti. Sekven¢ni analyza se da vyuzit naptiklad pro anotaci novych oblasti, k
nalezeni konzervovanych a regulacnich oblasti a k predikci fyzikalné chemickych
vlastnosti sekvenci. Dale analyzujeme sekvence, abychom zjistili podobnosti mezi nimi
pomoci nastrojil pro zarovnani sekvenci. Znamymi ndstroji pro zarovnani sekvenci jsou

programy BLAST a FASTA Clustal.

Program BLAST wvyuziva algoritmus pro lokalni zarovnani sekvenci. Porovnava
nukleotidovou sekvenci se zndmymi sekvencemi v databazich vytvofenim tzv. 'seedd’,
coz jsou kratké useky vlozené sekvence. Tyto tseky se nasledné porovnavaji se znamymi
sekvencemi a BLAST vraci procento podobnosti s jednotlivymi sekvencemi (BLAST:

Basic Local Alignment Search Tool, n.d.) (Altschul et al., 1990).

Program FASTA také pfijiméd nukleotidovou nebo proteinovou sekvenci a prohledava
databaze sekvenci pomoci lokalniho pfifazeni. Nejprve porovnava kratké useky
sekvence, oznaCuje potencialni shody a nasledné vyuziva Smith-Waterman algoritmu
(FASTA, n.d.).

Smith-Waterman algoritmus je algoritmus pro lokalni zarovnani a vychazi z Needleman-
Wunsch algoritmu pro globalni zarovnani sekvenci. Principialné jsou si velmi podobné,
vstupem jsou vzdy dvé zarovnavané sekvence, skorovaci matice velikosti ((m+1) X
(n+1)), kde m a n jsou délky sekvenci, a hodnota sankce za vlozeni mezery. Zasadnim
rozdilem mezi nimi vSak je fakt, Ze Smith-Waterman algoritmus nahrazuje vSechny

negativni skore hodnotou 0.

Postup algoritmili je tedy stejny, v prvnim kroku zapiSeme do levého horniho rohu
hodnotu 0 a nasledné do kazdého dalsiho pole zapiSeme maximum z hodnot skore pole

vlevo + sankce za vloZeni mezery, skore pole nahote + sankce za vloZeni mezery, a skore
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pole vlevo nahote + hodnota za shodu ¢i neshodu znaki podle skérovaci matice. Nasledné
jdeme zpétnym chodem od nejvyssiho skore zpét k hodnoté 0. Tato zpétna cesta pak

reprezentuje nejlepsi zarovnani (Smith-Waterman Algorithm, n.d.).
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Obr. 5: Needleman-Wunsch algoritmus. Prevzato z: (Nguyen et al., n.d.)
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Obr. 6: Smith-Waterman algoritmus. Prevzato z: (Liao et al., 2018)

2.4.3. Analyza Girovné genové exprese

Proces exprese genu lze rozdélit do dvou ¢asti, a to transkripce a translace. Transkripce
je prepis genetické informace z DNA do RNA. Translace je piepis sekvence RNA do
sekvence aminokyselin proteinu. Tyto procesy se museji kontrolovat a regulovat, aby

bylo jasné, jaké proteiny a v jakém mnozZstvi jsou pfitomny v buiice.

Analyza genové exprese ma za ukol srovnani rovné exprese RNA u vice gent, pfipadné

vice vzorkll zaroveni a mlze byt pfinosnd pro identifikaci fenotypovych rozdilt a pro
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cilenou expresi genu. Ukolem molekularnich biologli je méfeni Girovné genové exprese
jistych gentl, tedy métfeni mnozstvi transkribované mRNA. Metody vyuzivané k tomuto
méfeni jsou napiiklad reverzni transkripce do cDNA & SAGE. Ukolem bioinformatiki

je nasledna tprava rozsahlych soubora dat z tohoto méteni (Gene Expression, n.d.).

cDNA je DNA syntetizovana z mRNA za pasobeni enzymu reverzni transkriptazy. Na
rozdil od klasické DNA, cDNA obsahuje pouze kodujici oblasti genu, tedy exony, protoze
je tvorena z jiz upravené mRNA po sestiihu (CDNA (copy DNA), n.d.).

SAGE neboli sériova analyza exprese genti zahrnuje proces vytvoreni fragmentli zcDNA,
které jsou nasledné amplifikovany a sekvenovany technologii 'high-throughput'
sekvenovani. Vysledné analyza poskytuje jakysi obraz transkriptomu véetné informace o

ptivodni sekvenci mRNA (Reina, 2016).
2.4.4. Srovnavaci genomika

Srovnavaci neboli komparativni genomika ma za cil porovnavani kompletnich
genomovych sekvenci a struktur napti¢ druhy. Vyuziva sekvenci genomt ke zjiSténi

novych informaci o biologickém druhu a zkouma evolu¢ni piibuznost jednotlivych druht.

Zékladnim porovnanim dvou genomt mutiZze byt porovnani velikosti genomu, poctu gent
a chromozomu. Zaroven plati, ze velikost genomu neodpovidad celkové komplexite

organismu, a také Ze pocet gent nesouvisi s velikosti genomu (Comparative Genomics,
n.d.).

2.4.5. Predikce struktury proteint

Porozuméni struktufe proteinu je dulezit¢ pro znalost jeho funkce, experimentalni
zjistovani struktury naptiklad pomoci rentgenové krystalografie je vSak pomérné drahé a

nepraktické, proto se bioinformatici zabyvaji také predpovédi struktury proteinu.

Primarni struktura proteinu je dana pofadim aminokyselin a lze ji jednoduse zjistit
sekvenaci mRNA. Sekundarni a dal$i struktury pak lze ziskat vyuzitim predik&nich
programu. Tyto programy vyuzivaji k predikci napiiklad fyzikalné chemické vlastnosti
jednotlivych aminokyselin nebo znalosti struktury homologniho proteinu s podobnou

funkci. PouZivanymi predikénimi programy jsou naptiklad JPred ¢i AlphaFold.
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Obr. 7: Priklad vystupu z programu AlphaFold. Prevzato z: (Probable disease resistance
protein At1g58602, n.d.)

2.4.5.1. Fylogeneticky strom

Fylogeneticky strom se pouZzivd k vizudlni reprezentaci vztahl mezi organismy a
reprezentaci evolu¢niho vyvoje druhti. Typicky fylogeneticky strom je tzv. bifurkalni, coz
znamena, Ze z jednoho uzlu stromu vychdzeji dvé vétve. Tyto vétve reprezentuji potomky
a jejich spole¢ny uzel spole¢ného piedka. Pokud je strom tzv. multifurkdlni, pak z
jednoho uzlu vychazi vic nez dvé vétve. To znaci, Ze neni mozné urcit posloupnost

vétveni. Kofenovy uzel reprezentuje nejvzdalenéjsiho spole¢ného predka.

Existuji dvé metody konstrukce fylogenetickych stromt, a to metody vzdalenostni a

znakové. Mezi vzdalenostni metody patii metody UPGMA, metoda minimalni evoluce a

17



Neighbor Joining, mezi znakové metody pak patii metody 'Maximum Parsimony' a
'‘Maximum Likelihood' (Phylogenetic Trees, n.d.).
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Obr. 8: Priklad hvézdicovitého fylogenetického stromu vytvoreného metodou Neighbor
Joining. Prevzato z: (Omoboye et al., 2019)

2.5. Zpracovani sekvenacnich dat

Prace bioinformatika zahrnuje hlavné poéitacové zpracovani sekvenacnich dat. Tyto data
je tieba prevést do Citelné podoby, jelikoz ze sekvenatort vychdzeji naptiklad v podobée
FASTQ souborti, které moc citelné nejsou. Proto je tfeba provést tzv. bioinformatickou
analyzu, kterd zahrnuje zarovnani ¢teni k referenénimu genomu i s kontrolou pfipadnych

zmén, kontrolu spravnosti ziskanych dat a anotaci ziskanych variant.
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Prvni fadek FASTQ souboru zac¢ina znakem zavinace a obsahuje zahlavi, které poskytuje
dodate¢né informace o zdznamu, jako je naptiklad identifikator sekvence. Po zalomeni
fadku nasleduje sekvence DNA nebo RNA. Po dalsim zalomeni nasleduje odd¢lovac v
podobé znaku '+' a na poslednim fadku se nachazi tzv. Phred quality scores pfifazené
kazdé bazi sekvence. To vyjadiuje, s jakou pravdépodobnosti je dand baze ¢tena Spatné.
Skore je pocitano jako Q = -10 logio P, kde Q je Phred skore a P je pravdépodobnost
chybného ¢teni. Tyto hodnoty se koduji ASCII znaky.

@MO04042:277:000000000-DD8L7:1:1101:13956:1769
1:N:0: TCCGGAGA+CCTATCCT
CCTGATATATGTTCTCTAGGCCTTTTAGAAAACTTGGTGT

+
1>A11D3DFFFFGGGDG3111AFGHGB0133001D1110BEO

Obr. 9: Priklad FASTQ souboru. Prevzato z Laboratori AGEL Novy Jicin.

