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Abstrakt

Chromozomové prestavby jsou jednim z hlavnich mechanizmli evoluce eukaryotickych
genomu a mohou vyznamné ptispét k reprodukéni izolaci a diverzifikaci, véetné evoluce komplexnich
znakl ptispivajicich napt. k lokalni adaptaci. Jsou to strukturni zmény vedouci ke zméné morfologie
a/nebo poctu chromozomtu, které mohou mit piimy vliv na evoluci a expresni profily geni, Cetnost a
distribuci rekombinace v genomu a funk¢ni dynamiku procest v interfaznim jadie. Mohou byt ovSem
také podstatou (nebo doprovodnym jevem) vrozenych vad a nadorového bujeni. Studium
chromozémovych piestaveb a mechanizmi jejich vzniku souvisi s identifikaci a charakterizaci oblasti,
kde doslo ke dvouvlaknovému zlomu a opétovnému spojeni ¢asti chromozémi. Jednou z moznosti je
analyzovat chromozomy a mezidruhové zmény v uspofddani vazebnych skupin/syntennich blokt
pomoci cytogenetickych a cytogenomickych metod (napf. mezidruhovym mapovanim
celochromozomovych hybridiza¢nich sond). Detailn€jsi vhled pfinasi srovnavaci genomika, v dnesni
dobé¢ zastoupena piedevsim tzv. metodami tfeti generace (platformy firem PacBio a Oxford Nanopore
Sequencing), Casto v kombinaci s dal§imi pokrocilymi metodami jako jsou Hi-C nebo optické
mapovani. Cilem této bakalaiské prace je shrnout soucasné piistupy v analyze chromozdémovych
prestaveb (véetné strukturnich variant), jejich genetického obsahu a miry zachovani konzervované
syntenie mezi druhy, srovnat vyhody a nevyhody jednotlivych pfistupt a zhodnotit komplementaritu

mezi cytogenetickymi a genomickymi metodami.
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chromozémova flaze, genetické mapovani, evoluéni chromozomové zlomy, Hi-C, inverze,

konzervovana syntenie, optické mapovani, sekvenovani tfeti generace, strukturni varianty, Zoo-FISH



Abstract

Chromosome rearrangements represent one of the major mechanisms driving the eukaryotic
genome evolution. They may significantly contribute to reproductive isolation and diversification,
including the evolution of complex life-history traits linked e.g. with local adaptation. They are
structural changes leading to alteration in the morphology and/or number of chromosomes, which can
have a direct effect on the evolution of genes and their expression profiles, the frequency and distribution
of recombination in the genome, and the functional dynamics of processes operating in the interphase
nucleus. However, they may be also causal for etiology (or a consequence) of inherent diseases and
tumorigenesis. The study of chromosome rearrangements and the mechanisms of their emergence is
related to the identification and characterization of rearrangement breakpoints (i.e. where double-strand
break occurred and chromosome segments subsequently rejoined). One possibility is to analyze
chromosomes and interspecific changes in the arrangement of linkage groups/synteny blocks using
cytogenetic and cytogenomic methods (e.g. cross-species mapping of whole-chromosome hybridization
probes). More detailed insight is provided by comparative genomics, nowadays mainly represented by
so-called third-generation methods (the platforms of PacBio and Oxford Nanopore Sequencing), often
in combination with other advanced methods such as Hi-C or optical mapping. The aim of this bachelor
thesis is to summarize current approaches in the analysis of chromosome rearrangements (including
structural variants), their genetic content and the degree of conserved synteny between species, to
compare the advantages and disadvantages of individual approaches and to evaluate the

complementarity between cytogenetic and genomic methods.
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Seznam pouzitych zkratek

BAC — umély bakterialni chromozoém, z angl. bacterial artificial chromosome

BIR - zlom indukujici replikaci, z angl. break-induced replication

BUSCO - z angl. Benchmarking Universal Single-Copy Orthologs

CCS - kruhové konsenzualni Cteni, z angl. circular consensus reads
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CNYVs — zmény poctu kopii, z angl. copy number variations

