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Abstrakt

Tato diplomova prace se zabyva rozborem strukturni variability genomu a metodami jeho
sekvenovani napri¢ vSemi generacemi. Soucasti rozboru je popis variability poctu kopit
a moznosti jeji detekce. Prakticka Cast prace je zamérena na navrh algoritmu pro detekci
CNV na =zakladé analyzy a testovani simulovanych genomickych dat podle
nerovnomérného pokryti v genomovém sestaveni, proménlivého zastoupeni GC obsahu
a vzdalenosti sekvencnich ¢teni. Tento algoritmus je nasledné otestovan na genomickych

datech bakterie Klebsiella pneumoniae.

Klicova slova
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Abstract

This master thesis deals with analysis of structural variation of genome and with methods
of its sequencing across all generations. Subsequently it contains a description of copy
number variation and methods of its detection. The experimental part focuses
on algorithm proposal for CNV detection according analysis and testing of uneven
coverage in genome, variable representation of GC content and distance of sequence
reads. Finally, the algorithm for detecting copy number variation is tested on genomic

data of bacteria Klebsiella pneumoniae.
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Uvod

S masivnim rozvojem celogenomového sekvenovani doslo k vyraznému vzestupu analyzy
variability poctu kopif (CNV) v sekvenci DNA. Pfevazna vétsina nastroju pro detekci je
vytvorena specialné pro lidské genomy, kdy se vyzkum soustfedi na souvislost CNV
a dédi¢nych nebo onkologickych onemocnéni. Méné pozornosti bylo vénovano detekci
CNV u prokaryotickych organismi, prestoze vykazuji vysoké mnozstvi téchto useki
a uchovavaji nadbytecné geny, které mohou nasledné tvorit urcité jejich zvyhodnéni
za danych environmentalnich podminek. Tato prace se zabyva analyzou a detekci
variability poctu kopii u prokaryotickych organismii se zamérenim na bakterii Klebsiella

pneumoniae [1].

Prvni objevy CNV lze vysledovat na pocatek 20. stoleti, kdy byl objeven lidsky
karyotyp s jednim chromozomem X bez chromozomu Y nebo trizomie 21 chromozomu.
Tyto objevy se ovSem opiraly o pomérné nepresné techniky, které umoznovaly detekovat
variace pouze pouzitim optického mikroskopu a mély primé Kklinické nasledky.
Srozvojem techniky predevSim v poslednich letech Ilze pozorovat, Ze vétSina
CNV predstavuje submikroskopické chromozomalni strukturalni zmény, které je
obtiZné pozorovat i nejvykonnéjSimi optickymi mikroskopy. Vyznamnym prinosem
pro porozuméni téchto submikroskopickych CNV byla prvni komplexni mapa lidskych
CNV, pomoci které bylo zjisténo, Ze CNV se objevuji i uzdravych jedinci. Z toho lze
odvodit, Ze CNV mohou hrat dileZitou roli pti adaptaci na rliznd prostredi, nachylnosti

k béZnym onemocnénim nebo evoluci [2].

Prvni ¢ast diplomové prace se vénuje rozboru strukturni variability DNA a metod
jejtho sekvenovani. Dale je popsdna variabilita poctu kopii a moZnosti jeji detekce.
Prakticka Cast prace popisuje navrh algoritmu pro detekci CNV na simulovanych datech
na zdkladé nerovnomérného pokryti v genomovém sestaveni, proménlivého zastoupeni
GC obsahu avzdalenosti sekvencnich Cteni. Nasledné je tento algoritmus otestovan

na genomickych datech bakterie Klebsiella pneumoniae.
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1 Genom

Genom daného organismu predstavuje kompletni sekvenci DNA, ktera obsahuje kédujici
anekddujici oblasti. Pro moZnost vyzkumu organismi a zdivodnéni pripadnych
abnormalit je dllezité tuto sekvenci znat. V nasledujicich podkapitolach budou popsany
vybrané typy strukturni variability, které se projevuji v sekvenci DNA. Dale budou

rozebrany metody sekvenovani genomii nap¥ic¢ jednotlivymi generacemi.
1.1 Strukturni variabilita DNA

Zjisténi strukturni variability mezi genomy daného druhu umoziuje zjistit fenotypovou
variaci nebo nachylnost kriznym nemocem. Pired dostupnosti dneSnich modernich
sekvenacnich technologii bylo obtiZné pozorovat vzacné zmény ve strukture. Jednotlivé
zmény bylo moZné sledovat pouze mikroskopicky, proto byly patrné predevSim zmény
vmnozstvi a struktufe chromozomu. Tato mikroskopicka strukturni variabilita byla
definovana pro velikost vétSi neZz tfi megabaze. Mezi tyto odchylky se mohou zaradit
aneuploidie nebo heteromorfismy. Pti aneuploidiich dochazi k nadbytku nebo k absenci
chromozému, vznika tudiZ nejcastéji monozomie nebo trizomie chromozému.
Heteromorfismy se projevuji jako odchylky od fyziologické stavby chromoz6mu, presto

se ale nemusi vzdy projevit jako patologicka vlastnost [3].

Srozvojem sekvenatori zacaly byt postupné sledovany mensi modifikace.
Variabilita o velikosti v rozmezi jedna kilobaze aZ tfi megabaze byla definovana jako
submikroskopicka strukturni variabilita. Do této skupiny se fadi napt. jednonukleotidové
polymorfismy (SNP), inzerce, delece, inverze, duplikace nebo translokace. Vybér téchto
struktur je ukazan na obrazku ¢. 1, kde je nejprve ukazana reference, kterou nasleduji

ukazky variabilnich struktur [3].
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Obrazek 1 - Ukazka vybranych strukturnich variabilit, upraveno [4]

SNP je zména jednoho nukleotidu na dané pozici v genomu na jiny nukleotid
a nastava v populaci Castéji nez v 1 % piipadi. Inzerce znaci zaclenéni urcité Casti, ktera
byla vyStépena z chromozomu, do jiného chromozomu. Delece je naopak ztrata casti
chromozomu. Pri inverzi dochazi k pfemisténi nebo k otoc¢eni daného useku v ramci
jednoho chromozomu o 180° S duplikacemi, které znac¢i zdvojeni dané casti
chromozomu, souvisi tandemové nebo disperzni repetice. Pri tandemové repetici je
kopirovan sekvencni blok ve velkém mnozstvi za sebou na rozdil od disperznich repetic,
kdy jsou kopie sekvencniho bloku rozptylené po celém genomu. Posledni zde uvedenou
strukturni variabilitou jsou translokace, pri nichZ dochazi k presunu nebo k vyméné

urcitého useku mezi chromozomy [5].

Predpoklada se, Ze tyto mensi strukturni varianty tvori znacnou ¢ast genetické
variability, nebot' se vyskytuji s vyssi frekvenci neZ mikroskopické struktury. Ackoli
nemaji vurcitych usecich genomu zadné ziejmé disledky, vjinych mohou zptisobit
v kombinaci s genetickymi nebo environmentalnimi faktory riizna geneticka onemocnéni

nebo predispozici k nim [3].
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1.2 Metody sekvenovani DNA

Pomoci metod sekvenovani je zjiStovano poradi nukleotidii v molekule DNA. Znalost
téchto sekvenci tvori podstatnou c¢ast informace pro nasledné zkoumdani organismi
ajejich funkci. Metody sekvenovani miizeme rozdélit na tfi zakladni skupiny - prvni,
druha a treti generace. Nasledujici odstavce se budou postupné vénovat jednotlivym

metodam sekvenovani [6].
1.2.1 Sekvenatory prvni generace

Sekvenatory prvni generace byly vyvinuty v 80. letech minulého stoleti a jsou zaloZeny

na metodach Maxam - Gilbert a Sanger [6].
Maxamova - Gilbertova metoda

Maxamova - Gilbertova metoda byla vyvinuta pro sekvenovani jednovlaknové DNA
dvoukrokovym katalytickym procesem pomoci piperdinu a chemickych latek, které
selektivné napadaji puriny a pyrimidiny. Na jeden konec daného vlakna DNA je nanesena
radioaktivni znacka a takto oznacené vlakno je vystavéno ¢tyrem oddélenym reakcim,
z nichz kazda vytvari skupinu znac¢enych produktti konc¢icich zndAmym nukleotidem. Dané
skupiny se vyskytuji jako samostatny nukleotid nebo jako dvojice nukleotidi a jedna
se o kombinace G, G+A, T+C a C. Tyto Ctyti reakce jsou naneseny na polyakrylamidovy gel
a fragmenty jsou separovany pomoci elektroforézy. Nasledné je gel prenesen na svétlu
odolné rentgenové kazety, na které je poloZen rentgenovy film, a na nékolik dni umistén
do mraznic¢ky. Poté je ze znaCenych fragmentl v autoradiografu zjiStovana vysledna

sekvence [7].