2.5.1. Zarovnani ¢teni

Zékladni postup je vzdy stejny. Nejprve je tieba najit tu ¢ast referencni sekvence, ktera
odpovidd sekvenci c¢teného fragmentu, jinak feCeno mapujeme vSechny ready na
referenni genom. Dale je potieba nalézt vSechny odliSnosti nasekvenované DNA od
referen¢niho genomu. S pomoci statistickych vypoétu se urcuje pravdépodobnost, s jakou
se jednd o sekvenacni chybu ¢i s jakou pravdépodobnosti se jedna o skuteCny

polymorfismus.

Pti mapovani se pouziva technika indexovani. Vytvoii se index nad sekvenci genomu,
ktery je nasledné vyuzit k prohleddni genomu. Pro kazdy genom staci vytvofit jen jeden
index, ktery bude vyuzit i pro budouci mapovani. Tvorba indexu se provadi nejcastéji

Burrows-Wheelerovou transformaci (Li & Durbin, 2009).
2.5.1.1. Referen¢ni genom

Na lidském referen¢nim genomu se pracuje jiz od roku 1990, ale i ptesto jeho kompletni
sekvence stdle neni znama. Kvuli nedostatetné délce sekvenacnich readl je nejvetsi
problém v urceni spravného poctu kopii ve vysoce repetitivnich oblastech, naptiklad

Vv okoli centromer. Dalsi problémy jsou u vétsich skupin sekvencné podobnych gentl.

Diky pokroku v technologiich se vSak délka readli potad zvétSuje, a tedy 1 referencni

genom se postupem casu vyviji. Prvni verze referen¢niho genomu obsahovala 150 000

19



neznamych regiont. Devatendcta verze uz jich méla v sobé pouze 357 a verze hg38 jako

prvni obsahuje odhady poc¢tu centromerickych repetic (Schneider et al., 2017).
2.5.2. Kontrola indexovani

Ke kontrole indexovani souboru se pouziva Picard tools. To je sada nastroji vyvinutych
spole¢nosti Broad Institute pro manipulaci se sekvena¢nimi daty. Tyto nastroje poskytuji
Sirokou Skalu funkci, které umoznuji bioinformatickym analytikim spravovat,
zpracovavat a analyzovat sekven¢ni data. Mezi bézné tulohy, které Picard tools umoznuyji,
patfti manipulace s formaty soubort jako je BAM, kontrola a oprava poruch v

zarovnanich, ziskavani statistik z dat sekvenovani a mnoho dalSich.

Jednim z dulezitych aspektli Picard tools je jeho schopnost zachovat integritu dat a
metadata béhem zpracovani, coz je kliCové pro zachovdmi spolehlivosti v
bioinformatickych analyzach. Tyto nastroje jsou bézné pouzivany v bioinformatickych
laboratofich a vyzkumnych institucich po celém svété jako soucast sekvenacnich

pracovnich postupi.
2.5.3. Odstranéni duplicitnich ¢teni

Déle je potieba odstranit PCR duplikaty a duplikaty zptasobené optickym senzorem stroje.
K odstranéni téchto duplikatl je pouzivan nastroj MarkDuplicates z balic¢ku néstroji
Picard tools. Ten slouzi k identifikaci a oznaceni duplikatti v souborech formatu BAM.
MarkDuplicates identifikuje duplikdty na zakladé jejich umisténi v genomu a poté je
oznaci v metadatech souboru BAM. Tato oznaceni mohou byt dilezita pro dalsi analyzy,
kde se duplikdty mohou chovat nezadoucim zplisobem. Vystupem je opét soubor ve
formatu BAM. Tento soubor se musi indexovat, aby se nasledn¢ dal pouzit ve
vizualizacnim prostiedi IGV. K indexaci se pouziva knihovna Samtools, coz je soubor
nastroji pro praci s BAM a SAM formaty. Tato knihovna nastrojli se pouziva z

piikazového tfadku.

IGV je vizualiza¢ni néstroj, ktery umoziuje prozkoumavat genetické varianty a dalsi
biologické informace v kontextu genomickych dat. IGV poskytuje interaktivni
uZzivatelské rozhrani, které umoznuje uzivatelim pohodlné pfiblizovat a oddalovat,
navigovat po genomu, vyhledavat konkrétni geny nebo oblasti a zobrazovat podrobné
informace o genetickych variantdch a dalSich biologickych ryst. Diky své schopnosti
zobrazovat data v kontextu genomickych vlastnosti se IGV ¢{asto pouziva v

bioinformatickém vyzkumu, genetice a klinické genetice k prohlizeni, analyze a
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interpretaci genomickych dat. Je to mocny néstroj pro identifikaci potencidlné

vyznamnych genetickych variant spojenych s riznymi fenotypy a nemocemi.
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Obr. 10: Prikiad IGV vizualizace. Prevzato z DOI:10.1007/978-3-319-17157-9

2.5.4. Zmény proti referenénimu genomu

Pomoci knihoven Samtools a VarScan se provadi tzv. variant calling. Ten zjistuje
informaci o tom, zda se v analyzovaném vzorku nachazi zmény jako jsou SNP, inzerce

nebo delece. Vystupem je soubor ve formatu VCF neboli Variant Call Format.

SNP neboli jednonukleotidovy polymorfismus je sekvencni variace DNA bézné se
vyskytujici v populaci, ve které se jeden nukleotid v genomu lis§i mezi zastupci jednoho
biologického druhu. Tyto polymorfismy se mohou nachéazet v kodujicich 1 nekodujicich
oblastech genti, i v oblastech mimo geny. SNP mohou byt zdédéné, de novo nebo ziskané

v prub¢hu Zivota.

VCF format obvykle obsahuje hlavicku, jejiz fadky zacinaji znaky '#'. V hlavicce jsou
obvykle informace o souboru véetné definice jednotlivych zkratek, které jsou néasledné
zapsany jako nazvy 'sloupcll’ v pomyslné 'tabulce'. Tyto sloupce obsahuji informace o
chromozomu, pozici koordinaty, identifikacni ¢islo varianty, poté alelu nalezenou v
referencnim genomu a alelu nalezenou v zarovnavané sekvenci. Dale kvalitativni skére a
dopliiyjici informace. Sloupce FORMAT obsahuje informace o hodnotach, které
ofekavame v nasledujicich sloupcich. MiiZze tam byt naptiklad informace o genotypu

nebo kvalité ¢teni. Toto jsou ty hodnoty, které jsme popisovali v hlavicce souboru.
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##fileformat=VCFv4.2

##fileDate=200390805

##source=myImputationProgramV3.1
##reference=file:///seq/references/1000GenomesPilot-NCBI36.fasta
##contig=<ID=20,length=62435964, assenbl y=B36 ,md5=1126cdfBabelcTI 3794618 f66beb2da,species="Homo sapiens",taxonomy=x>
##phasing=partial

##INFO=<ID=N5,Number=1,Type=Integer,Description="Number of Samples With Data">
##INFO=<ID=DF ,Number=1,Type=Integer,Description="Total Depth">

##INFO=<ID=AF ,Number=A,Type=Float ,Description="Allele Frequency">
##INFO=<ID=AA ,Number=1,Type=String,Description="Ancestral Allele">
##INFO=<ID=DB ,Number=0,Type=Flag,Description="dbENP membership, build 129">
##INFO=<ID=HZ,Number=0,Type=Flag,Description="HapMap2? membership">
#4FILTER=<ID=q10,Description="Quality below 10">
##FILTER=<ID=s50,Description="Less than 50% of samples have data">
##FORMAT=<ID=GT ,Number=1,Type=5String,Descript ion="Genotype">

##FORMAT=<ID=G[] ,Number=1,Type=Integer ,Description="Genotype Quality">
##FORMAT=<ID=DF ,Number=1,Type=Integer,Description="Read Depth">
##FORMAT=<ID=H[] , Number=2, Type=Integer,Description="Haplotype Quality">

#CHROM POS ID REF ALT QUAL FILTER INFO FORMAT NAOQDODO1 NAOQODOZ NAOQO003

20 14370 rsB6054257 G A 28  PASS N5=3;DP=14; AF=0.5;DB; H2 GT:GQ:DP:HO 0]0:48:1:51,51 1|0:4B8:8:51,51 1/1:43:5:
20 17330 . T A 3 qlo NE=3;DP=11; AF=0.017 GT:GQ:DP:HO 0]0:49:3:58,60 0|1:3:5:65,3  0/0:41:3
20 1110696 rsB040355 A c,T B7  PASS NS=2;DP=10; AF=0.333,0.667 ; AA=T;DB GT:GQ:DP:HQ 1|2:21:8:23,27 2(1:2:0:18,2 2/2:35:4
20 1230237 . T . 47  PASS NE=3;DP=13; AA=T GT:GQ:DP:HO 0]0:54:7:56,60 0|0:4B:4:51,51 0/0:61:2
20 1234567 microsatl GTC G,GTCT 50  PASS NS5=3;DP=9; AA=C GT:GQ:DP 0/1:35:4 0/2:17:2 1/1:40:3

Obr. 11: Prikiad VCF souboru. Pievzato z https://samtools.github.io/hts-
specs/VCFv4.2.pdf

2.5.5. Anotace variant

Pro anotaci se pouziva VEP neboli Ensembl Variant Effect Predictor, ktery slouzi
K popsani nalezenych variant pomoci dostupnych databazi. V soucasnosti pilifem
bioinformatiky je trojice vzajemné provazanych databazi GenBank, EMBL a DDBIJ. Ty
jsou zaroven soucasti konsorcia INSDC. Zdrojem veiejné¢ dostupnych databazi je

National Center of Biotechnology Information neboli NCBI.
2.5.6. Doplitujici analyza

CNV neboli Copy Number Variation slouzi k detekci duplikaci ¢i deleci celych exond.