CO -z angl. crossing over

CRs — chromozémové piestavby, z angl. chromosomal rearrangements

CSA -z angl. Chromosome-Scale Assembler

CsgG — Curlin sigma S-dependent grow

DLE - z angl. Direct Label Enzyme

DLS — z angl. Direct Label and Stain

dNTP — deoxyribonukleosidtrifosfat, z angl. deoxynucleoside triphosphate

DSB - dvoutetézcovy zlom, z angl. double stranded break

EBRs — evolu¢né konzervované dvouvlaknové zlomy, z angl. evolutionary breakpoint regions
FISH - fluorescenc¢ni hybridizace in situ, z angl. fluorescence in situ hybridization

FoSTeS — zastaveni replikac¢ni vidlicky a vyména templatt, z angl. fork stalling and template switching
GATK - sada nastroju pro analyzu genomu, z angl. genome analysis toolkit

HiFi — vysoka presnost, z angl. High Fidelity

Hi-C - vysoce vykonné zachyceni chromozémové konformace, z angl. hight troughput chromosome
conformation capture

HSBs — homologni syntenni bloky, z angl. homologous synteny blocks

NAHR - nealelicka homologni rekombinace, z angl. non-allelic homologous recombination
NF — fundamentalni Cislo, z fr. Nombre Fondamental

NGS - sekvenovani druhé generace, z angl. Next generation sequencing

NHEJ — nehomologni spojeni koncii, z angl. Non-homologous end joining

ONT - nanopdrové technologie z Oxfordu, z angl. Oxford Nanopore Technologies

OLC — z angl. Overlapping layout consensus

PCR - polymerazova fetézcova reakce, z angl. polymerase chain reaction

RD - hloubka ¢teni, z angl. read depth

RP — pary Cteni, z angl. read pair

SNP — polymorfizmus na trovni jednoho nukleotidu, z angl. single nucleotide polymorphism
SMRT - sekvenovani jedné molekuly v redlném Case, z angl. single molecule realtime sequencing
SR —rozdélené Cteni, z angl. split reads

SSA — spojovani jednotetézcového vldkna, z angl. single strand annealing

ssDNA — jednofetézcova molekula DNA, z angl. single-strand DNA

SVs — strukturni varianty, z angl. structural variants



TADs — topologicky asociované domény, z angl. topologically associating domains
TGS - sekvenovani tieti generace, z angl. Third generation sequencing

ULR — ultra dlouha cteni, z angl. ultra long reads

VGP - projekt genomu obratlovcet, z angl. Vertebrate genome project

ZMW - z angl. zero mode waveguide
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1 Uvod

Kazdy eukaryoticky druh ma svoji genetickou informaci v jadie buiiky organizovanou do
specifického, mnohdy jedine¢ného poctu a morfologie chromozémi. V prubehu evoluce se od sebe
pfibuzné druhy v tomto ohledu postupné odlisuji, mimo jiné vlivem chromozdémovych piestaveb (neboli
CRs, z angl. chromosome rearrangements). CRs jsou zmény ve struktufe chromozémd, které mohou
mit vliv na architekturu jadra z hlediska poctu a prostorové organizace chromozémi, dale na evoluci a
expresi gentl v okoli pfestavby, rekombinacnich vzort a také mohou v konecném dusledku vést
k mezidruhové reprodukéni izolaci (Navarro & Barton, 2003; Damas et al., 2021). Na tirovni jedince
vSak mohou mit CRs fatalni disledky z hlediska Zivotaschopnosti nebo fertility a ddle mohou byt také
kauzalné€ spojeny s nadorovou transformaci (Wilhelm et al., 2018; Tuna et al., 2019). Kli¢ové informace
o mechanizmech vzniku a disledcich CRs pfinasi vedle cytogenetickych metod pfedevsim analyza
sekvenci DNA v oblastech chromozémi, kde doslo ke dvouvlaknovému zlomu (neboli DSB, z angl.
double-stranded break) a jeho nasledné chybné opravé. Identifikace a interpretace takovych mist vSak
zustava i nadale velkou bioinformatickou vyzvou. V poslednich letech doslo k vyraznému pokroku ve
vyvoji vhodnych genomickych piistupti a asociovanych bioinformatickych programt, které umoznily
vedle presnéjsiho a kompletnéjsiho poskladani genomt také 1épe pochopit principy prostorové a funkéni
organizace chromozomu v jadie jakoZto i mechanizmu a disledku, které jsou spjaty se zménami tohoto