Ukazka autoradiografu je na obrazku €. 2. Z tohoto grafu je moZné vycist, Ze prvnim
nukleotidem je cytosin, protoZe je viditelny pruh ve skupiné C i C+T. Pokud by byl pruh
jen ve skupiné C+T, jednalo by se o nukleotid thyminu. Stejny postup se uplatiiuje

pro skupiny G a G+A4, kdy jsou identifikovany nukleotidy guanin a adenin [7].
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Obrazek 2 - Ukazka autoradiografu [7]

Sangerova metoda

Sangerova metoda sekvenovani se i pres ¢asovou narocnost a obtiZnost stala velmi
rozSirenou metodou. Prvni automatizovany sekvenator byl uveden v roce 1987. Pracoval
na principu separace jednotlivych usekii DNA pomoci kapilarni elektroforézy a byl
schopen za den osekvenovat 500 kilobazi s délkou ctecich fragmenti 600 bazi (bp).
Automatické sekvenatory zaloZené na této metodé a pouzivané v soucasné dobé jsou
schopny osekvenovat az 2,88 megabazi s délkou Ctecich fragmenttiaz 1 000 bp a stéle jsou
vyuzivany v laboratorich diky své presnosti. OvSem limitace v podobé mozZnosti
osekvenovani jedné molekuly a tim i nevyhoda Sangerovy metody se nejvice projevila
pri sekvenovani lidského genomu a bylo zapotfebi vyvinout vykonnéjsi a rychlejsi
metody [6], [8].

Pii Sangerové metodé je podle jednoho daného templatu opétovné syntetizovan
novy ftetézec DNA, ktery je pokazZdé ndhodné prerusen prifazenim modifikované
nukleotidové baze, kterd tento proces syntetizace ukonc¢i. Kazda takovato baze nese
charakteristicke fluorescencni znaceni, ¢cimz Ize zjistit o jakou bazi se jedna. Opakovanim
procesu syntetizace jsou ziskany vSechny mozné délky retézce, kdy kazdy je ukoncen

specifickou znackou oznacujici danou bazi. Naslednym vzestupnym serazenim téchto
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novych retézci DNA lze ziskat sekvenci DNA. Princip Sangerovy metody je ukazan

na obrazku ¢. 3 [8].

l

AAGCTGGCACTGCATTAGCTTAGOGCATTAGCCTAGGACTGGGCGCTTATTCGAGAAT

TTCGACCGTGACGTAATCGA ..\

? i

DNA polymeraza

Obrazek 3 - Princip Sangerovy metody, upraveno [7]
1.2.2 Sekvenatory druhé generace

Sekvenatory druhé generace vyuZivaji podobného principu jako Sangerova metoda
s rozdilem, Ze jsou schopny najednou osekvenovat az miliony odliSnych molekul DNA.
To predstavuje jejich znac¢nou vyhodu oproti predchozim metoddm. Nevyhodou je kratka
maximalni délka Ctecich sekvenci, ktera se pohybuje v fadu stovek bazi, a zaroven i vyssi

chybovost [8].
Roche 454

Sekvenovani pomoci Roche 454 bylo vydano v roce 2005 Jonathanem Rothbergem a bylo
zaloZzeno na metodé pyrosekvenovani. Vroce 2016 byla ovSem podpora Roche 454
ukoncena a nahrazena novéjsimi metodami sekvenovani. Mezi vyhody této metody patrila
jejl vysokd rychlost a moZnost velmi dlouhych cCteni, cehoZz se vyuzivalo
pfi celogenomovém de novo sekvenovani, resekvenovani a pri studiu bakteridlni
diverzity. Naopak nejvétsi nevyhoda spocivala ve vysoké chybovosti homopolymernich

usekd, které byly detekovany pouze na zakladé mnozstvi vyzateného svétla [6], [8].

Pti této metodé je nejprve DNA naStépena na dvouvlaknové fragmenty, k nimZ jsou
prifazeny specifické adaptory (A a B), které jsou urceny k pozdéjsi amplifikaci, purifikaci
a sekvenovani. Nasledné jsou tyto fragmenty navazany na magnetickou kulicku
adenaturovany, kdy fragmenty sadaptorem A jsou uvolnény. Zbylé jednotlivé
jednotetézcové fragmenty jsou navazany vzidy na jednotlivé DNA kuli¢ky, které nesou

komplementarni sekvenci DNA fungujici jako primer. DalSim krokem je amplifikace kazdé
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kulicky pomoci emulzni PCR, po které kazda kulicka nese kolem deseti miliont
identickych kopii piivodni DNA. Kazda kuli¢ka je nanesena do jamky pikotitrac¢ni desticky
spolecné se sekvena¢nim primerem a dal$imi potfebnymi enzymy. Do nové vznikajicitho
retézce je vidy vClenén jeden dany komplementarni nukleotid a je uvolnéna molekula
pyrofosfatu, ktery se nasledné ucastni enzymatické reakce, pri které dojde k emisi
viditelného svétla. Vysoce citlivd kamera snima celou desticku a na zakladé rozsviceni
a intenzity dokaZe identifikovat, zda probéhlo pridani baze, pripadné kolik bazi bylo
pifidano najednou. Jednotlivé typy komplementarnich nukleotidi jsou piidavany
postupné, aby nedochazelo ke zkresleni vysledkl. Cely proces je cyklicky opakovan

a sekvence je postupné nacitana do pyrogramu, jehoZ ukazka je na obrazku ¢. 4 [6], [8].
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Obrazek 4 - Ukazka pyrogramu [9]
Illumina

Princip sekvenatora Illumina byl predstaven roku 2007 a je zaloZen na sekvenaci
syntézou ve spojeni s miistkovou amplifikaci. V soucasné dobé jsou nabizeny sekvenatory
riznych vykonnosti vhodnych jak pro sekvenovani mensich genomid nebo vybranych
oblasti gent, tak i pro velké studie provadéné jen ve specializovanych centrech. Zaroven
je to nejpouzivanéj$i metoda sekvenace vzhledem kjeji vykonnosti. DalS$i vyhodou
je cenova dostupnost oproti vSem piedchozim metoddm. Mezi nevyhody se radi nutnost
vyuziti jen kratkych sekvenacnich Cteni, které se primérné pohybuji o délce nékolik
stovek bazi, coz miiZze zpisobit substituci nukleotidu. I pfes tuto nevyhodu se uspésnost
udava 99 % [6], [8].

Pti realizaci sekvenovani metodou Illumina je piiprava fragmentli velmi podobna

predchozi metodé. DNA fragmenty jsou nastépeny na velikost mensi nez 800 bp a najejich
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konce pridany adaptory. Po denaturaci jsou fragmenty navazany ke komplementarnim
adaptortim na reakéni komtirce, ¢imz jsou jednotlivé fragmenty na jednom konci zcela
imobilizovany ke komtrce, kde probiha amplifikace a zaroven toto misto slouZzi jako
primer pro syntézu dvouvlaknové DNA pri béhu PCR. Vznikla dvouvlaknova DNA je
denaturovana a ptivodni templat je odmyt. Nové syntetizované vlakno zlistava jednim
koncem navazano k povrchu reakéni komiirky a svym druhym volnym koncem se napoji
k adaptortim na povrch jiné reakéni komtrky. Timto zplisobem dojde k ohybu vlakna
a premosténi. VdalSim cyklu PCR vznikne dvouvlaknovy most a cely tento proces
se opakuje. Schéma vzniku dvouvlaknovych mostli znazoriiuje obrazek ¢. 5. Vzniklé
mosty jsou nakonec denaturovany a vzniknou Kklastry, které predstavuji priblizné tisic
kopii DNA slouzici pro naslednou sekvenaci. Pii ni je do reak¢nich komfrek prilita smés
odlisné znacenych nukleotid fluorescen¢ni barvou s inaktivovanou 3’- OH skupinou.
Pfi spojeni nukleotidu a fetézce je zaregistrovdna pozice a barva pomoci kamery
a nasledné je inaktivovana skupina, véetné barvy, odstranéna a cyklus piidani nové baze

tak miliZe byt uskutecnén znovu [6].
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Obrazek 5 - Znazornéni mistkové amplifikace [10]

Sekvenovani oligonukleotidovou ligaci a detekci

Tretim typem sekvenovani druhé generace je metoda sekvenovani oligonukleotidovou
ligaci a detekci (SOLID). Oproti predchozim dvéma jiZ zminénym metodam SOLID vyuZiva
pri sekvenovani ligaci, pomoci niZ je mozné pripojit useky jednoretézovych molekul DNA
ke stavajicimu retézci DNA. Technologie SOLID vynika vysokou presnosti detekce

vysledné sekvence, ptipadna chybovost se projevuje pri ¢teni palindromatickych usekdi,
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které mohou vytvaret smycku v templatové DNA. Obdobné jako predchozi metody
i metoda SOLID produkuje kratké sekvence o maximalni délce 100 bp [6], [8].

Pri samotném sekvenovani se k templatu postupné pripojuji iseky DNA, které jsou
oznacovany jako tzv. sondy. Sonda ma na pocatku vzidy kombinaci dvou nukleotidli
a obsahuje fluorescenc¢ni znaceni pro dany nukleotid. Celkové existuje Sestnact rtiznych
typu sond, kdy vzdy Ctyfi jsou oznacCeny stejnou znackou. Pri tvofeni nového retézce
se pripoji sonda, kterd odpovida templatové DNA, pomoci enzymu ligdzy. Pomoci snimace
je detekovano fluorescenc¢ni znaceni, nasledné je odstranéno a je priddna dalsi sonda.

K detekci celé sekvence je nutné opakované ¢teni templatové molekuly [8].
1.2.3 Sekvenatory treti generace

Sekvenatory treti generace se od predchozi generace lisi predevsim v tom, Ze templat
DNA neni namnoZen, ale sekvenovani probiha na zakladé ptivodni molekuly. Piestoze
tento typ sekvenace neni prozatim vyrazné rozsifen, umoZnuje precist deset tisic bazi
v ramci jedné molekuly DNA, ¢imZ vytvari dlouhé sekvence. Tato vlastnost je vyhodna
pii sekvenovani celych genomi. Nevyhodu prozatim tvoii vysoka chybovost, ktera se
pohybuje mezi 10-15 %. V soucasnosti jsou pouzivané technologie PacBio a Oxford

Nanopore [8].