Pro CNV analyzu se pouziva knithovna GATK neboli Genome Analysis Toolkit.

Pindel analyza zahrnuje detekci velkych inzerci, deleci, tandemovych duplikaci a jinych
strukturdlnich variant ze sekvenacnich dat. Pro tuto analyzu existuje piimo nastroj

piikazového fadku pindel.
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3. Experimentalni ¢ast

3.1. Bioinformatické zpracovani dat z Illumina sekvenatoru

Stazeni dat z NGS stroje je mozné z internetové stranky Illumina Basespace. Tyto data
jsou ve formatu FASTQ. Pro spravné spusténi analyzy je tfeba mit k dispozici n€kolik
dalsich souborti, které do analyzy vstupuji. Jedna se o soubory BED, NM, ENST, soubor

s exony a konfigura¢ni soubor.

Soubor BED je format souboru pouzivany v bioinformatickych aplikacich pro
reprezentaci genetickych dat, jako jsou naptiklad genomické varianty. Soubory BED jsou
béZné pouzivany pro vizualizaci dat v genomickych prohliZzecich a jejich manipulaci v
bioinformatickych nastrojich. Typicky soubor BED obsahuje informace o chromozomu,
pocatecni a koncové pozice variant spolecné s nazvem a skore pro danou variantu. V

naSem piipadé¢ obsahuje soubor BED genomickeé pozice oblasti naSeho zajmu.

chrl 213941196 213942363
chrl 213942363 213943530
chrl 213943530 213944697
chr7 127471196 127472363 Posl 0 +
chr7 127472363 127473530 Pos2 0 +
Chromosome ID —¥ | chr7 127473530 127474697 Pos3 0 +
End location T Strand

Start location Name

Phase (reading frame)

Obr. 12: Priklad BED souboru. Prevzato z: (Handling peak files with bedtools, n.d.)

NM a ENST jsou soubory obsahujici vybrané referenéni sekvence. NM soubor obsahuje
informace o referencnich mRNA transkriptech, které jsou kodovany geny. Kazdy
transkript ma pfidéleny unikatni identifikator v podob& NM ¢isla. ENST obsahuje ENST
Cisla, coz jsou identifikatory pro transkripty, které jsou kodovany geny v databazi

Ensembl.

Soubor sexony obsahuje informace o pozicich jednotlivych exond gend, které
analyzujeme. V konfigura¢nim souboru jsou pak informace o nazvu béhu, panelu gen,

filtranich parametrech, pouzitém genomu a dalsich.
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3.1.1. Kontrola kvality dat

Kvalita dat se kontroluje v programu FastQC, coz je nastroj pouzivany v bioinformatice
k analyze kvality dat ze sekvenatorti. Tento nastroj poskytuje rizné metriky a grafy, které
umoziuji uzivatelim rychle zhodnotit kvalitu sekvenci ziskanych z experimentalniho

sekvenovani.

Na obrazku miizete vidét jeden z vystupti programu FastQC. Jedna se o graf, na kterém
jde krasné vidét, Zze vSechny pozice ¢teni jsou dobré kvality, protoze hodnoty kvality se
vyskytuji v zelené ¢asti grafu, konkrétné mezi hodnotami 30 a 40. Zaroven i sdm program

nam zelenou fajtkou naznacuje, ze je podle né¢j v této Casti vSe v poradku.

@Per base sequence quality

Quality scores across all bases (Sanger / llurnina 1.9 encoding)
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12 3 456 7 8 % 1519 30-34 4549 60-64 7579 90-94 105-109 120-124 135-13%9 150-151
Position inread (bp)

Obr. 13: Priklad grafu z programu FastQC. Vygenerovano programem FastQC.

Na druhém grafu je naopak vidét, Ze ani sdm program neni s vystupem spokojeny. Leva
¢ast grafu je to, co zde dé€la problémy. NejspiSe se jedna o sekvenci adaptéru a méla by

se spravné vystiihnout.
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@Per base sequence content

Sequence content across all bases
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Obr. 14: Priklad grafu z programu FastQC se Spatnym vstupem. Vygenerovino
programem FastQC.

3.1.2. Zarovnani ¢teni

Prvnim krokem po kontrole dat je mapovani na referenni genom. Pouzivanym genomem
je hg38. V nasem ptipadé se jedna o cilené sekvenovani, sta¢i nam tedy zjistit pfitomnost
hledanych variant. Pro Burrows-Wheelerovu transformaci pouzivame softwarovy bali¢ek
BWA, konkrétné¢ BWA MEM. Vystupem je soubor ve formatu SAM.

BWA MEM zpracovava ¢teni pomoci paradigmatu Seed and Extend. Pro kazdé ¢teni jsou
pravdépodobné mapovaci lokality nalezeny vyhleddnim ptesné odpovidajicich
podsekvenci, tzv. 'seedi’. Tyto 'seedy' jsou pak rozSifeny do obou sméri pomoci
podobného Smith-Waterman algoritmu, ktery umoziuje nelplné shody. Z tohoto

roz§ifeni je pak vybrano zarovnani s nejlepsim skore (Houtgast et al., 2016).
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Obr. 15: BWA MEM. Prevzato z: (Houtgast et al., 2016)

3.1.3. Kontrola pokryti

Pokryti neboli coverage se stanovuje a kontroluje za i¢elem odstranéni variant, které maji
nizky pocet ¢teni a mohou byt tedy chybné oznaceny za pozitivni nebo naopak negativni
nalez. Jedna se o pocet precteni daného fragmentu. Pokryti urCuje néstroj bedtools.

Oblasti s nizkym pokrytim jsou ukladany do samostatného souboru.

IHPUT (1  “spliced” / “split”
. feature (elg., ENA-seq
(e.9. BAM) ; alighment, dewe in BED1 2

foma'r

R 11222333111111@@@111111111111111111111111111111

el 123 11 11 11
e 123 1§@§1§1§1§ 1 ; 1

SCh sl 11222333111111@@@111111@@@@1111@@@@@@@@11111111

Sem 120301000 10l 0 o1

Obr. 16: Vypocet coverage pomoci ndstroje bedtools. Prevzato z: (Genomecov, n.d.)

3.1.4. Vystupni report

Vystupni report obsahuje informace, které molekularni biologové vyzaduji a které lze

ziskat pomoci popsanych metod.
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NEXTSEQ_PODL __ GEME Refsag cHR poS BYINT COV_ F AF[x] R AR[%] FREQ[%] GT Hevse HGVSp. AMINO dbSHP _ gnomAD_AF[%] CLIN SiFT POLYPHEN s0_tarm IMPACT
744/1948  ADAMTS2 NM_0142445 chrs 179140053 -/10 79 16 625 63 4762 50,63 HET c1630-18T>C - - 52303638 2697 benign - - intron_variant MODIFIER
647/1948  CCER2  NM_0012432122chrl9 389118152/~ 72 41 561 31 4516 5139 HET c99G*C p.Glu33Asp  E/DI33)  rs76973734 19,86 benign  deleterious  possibly_dama missense_variant MODERATE