usporadani (Sedlazeck et al., 2018a; Mahmoud et al., 2019; Damas et al., 2021).

1.1 Cile bakalarské prace

Tato prace si klade za cil shrnout a srovnat pfinos metod molekularni cytogenetiky a genomiky
v odhalovani CRs v¢etné jejich polymorfizmti neboli strukturnich variant, jejich genetického obsahu a
také miry zachovani konzervované syntenie (tj. uspofadani stejného bloku sekvenci ve stejné vazebné

skupiné v pribéhu evoluce) meziblizce ¢i vzdalené ptibuznymi organizmy.



2 Chromozomové prestavby

Eukaryotni organizmy se lisi nejen velikosti a skladbou sekvenci svych genomd, ale také mirou
fragmentace genomu na jednotlivé chromozémy. Napfi¢ druhy existuje obrovska variabilita poctu a
morfologie chromozémd, tj. charakteristik souhrnné oznaovanych jako karyotyp. Pocty chromozémt
se obvykle vztahuji k somatickym bunikam (tj. uvadi se diploidni stav, 2n). Morfologie chromozomil
souvisi s pozici centromery, tj, chromozomy jednoramenné maji centromeru vyrazné blize jednomu
okraji chromozému (a tedy kratka raménka jsou vyrazn€ krat§i nez raménka dlouhd) zatimco
chromozémy dvouramenné (metacentrické a submetacentrické) maji centromeru situovanou vice
intersticialné (Levan et al., 1964). Ke zménam karyoptypu dochéazi postupné v prubéhu evoluce a mohou
souviset se zmeénou ploidie (tj, polypoidizace), obsahu repetitivni DNA a s chromozémovymi
prestavbami (CRs) (Mayrose & Lysak, 2021; Heslop-Harrison et al., 2023). Tyto mechanizmy mohou
vést k reprodukéni izolaci mezi jedinci riznych populaci stejného druhu/blizce piibuznych druhi (napt.
vlivem chybného parovani a rozchodu chromozémi v meidze, a tedy zablokovanim meidzy
v kontrolnich bodech), ale mohou také podporovat diverzifikaci a adaptacni potencial na dané podminky
prostiedi (Navarro & Barton, 2003; Pellestor et al., 2011). Ve své praci bych se chtéla specificky zamétit
na CRs, tj. strukturni zmény chromozomi, které jsou dasledkem chybnych oprav dvouvlaknovych
zlomu a chyb pfi replikaci a rekombinaci (Tsai & Lieber, 2010; Weckselblatt & Rudd, 2015). CRs se
odehravaji v ramci jednoho (intrachromozémové) nebo vice (interchromozomové) elementd v dané
bunice. CRs se dale rozliSuji na zakladé toho, zda v disledku prestavby doslo ke zméné¢ mnozstvi
genetické informace. Pfi ztraté (delece) nebo zisku (duplikace, amplifikace) hovofime o nebalancované
prestavbé. Druhou skupinou jsou piestavby balancované (napft. translokace, fuze/rozpady ¢i inverze).