PacBio vyuziva k detekci vysledné sekvence fluorescencné znacené nukleotidy
avzhledem kvysoké citlivosti detektoru je mozné zaznamenat prirazeni i jediného

nukleotidu v redlném case do retézce DNA [8].

Pii metodé Oxford Nanopore dochazi k protahovani jednotretézové molekuly
DNA mikroskopickym pérem na membrané, ktera je synteticka. Vzhledem ktomu,
Ze jednotlivé baze maji ¢astecné riizny tvar, nastava vzdy odlisné zaplnéni poru a snimace
identifikuji o jakou bazi se jedna. Nespornou vyhodou tohoto sekvenatoru je jeho velikost,

protoze se jedna o kapesni pristroj, ktery lze lehce pripojit k pocitaci [8].
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2 Variabilita poctu kopii

Variabilita poctu kopii je jeden z typt strukturni variability, které odkazuji na abnormality
v sekvenci DNA a zaroven se podili na fenotypovych zménach. CNV mohou byt zdédény
z genomu rodi¢ti nebo mohou vzniknout de novo. CNV, které jsou v populaci projeveny
ve vice neZ v1 %, jsou definovany jako béZzné CNV nebo polymorfismus poctu kopii.
Naopak CNV, které se v populaci vyskytuji v méné nez 1 %, jsou oznaCovany jako vzacné.
Ve srovnani s jednonukleotidovymi polymorfismy je cetnost CNV niZsi, ale délka sekvenci

se tedy radi mezi dileZité zdroje genomického polymorfismu [2], [11].

CNV jsou zpravidla zplsobeny strukturalni zménou v chromozomech urcitého
segmentu DNA o délce od jedné kilobaze do nékolika megabazi v porovnani s referenc¢ni
genomovou sekvenci. Nejcastéji se projevuji deleci, tandemovou a disperzni repetici.
Na obrazku ¢. 6 je porovnana reference s komplexem CNV, ktery je tvoreny jak

tandemovou, tak i disperzni repetici [11].

Reference
A B C D
Komplex CNV

A B C DD DD CDC D C D

Obrazek 6 - Porovnani reference a komplexu CNV, upraveno [12]
2.1 Metody detekce CNV

Existuji desitky dostupnych nastroji pro detekci CNV z dat ziskanych ze sekvenatort
druhé generace. Naprosta vétSina téchto nastroji je ovSem vyvinuta pro detekci CNV
vlidském genomu, tedy pro diploidie. To miZe predstavovat problém pri aplikaci
téchto nastrojli pro genomy prokaryotnich organismi, které se mohou vyskytovat
o riizné ploidii. V této podkapitole bude uveden prehled statistickych metod, které byly
vyvinuty a testovany pro detekci CNV z dat obsahujicich jednotliva ¢teni. Tyto metody
jsou zalozeny predevsim na DNA cipech nebo byly zcela ptizplisobeny pro tento druh
detekce [1], [13].
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Prvniuvedeny algoritmus, ktery byl piivodné vytvoren pro genomova hybridiza¢ni
data z DNA Ccipu, je zaloZen na kruhové binarni segmentaci (CBS). Prvnim nastrojem
pro zavedeni CBS je SegSeq, ktery porovnava zkoumana data s kontrolnim souborem
k detekovani CNV. Nejprve je vypocitdn pomér poctu kopii dvou shodnych vzorki
vkazdém genomovém okné anasledné je pomoci algoritmu identifikovana hranice
fragmenti DNA. Tento algoritmus je aplikovan na data vygenerovana ze sekvenatoru
[llumina [13], [14].

Metoda Mean Shift-Based (MSB) byla nejprve vyuzivana pro analyzu dat z aCGH.
Pii MSB jsou sousedni genomova okna spodobnym pokrytim spojena podél
chromozomu. Hrani¢ni body jsou ohlaSeny, pokud se pokryti daného posuvného okna
vyznamneé liSi od pokryti spojenych oken. Na tomto principu byly vytvoreny dva nastroje,
CNVnator a BIC - seq. CNVnator pracuje na jednotlivych samostatnych vzorcich a jeho
vyhodu tvori schopnost detekovat CNV rliznych velikosti v rozsahu od stovek bazi
aZ po megabaze. Tento nastroj dosahuje vysoké senzitivity (86-96 %) a nizké miry
faleSné detekce (3-20 %). Naproti tomu BIC-seq vyuZiva pti implementaci odpovidajici
si pary dat. Tento algoritmus byl testovan na datech ze sekvenovacich technologii
Illumina a SOLID [13], [14], [15].

Nasledujicim uvedenym modelem je CNASeg, ktery vyuziva skryté Markovy
modely (HMM) v segmentacnim kroku k identifikaci genomovych oblasti s podobnou
hodnotou pokryti. Hlavnim rysem této metody je moZnost kontroly faleSné pozitivnich
hodnot pomoci pokryti mezi zkoumanymi a kontrolnimi vzorky. Tato metoda byla
ptivodné aplikovana pro sekvenci dat ziskanych pii vyzkumu rakoviny generovanych

sekvenatorem Illumina [13], [14].

Rozsifrenim modelu Shifting level (SLM) je mozné detekovat opakujici se CNV
z vice vzorkll. Zaroven tento model dosahuje kvalitnich vysledki u detekce mensSich
oblasti CNV o délce priblizné 500 bp. U tohoto modelu byla testovana vykonnost u dat,
ze sekvenatoru [llumina, o vysokém pokryti z projektu 1000 genomi [13], [14].

DalSi metoda, ktera byla vytvorena primo pro detekci CNV, se nazyva Event-wise
testing (EWT). Tato metoda prohledava v genomu specifické tridy malych skupin, které
splnuji kritéria statistické vyznamnosti na rozdil od segmentatnich metod, které
zpravidla vyhodnocuji pravdépodobnost pro kazdy bod genomu. Nasledné jsou tyto
mensi skupiny spojeny do vétsSich. ZjiSténé delece a duplikace v daném genomu se dale
zkoumaji vramci vice genoml k mozZzné identifikaci polymorfismu mezi jednotlivci.

Princip této metody je zobrazen na obrazku ¢. 7. Vysledky ukazuji, Ze EWT dosahuje
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az 99,9 % uspésSnosti pri detekci CNV o minimalni velikosti jedné kilobaze v simulovanych
datech. Tento algoritmus byl aplikovan na data o vysokém pokryti ze sekvenatoru
[llumina a mérenim na péti redlnych vzorcich genomij, které byly ziskany z projektu 1000
genomU. Bylo dosaZeno uspésSnosti ovéfeni 33-89 %. Niz$i hodnota byla zpisobena

predevsim vysSsi mirou falesSné pozitivnich detekci [13], [16].

A) Odhad hloubky B) Detekce vyznamnych C) Srovnani vice genomt
éteni mist
PR, . Polymorfismus (CNV)
o/
,ﬁ‘}‘;_ ,;4"@%1 — = % e
A ¥ :
Wk{‘é«w S SRl \ Monomorfismus
¢ (segmentalni duplikace
P SR nebo ojedinéla variabilita
100 bp W sz s e 1607 = v referenénim genomu)

Obrazek 7 - Princip metody EWT, upraveno [16]

Algoritmus CNOGpro byl vyvinut autory pro detekci CNV v prokaryotickych
genomech a vyuzivA HMM. Tato metoda je schopna rychle odhadnout pocet kopii
jakéhokoli genu a zaroven je mozna statisticka verifikace metodou bootstrapping

pro intervaly v oblastech, kde jsou o¢ekavané CNV [1].

Model CNV-seq vyuZziva posuvného okna k analyze pomérli mezi sekvencnim
¢tenim dvou jedinci (napft. zdravy a nemocny). Takto ziskané poméry jsou hodnoceny
vypocCtem pravdépodobnosti ndhodného vyskytu. Zvysledki je patrné, Ze klicem
k rozliSeni detekce je pocet Cteni, a ne jejich délka, coZ podporuje sekvenovani druhé
generace. Dale bylo dosazeno specificity v rozmezi 91,7-99,9 % a senzitivity 72,2-96,5 %.
Autori testovali tento algoritmus na datech ziskanych Sangerovou metodou
a ze sekvenatoru 454 Roche. Na obrazku ¢. 8 je ukazan zakladni princip postupu tohoto
modelu [13], [17].
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Obrazek 8 - Princip modelu CNV-seq, upraveno [17]

Uvedené algoritmy CBS, MSB, CNASeq a SLM je moZné zaradit mezi segmentacni
metody, které umoZznuji rozdélit data sekvencniho cteni na segmenty, z nichZ kazdy
obsahuje stejny pocet kopii DNA. Segmenty s pozménénym poctem kopif jsou detekovany

pomoci prahovani [13].
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3 Navrh algoritmu detekce CNV

Tato kapitola se zabyva navrhem algoritmu pro detekci usekii CNV z bakteridlniho
genomu. Algoritmus bude navrZen pro detekci na zakladé nerovnomérného pokryti
v genomovém sestaveni, proménlivého zastoupeni GC obsahu a vzdalenosti sekvencnich
cteni. Vzhledem k tomu, Ze poskytnuta data bakteridlniho genomu bakterie Klebsiella
pneumoniae jsou neznama a jsou urcena pro dalSi vyzkum vcetné detekce CNV, bylo
vyhodnéjsi sinejprve vytvorit data simulovana, u kterych je moZnost nasledného

zhodnoceni uspésSnosti algoritmu.