12/1948  COL11A1 NM_0018544 chrl 102913704 -/52 103 43 37,2 60 5333 46,6 HET cC3979-18AT - r518624551¢ 05214 benign,li - splice_polypyrimidine_LOW
863/1948  COL11A1 NM_0018544 chrl 102979123 /32 113 58 466 55 4182 4425 HET c2611-19A4C - - 511164649 69,65 benign - - intron_variant MODIFIER
533/1948  COLIA2 NM_0O008S.4  chr? 94427037 47/- 148 94 478 55 6182 5302 HET c3135C:T  pGlylodS=  G[1045) rs1800243 12,17 benign - - synonymous_variant  LOW
588/1948  COL4A2 NM_001846.4  chrls 110445879 17/- 8 34 100 54 100 100 HOM cl100BCT  p.Pro3ss=  P(336)  rs4108 51,12 benign - - synonymous_variant  LOW
489/1948  COL4A4 NM_0000925 chr2 227057388 /29 67 26 100 41 100 100 HOM Cc2545451A'G - - 57567789 63,32 benign - - intron_variant MODIFIER
118/1948  COL9A2 NM 0018524 chrl 4030411124 18 7 571 7 4286  SOHET c1288-12CT - - 577695700 5,152 benign - - splice_polypyrimidine_LOW
962/1548  CRTAP  NM_0063715 chr3 331326645/ 87 42 452 45 3556 4023 HET c1032T:G  pThr3dd=  T(344)  rs1135127 36,94 benign - - synonymous_variant  LOW
816/1798 ERBBA  NM_0052353 chr2 211387139 27/- 82 49 48 33 5455 51,22 HET C3195A%  pVall065=  V(1065) rs3748962 30,03 benign - - synonymous_variant  LOW
925/1988  EVC NM_153717.3 chr4 578371512/~ 56 18 556 38 3947 G464 HET C1727G°A  pArgST6GIn R/Q(S7E) rs1383180 34,92 benign deleterious probably_dam:missense_variant MODERATE
139/1948  FINB NM_001164317.2chra 58106801 12/- 85 43 326 42 57,14 4471 HET c1869C-T  pAsp623=  D(623)  rs2140104 3,586 benign - - synonymous_variant  LOW
572/1422  ITBP1  NM_2069434 chr2 33263352 15/- 140 70 514 70 40 4571 HET c2577G»A  pThrBS9=  T(85S)  rs12468099 2481 - - synonymous_variant  LOW
232/1948  NBAS  NM_015808.4 chr2 15402238 26/- 126 B84 381 42 4285 3968 HET c3011G:A  pArgl004GIn R/Q(1004) rs16862653 6,268 benign  deleterious_| probably_dam: missense_variant MODERATE
877/1948  NFL NM_ 0002673  chrl7 31181757 7/- 184 117 44,4 67 3881 42,30 HET  C702GA pleusa=  1(234]  rs1801052 62,72 benign - - synonymous_variant  LOW
8251948  NOTCH1 NM_017617.5 chro 136513480 14/- 130 78 513 52 5769 5385 HET c2265T>C  pAsn7S5=  N(755)  rs2229971 40,07 benign - - synenymous_variant  LOW
512/1948  NOTCH1 NM_017617.5 chr9 1365238083/~ 75 55 100 20 100 100 HOM c312T>C pASN104=  N(104)  rs4489420 58,74 benign - - synonymous_variant  LOW
893/1948  NPHS2  NM_0146254 chrl 1795513718/~ 80 41 61 39 5128 5625 HET c954CT pAla318=  A(318)  rs1410592 61,9 benign - - synonymous_variant  LOW
536/1948  NSDL  NM_0224555 chrS 1772105755/ 93 74 514 18 4211 4846 HET c2176T>C  pSer726Pro S/P(726) rs28932178 20,24 benign tolerated  possibly_dama missense_variant MODERATE
411/1948  PSHL  NM_001243246.2chrl 42747198 14/- 79 49 53,1 30 5667 5443 HET c2129T°A  p.Phe71OTyr F/Y(710) rs3738496 13,09 benign  tolerated_lo benign missense_variant MODERATE
1001/1948 SCNSA  NM_002977.3 chr2 166288464 10/- 157 118 50 39 353 465 HET c1287T»A  pArgd29=  R(429)  rs6747673 49,33 benign - - synonymous_variant  LOW
893/1948  SCNSA  NM_002977.3 chr2 1663115832/~ 96 77 546 19 4737 5312 HET cC174G»A pGIns8=  QIS8)  rs6432901 57,57 benign - - synonymous_variant  LOW
360/1948  TGFBR3  NM_0032435 chrl 9171238113/~ 133 86 100 47 100 100 HOM c2028T>C  pPhe676=  Fi676)  rs1805113 3582 - - synonymous_variant  LOW
279/1948  TGFBR3  NM_0032435  chrl 51861488 2/- 180 106 39,6 74 S946 47,78 HET  cAdCHT pserisehe  S/F(15)  rs1805110 1313 - tolerated  benign missense_variant MODERATE

Obr. 17: Priklad vystupniho reportu. Prevzato z Laboratori AGEL Novy Jicin.

Sloupec POOL obsahuje informaci o poctu pacienti analyzovanych konkrétné
v Laboratofich AGEL v Novém Ji¢ing, u kterych se objevila stejnd varianta jako
v analyzovaném vzorku. Dale vidime nazev genu a jeho NM C¢islo. Jednd se o
identifikac¢ni ¢islo z databaze RefSeq. V dalsSich sloupcich je informace o chromozomu,
na které se dana varianta vyskytuje, spolec¢né¢ s konkrétnimi pozicemi a informaci, zda se

jedna o exonovou ¢i intronovou variantu.

Sloupec COV nam dava informaci o pokryti, tedy o celkovém poctu cteni dané varianty.

Ve sloupcich F, AF[%], R a AR[%] jsou pak hodnoty pokryti na konkrétnim vldkné.

Sloupec GT obsahuje informaci o tom, zda se jedna o homozygotni ¢i heterozygotni
variantu genu. V dal3ich sloupcich je psana zména baze a aminokyseliny. Cislo 'rs' je
specificky identifikator, ktery je pouzivan pro danou variantu v databazi
jednonukleotidovych polymorfismt dbSNP. GnomAD je vefejné dostupna databaze
genetickych variant, kterd shromazd'uje informace o genetické variabilité¢ v lidském

genomu. Tento sloupec obsahuje informaci o frekvenci mutace v celkové populaci.

Sloupce CLIN, SIFT a POLYPHEN obsahuji vysledky analyzy dané varianty z téchto
predikénich programii. SO_term je soubor vyrazil a vztaht, které popisuji rysy biologické
mutace a dopad na fenotyp. Fenotyp je soubor vSech znakl znakl jedince. Je mozné jej
popsat jako projev genotypu. Mezi znaky morfologického typu patii naptiklad vyska,
hmotnost a I1Q. Znaky fyziologického typu jsou tieba krevni tlak a hladina cukru v Krvi.

3.2.  Srovnani vystupi

Jednim z hlavnich Ukold mé bakalafské prace bylo srovnat vysledky analyz ze dvou
riznych platforem. Pacienti tedy byli vybrédni z b&hii analyzovanych na obou
platformach, tedy MGI 1 NEXTSEQ. Pfi srovnavani jsem pracovala jak s vystupnimi
reporty, tak i s VCF a BAM soubory jednotlivych pacient.
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3.2.1. Pacienti
Analyzovala jsem celkem 7 pacientd, z nichz kazdy mé jinou potvrzenou diagnézu. Ke
kazdé diagnoze se vztahuje jind patogenni varianta a kazdou diagnézu urcuje jiny soubor

gend. Znaceni pacientt je irelevantni pro tuto praci a je v souladu s GDPR.

L ADPKD

S HCM

o1 Retinitis pigmentosa

02 Stargardtova makularni dystrofie
H Nesyndromova hluchota

M LDS, EDS, LFS

DD Hereditarni sférocytoza

Tab. 1: Pacienti a jejich diagnozy.

Pacient L ma potvrzenou diagnézu ADPKD, coz je autosomaln¢ dominantni polycysticka
ledvinova nemoc. Jedna se o genetickou poruchu, kterd postihuje ledviny a mtize vést
k postupnému zhorSovani funkce ledvin az k selhani ledvin. Mezi hlavni rysy ADPKD
patii tvorba cyst, coz jsou tekutinou naplnéné dutiny, v ledvinach. Tyto cysty mohou
zpusobit zvétSeni ledvin a poSkozeni zdravé tkan€. Tato choroba je zpisobena mutacemi

v genech PKD1 a PKD2 (Audrézet et al., 2012).

Pacientovi S byla potvrzena diagnéza HCM, coz je hypertroficka kardiomyopatie. Je to
geneticky podminéné onemocnéni srdce charakterizované zesilenim srde¢ni svaloviny, a
to zejména v levé komoie (Bonaventura & Veselka, 2019). Gen MYBPC3 koéduje
protein zvany kardidlni myosinovy vazebny protein C, ktery je dileZity pro regulaci
kontrakce svalovych vldken srdce. Mutace v tomto genu mohou mit rizné dopady na
funkci tohoto proteinu a mohou vést k riznym klinickym projevim HCM, naptiklad k
srdeéni arytmii, anginé pectoris nebo dokonce k nahlému srdeénimu tmrti (MYBPC3

gene, n.d.).

Onemocnéni pacienta O1, Retinitis pigmentosa, je geneticky podminéné onemocnéni
sitnice, které postupné vede k degeneraci fotoreceptorii v sitnici, coZ zpisobuje
postupnou ztratu zraku. Jednd se o pomérné vzacné onemocnéni, které ale miize byt

zpiisobeno mnoha rtiznymi mutacemi v ruznych genech, mezi které patii napiiklad
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RPGR, RHO a RP1. Kli¢ové rysy zahrnuji ztratu nocniho, periferniho az centralniho
vidéni. Na tuto nemoc neexistuje zatim 1€k na uplné vyléceni, avSak nékteré 1éky mohou
pomoci zpomalit progresi onemocnéni (Genova terapie dédiénych onemocnéni

SITNICE A ZRAKOVEHO NERVU: soudasny stav poznani, n.d.).

Pacient O2 trpi Stargardtovou makularni dystrofii, coz je geneticky podminéné
onemocnéni oc¢i, které postihuje makulu, coz je Cast sitnice zodpovédna za centralni
vidéni a detailni vnimani. Tato nemoc je zpisobena mutacemi v genech spojenych
s transportem a metabolismem vitaminu A v retinalnich bunkach. Projevuje se ztratou
centralniho vidéni a barev a citlivosti na svétlo. Zatim pro ni neexistuje zadna lécba

(Stargardtova choroba, n.d.).

Pacient H ma diagnostikovanu nesyndromovou hluchotu. Jednd se o formu hluchoty,
kterd neni spojena s Zadnymi dalSimi vyznamnymi fyziologickymi ¢i anatomickymi
abnormalitami. MiZe byt dédicnd nebo ziskana. Napiiklad infekéni meningitida ¢i
zranéni hlavy mohou vést k poskozeni sluchového tstroji a mohou zpusobit
nesyndromovou hluchotu. U tohoto pacienta se vSak jedna o genetickou variantu, ktera
muze byt zpisobena mutacemi v riznych genech, napiiklad OTOA (Genetické priciny

percep¢nich sluchovych vad, 2015).