Primérni pfic¢innou CRs je celd fada. NejCastéji jsou zplsobovany chybnymi opravami
dvouretézcovych zlomid DNA (napi. mechanizmy NAHR, nealelickd homologni rekombinace, z angl.
non-allelic homologous recombination nebo NHEJ, nehomologni spojeni konci, zangl. non-
homologous end joining), chybami béhem replikace, meiotické ¢i mitotické homologni rekombinace,
chybou v ptisobeni topoizomeraz, vlivem kyslikovych radikalii z mitochondrii nebo vnéjsich faktori
(nazyvanych v tomto textu jako klastogeny) jakou jsou riizné chemikalie, zafeni nebo viry (Schubert &
Lysak, 2011; Morin et al., 2017; Poot & Hochstenbach, 2021).

V nasledujicich kav pitolach predstavim zékladni typy CRs, popiSu struéné mechanizmy jejich
vzniku a fixace v populaci. Budu se zabyvat také roli CRs v reproduk¢éni izolaci, diverzifikaci a adaptaci.
Mezi zakladni strukturni piestavby patii: delece, duplikace/amplifikace, inverze, inzerce, rizné typy

translokaci a fuzi a centromerické rozpady (Schubert & Lysak, 2011).

2.1 Delece a duplikace
Duplikace (ptipadné amplifikace) znamena zmnoZeni tiseku DNA, zatimco deleci se rozumi

ztrata Gseku chromozomu. Zakladnim mechanizmem, ktery vede soucasné k deleci na jedné a duplikaci



na druh¢ kopii chromozému, je nerovnomérny crossing-over (CO), ktery obvykle probihd mezi kopiemi
tandemovych repetic, jez k sobé nepfiléhaji ve stejném poradi na rekombinujicich molekulach DNA.
K nerovnomérnému CO mize dochazet jak mezi homolognimi chromozémy, tak mezi chromatidami
stejného chromozomu (tj. vyména sesterskych chromatid) (Obr. 1A). Delece a duplikace mohou byt
dale dasledkem procesit oprav dvouvldknovych zlomt, napt. z divodu exonukleolytického Stépeni
(mechanizmy NHEJ a SSA, z angl. single-strand annealing) (Lysék & Schubert, 2013; Anand et al.,
2014) nebo preskoku mezi templatovymi molekulami DNA [mechanizmy BIR, z angl. break-induces
replication (Leffak, 2017) a FoSTeS, z angl. fork stalling and template switching (F. Zhang et al.,
2009)].

Delece rozlisujeme podle toho, jestli byl ztracen koncovy usek (termindlni delelce) nebo vnitini
segment chromozomu (intersticialni delece, Obr. 1B). V pfipad¢ terminalni delece je nutné, aby si bunika
dosyntetizovala nové telomerické oblasti, jinak miize dojit k fuzi s jinym chromozémem nebo ke vzniku
kruhového chromozoému (Yu & Graf, 2010). Delece maji sviij specificky vyznam u polyploidt, kde
dochazi k eliminaci riznych neesencidlnich duplikati genomu (Casto repetic), a to napomaha postupné

re-diploidizaci genomu (Dodsworth et al., 2016; Mandakova & Lysak, 2018).

A B

Obrazek 1: A) Duplikace a delece zpiisobena nerovnomérnym meiotickym crossing overem mezi homolognimi
chromozom, B) Intersticidlni delece, je ztracen segment z piivodniho chromozému a dochazi ke ztrat¢ genetického

materialu, upraveno podle Lysak & Schubert (2013).

Existuji dva typy duplikaci, inzeréni (neboli ektopickd) a tandemova. Inzer¢ni duplikace
znamena, ze se oddéleny zduplikovany segment premisti na jiny chromozom, zatimco pfi tandemové
duplikaci se nova kopie zaradi hned vedle pivodni sekvence na stejném chromozoému. Specifickym
typem je dale segmentalni duplikace, ktera je definovana jako duplikace oblasti dlouhé minimalné 1 kb,

pficemz kopie maji relativn€ vysokou sekven¢ni identitu (Abdullaev et al., 2021). Vedle dobie