Nasledujici schéma shrnuje postup prace s daty v této kapitole. Ten bude dale

podrobné vysvétlen.

Vytvoreni

simulovanych dat Namapovini dat Testovani dat

Obrazek 9 - Schéma postupu prace s daty, vlastni zpracovani
3.1 Vytvoreni simulovanych dat

Simulovand data byla vytvorena upravou referenéniho genomu bakterie Klebsiella
pneumoniae. Jako reference byl vybran patogenni kmen NTUH-K2044, ktery byl
izolovan z abscesu jater. Jeho délka ¢ini 5 248 520 bp. Kmen NTUH-K2044 ma mimo jiné
vysokou virulenci a hypermukoviskozitu. Tyto faktory c¢ini tento izoldt vhodnym

modelovym kmenem pro genomické studie [18].

Pro simulaci dat byl do referen¢niho genomu vloZen gen RbsR, ktery je represorem
zodpovédnym za regulaci exprese genu kddujiciho rib6zovou permeazu a nachazi se
v genomu pravé jednou na pozici 13 492. Vzhledem ktomu, Ze gen RbsR ma délku
1398 bp a je vyrazné delsi nez délka cteni, byl dale vybran gen s oznacenim KP10186,
ktery ma délku 108 bp. Pro oba tyto geny byla vytvorena simulovana reference, kdy byl
vzdy dany gen vloZen do sekvence navic dvakrat, a to na pozici 500 000 a 3 500 000. Dale
byly vytvoreny sekvence, ze kterych byla vytvorena simulovana data. Presnd podoba

jednotlivych sekvenci je popsana v kapitole 3.2.1 [19].
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K vytvoreni simulovanych dat byl vyuzit volné dostupny simulator ART, ktery byl
spustén v terminalu operacniho systému UBUNTU. Tento simuldtor generuje uméla
sekvencni ¢teni pomoci emulace sekvencniho procesu a v soucasné dobé podporuje
simulaci ze sekvenatorti druhé generace Roche 454, Illlumina a SOLID. Pro tuto préaci byla
vybrana simulace sekvenatoru Illumina pro parové cteni v zavislosti na tom, Ze i readlna
data byla sekvenovana timto zptisobem. Vstupni hodnoty zadavané do tohoto simulatoru
jsou zaneseny do tabulky €. 1. Hodnoty byly zvoleny dle [1] s mirnou Upravou, kdy autori
realizovali obdobnou simulaci dat. Zménéna byla délka ¢teni a priimérné simulované
pokryti na hodnotu 150 bp zdtGvodu pokryti celého genu KP10186 pii mapovani.
Po probéhnuti simulace byly ziskdny dva soubory typu fastq. Jedna se o soubory, které

kromé sekvence nukleotidli v daném sméru obsahuji i ohodnoceni jeji kvality [20], [21].

Tabulka 1 - Parametry vloZené do simulatoru ART

Parametr Hodnota
Délka Cteni 150 bp
Primérna odchylka DNA fragmentt 500 bp
Smérodatny odchylka 150 bp
Priamérné simulované pokryti 150 bp
Sekvenovaci systém MiSeq v1

Tato simulovana data ze sekvenatoru bylo nutné namapovat viici referencnimu
genomu, kdy mapovani probéhlo opét v terminalu operacniho systému UBUNTU pomoci
algoritmu Burrows-Wheeler Alignment (BWA). Jedna se o nastroj pro zarovnani
sekvenc¢nich ¢teni a je zaloZen na zpétném hledani pomoci Burrows-Wheeler
transformace k dosazeni efektivniho zarovnani kratkych sekvencnich c¢teni vici velké
referencni sekvenci, kterou tvori zpravidla cely genom daného organismu. V rdmci tohoto
algoritmu jsou z vysledné sekvence automaticky odstranény singletony, které vyjadiuji
Cteni nesestavené do kontigli. Nastroj BWA podporuje data ziskana ze sekvenatori
[llumina a SOLID a po jeho probéhnuti je vygenerovan soubor typu SAM, ktery byl dale
zpracovan nastrojem SAMtools. Pomoci tohoto nastroje byla vygenerovana konsensualn{

sekvence a ur¢ena mira pokryti pro jednotlivé pozice [22], [23], [24].
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3.2 Testovani dat

Pro navrZeni algoritmu detekce CNV byla simulovana data nejprve otestovana na zakladé
nerovnomérného pokryti v genomovém sestaveni, proménlivého zastoupeni GC obsahu
a vzdalenosti sekvencnich ¢teni. Nasledujici podkapitoly se zabyvaji jednotlivymi ¢astmi

testovani a shrnuji ziskané poznatky.
3.2.1 Pokryti v genomovém sestaveni

Pokryti v genomu vyjadiuje pocet jednotlivych cteni, které zahrnuji dany nukleotid
ve vysledné zarovnané sekvenci. Po simulaci a namapovani upraveného genomu bylo
zobrazeno vysledné pokryti. Nasledné byly detekovany piky v oblasti potencialniho tiseku
CNV. Urceni piku probéhlo pri prekroceni stanoveného prahu, ktery byl urcen

jako dvojnasobek hodnoty primérného pokryti [25].

Obrazek ¢. 10 zobrazuje vysledné pokryti pri vloZeni genu RbsR jako kombinace
tandemové a disperzni repetice. Gen byl vloZen do sekvence vzidy pétkrat za sebou
na pozice 2 000 000 a 4 000 0000 a jedenkrat na pozice 1 000 000,3 000 000a 5 000 000.
Z obrazku je patrné, Ze pokryti bylo vyrazné zvySeno piredevsim na pozicich, kde se dany
gen nachazi v referen¢nim genomu, nez kam byl gen vkladan v sekvenci. Dlivod takto
zvySeného pokryti je podrobnéji vysvétlen sobrazkem ¢. 13. Pro prehlednost byla

pod nasledujici vysledné grafy pridana legenda, kterd zobrazuje presnda mista vloZeni

jednotlivych geni.
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Obrazek 10 - Pokryti genu RbsR o délce 1 398 bp pri tandemové a disperzni repetici
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Obrazek ¢. 11 zobrazuje vysledné pokryti znovu pro kombinaci tandemové
a disperzni repetici pro gen KP10186 o délce 108 bp. Tento gen byl vloZen do sekvence
na stejné pozice jako v predchozim pripadé. Z vysledného grafu je patrné, Ze byly opét
detekovany pouze ty oblasti, kde se dany gen nachazi v referenci. Hlavni rozdil se projevil
predevsSim v maximalnim pokryti, kdy gen vloZeny na stejnou pozici jako je v referenci
dosahoval pokryti témér 1400. Zbylé geny, které byly obsaZeny pouze v referenci,
dosahovaly hodnot az trojnasobné mensich. To ve srovnani s predchozim pripadem
nebylo sledovano. Z toho lze usoudit, Ze se sniZujici se délkou genu se sniZuje i pokryti

genu, ktery se nachazi vjiném misté nez v referenci. To mlze mit vliv i na pfresnost

detekce.
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Obrazek 11 - Pokryti genu KP10186 o délce 108 bp pri tandemové a disperzni repetici

Nasledujici obrazek ¢. 12 ukazuje kombinaci geni RbsR a KP10186 vloZenych
do simulované sekvence. Gen RbsR byl vloZen jednou na pozici 1 000 000 jako disperzni
repetici a pétkrat na pozici 2 000 000 ve formé tandemové repetice. Druhy gen KP10186
byl vloZen jako disperzni repetice jednou na pozici 3 000000 a pétkrat na pozici
4 000 000 jako tandemova repetice. Ve vysledném grafu se projevilo zvySeni pokryti
pouze v oblastech, kde se nachazi dané geny i v referenci. Rozdil v maximalnim pokryti

mezi danymi geny neni vyrazné patrny.

27



600

500

Pokryti [-]
w 'S
(==} (==}
o [«=}

nNo
(=3
(=}

100

v Y Pokryti
v Detekovana pozice genu
Primeér ]
Prah

[ [
Reference - gen RbsR
Reference - gen KP10186
Gen RbsR
—— GenKP10186

0.5 1 1.5 2 2.5 3 3.5 4 4.5 5
Pozice bazi [bp] %10°

Obrazek 12 - Pokryti genti RbsR a KP10186

Obrazek ¢. 13 ukazuje detailni zobrazeni pokryti v okoli pozice 1 000 000 u genu

RbsR. V grafu je nejprve patrny prudky vzestup. Vyrazné zvySena hodnota je zptsobena

vysokym poctem usekii Cteni, které pochazi z vloZenych gent jinych pozic. Tyto useky

byly do této oblasti namapovany, jelikoZ maji shodnou znacnou c¢ast Cteni s genem

vreferenci. Rozdil mezi Useky c¢teni vloZenych genli a genli vreferenci je tvoren

na rozhranich, proto nedochazi k takovému pokryti a tim je zplisoben pokles.
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Obrazek 13 - Detailni ukazka pokryti genu RbsR

Dale byla zjiStovana citlivost detekce potencialnich oblasti CNV. Gen KP10186 byl

vloZen pouze dvakrat do sekvence na pozice 1 000 000 a 4 000 000. V referenci se tento
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gen nachazel také na dvou pozicich. Vysledny graf zobrazuje obrazek ¢. 14. Z néj je patrné,
Ze tento gen nebyl vibec detekovan. V oblastech, kde je gen obsaZen v referenci, lze
sledovat mirné zvysené pokryti, to ale neni dostatecné pro spolehlivou detekci, protoZe je

pouze 1,63krat vyssi nez primérna hodnota pokryti.
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Obrazek 14 - Pokryti genu KP10186 pfi analyze citlivosti

Vzhledem k predchozimu piipadu byla hleddna citlivost detekce moznych oblasti
CNV. Pri zanechani shodné reference a vloZeni genu KP10186 do sekvence na pozice
1000 000, 2 000 000, 3000 000 a4 000 000 doslo jiz k detekci zvySeného pokryti, které
je zobrazeno na obrazku ¢. 15. Z toho lze usoudit, Ze tisek CNV bude detekovan, pokud

se gen bude vyskytovat v sekvenci alespon ctytikrat.
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Obrazek 15 - Pokryti genu KP10186 pri analyze citlivosti
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Pro urceni celého potencidlniho iseku CNV bylo z predchozich vysledki zjisténo,
Ze narlst pokryti v této oblasti ma byt vyssi nez dany prah. Na zakladé téchto znalosti byl

prah zvolen na hodnotu dvojnasobku priimérného pokryti.