Diagnéza pacienta M obsahuje Loeys-Dietz syndrom, Ehlers-Danlos syndrom a Li-
Fraumeniho syndrom. LDS a EDS jsou geneticky podminéné poruchy pojivové tkan¢ a
cév. LDS se projevuje aneurysmaty c¢i deformaci kosti (Pacienti s dédi¢nymi
aortopatiemi vyZaduji multioborovou pé¢i, n.d.). EDS se projevuje napiiklad
nachylnosti k modiinam ¢i hypermobilitou kloubu (Diagnostika, n.d.). Li-Fraumeniho
syndrom je vzacny geneticky syndrom spojeny s vysokym rizikem vzniku riznych typt
rakoviny v mladém veku. Je zpusoben mutacemi v genech spojenych s kontrolou

bunééného rastu (Foretova et al., n.d.).

Pacient DD ma potvrzenou hereditdrni sférocytozu, coz je geneticky podminéné
onemocnéni cervenych krvinek, které zptisobuje abnormaln¢ tvarované cervené krvinky,
téz sférocyty. Tyto sférocyty jsou mirné sférické a maji sniZenou schopnost pruzné se
deformovat, coz je dulezité pro jejich prichod cévami. Pfi¢inou hereditarni sférocytozy
jsou mutace v genech, které reguluji strukturu a funkci membrany Cervenych krvinek.
Ptiznaky tohoto onemocnéni mohou zahrnovat anémii, Zloutenku, zvétSenou slezinu a

mocové kameny (Hereditarni sférocytoza, n.d.).
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3.2.2. Vyrazeni sekven¢nich chyb

Jako prvni jsem hledala sekven¢ni chyby. Tyto chyby je mozné najit ve vystupnim reportu
ve sloupcich F, AF[%], R a AR[%], kde se vyznacuji ¢islem 0. Pokud naptiklad je u
n¢jaké varianty ve sloupci R ¢islo 0, znamena to, Ze dana varianta neni ani jednou ¢tena
na dané pozici ve sméru 3°-5°, tedy na reverse vlakné. Podobné je tomu u sloupce F, kde
se zaméfujeme na pozice ve sméru 5°-3°. Toto hledani se da jednoduse provést pfimo
Vv excelové tabulce, do které je report formatovan, a to pomoci sefazeni fadkl vzestupné

podle hodnoty v téchto sloupcich.

Pocet sekvencnich chyb jsem nasledné u kazdého pacienta porovnala mezi platformami.
Cim méné sekvenénich chyb, tim lepsi vysledek pro danou platformu. Podty jsou
zaznamenany v tabulce. Miizeme si v§Simnout, ze u vétSiny pacienti je vysledek celkem

jednotny, a to lepsi, tedy nizsi pocCet sekven¢nich chyb, u MGI. Vyjimka je pouze u

pacienta M.
pacient MGI NEXTSEQ
L 45 69
S 3 11
01 10 25
02 8 21
H 5 23
M 69 34
DD 8 25

Tab. 2: Pocet sekvencnich chyb v reportech.

3.2.3. Porovnani variant v reportech

Dalsim krokem byla filtrace variant, které¢ jsou na dané platformé 1épe ¢teny neboli které
se v reportu z druhé platformy nevyskytuji. Srovnani jsem provadéla v programu Meld,

ktery je voln¢ ke stazeni na strankach www.meldmerge.org. Tento program zvyraziuje

rozdily v souborech, pfipadné umozituje soubory rovnou upravovat.
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V tomto kroku jsem porovnavala tfi sloupce Vv reportu, konkrétné nazev genu, jeho
variantu, tedy NM C¢islo, a pozici na které se dana varianta vyskytuje. To mi umoznilo
ucinné selektovat pouze ty varianty, které jsou v obou reportech stejné. Zaroven tim
umoziuji zmény v jinych informacich, které nejsou jednozna¢né pro danou variantu, jako

je pokryti nebo frekvence.
Zajimal m¢ opét predevSim pocet téchto 1épe Ctenych variant. Vysledky jsou
zaznamenany v tabulce. Tentokrat Slo o to, aby byl pocet co nejvyssi, a opét si Iépe vedla

platforma MGI. Opét mizeme vidét jediny rozdil u pacienta M, kde NEXTSEQ dopadl

1épe.

pacient MGI NEXTSEQ
L 108 60

S 20 9

01 55 24

02 30 24

H 38 11

M 32 82

DD 62 34

Tab. 3: Pocet lépe ctenych variant v reportech.

pacient MGI ptvodni NEXTSEQ pivodni jednotné varianty
L 1930 1906 1777

S 576 573 553

01 1214 1198 1149

02 1248 1255 1210

H 688 679 645

M 651 666 550

DD 1100 1089 1030

Tab. 4: Rozdil v poctu variant v pitvodnich a upravenych reportech.
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Po nalezeni vSech sekvencnich chyb i vSech lépe Ctenych variant jsem dostala pro
kazdého pacienta oba reporty se stejnym poctem variant. Jednalo se o stejné varianty, co
se tyCe verze genu a pozice. Mezi pacienty byl ale tento pocet jiny, a to pfedevsim z
divodu panelu genti, které¢ jsou pro dané pacienty zkoumany. Geny jsou totiz pred
analyzou rozdéleny podle toho, k jakému typu onemocnéni se vztahuji, napiiklad geny
pro onemocnéni oc€i, ledvin, srdce a dalsi. Pacient je pak analyzovéan na tu sadu gend,
ktera odpovida jeho pravdépodobné diagndze. Rozdil v poctu variant pted a po tprave

reportil je vidét v tabulce 4 vyse.
3.2.4. Hledani kvalitnich sekven¢nich variant

Z laboratofi jsem dale dostala seznam kvalitnich sekven¢nich variant, coz jsou varianty,
které jsou spravné ctené z obou stran. Tyto varianty byly vybrany z analyzy z NEXTSEQ
béhu. Hledala jsem tedy tyto varianty nejprve v reportech z NEXTSEQ platformy a ty co
jsem nasla jsem nasledné hledala v reportech z MGI platformy. Ugelem bylo, aby se

obsazené varianty shodovaly u kazdého pacienta.

I v tomto bod¢ urcitym zplisobem vynikal pacient M, protoze jedna ze sekvencnich
variant nalezena v jeho NEXTSEQ reportu nebyla obsazena i v jeho MGI reportu. Jedna

se 0 variantu zobrazenou na obrazku.

NEXTSEQ_POOL GENE RefSeq CHR POS  EX/INT COV FREQ[%] 6T HEVSC HEVSp dbSNP  gnomAD_AF[5] CLIN 50_term IMPACT

57/162 FLNB NM_001164317.2 chr3 58123435 21/- 72 52,5 HET c.3469G>A p.AspllS57Asn rs1131356 37,67 benign missense_variant MODERATE

Obr. 18: Varianta, ktera nebyla nalezena v MGI reportu pacienta M.

pacient Pocet kvalitnich sekvenc¢nich variant
L 5

S 3

01 7

02 8

H 4

M 17

DD 13

Tab. 5: Pocet nalezenych kvalitnich sekvencnich variant u jednotlivych pacientii.
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U ostatnich pacientll vSechny varianty nalezené v NEXTSEQ reportech byly i v MGI
reportech. Pocet téchto kvalitnich sekvenc¢nich variant nalezenych u jednotlivych

pacientil je zapsan v tabulce 5.
3.2.5. Srovnani pokryti a frekvence

Pro validaci pfistroje je dulezitd mimo jiné kvalita Cteni, proto v dalSim kroku bylo
potieba srovnat hodnoty s ni uzce souvisejici. K tomuto srovnani jsem si napsala skript
V jazyce Python, ktery na vstupu pfijima dva excelové soubory a ¢isla sloupct uréenych
ke srovnani. Na vystupu pak vyda vSechny srovnavané hodnoty a dale pocet hodnot, které
jsou vys$i v prvnim souboru nez hodnoty ve druhém souboru, pocet hodnot nizsich a
pocet stejnych hodnot. Skript naleznete v piiloze této prace. Vysledky jeho vypoctu jsou

uvedeny v tabulkach nize.

Pacient Vy$i u MGI Vy&i u NEXTSEQ | stejné
L 608 1122 47

S 542 11 0

o1 911 221 17
02 1131 74 5

H 635 9 1

M 95 444 11
DD 956 69 5

Tab. 6: Srovnani pokryti mezi reporty pacienti.

V tomto bod¢€ uz se nam vysledky docela rozchdzeji. Nelze s jistotou fict, zda je lepsi
MGI nebo NEXTSEQ. Pfedev§im u pokryti si miiZzeme vSimnout, Ze pocty vysSich

hodnot mezi platformami si nejsou viibec blizko.

Pacient Vyssi u MGI Vyssi u NEXTSEQ | stejné
L 651 576 550
S 189 192 172
01 420 405 324
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02 433 419 358

H 240 225 180
M 192 186 172
DD 350 358 322

Tab. 7: Srovnani frekvence mezi reporty pacientii.