popsaného vlivu duplikaci na evoluci genomu (viz dale) je zfejmé, ze duplikace/amplifikace predevsim
repetitivnich usekil zvySuje pravdépodobnost dalsich prestaveb (King, 1993; S.-F. Li et al., 2017). Navic
pfitomnost kopii stejné repetice na riznych chromozémech muize vést k rekombinaci mezi nimi (tj.
ektopicka neboli nealelicka rekombinace) a vysledkem mtzou byt rizné typy ptestaveb jako napiiklad
translokace, fize (v rdmci dvou chromozoémit) nebo delece (v rdmci jednoho chromozému, kdy orientace
rekombinujicich kopii je stejna, tj. jsou to tzv. ,,pfimé* repetice) nebo inverze (v ramci chromozému
rekombinuji kopie repetic, jejichz sekvence jsou vici sobé v opacné orientaci, tzv. invertované repetice)

(Delprat et al., 2009; S.-F. Li et al., 2017; Balachandran et al., 2022).

2.2 Inverze

Inverze je jednou z nejcastéji popisovanych CRs, jedna se dokonce o prvni historicky popsanou
strukturni pfestavbu (Sturtevant, 1917). Inverzi mtizeme popsat jako ptestavbu, pii které dojde ke dvéma
zlomtim DNA v rdmci jednoho chromozomu, otoceni prostfedniho segmentu o 180 © a jeho naslednému
opetovnému spojeni se zbyvajicimi useky chromozomu. Alternativné mize dojit k ektopicke
rekombinaci (viz vySe). Segment, ktery prodélal inverzi, je nyni v opacné orientaci. V kone¢ném
disledku se tedy méni poradi gendl na invertovaném useku.

Inverze lze rozliSovat podle toho, zda invertovany usek zahrnuje centromeru. U paracentrické
inverze (Obr. 2A) ji nezahrnuje, zatimco v ptipad¢€ pericentrické ano (Obr. 2B). V kone¢ném disledku,
zatimco paracentrickd inverze neméni morfologii, pericentrickd inverze mtze meénit pomér délky
ramének, pokud oba zlomy DNA maji riznou vzdalenost od centromery (Lysak & Schubert, 2013). Je
ale jiz dobfe znamo, ze pozice centromery se mize meénit i bez inverze, kdy plivodni centromera zanikne

a jeji roli pfevezme jiny Gsek chromozomu (tzv. centromericky posun) (Schubert, 2018).

v v v v

Obrazek 2: A) Paracentricka inverze, B) Pericentricka inverze, upraveno podle (Lysak & Schubert, 2013).




2.3 Inzerce

Inzerce, jinak také nazyvana inzer¢ni translokace, je pomérné vzacna interchromozémova
prestavba. K inzerci dochézi translokaci segmentu z jednoho chromozému a jeho ndslednému zaclenéni
na nehomologni chromozém (vétSinou v intersticialni oblasti) (Weckselblatt & Rudd, 2015).
Mechanismus inzerci neni zatim podrobné prozkouman, zakladnim piedpokladem pro jeji pribéh je

vsak vytvoteni alespon tff DSBs (Neil et al., 2011).

2.4 Translokace

Jako translokace se oznacuji takové prestavby, pii kterych dochazi k pfemisténi
chromozémovych segmentd nebo celych ramen, obvykle mezi dvéma nehomolognimi chromozomy.
PakliZe si oba chromozdmy navzajem vymeni urcity Gsek, jedna se o translokaci reciprokou (Obr. 3A).
Pokud se jednosmérné piesune segment zjednoho chromozomu na druhy, jde o translokaci
nereciprokou (Obr. 3B). Chromozoémy s piestavbou a jejich nepozménéné homology (tj. dohromady
Ctyfi elementy) spolu z divodu sdilenych homolognich tsekli paruji v meidze I za vzniku tzv.
kvadrivalentu. Z tohoto ttvaru se nasledn¢ chromozoémy rozchazeji do dcetfinych bunék a mohou takto

vzniknout geneticky balancované ¢i nebalancované gamety (Schubert & Lysak, 2011).