Pri urcovani celého potencialniho useku se vychazelo z detekovaného piku a byl
pouZit algoritmus na principu seménkové detekce. Detekovany pik byl oznacen za vychozi
bod a nasledné se obéma sméry analyzovalo pokryti. Pocatec¢ni a kone¢ny bod useku byl

oznacen v momenté, kdy pokryti kleslo pod dany prah.

Nasledujici tabulka ¢. 2 ukazuje priklad detekované pozice potencialni dsekii CNV
pro pripad, kdy byly v sekvenci dva rizné geny. Pokryti tohoto tseku je zobrazeno
na obrazku ¢. 12. Gen RbsR, ktery ma originalné délku 1 398 bp, byl v jednom ptipadé
detekovan s mensi délkou. Jeho detekované délky byly 1 397 bp a 1 398 bp. To znamenj,
Ze doslo k chybé detekce v priméru o 0,05 % bp. NavySeni délky probéhlo u druhého genu
KP10186, ktery ma originalné délku 108 bp, kdy vysledné hodnoty byly 110 bp a 111 bp.

Tento rozdil predstavuje navyseni o 2,31 % bp.

Tabulka 2 - Detekovana délka potencialniho useku CNV

Detekovany | Detekovany
Gen pocatecni konecny Délka
bod bod
RbsR 13 491 14 888 1397
KP10186 189 761 189 871 110
RbsR 1000000 | 1001398 1398
KP10186 | 3501397 | 3501508 111

Nasledujici obrazek ¢. 16 srovnava treti detekovany usek z predchozi tabulky
se spravnou pozici tohoto genu. Nejprve je ukazan cely detekovany gen (obrazek ¢. 16
nahote), ale z divodu jen malych rozdild jsou nasledné v detailu zobrazeny mista zacatku
a konce tohoto genu (obrazek ¢. 16 dole). V grafu je zelenou barvou vyznacen ptvodni
tisek genu RbsR. Cervené linie ohrani¢uji detekovany usek. Levy spodni graf ukazuje
detekci pocatecniho bodu, ktery byl detekovdn o 1 bp pozdéji oproti spravnému
ptivodnimu useku. Obdobny vysledek ukazuje pravy spodni graf konecného bodu.
Plivodni tsek konci o 1 bp diive nez tisek detekovany. Obé tyto odchylky jsou zptisobeny
nastavenim prahu. OvSem z obrazku lze pozorovat, Ze pri jeho zméné na vyssi ale i nizsi

hodnotu by doslo k vétSimu poctu faleSné detekovanych mist.
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Obrazek 16 - Porovnani pivodniho a detekovaného useku
3.2.2 Zastoupeni GC obsahu

Druhou ¢asti testovani simulovanych dat byl vypocet zastoupeni guanino-cytosinového
(GC) komplementarniho paru v konsensualni sekvenci. Oblasti bohaté na tyto nukleotidy
vykazuji zpravidla vyssi genovou hustotu nebo vy$si miru rekombinace. Naopak oblasti
s podprimérnym GC zastoupenim jsou projevem snizené kvality. GC obsah v sekvenci byl
vypocitan dle rovnice

=A+?I§+C*1OO[%]’ W
kde A, T, G, C znaci pocet jednotlivych nukleotidi v sekvenci [26], [27].

GC

Vypocet GC obsahu byl proveden pro detekované potencialni useky z predchozi
podkapitoly ze simulovanych sekvenci pro geny RbsR, KP10186 a pro jejich kombinaci.
Priimérna hodnota GC téchto useki je 57,68 %. Smérodatna odchylka dosahuje hodnoty
pouze 0,0003 %. Tato nizka hodnota je zptisobena pouZitim této analyzy na simulovanych

datech. Nasledujici tabulky shrnuji ziskané vysledky.

Tabulka ¢. 3 ukazuje vysledné hodnoty GC obsahu pro gen RbsR. Z tabulky lze
vyCist, Ze detekované potencialni iseky CNV maji nizsi GC zastoupeni oproti priimérné
hodnoté. V ptipadé prvniho tseku je rozdil nizsi o 1,86 %, u druhého 2,12 % a u tretiho

2,10 %.
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Tabulka 3 - Hodnoty obsahu GC zastoupeni pro gen RbsR

Usek Hodnota GC obsahu [%]
13487:14892 56,61
1000000:1001400| 56,46
3501398:3502798 | 56,47
Prumeér 57,68

Tabulka ¢. 4 zahrnuje GC obsah z detekovanych usekii genu KP10186. Vysledné
hodnoty zastoupeni GC obsahu nabyvaji hodnot niZsich o oproti priimérné hodnoté

06,41 %, 7,12 % a 12,33 %. Ve srovnani s piedchozi tabulkou ¢. 3 jsou tyto hodnoty

vyrazneé nizsi.

Tabulka 4 - Hodnoty obsahu GC zastoupeni pro gen KP10186

Usek Hodnota GC obsahu [%]
189761:189873 53,98
999999:1000110 |53,57
3500107:3500193 | 50,57
Priumeér 57,68

Tabulka ¢. 5 obsahuje hodnoty GC obsahu ze sekvence, ktera kombinuje geny RbsR
a KP10186. Useky, které odpovidaji genu RbsR, dosahuji snizeni GC obsahu 0 1,94 % a
2,17 %. GC zastoupeni u oblasti odpovidajici genu KP10186 se snizuje o 7,85 % a 8,67 %.

Tabulka 5 - Hodnoty obsahu GC zastoupeni pro geny RbsR a KP10186

Usek Hodnota GC obsahu [%]
13491:14892 56,56
189761:189871 53,15
1000000:1001399 |56,43
3501397:3501508 | 52,68
Prumér 57,68

Ze ziskanych hodnot lze konstatovat, Ze u vSech detekovanych usekii dochazelo
ke sniZeni GC obsahu oproti priméru. Tyto hodnoty nespliuji teoretické piredpoklady.

To bylo zplisobeno umélym vloZeni gend do simulovanych dat.
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3.2.3 Vzdalenost sekvencnich cteni

Vzhledem k tomu, Ze pri sekvenovani dat byla zvolena varianta parového cteni dat, je
mozné na zakladé vzdalenosti téchto parl urcit, zda se jedna o repetici. Obrazkem ¢. 13
bylo popsano, Ze rozhrani poklesu a prudkého narlistu pokryti je zplisobeno
nedostatetnym mapovanim c¢teni zdidvodu zcela odliSné plvodni pozice genu
v testovaném genomu. Z tohoto diivodu mize pii mapovani dojit k tomu, Ze tato parova
¢teni na rozhrani budou rozdélena do velké vzdalenosti od sebe. To mtize nasledné znacit

repetici [28].

Této znalosti bylo vyuZzito a pomoci volné dostupného bioinformatického systému
UGENE byly ziskany pozice parovych cteni v detekovanych potencidlnich dsecich CNV.
Z téchto pozic byla nasledné spocitdna jejich absolutni hodnota vzdalenosti, ktera
byla pirehledné zobrazena pomoci histogramu. Obrazek ¢. 17 nazorné ilustruje zptisob
urceni vzdalenosti mezi pozicemi parovych Cteni, tedy mezi prvnim a druhym parovym

fragmentem [29].

Fragment 1 Fragment 2

\ J
|

Vzdalenost

Obrazek 17 - Urceni vzdalenosti u parovych c¢teni, vlastni zpracovani

Na obrazku ¢.18 je zobrazen histogram cetnosti vyskytu vzdalenosti
z detekovaného useku genu RbsR. Z néj je patrné, Ze v tomto useku dochazi k velkému
rozptylu Cetnosti hodnot vzdalenosti parovych cteni. Nejvyraznéji jsou zastoupené
hodnoty v misté s minimalni vzdalenosti. To je zplGsobeno spravnym namapovanim
kterd je projevem namapovani parovych c¢teni z rozhrani detekovanych useki. Silné
zastoupené hodnoty jsou ve vzdalenosti 1 000 000 bp a 2 500 000 bp, které odpovidaji
mistim v genomu, kde se dany gen nachazi v referenci. Méné se projevila ¢etnost hodnot
ve vzdalenosti 2 000 000 bp, 3 000 000 bp a4 000 000 bp, které odpovidaji mistlim, kam

byl gen umélé vkladan. Prehledna mista vlozZeni jsou ukazana na obrazku ¢. 10.