3.2.6. Srovnani kvality genotypu

Vyznam kvality genotypu pii sekvenéni analyze je kliCovy, protoZze piesnost a
spolehlivost ziskanych genotypti ovliviiuje spravnost interpretace vysledka. Nizka kvalita
genotypu miize vést k chybam ve vyhodnocovéni genetickych dat. To mlze zpusobit
falesn€ pozitivni nebo faleSné negativni vysledky v analyzach genetickych variant, coz

muze mit diisledky na diagn6zu chorob.

Pti sekvencni analyze je tedy nutné zajistit, aby genotypy byly ziskany s co nejvyssi
pfesnosti a spolehlivosti. Toho lze dosahnout pomoci kvalitnich vzorkli DNA ¢i RNA,
technickych postuptli, jako je pfiprava knihoven a sekvencovani, a sofistikovanych
bioinformatickych metod pro analyzu a zpracovani genetickych dat. Dukladné kontroly

kvality jsou kli¢ové pro minimalizaci chyb a zajisténi divéryhodnosti vysledka analyzy.

Kvalita genotypu je zjistitelna z VCF souboru kazdého pacienta. Zjistovala jsem pro
kazdého pacienta pro ob¢ platformy maximalni hodnotu kvality genotypu a nejcastéji
opakovanou hodnotu kvality genotypu. Tyto hodnoty jsou zapsany v tabulce nize.
Miizeme si vSimnout, ze maximalni hodnota je vzdy stejnd a zaroven nejCastéji se

opakujici, coz je dobfe.

Pro zjisténi téchto hodnot jsem pouzila piikaz v Bashi, ktery na vstupu pifijima VCF
soubor a na vystupu vyda nejcastéji opakovanou hodnotu s poctem opakovani. Pro
maximalni hodnotu kvality genotypu je ptikaz upraven pouze chybéjicim parametrem '-
c' u ptikazu 'uniq’, které v puvodnim piikazu udava pocet vyskyti kazdé jedineéné
hodnoty, coZ v tomto pfipadé nepotiebujeme.

cut -f 10 soubor.vcf | awk -F *:* {print $2}' | sort $1 | uniq -c | sort -nr | head -n 1

cut -f 10 soubor.vcf | awk -F "' "{print $2}' | sort $1 | uniq | sort -nr | head -n 1

Obr. 19: Prikazy v Bashi pro zjisténi hodnot kvality genotypu.
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pacient | MGI MGI nejcastéjsi | NEXTSEQ NEXTSEQ nejcastéjsi
maximalni (pocet opakovani) | maximalni (pocet opakovani)
L 255 255 (1553) 255 255 (1638)
S 255 255 (3072) 255 255 (1954)
o1 255 255 (1672) 255 255 (1339)
02 255 255 (3055) 255 255 (2081)
H 255 255 (2776) 255 255 (1660)
M 255 255 (849) 255 255 (1144)
DD 255 255 (2260) 255 255 (1581)

Tab. 8: Maximalni hodnoty kvality genotypu, nejcastéji opakované hodnoty kvality
genotypu.

3.2.7. Srovnani kvality mapovani

Kvalita mapovani je klicovym prvkem pii sekvencni analyze, zejména pii analyze
genomickych dat. Mapovani se tyka procesu pfifazovani kratkych ctecich fragmenti
ziskanych ze sekvenatoru na referencni genomickou sekvenci. Tento proces umoziuje

identifikaci, kde se nachazeji ¢teci fragmenty v genomu nebo v jiné referenéni sekvenci.

Kvalita mapovani ovliviiuje spolehlivost a presnost vysledkl sekvencni analyzy. Spravné
piifazeni ctecich fragmentl na referencni genom umoznuje spravné identifikovat
genetické varianty, jako jsou SNP, indely nebo strukturdlni varianty. Nespravné

zarovnané ¢teci fragmenty mohou vést k chybam v identifikaci variant.

Kvalita mapovani déle ovliviiuje pokryti genomu, coz je podil genomu, ktery je pokryty
¢tecimi fragmenty. Vy$si kvalita mapovani obvykle vede k vy§§imu pokryti genomu, coz
umoziuje robustnéjsi analyzu. Celkové€ lze fici, Ze kvalita mapovani pfimo ovliviiuje
spolehlivost a pfesnost vysledkl sekvenéni analyzy.

Hodnota kvality mapovani je zjistitelna z BAM souboru kazdého pacienta. Zjistovala
jsem primérnou kvalitu mapovani, pocet vyskytli maximalni hodnoty kvality mapovani
a pocet vyskyti nizSich hodnot. Toto vSechno jsem opét zjiStovala pomoci piikazli v

Bashi, tentokrat s vyuzitim nastroje samtools. Aby byly nalezené hodnoty piehledné;jsi,
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vypocitala jsem jejich procentudlni zastoupeni v celkovém poctu cteni zjisténém ze
statistiky nize. Vysledek je zapsan v tabulce.
samtools view soubor.bam | awk "{sum+=$5} END {print "priimér:", SUm/NR}'

samtools view -q 60 soubor.bam | wc -I

samtools view soubor.bam | awk '{if ($5<60) count ++} END {print "mensi nez 60.",
count}'

Obr. 20: Prikazy v Bashi pro zjisténi hodnot kvality mapovani.

MGl NEXTSEQ

pacient | MQ @ | MQ =max (60) | MQ <60 | MQ©® | MQ =max (60) | MQ <60
L 59,6115 | 98,04 % 1,96 % | 59,4819 | 97,5 % 2,5%

S 59,5776 | 97,89 % 2,11 % | 59,4221 | 97,24 % 2,76 %
01 59,5710 | 97,85 % 2,15% | 59,4206 | 97,18 % 2,82 %
02 59,5817 | 97,90 % 2,10% | 59,4291 | 97,26 % 2,74 %
H 59,6119 | 98,05 % 1,95% |59,4779 | 97,47 % 2,53 %
M 59,6495 | 98,27 % 1,73% | 59,5644 | 97,87 % 2,13 %
DD 59,5904 | 97,97 % 2,03% | 59,4607 | 97,41 % 2,59 %

Tab. 9: Primeér hodnot kvality mapovani, procentualni vyskyt vysokych a nizkych hodnot.

Daéle jsem zjistovala pocet vyskytl maximalni hodnoty na kazdém vlakné zvlast, tedy na
forward vlakné ¢teném ve sméru 5'-3' a na reverse vlakné ¢teném ve sméru 3'-5'. Tato
informace nam ukdazala, jaké jsou rozdily v mapovani mezi vldkny. Pocet ¢teni na kazdém
vlakné zvlast’ je opét zjiStovan ve statistice nize. V BAM souboru se tato ¢teni od sebe
odliSuji znaménky '+' a '-'. ZjiSt€né hodnoty jsem op¢t vyjadrila jako procentudlni podil v

tabulce.

samtools view -q 60 soubor.bam | awk '$9>0" | wc -I

samtools view -q 60 soubor.bam | awk '$9<0' | wc -I

Obr. 21: Prikazy v Bashi pro zjisténi hodnot kvality mapovani pro kazdé vilakno zviast.

36



MGl NEXTSEQ

pacient Forward MQ | Reverse MQ | Forward MQ | Reverse MQ
= max (60) = max (60) = max (60) = max (60)

L 98,01 % 98,00 % 97,20 % 97,50 %

S 97,87 % 97,86 % 96,91 % 97,24 %

01 97,83 % 97,82 % 96,85 % 97,19 %

02 97,87 % 97,86 % 96,95 % 97,26 %

H 98,03 % 98,03 % 97,14 % 97,48 %

M 98,50 % 98,52 % 97,66 % 98,07 %

DD 97,95 % 97,95 % 97,10 % 97,43 %

Tab. 10: Procentudlni vyskyt vysokych hodnot kvality mapovani.

3.2.8. Statistika

Pro celkovou statistiku analyzy pacienta jsem pouzila piikaz samtools flagstat
soubor.bam. Tento ptikaz slouzi k analyze formatu BAM a poskytuje statistické
informace o mapovani sekvenci na referencni genom. Vypisuje informace o celkovém
poctu porovnani sekvence s referenénim genomem a o poctu porovnani, které byly

uspésné zarovnany k referencnimu genomu.

Déle o poctu prectenych parovych porovnani a o poctu jednotlivych precteni v parove
porovnanych sekvencich. Pokud jsou totiz data vygenerovana z parového sekvenovani,
kazdda DNA molekula je fragmentovéana a kazdy fragment je sekvenovan z obou stran.

Vysledkem jsou dvé sekvence, které jsou vzajemné opacné.

Dalsi je informace o poc¢tu zdvojenych porovnani, které jsou mapované na vice mistech
v referencnim genomu a jejich procentudlni podil. A nakonec pocet porovnani, které
nebyly viibec zarovnany k referencnimu genomu. VSechny tyto informace jsou zapsany

pro kazdého pacienta v tabulkéach v sekci pfilohy.
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3.3.  Valida¢ni protokol

Utelem validace platformy je stanoveni, e masivni paralelni sekvenaéni systém je
schopen spravné precist sekvenci DNA. Zarovent umozni vyhodnotit, jak pfesné mtize byt
detekovana kazda varianta. Platforma nezahrnuje jen NGS sekvenator, ale také izolaci
DNA, obohacovani metody, ptipravu knihoven a analyzu dat. Soucasti validace neni

interpretace nalezenych variant.
3.3.1. Parametry validace

Specificnost je pravdépodobnost negativniho vysledku testu v ptipad€ nepfitomnosti
hledané varianty testovaného znaku. Je vyjadfovana jako pomér mezi spravnou
negativitou (TN) a souctem spravné negativity a faleSné pozitivity (FP) podle vzorce
TN/(TN+FP). Vysledna hodnota je vyjadiena jako relativni ¢islo, jehoz hodnota se

pohybuje v rozmezi od 0 do 1 a v idealnim ptipadé se blizi 1.