A B

Obrazek 3: A) Reciproka translokace, B) Nereciproka translokace, upraveno podle Schubert & Lysak (2011).

2.5 Fuze a centrické rozpady
Chromozomy spolu mohou za urcitych aberantnich okolnosti fizovat anebo se rozpadnout
v oblasti centromery. Rozpady mimo oblast centromery obvykle znamenaji v podstaté terminalni deleci,

protoze fragment bez centromery (tj. acentricky fragment) se s vysokou pravdépodobnosti vyiedi



v naslednych bunécénych délenich (pokud se na ném nestihne vytvorit neocentromera) (McKinley &
Cheeseman, 2016). Chromozomova fize na druhou stranu reprezentuje svym zplsobem extrémni
priklad translokace, pfi které je pfemistovan cely chromozdém (Schubert & Lysak, 2011).

Rozlisujeme fuze tandemové, centrické a tzv. vimezetené (z angl. ,,nested*) (King, 1993; Schubert
& Lysak, 2011; Lysak, 2022). Pii tandemové neboli také end-to-end fuzi se spojuji chromozomy, u
nichz doslo 1) ke zlomu v koncovych oblastech chromozému (nebo k dysfunkci telomery) nebo ii) ke
zlomu v centromefe jednoho a koncové oblasti druhého chromozomu (Obr. 4A). Nejcastéji se jedna o
propojeni mezi dvéma jednoramennymi chromozémy, nebo mezi jednoramennym a dvouramennym
chromozémem. Oproti tomu centrickd fuze, kterd pfedstavuje jeden z nejbéznéjSich typil prestaveb
v evoluci pfedevsim zivocichi (viz nize), znamend bud’ i) pfimou fizi (pomoci opravnych mechanizmi)
mezi jednoramennymi chromozoémy zbavenych funkc¢nich telomer (tj. telomery jsou piili§ kratké na
tvorbu stabiliza¢nich struktur nebo byly dvouvldknovym zlomem odstranény) (Slijepcevic, 1998) nebo
ii) ektopickou rekombinaci mezi (peri)centrickymi oblastmi (Schubert & Lysak, 2011; Jarmuz-
Szymczak et al., 2014; Guarracino et al., 2023). V konecném disledku vznika napadné velky
dvouramenny chromozdém a jeho stabilita v naslednych bunéénych délenich zavisi na tom, jestli jsou
dv¢ ptivodni centromery natolik blizko, Ze vytvoii jeden funk¢ni celek, anebo se jedna z nich inaktivuje
[rekombinaci nebo epigenetickou inaktivaci, napt. metylaci DNA ¢i histond (Zhang et al., 2010; Sato et
al., 2012; Lysak, 2022)]. Pokud by totiz ob& ptivodni centromery zustaly aktivni a fungovaly nezavisle,
tak by hrozilo nebezpeci, Ze se k obéma ptipoji mikrotubuly déliciho vieténka z opa¢ného pdlu a budou
se nasledn¢ v pribéhu anafdze o chromozém pretahovat, az se na ndhodném mist¢ chromozdém
»~roztrhne* a poskytuje novy substrat pro dalsi prestavby, obvykle fuze (tzv. break-fusion-break cyklus).
Takovato situace miize s vétsi pravdépodobnosti nastat u tandemovych/end-to-end fuzi (prehledy viz
McKinley & Cheeseman, 2016; Barra & Fachinetti, 2018; Lysak, 2022), coz by mohlo ¢astecne
vysvétlovat, pro¢ nejsou v evoluci tak frekventované fixované jako centrické fuze (King, 1993; Schmid
etal., 2010).