Mista zvySené cCetnosti hodnot potvrzuji popis obrazku ¢.13, kdy dochazi

k namapovani jednotlivych parovych c¢teni do velké vzdalenosti. Na zakladé toho lze
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konstatovat, Ze pro oznaceni daného useku jako CNV je nutné, aby doslo k projeveni

rozptylu cetnosti hodnot vzdalenosti.
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Obrazek 18 - Histogram Cetnosti vzdalenosti genu RbsR pro detekovanou oblast

Z téchto dat také vyplyvaji poZzadavky pro spravnou detekci, aby se zamezilo

7 vV

eSné pozitivnim detekcim. Nasledujici obrazek ¢. 19 ukazuje nastaveni Sifky sloupce

u dvou histogrami na hodnoty 10 000 a 300 000. Pfi srovnani s obrazkem ¢. 18 je patrné,

ze

u vSech histogrami byly detekovany hodnoty potvrzujici isek CNV. Z tohoto diivodu

byla nastavena §ifka sloupce na vychozi hodnotu 100 000 a minimalni pocet vyskyti

v daném sloupci na hodnotu 10. Tim bylo docileno toho, Ze byl detekovan vzdy dostatecny

rozptyl cetnosti hodnot.
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Obrazek 19 - Srovnani histogrami cetnosti vzdalenosti parovych ¢teni
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Obrazek €. 20 ukazuje histogram vyskytu vzdalenosti pro oblast mimo detekovany
usek CNV. Zhistogramu je patrné, Ze dochazi jen kminimalnimu rozptylu Cetnosti
hodnot vzdalenosti. Nejcastéji jsou jednotliva parova cteni vzdalena od sebe v rozmezi
pouze 250-450bp. Tento histogram také odpovidd teoretickym piedpokladiim,
Ze mimo useky CNV nedochazi k rozdéleni parovych cteni do vétsSich vzdalenosti. Z toho

lze vyvodit, Ze tento usek neodpovida CNV.
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Obrazek 20 - Histogram Cetnosti vzdalenosti genu RbsR mimo oblast detekce
3.3 Navrh algoritmu pro detekci CNV

Na zakladé ziskanych vysledki testovani vkapitole 3.2 byl vytvoren algoritmus

pro detekci CNV v bakteridlnim genomu. Nasledujici ¢ast popisuje jednotlivé kroky,

na obrazku ¢. 21 je ukdzano schéma navrhovaného algoritmu.

V navrzeném algoritmu detekce uUsekd odpovidajicich CNV bude nejprve
provedeno genomové sestaveni dle templatu pomoci algoritmu BWA a urceni
konsensualni sekvence apokryti. V pokryti genomu budou detekovdny nejprve
jednotlivé piky na zakladé prahu. Tenbude urcen pro vSechna testovaci data
jako dvojnasobek primérné hodnoty. Na =zakladé téchto pikd budou urceny
celé potencialni useky CNV pomoci algoritmu zaloZeného na principu seménkové

detekce.

U téchto urcenych usekli bude vypocitano procentudlni zastoupeni GC obsahu,

kde bude analyzovano, o kolik procent se dany vysledek odliSuje od primérné
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hodnoty celého genomu. Nakonec budou v potencidlnich oblastech CNV analyzovany
vzdalenosti sekvenc¢nich parovych cCteni, pomoci nichZz lze wurCit, zda se
dany gen nachazi v genomu vicekrat. Pokud bude detekovana vtéto oblasti vyrazny

rozptyl hodnot, bude dany usek urcen jako CNV.

Urceni “ Analyza
Namapovani konsensualni otlz fltc?l;frfich za[sjti)clfnelni vzdalenosti
dat sekvence a potencial p sekvenénich
. usektl GC obsahu ot
pokryti cteni

Obrazek 21 - Schéma navrhovaného algoritmu, vlastni zpracovani

36



4 Testovani algoritmu

V této kapitole bude otestovan algoritmus vytvoreny pro detekci CNV bakterialniho

genomu vychazejici ze znalosti simulovanych dat z predchozi kapitoly.

Genomicka data, kterd jsou zpracovavana v této praci, pochazi zoddéleni
mikrobiologie Fakultni nemocnice Brno a jedna se o bakterii Klebsiella pneumoniae. Sbér
probihal od roku 2014. Pti zpracovani téchto dat byla izolovana bakterialni DNA, probéhla
fragmentace a priprava knihovny pomoci kitu KAPA HyperPrep Kit. Tato pfipravena
knihovna byla sekvenovana pomoci sekvenatoru Illumina MiSeq. Po domluvé s vedouci
prace nebyla pouzita v této praci data bakterie Clostridium difficile. Tato bakterie nebyla
v dobé zpracovani dat povazovana za aktualni klinicky problém a od dalsiho sbéru dat

na pracovisti FN Brno bylo prozatim upusténo.

Klebsiella pneumoniae je gram-negativni bakterie, kterd se radi do celedi
Enterobacteriaceae. Vykazuje blizkou genetickou pribuznost sdal$imi bakteriemi
z této Celedi napt. s Escherichia, Salmonella, Shigella, and Yersinia. Hlavnim rozdilem je,
Ze Klebsiella pneumoniae obsahuje silnou polysacharidovou kapsli. Predpoklada se,
Ze tato kapsle je vyznamnym faktorem virulence. Infekce spojené s touto bakterii
se objevuji pocelém svété, predevSim v souvislosti sinfekci mocovych cest
anozokomidlni ndakazou. Zaroven se tato bakterie projevuje jako hlavni pric¢ina

bakterémie nebo infekci rezistentnich na léky [18].

Algoritmus detekce CNV byl aplikovan na Ctyiicet osm genomi bakterie Klebsiella
pneumoniae. Nasledujici ¢ast popisuje praci algoritmu na redlnych datech a rozdily oproti

simulovanym, které byly rozebrany v kapitole 3.2.

Nejprve bylo provedeno namapovani pomoci algoritmu BWA a urceni

konsensualni sekvence a pokryti. Tento krok byl shodny jako v pripadé simulovanych dat.

Obrazek €. 22 ukazuje pokryti pro bakterialni genom s oznac¢enim SO5 vCetné mist,
kde byly detekovany potencialni useky CNV. Z grafu je patrné, Ze bylo detekovano vétsi
mnozstvi potencidlnich usekli, vtomto pripadé padesat pét. Valgoritmu bylo dale
nastaveno, aby bylo pocitano pouze s tseky delSimi nez sto bazi z divodu eliminace
falesnych detekci. Po této filtraci se pocet detekovanych usekii sniZil na devatenact.

Podobnych hodnot bylo dosazeno u vSech ¢tyriceti osmi genomfi.
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Obrazek 22 - Pokryti bakterialniho genomu S05 s detekovanymi useky

Dale bylo pri podrobné analyze vysledkii pokryti zjisténo, Ze se v mistech
potencialnich Usekli miize objevit kratky lokalni pokles, ktery nebyl u simulovanych dat
pozorovan. Tento pokles miize predcasné ukoncit detekci pocateCnich a koncovych
bodu. Ukazka takového mista je na obrazku ¢. 23. Z tohoto diivodu byl mirné upraven

algoritmus detekce potencidlnich usekt CNV.
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Obrazek 23 - Detail pokryti u bakterialniho genomu S05

Pro eliminaci predc¢asného zastaveni algoritmu vlivem moznosti lokalniho poklesu
zobrazeného vySe, byly navrZzeny dvé moZnosti. Prvni moZnost, zaloZena na heuristickém

pristupu, kontrolovala vzdy po urceni pocate¢niho nebo koncového bodu i nasledujici
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tii hodnoty, zda nedochdazi opét k nartstu nad stanoveny prah. Pokud byl tento nartst

potvrzen, algoritmus pokracoval dale v detekci krajnich bodd.

U druhé varianty, zaloZené na signalovém zpracovani, byla vyuZita medianova
filtrace. Ta pracuje na principu posuvného okna, ve kterém jsou prvky vstupu serazeny
dle velikosti a na vystup je vybrana hodnota medianu. Tento algoritmus je tedy schopen
zcela odstranit lokalni poklesy. Vzhledem k velmi kratkym lokdlnim poklestim byla
zvolena délka okna na hodnotu sedm. Na obrazku ¢. 24 je ukdzan vysledek po tomto typu

filtrace, kde je patrné, Ze doslo k eliminaci poklesu ve srovnani s obrazkem ¢. 23.
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Obrazek 24 - Detail pokryti u bakterialniho genomu S05 po medianové filtraci

Po srovnani obou metod bylo zjiSténo, Ze pocet vyslednych detekovanych
potencidlnich useki je shodny. OdliSnosti, které se projevily predevsim v urceni zacatku
a konce useku, byly v radu jednotek bazi. V nasledujici tabulce €. 6 je ukazan priklad
detekovanych usekt pro genom S05, kde jsou zvyraznény useky, které byly detekovany
odliSné. Pro presné statistické zhodnoceni byly urcCeny délky jednotlivych usekd, které
se podrobily dvouvybérovému t-testu. Ten porovnava, zda se tyto délky obou metod
vyznamneé lisi. Tento test potvrdil, Ze rozdil délek u obou metod neni statisticky vyznamny
na hladiné vyznamnosti 0,05. Co se tyka ¢asové naro¢nosti zminénych metod k rychlejsi
detekci dochazelo u prvni metody, a to v priméru o 7,46 %. Z tohoto diivodu byla vyuzita

v algoritmu pravé tato metoda [30].
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Tabulka 6 - Srovnani metod pro detekovani potencialnich tiseki CNV

Heuristicky pristup

Medianova filtrace

547427-547889

547427-547889

660423-660608

660423-660609

1390849-1391227

1390849-1391227

1501053-1501161

1501053-1501158

1708642-1708980

1708642-1708980

1842293-1842393

1842293-1842395

2076395-2076786

2076395-2076786

2458320-2458770

2458320-2458770

2511309-2511438

2511309-2511438

4446965-4447139

4446964-4447139

4759045-4759404

4759045-4759404

5163483-5163605

5163483-5163603

Nasledné bylo analyzovano GC zastoupeni ve vySe detekovanych tusecich.
Vzhledem k tomu, Ze byl pocitan GC obsah pro cely genom, tedy pro kodujici i nekodujict
useky, byly kromé useki se zvySenym GC zastoupenim vybirany i dseky s primérnymi
hodnotami. Filtrovany byly pouze useky se sniZzenym GC obsahem, které mohou

oznacovat mista s nizsi kvalitou [27].