Citlivost je pravdépodobnost pozitivniho vysledku testu v ptipad¢ pfitomnosti hledané
varianty testovaného znaku. Je vyjadiovéana jako pomér mezi spravnou pozitivitou (TP)
a souctem spravné pozitivity a falesné negativity (FN) podle vzorce TP/(TP+FN).
Vysledna hodnota je vyjadiena jako relativni ¢islo, jehoz hodnota se pohybuje v rozmezi

od 0 do 1 a videalnim ptipadé€ se blizi 1.

Robustnost je schopnost metody poskytovat piijatelné vysledky méteni i v ptipadé€, ze
dojde k malym odchylkdm od nastavenych podminek jejiho provadéni. Udava

spolehlivost metody pii bézném pouzivani.
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4. Vysledky, diskuze
4.1. Vypocet

K vypoctu validacnich parametri jsem potiebovala nevytiidéné reporty pacientd, tzv.
snpindel reporty. Tyto reporty obsahuji vSechny varianty vSech genl nalezenych v
genomu daného pacienta. Reporty, které pouzivam vyse, uz jsou po upravé a obsahuji
pouze ty varianty, které se tykaji panelu gent, na kterém je pacient analyzovan, tedy

napiiklad panel genl pro onemocnéni o¢i.
4.1.1. Specificnost

Vypocet specificnosti zahrnuje kontrolu skute¢né negativnich a faleSné pozitivnich
pacientll. Podle diagnézy vime, kterou nemoc pacienti maji. Pro vypocet specifi¢nosti
budeme ptedpokladat, Zze Zadny z pacienti netrpi onemocnénim jiné¢ho pacienta. U
kazdého pacienta provedeme kontrolu piitomnosti variant genii vSech onemocnéni
ostatnich pacientil. Pro negativni vysledek piSeme 'wt', pro pozitivni vysledek piSeme

'patho’.

K hledani variant jsem pouzila piikaz v Bashi, ktery na vstupu pfijima snpindel report a
textovy soubor s geny, jejichz mutace koduji onemocnéni nékterého z pacientd.
Prohledava snpindel report a vybira z n¢j varianty téchto genti. Nasledné vybrané varianty
prohleda znovu a vypiSe pouze ty, které obsahuji slovo 'pathogenic'. Toto slovo v reportu
znaci, ze dana varianta je patogenni podle nékterého z predikénich programi. V téchto
variantach poté vyhledavame jednotlivé varianty, které jsou patogenni u nemocného

pacienta.

cat snpindel.txt | grep -Fwf gene.txt | grep -w "pathogenic” | grep -w ".*c.varianta.*"

| less -S

Obr. 22: Prikaz v Bashi pro zjisténi variant potrebnych k vypoctu specificnosti.

Vysledek zde byl veelku jednoznacny. U vSech pacientil byla potvrzena jejich negativni
diagn6za na nemoci ostatnich pacientii. U nékterych byly nalezeny patogenni varianty v
genech nékterého z onemocnéni, nejednalo se vSak o varianty, které jsem hledala.

Vysledky hledani i vypocCty jsou zapsany v tabulce 18.
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pacient

diagnéza

MGI

NEXTSEQ

Vypocet MGI

Vypocet
NEXTSEQ

HCM

Retinis pigmentosa
Stargardtova makuldrni
dystrofie
Nesyndromova hluchota
LDS, EDS, LFS

Hereditarni sférocytoza

2 % 3

2 % 3

ADPKD

Retinis pigmentosa
Stargardtova makularni
dystrofie
Nesyndromova hluchota
LDS, EDS, LFS

Hereditarni sférocytoza

£ £ 3 % %8 8

£ £ 3 %8 %8 8

o1

ADPKD

HCM

Stargardtova makularni
dystrofie
Nesyndromova hluchota
LDS, EDS, LFS

Hereditarni sférocytoza

£ £ 3 3 %8 8

£ £ 3 3 8% 8

02

ADPKD

HCM

Retinis pigmentosa
Nesyndromové hluchota
LDS, EDS, LFS

Hereditarni sférocytdza

£ £ 3% 3 % %8 8

£ £ 5 3 % %8 8

ADPKD
HCM

Retinis pigmentosa

TN/(TN+FP)
= 42/(42+0) =
1

TN/(TN+FP)
= 42/(42+0) =
1




2
2

Stargardtova makuldrni
dystrofie
LDS, EDS, LFS

Hereditarni sférocytdza

M ADPKD
HCM
Retinis pigmentosa

£ £ % 8 8 8
£ 5% 3 8 8

Stargardtova makularni
dystrofie
Nesyndromovéa hluchota

Hereditarni sférocytoza

DD ADPKD
HCM

Retinis pigmentosa

£ 5% 38 8§ 8
£ 5% 3 8 8

Stargardtova makularni

dystrofie
Nesyndromova hluchota | wt wt
LDS, EDS, LFS wt wit

Tab. 11: Vypocet specificnosti.

4.1.2. Citlivost

K vypoctu citlivosti jsem potiebovala zjistit kterym pacientlim na které platformé vysla
jejich skutecna diagndza. Pro kazdého pacienta jsem tedy hledala v jeho nevytfidéném
reportu varianty obsahujici ty geny, jejichz mutace ovliviiuji potvrzené onemocnéni
pacienta. Pro negativni vysledek opét piSeme 'wt' a pro pozitivni 'patho’. Nasledné
pocitame citlivost podle vzorce, do kterého dosadime pocet skutecné pozitivnich naleza

a falesné negativnich nalezt.

Pouzila jsem podobny ptikaz jako u specifi€nosti, jen s drobnymi Upravami. Piikaz
piijima opét snpindel report pacienta, ale hleda v ném pouze geny, které souvisi s jeho

onemocnénim. U téchto gend vyhledava jak slovo "pathogenic", tak 1 "HIGH", coz
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znamena, ze ma dana mutace velky dopad na fenotyp a zdravi jedince, a tedy mlize byt

patogenni. Ve vystupu nésledné hleddme konkrétni variantu.

cat snpindel.txt | grep -Fwf gene.txt | grep -w "pathogenic\|HIGH" | less -S

Obr. 23: Prikaz v Bashi pro zjisteni variant potiebnych k vypoctu citlivosti.

Vysledek zde nebyl tak uspokojivy jako u specifi¢nosti. U dvou pacientli nebyla nalezena

z4dna z variant, které se vztahuji k jejich onemocnéni, vysledek byl vSak na obou

platformach vzdy stejny. Je ale potieba fict, Ze ty varianty, které jsem nenasla, v reportu

daného pacienta jsou. Jen nespliiuji podminku, Ze by jejich fddek obsahoval slovo

'‘pathogenic' nebo 'HIGH', nemohla jsem je tedy do vypoctu zaradit a byla jsem nucena je

povazovat za faleSn¢ negativni ndlez. Nicméné to nemusi byt, a pravdépodobné ani neni,

chyba sekvenatorti, jelikoz pravé tyto varianty nemusi byt za kazdou cenu patogenni.

MiiZe u nich zaviset na tom, zda se jednd o dominantni ¢i recesivni alelu daného genu.

pacient | diagnoza MGI | NEXTSEQ | Vypocet Vypocet
MGI NEXTSEQ
L ADPKD patho | patho
S HCM patho | patho
01 Retinis pigmentosa patho | patho TP/(TP+FN) | TP/(TP+FN)
02 Stargardtova makularni | patho | patho = 5(5+2) = = 5/(5+2) =
. 0,714 0,714
dystrofie
H Nesyndromova hluchota | wt wt
M LDS, EDS, LFS patho | patho
DD Hereditarni sférocytéoza | wt wit
Tab. 12: Vypocet citlivosti.

4.1.3. Robustnost

U vypoctu robustnosti chceme zjistit, zda je dany postup spolehlivy na obou platforméch

stejn€. Chceme tedy nalézt na obou platformach, pokud mozno vSechny patogenni

varianty pro onemocnéni jednotlivych pacienta.
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Ptikaz pro nalezeni patogennich variant nemocnych pacienti je dost podobny obéma
predchozim. Na vstupu pfijimd snpindel report pacienta a soubor genti pro jeho
onemocnéni. V téchto genech pak vyhledava slovo 'pathogenic' a konkrétni varianty,
které se vztahuji k danému onemocnéni. Pro negativni nalez opét piSeme 'wt' a pro

pozitivni 'patho'.

cat snpindel.txt | grep -Fwf gene.txt | grep -w "pathogenic” | grep -w ".*c.varianta.*"

| less -S

Obr. 24: Prikaz v Bashi pro hledani variant potrebnych k zjisténi robustnosti.
Bohuzel, vétsSina patogennich variant nebyla v snpindel reportech nalezena. Vysledek
mezi platformami je vSak stejny, takze se da fict, Ze jsou obé€ platformy stejné spolehlivé.