Centrické fuze poprvé pozorované u rovnokiidlého hmyzu W. R. Robertsonem (Robertson, 1916,
odtud také pojmenovany Robertsonovy translokace, zkracené Rb fuze), patii mezi nejcastéjsi prestavby
fixované v evoluci eukaryot, pfedev§im u zivocich (King, 1993; Pardo-Manuel de Villena & Sapienza,
2001; Ferguson-Smith & Trifonov, 2007; Schmid et al., 2010). Jak jsem jiz zminila, pfi této piestavbe
dochazi ke spojeni akrocentrickych nebo subtelomerickych chromozému v oblasti centromery za vzniku
napadné velkého metacentrického nebo submetacentrického chromozomu (Obr. 4B). Jedna se timto
vlastn¢ o specificky ptipad reciproké translokace. Pfesny mechanizmus zavisi na tom, v jakych
oblastech doslo na flzujicich chromozémech ke dvouvlaknovym zlomim (tj. jestli v ramci
centromerickych satelitti nebo uvnitf kratkych ramének). Obvykle nasledné dochazi ke ztraté kratkych
ramének, které se v podobé drobného vedlejsiho produktu ptestavby vyfedi v naslednych bunéénych
délenich. Pokud kratka raménka obsahuji pouze repetitivni sekvence, tak jejich ztrata nema zasadni vliv

na zivotaschopnost organizmu (Bandyopadhyay et al., 2002; Schubert & Lysak, 2011). Negativni efekt



Rb fuze (nebo koneckonct jakékoliv fize) souvisi s tim, Ze se u heterozygotl pro prestavbu v profazi
prvniho meiotického déleni tvoii trivalent (tj. produkt fize paruje se dvéma nezfiizovanymi homology)

a segregace chromozomil do gamet mize vést k nebalancovanému stavu (Schmid et al., 2010; Poot &
Hochstenbach, 2021).
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N
=

Obrazek 4: A) Tandemova fize metacentrickych a subtelomerického chromozému a nasledna inaktivace jedné

z centromer fizniho produktu, B) Centrickd fGze/Robertsonova translokace pii které vznikd metacentricky
chromozom a fragment bez centromery, C) Centricky rozpad na dva chromozdmy, které jsou dale stabilizovany

adici telomerickych repetic, (napt. Cinnosti telomerazy), D) Vmezetena ,,nested fuze, upraveno podle Lysak &
Schubert (2013).

Centrické fuze se daji v karyotypu snadno identifikovat, jelikoz jejich vlivem dochazi ke snizeni
2n za soucasného navyseni poctu dvouramennych chromozomi, a tato neptima korelace je patrna, kdyz
se srovnaji karyotypy blizce piibuznych druhti. Centrické fize soucasné neméni celkovy pocet
chromozémovych ramen v karyotypu, takze srovnavani tohoto parametru [pojmenované Nombre

Fondamental, NF neboli také fundamentalni ¢islo (Matthey, 1945)] a 2n umoziuje kvatifikaci



centrickych fuzi. Bez zndmych fylogenetickych vztahii ov§em neni mozné urcit, zda ptivodnim stavem
byly jednoramenné chromozoémy, které zflizovaly nebo tomu bylo naopak (tj. centricky rozpad
dvouramenného chromozomu) (Dobigny et al., 2004). Centromerické rozpady (fize, Obr. 4C) jsou
dokumentovany podstatné méng, patrné proto, Ze produkty této piestavby nejsou v karyotypu tolik
napadné. Navic oproti fizim je potieba, aby oba produkty fize obnovily na svych kratkych raménkach
telomery, jinak se jedna o nestabilni produkt, ktery mize podléhat dal§im prestavbam (Perry et al.,
2004).

Poslednim typem fuze je tzv. ,,nested” neboli vmezetend fuze (Obr. 4D). S timto terminem byl
svét poprvé sezndmen roku 2009, kdy byla tato piestavba pozorovana u krytosemennych rostlin Poaceae
(Luo et al., 2009). Princip piestavby spoc¢iva v kombinaci dvou nehomolognich chromozémd, kdy se
jeden cely chromozom vmezeti do centromerické oblasti druhého chromozomu. Vysledkem je novy di-
nebo dokonce tricentricky chromozom, ktery je okamzit¢ stabilizovan epigenetickou inaktivaci
centromery recipientniho chromozomu. Aktivni tedy ziistavad centromera vlozeného chromozému
(Lysak, 2022). Zakladnim ptedpokladem pro pribéh vmezetené fize je vznik minimalné tfi DSBs, které
jsou mistné specifické. Dva z téchto zlomi se musi vytvofit v subtelomerickych oblastech vkladaného
chromozému a jeden v pericentrické oblasti recipientniho chromozéomu (recipientni chromozém

v podstaté podstoupi centromericky rozpad) (Schubert & Lysak, 2011).