Jak jiz bylo zminéno GC obsah kaZdého uUseku byl dale testovan, kdy bylo nutné
urcit, které hodnoty lze vybrat kromé vyrazné zvySenych jako primérné a které jiz ne.
Toto testovani bylo provedeno pomoci jednovybérového t-testu. Ten porovnaval primeér
GC obsahu ze vSech genomt s hodnotou z daného tiseku. Na zakladé zamitnuti nebo prijeti

nulové hypotézy doslo k urceni, zda dana hodnota spada do priimérnych hodnot [30].

Nasledujici tabulka ¢. 7 ukazuje vybrané useky dle GC zastoupeni pro genom S05,
kdy primérny GC obsah je 53,81 %. Jak jiZ bylo uvedeno drive, pro tento genom bylo
dle pokryti detekovano celkem devatenact usekd, z tabulky lze vycist, Ze po analyze GC

obsahu jich bylo vybrano dvanact.
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Tabulka 7 - Vybrané useky dle zastoupeni GC obsahu pro bakterialni genom S05

Usek GC obsah [%)]
547427-547889 66,52
660423-660608 60,22

1390849-1391227 66,49
1501053-1501161 71,56
1708642-1708980 69,03
1842293-1842393 61,39
2076395-2076786 57,65
2458320-2458770 65,63
2511309-2511438 54,62
4446965-4447139 65,14
4759045-4759404 53,61
5163483-5163605 60,16

Pro srovnani vysledkli z popsaného statistického testu byl vytvoren boxplot
genomu SO5 pred a po testovani, kde bylo zaznaceno i priimérné zastoupeni GC obsahu
v tomto genomu. Na obrazku ¢. 25 ukazuje levy boxplot GC obsah pied vybérem hodnot
pomoci statistického testu. Lze vycist, Ze rozmezi hodnot zastoupeni se pohybuje od 40 %
do 70 % bez vyraznych odlehlych hodnot. Zaroven jsou patrné hodnoty pod priimérem.
Z pravého boxplotu, ktery zobrazuje rozloZeni hodnot vybranych na zakladé statistického
testu, je patrné, Ze doslo k odebrani hodnot, které jsou vyrazné nizsi, nez je primér. Tim
doslo ke splnéni teoretickych predpokladd, kdy byly zachovany pouze priimérné a vyssi

hodnoty GC obsahu.
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Obrazek 25 - Srovnani boxplotli GC obsahu pted a po statistické analyze

Vybrané useky z predchozich dvou krokd byly nakonec analyzovany pomoci
vzdalenosti jejich sekvenc¢nich parovych Cteni popsané u simulovanych dat. Nasledujici
obrazek €. 26 ukazuje histogram cetnosti vyskytu vzdalenosti parovych cteni dseku
o pozicich 2076395-2076786 u genomu S05. Z histogramu vyplyva jasné patrny vysoky
rozptyl hodnot v poctu vys$sim, nez je prah, ktery je zde také zaznacen. Z tohoto diivodu

byl tedy tento usek oznacen jako CNV.
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Obrazek 26 - Histogram Cetnosti jednotlivych vzdalenosti useku 2076395-2076786

Naopak na nasledujicim obrazku €. 27 je zaznacen histogram detekovaného tiseku

o pozicich 3472010-3472129 stejného genomu jako v predchozim pripadé. Lze sledovat,
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Ze je zde minimalni rozptyl hodnot, ktery nepiekracuje prah. Zaroven jsou tyto hodnoty
i o rad nizsi neZ u histogramu na obrazku ¢. 26. To odpovida spiSe faleSnym detekcim,

a proto tento usek nebyl oznacen jako CNV.
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Obrazek 27 - Histogram Cetnosti vyskytu vzdalenosti useku 3472010-3472129
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5 Zhodnoceni vysledku

Algoritmus byl aplikovdn na Ctyficet osm dostupnych genomu bakterie Klebsiella
pneumoniae. Vysledné detekované useky CNV byly zaneseny do tabulky v priloze ¢. 1.
Z tabulky je patrné, Ze bylo detekovano celkové dvacet jedna tsekti jako CNV. Z nich pouze
Ctyri useky byly urCeny jen pro jeden dany genom. VSechny ostatni detekované tuseky byly

prifazeny pro vice testovanych genomu.

Vysledné detekované useky CNV byly dale podrobeny analyze pomoci online
nastroje BLAST. Jedna se o vyhledavaci program sekvencnich podobnosti provozovany
institutem NCBI. Hledani téchto podobnosti probihalo pro vSechny kmeny bakterie
Klebsiella pneumoniae dostupné v databazi NCBIL Byly ziskdny informace o genovych
produktech danych useki, které byly vybrany na zakladé e-hodnoty. Nasledujici tabulka
¢. 8 obsahuje nazvy jednotlivych genovych produkti odpovidajici detekovanym tsektm.
Z tabulky je patrné, Ze pouze tfi genové produkty jsou v detekovanych dsecich CNV

zastoupené vice nez jednou.

Tabulka 8 - Oznaceni jednotlivych tseka dle BLAST

Usek

Protein

547077-547657

Chromosomal replication initiator protein DnaA

660496-661385

Carbohydrate porin

1109193-1109433

LysR family transcriptional regulator

1366216-1366459

Gfo/Idh/MocA family oxidoreductase

1390846-1391168

Class II fructose-bisphosphatase

1419824-1420105

[S3 family transposase

1459469-1459796

Yersiniabactin polyketide synthase HMWP1

1460964-1461247

Erythronate-4-phosphate dehydrogenase

1648031-1648271

Cell division protein CpoB

1708620-1708980

Nitrate ABC transporter substrate-binding protein

2076400-2076966

IS3 family transposase

2149373-2149664

Redox-regulated ATPase YchF

2458299-2458762

Hypothetical protein

2722863-2723156

Chromosomal replication initiator protein DnaA

2892904-2893852

Transposase

3145858-3146135

Chromosomal replication initiator protein DnaA

3435949-3436183

ISNCY family transposase

4447579-4448394

Transketolase

4869372-4869921

Glycogen-branching enzyme

4991933-4992237

[S3-like element ISKpn1 family transposase

5162934-5163594

Carbohydrate porin
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Vzhledem k tomu, Ze pro nékteré genomy byly detekovany shodné useky, které
se lisily pouze v pocatecnich a koncovych bodech v radu jednotek bazi, byly nasledné
urceny jednotné pocatecni a koncové body téchto tuseki. Ty byly vypocitdny pomoci
prameéru téchto bodt ze vSech detekovanych usekt. Pro piehlednost ukazuje nasledujici
tabulka ¢. 9 detekované useky pro bakterialni genom S05. Z tabulky l1ze vycist, Ze pro tento

genom bylo celkem detekovano pét useki.

Tabulka 9 - Useky CNV pro genom S05

ID/Usek | 547077: 547657 660496: 661385 |1708620:1708980 | 2076400:2076966 | 2458299:2458762

S05 + + + + +

Pii podrobné analyze vyslednych hodnot byly odhaleny podobnosti u vybranych
genomd, kdy mezi nimi byly detekovany shodné useky CNV. Bylo zjiSténo, Ze tyto skupiny
podobnych genomil maji spole¢nou vlastnost, kterou je melt typ. Ten slouzi k rozliSeni
jednotlivych genomi na zakladé krivky teploty tani a byl ziskan laboratorni metodou
pouzitim typizacni metody mini-MLST. Tato metoda je zaloZena na amplifikaci geni
pomoci PCR a nasledné vysokorozliSovaci analyze krivek tani. Vysledkem jsou rozdilné
krivky tani, které predstavuji jednotlivé tavici alely charakterizované prevazné obsahem
guanin-cytosinu. Nasledujici tabulka ¢. 10 ukazuje souhrn tohoto rozdéleni pro vSechny
genomy [31], [32].