Opct ale plati to stejné, co u predchoziho bodu, a tedy Ze ty varianty v reportech pacientii

jsou, pouze je predik¢éni programy nepovazuji za jednoznacné¢ patogenni.

pacient | geny varianty MGI NEXTSEQ

L PKD2 €.2356_2357 del wt wit
SLC34A1 c.1223 T>A wt wit
BBS10 €.273 C>G wt wt

S MYBPC3 €.3697 C>T patho patho

o1 ABCA4 c.5882 G>A patho patho
ABCA4 c.5603 A>T wt wit
RHO €.263 T>C wt wt
TYR c.164 G>A wt wit
TYR c.575 C>A wt wt

02 ABCA4 €.5318 C>T patho patho
HMCN1 c.5603 A>T wt wit
CNGA3 c.3278 C>A wt wit

H OTOA c.3074 A>C wt wit
ESPN €.2405 G>A wt wit

M ARHGEF17 c.3421 del patho patho

DD ANK1 €.5097-33 G>A wt wit

Tab. 13: Zjistovani robustnosti.
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5. Zavér

V prvni ¢asti prace jsem se zabyvala bioinformatickou analyzou sekvenaénich dat z
platforem MGI a Illumina. Bylo mi vybrano 7 pacientil s riznymi diagnézami, jejichz

data jsem srovnéavala mezi platformami s cilem dozvédét se, ktera z platforem je lepsi.

Nyni mizu fict, ze se uré¢ité rozdily mezi platformami vyskytly. Napiiklad v zachytech
sekvencnich variant dominovala platforma MGI. Zjistila jsem, ze vystup platformy
NEXTSEQ obsahuje vice sekvencnich chyb a zaroven méné kvalitnich sekvencnich
variant nez vystup platformy MGI. Navic vystupni report platformy MGI obsahoval

celkové vice zachytl, které nezachytil sekvenator NEXTSEQ, nez tomu bylo naopak.

Jediny pacient, u kterého byly vysledky opa¢né, byl pacient M. Vzhledem k ojediné€losti
tohoto vysledku se ale miizeme nejspi$ priklonit k varianté, ze to mohlo byt zptsobeno
neécim jinym nez chybou sekvenatoru. Kazdy pacient byl totiz analyzovéan na tplné& jinou

sadu gend.

U srovnani frekvence a pokryti se ndm hodnoty zacaly docela rozchazet. Tento trend pak
pokracoval i u srovnani kvalit genotypu a mapovani, kde sice nebyly zadné zéavratné
rozdily mezi hodnotami, ale byly docela kolisavé. Ze zjisténych hodnot se ale neda s

jistotou o n¢které z platforem prohlasit, ze by dopadla 1épe neZ ta druha.

Nasledné jsem se pifesunula k vypoctim valida¢nich parametri. Hodnotila jsem
specificnost, citlivost a robustnost platforem. U specificnosti byly vysledky podle
ptedpokladit 100 % na obou platformach. U citlivosti jsem u dvou pacientl neobjevila
patogenni varianty jejich onemocnéni a musela jsem je tedy povazovat za falesné
negativni. Dané varianty vSak v reportech byly, jen se podle predikénich programi
nejednalo o jednoznacné patogenni varianty. U robustnosti se pak vyskytlo vice takovych
variant, které sice pacienti v reportu maji, ale nejsou specifikovany jako jednoznaéné
patogenni. Bohuzel, toto kritérium jsem méla nastavené pro hledani danych variant, a

nemohla jsem ho tedy prehlizet.
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7. Seznam pouzitych symboli a zkratek
BAM — Binary Alignment Map
BED — Browser Extensible Data
BLAST — Basic Local Alignment Search Tool
BWA — Burrows-Wheeler Alignment
CcDNA — komplementarni DNA
DDBJ — DNA DataBank of Japan
DNA — deoxyribonukleova kyselina
EMBL — European Molecular Biology Laboratory
GATK — Genome Analysis Toolkit
gnomAD — The Genome Aggregation Database
GO — Gene Ontology
ChIP-Seq - Chromatin ImmunoPrecipitation followed by Sequencing
IGV — Integrative Genomics Viewer
INSDC - International Nucleotide Sequence Database Collaboration
MRNA — messenger RNA
MSA - Multiple Sequence Alignment
NCBI — National Center for Biotechnology Information
NGS — Next Generation Sequencing (sekvenovani nové generace)
PCR — Polymerase Chain Reaction (polymerazova fetézova reakce)
RMSD - Root-Mean-Square Deviation
RNA — ribonukleova kyselina
rRNA — ribosomal RNA
SAGE - Serial Analysis of Gene Expression
SAM - Sequence Alignment Map

SMRT - Single Molecule Real-Time sequencing
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SNP — Single Nucleotide Polymorfism

SOLID — Sequencing by Oligonucleotide Ligation and Detection
TIGR — The Institute for Genomic Research

tRNA — transfer RNA

UPGMA — Unweighted Pair Group Method with Arithmetic mean
VCF — Variant Call Format

VEP — Variant Effect Predictor
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10.P¥ilohy

10.1. Tabulky se statistikou kazdého pacienta

MGI NEXTSEQ
Celkovy pocet porovnani 7658 179 10 419 787
Usp&§né zarovnana porovnani 100 % 100 %
Podil parovych porovnani 99,98 % 99,99 %
Usp&na parova porovnani 99,67 % 99,61 %
Spravné mapovana parova porovnani | 99,97 % 99,92 %
Jednocetna porovnani 0,0065 % (496) 0,0620 % (6 464)
Spatné mapovana parova porovnani | 0,0533 % (4 080) 0,1171 % (12 199)

Tab. 14: Statistika analyzy pacienta L.

MGI NEXTSEQ
Celkovy pocet porovnani 15 674 445 12 681 687
Uspé&$né zarovnana porovnani 100 % 100 %
Pocet parovych porovnani 99,98 % 99,99 %
Uspé&$na parova porovnani 99,35 % 99,39 %
Spravné€ mapovana parova porovnani | 99,97 % 99,92 %
Jednocetna porovnani 0,0048 % (751) 0,0619 % (7 848)

Spatné mapovana parova porovnani

0,0521 % (8 167)

0,1384 % (17 556)

Tab. 15: Statistika analyzy pacienta S.
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MGI NEXTSEQ
Celkovy pocet porovnani 9115 043 9437 745
Usp&§né zarovnana porovnani 100 % 100 %
Pocet parovych porovnani 99,98 % 99,98 %
Usp&§na parova porovnani 99,83 % 99,73 %
Spravné mapovana parova porovnani | 99,97 % 99,91 %
Jednocetna porovnani 0,0068 % (624) 0,0771 % (7 278)
Spatné mapovana parova porovnani | 0,0529 % (4 824) 0,1252 % (11 816)

Tab. 16: Statistika analyzy pacienta O1.

MGI NEXTSEQ
Celkovy pocet porovnani 16 091 305 14 407 970
Uspé&$né zarovnana porovnani 100 % 100 %
Pocet parovych porovnani 99,98 % 99,99 %
Uspé&$na parova porovnani 99,18 % 99,31 %
Spravné mapovana parova porovnani | 99,97 % 99,93 %
Jednocetna porovnani 0,0049 % (791) 0,0584 % (8 409)
Spatné mapovana parova porovnani | 0,0564 % (9 074) 0,1330 % (19 166)

Tab. 17: Statistika analyzy pacienta O2.
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MGI NEXTSEQ
Celkovy pocet porovnani 13 952 937 10 935 021
Usp&§né zarovnana porovnani 100 % 100 %
Pocet parovych porovnani 99,97 % 99,98 %
Usp&§na parova porovnani 99,64 % 99,58 %
Spravné mapovana parova porovnani | 99,97 % 99,92 %
Jednocetna porovnani 0,0038 % (527) 0,0598 % (6 542)
Spatné mapovana parova porovnani | 0,0488 % (6 809) 0,1344 % (14 697)

Tab. 18: Statistika analyzy pacienta H.

MGI NEXTSEQ
Celkovy pocet porovnani 7132 618 12 582 080
Uspé&$né zarovnana porovnani 100 % 100 %
Pocet parovych porovnani 98,99 % 98,85 %
Uspé&$na parova porovnani 99,26 % 98,72 %
Spravné mapovana parova porovnani | 98,98 % 98,81 %
Jednocetna porovnani 0,0122 % (869) 0,0433 % (5 449)
Spatné mapovana parova porovnani | 0,5189 % (37 014) 0,8801 % (110 732)

Tab. 19: Statistika analyzy pacienta M.
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MGI NEXTSEQ
Celkovy pocet porovnani 11 598 356 10 716 516
Usp&né zarovnana porovnani 100 % 100 %
Pocet parovych porovnani 99,97 % 99,98 %
Usp&§na parova porovnani 99,67 % 99,62 %
Spravné mapovana parova porovnani | 99,96 % 99,93 %
Jednocetna porovnani 0,0049 % (570) 0,0537 % (5 759)
Spatné mapovana parova porovnani | 0,0482 % (5 589) 0,1282 % (13 741)

Tab. 20: Statistika analyzy pacienta DD.
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