Tabulka 10 - Rozdéleni bakteridlnich genomii dle melt typu

ID Melt typ |ID Melt typ |ID Melt typ
S01 98 S17 23 S33 16
S02 29 S18 23 S34 16
S03 98 $19 61 S35 61
S04 98 S20 61 S36 61
S05 29 S21 61 S37 29
S06 98 S22 61 S38 29
S07 29 S23 61 S$39 29
S08 98 S24 61 $40 29
S09 29 $25 61 S$41 23
S10 98 S$26 61 S42 29
S11 29 S27 14 S$43 23
S$12 29 $28 14 S44 61
S$13 23 $29 98 $45 44
S14 23 S30 98 S$46 44
S15 23 S31 14 S47 95
S16 23 S32 14 S48 29
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Tabulka ¢. 11 znazorniuje piiklad péti detekovanych tsekli CNV u bakteridlnich
genomi S13-S18, S41 a S43, které maji melt typ 23. U vSech téchto genom1i byl detekovan
usek CNV na pozicich 1459469-1459796. Déle byl u péti genomii detekovan jako CNV
Usek 1109193-1109433. Naopak usek 4869372-4869921 byl detekovan pouze jednou

nejen v ramci této skupiny, ale v rdmci v§ech genomdt.

Tabulka 11 - Genomy odpovidajici melt typu 23

lD/I]sek 1109193:1109433 | 1459469:1459796 | 1648031:1648271 | 2149373:2149664 | 4869372:4869921
S$13 +
S14 + +
S15 +
S16 + + + +
S$17 + + +
S18 + + +
$41 + +
$43 +

Pro grafické zndzornéni vysledki detekce CNV byl vytvoren dendogram
znazornujici vztahy mezi genomy pomoci metody UPGMA. Tato metoda vychazi
z distan¢ni matice, kdy se spoji vZdy dvojice s nejmensi vzdalenosti. Mista v matici, které
odpovidaji spojenym genomiim, jsou nahrazeny jejich aritmetickym primeérem. Jako
metrika pro vypocet distan¢ni matice mezi jednotlivymi genomy byla zvolena Jaccardova
vzdalenost. Ta popisuje podobnost kazdych dvou genomt jako podil poc¢tu spole¢nych

atributl a celkovém poctu atributt [33], [34].

Vysledny dendogram je zobrazen na obrazku ¢. 28, kde jsou barevné odliSeny
jednotlivé genomy dle melt typu. Na zakladé tohoto stromu lze usoudit, Ze vétSina
testovanych genomi neni zcela spravné odliSena podle danych melt typl. Spravné jsou
v tomto stromé oddéleny od ostatnich pouze genomy patrici do melt typu 44, ktery ovSem
obsahuje pouze dva genomy, a to S45 a S46. Ostatni skupiny genomt jsou rozdéleny
do vétSich vzdalenosti od sebe. Melt typy 14, 29 a 98 se projevily rozdélenim do dvou
shlukid. Nejhiite byly urceny melt typy 61 a 23, které vykazovali nejvétsi rozdily

vzdalenosti mezi jednotlivymi genomy.
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Dale bylo zjisténo, Ze testované genomy mezi sebou vykazuji vyraznou odliSnost
v jejich primérné hodnoté pokryti. Nasledujici tabulka ¢. 12 ukazuje primérné pokryti
vSech genomi. Z ni je patrné, Ze prvnich dvacet Ctyfi genomii ma vyrazné vyssi miru
pokryti. Na zakladé této rozdilnosti byly vytvoreny dalsi dva dendogramy, kdy kazdy byl
vytvoren z poloviny genom. Z prvniho dendogramu, ktery je zobrazen v priloze ¢. 2, je
patrné, Ze genomy byly sefazeny do shlukt dle melt typu az na chybné zarazeni genomu
S23.Naopak druhy dendogram v priloze €. 3 zobrazuje rozdéleni genomi s vétsSim poctem
odchylek. Spravné byly seskupeny genomy majici melt typ 16, 29, 44 a 98. Ostatni data

byla prifazena do shlukd, které kombinovaly genomy z vice melt typf.

Tabulka 12 - Primérné pokryti genomi S1 - S48

ID Pokryti [-] [ID Pokryti [-] |ID Pokryti [-]
S1 102,63 S17 73,62 S33 31,33
S2 165,65 S18 98,08 S34 32,76
S3 88,83 S19 72,36 S35 25,61
S4 98,16 S20 65,20 S36 26,58
S5 133,30 S21 69,00 S37 30,03
S6 158,93 S22 60,82 S38 26,42
S7 136,31 S23 67,25 S39 26,33
S8 140,50 S24 55,92 S$40 26,17
S9 76,80 S25 33,51 S41 36,69
S10 159,16 S26 31,36 S42 26,32
S11 195,90 S27 29,18 S43 27,01
S12 128,02 S28 25,08 S44 27,06
$13 96,78 S29 29,75 $45 24,91
S14 95,88 S30 54,42 S46 20,83
S15 86,21 S31 25,27 S47 24,57
S16 76,91 S32 28,42 S48 23,93

Z téchto vysledkd lze vyvodit, Ze spolu souvisi nejen detekované CNV tuseky

genomd a jejich melt typ, ale také zaleZzi i na mire pokryti konkrétniho genomu.

Jak jiz bylo zminéno, bakterie Klebsiella pneumoniae je spojovana s celou radou
onemocnéni v€etné rezistence vii¢i antibiotiklim. Z vysledki prezentovanych v této praci
arozliSeni jednotlivych bakteridlnich genomi dle melt typl lze Kkonstatovat, Ze
antibiotickd rezistence neni jednostrannda. Vysledky odpovidaji tomu, Ze antibioticka
rezistence zavisi na celé radé faktori. Mezi né je nutné zaradit i rozdéleni genom dle melt
typli genomil a detekci usekii CNV. Ty mohou piimo urcovat predispozice, ze kterych

se mliZe vyvinout rezistence na léciva.
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Zaver

Cilem této diplomové prace byla detekce CNV u genomt bakterie Klebsiella pneumoniae,
kdy vSechny testovaci genomy byly shromazdény ve Fakultni nemocnici Brno. Prace
prinasi prehled teoretickych znalosti, analyzu bakterialnich dat a samotnou detekci CNV

usekii metodou vytvorenou piimo pro tuto problematiku.

Teoretickd Cast se zaobirala literarni reSer$i genomu zpohledu strukturni
variability, kde byly popsany nejcastéjsSi odchylky. Dale byly uvedeny metody
sekvenovani genomu napii¢ vSemi generacemi. Poté se prace zabyvala popisem
variability poCtu kopii a dostupnymi nastroji pro jejich detekci. Bylo zjiSténo, Ze velka ¢ast
dostupnych nastrojli vyuzivanych pro detekci CNV, byla originalné vytvorena pro zcela
odlisSné ucely.

Prakticka cast prace se vénovala nejprve pripravé a otestovani simulovanych dat,
ktera byla vytvorena z kmene NTUH-K2044 referencniho genomu Klebsiella pneumoniae.
Ta byla analyzovana na zdkladé nerovnomeérného pokryti v genomovém sestaveni,
zastoupeni GC obsahu a vzdalenosti sekvencnich Cteni. Zaroven byla tato simulovana data
porovnana u jednotlivych analyz s teoretickymi predpoklady. Ze ziskanych znalosti byl

navrhnut algoritmus detekce CNV.

NavrZeny algoritmus byl spusStén na ctyriceti osmi genomickych datech.
Po probéhnuti algoritmu byly detekovany useky CNV pro jednotlivé genomy.
Vysledky byly prezentovany mimo jiné graficky pomoci dendogramu. Bylo zjiSténo, Ze
vybrané vysledné detekované tseky vykazuji podobnost mezi genomy na zakladé jejich
melt typu. Prestoze nebyly vSechny genomy jednotlivych melt typl seskupeny
s naprostou presnosti, 1ze konstatovat, Ze detekované CNV tuseky v ramci daného melt

typu mohou spolu souviset a tvorit predispozice pro urcité atributy u daného organismu.

Nejen vzriistajici antibioticka rezistence bakterie Klebsiella pneumoniae, ale i dalsi
onemocnéni ji zplisobenou jen potvrzuji, Ze je nutné se ve vyzkumu zamérit vice
na prokaryotické organismy, které mohou zptsobit az epidemie. Tato prace miize byt
piinosem v oblasti detekce CNV a miiZe slouzit jako podklad pro dalsi zkoumani. Se stale
vétSim rozvojem inovativnich technologii, které se objevuji v laboratotich, 1ze pokracovat
v podrobném vyzkumu této bakterie a dosdhnout pochopeni veskerych jejich vlastnosti.

Tyto zavéry mohou vést azZ k potlacenti jejich negativnich atributi.
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Seznam symbolu, veliCin a zkratek

A Adenin

aCGH Array Comparative Genomic Hybridization
BLAST Basic Local Alignment Search Tool

bp Baze

BWA Burrows-Wheeler Alignment Tool

C Cytosin

CBS Circular Binary Segmentation

CNV Variabilita poc¢tu kopii (Copy number variation)
DNA Deoxyribonukleova kyselina

EWT Event-Wise Testing

G Guanin

GC Guanino-cytosinovy komplementarni par

HMM Skryty Markoviiv model

MSB Mean Shift-Based

NCBI National Center for Biotechnology Information
PCR Polymerazova retézova reakce (Polymerase Chain Reaction)
RbsR Ribose operon repressor

SAM The Sequence Alignment/Map

SLM Shifting Level Model

SNP Jednonukleotidové polymorfismy

SOLID Sekvenovani oligonukleotidovou ligaci a detekci
T Thymin

UPGMA Metoda parovani pomoci nevazZenych aritmetickych primeéri
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Priloha 1 - Detekované useky CNV vSech genomi
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Priloha 2 - Dendogram rozliSujici genomy S1-S24 dle melt typu
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Priloha 3 - Dendogram rozliSujici genomy S25-S48 dle melt typu
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