2.6 Polymorfizmy a mechanizmy fixace chromozémovych prestaveb

Kazda strukturni prestavba se nejdiive vyskytne v heterozygotnim stavu a v ramci jedné
populace se muze rizné¢ dlouho udrzovat jako polymorfizmus. Podle toho, jaky ma efekt na
zivotaschopnost a fertilitu svého nositele, se ¢asem bud’ z populace vyiedi, nebo se rozsiii u vétsiho
poctu jedinci v populaci a Casem se fixuje v homozygotnim stavu (paklize heterozygotni stav neptinasi
néjakou evolu¢ni vyhodu, viz dale) (King, 1993). I riizné populace stejného druhu se mohou lisit
prestavbami, v takovém ptipadé hovoiime o polytypii, chromozémovych rasach, cytotypech apod.
Ucebnicovym prikladem jsou metacentrické rasy u mysi domaci, konkrétné¢ poddruh Mus musculus
domesticus (Garagna et al., 2014). Mnoho polymorfizmii bylo zdokumentovano predevsim napfic savci
(Dobigny et al., 2017).

CRs mohou byt fixovany bud’ pozitivni ¢i balancujici selekci (viz kapitola 2.8) nebo neutralnimi
procesy jako napt. ndhodnym genetickym driftem v malych izolovanych populacich (King, 1993),
pfipadné pomoci samic¢iho meiotického tahu souvisejiciho s velikosti centromery (Pardo-Manuel de
Villena & Sapienza, 2001; Brown & O’Neill, 2010; Clark & Akera, 2021). V tom poslednim ptipadé se
jedna o tzv. centromericky tah, ktery ve stru¢nosti znamend, Zze pokud u heterozygota pro napf.
centrickou fiizi méa metacentricky chromozom rozsahlejsi oblast centromery, nez je soucet centromer
nezfuzovanych jednoramennych chromozémd, tak [z divodu velmi komplexnich mechanizmi, napft.

(Kumon & Lampson, 2022)] segreguje metacentricky chromozém preferencné do vajicka, zatimco



jednoramenné chromozomy do poélové bunky a sni pak zaniknou. Timto zplisobem se mohou
v karyotypech postupné akumulovat produkty fizi, nicméné polarita déliciho vieténka se mtize ¢asem
obratit (Pardo-Manuel de Villena & Sapienza, 2001; Blackmon et al., 2019). Poslednim zajimavym
fenoménem je tzv. karyotypova ortoselekce, tj. jev pii kterém skupina blizce pfibuznych druht
preferen¢né fixuje tentyz druh ptestavby, protoze jsou k nému nachylni z divodt podobné komplexity
(a ptipadnych nedostatkll) mechanizmi oprav DNA a/nebo podobné distribuce repetitivni DNA (King,
1993).

2.7 Strukturni varianty

Termin strukturni varianty neboli SVs, z angl. structural variants) je oznaceni do zna¢né miry
synonymni pro polymorfizmy chromozomovych piestaveb. Dle definice se jedna o variabilitu v useku
genomu zahrnujicim alespoii 50 bp (Casto mnoho kb az Mb) (Feuk et al., 2006; van Dijk et al., 2018).
Jedna se casto o jednoduché CRs, ale tadi se sem i komplexni strukturni pfestavby, které jsou obvykle
nalézany v genomech nadorovych bunék (Pellestor et al., 2011). Stejné jako CRs se i SVs déli na
balancované a nebalancované na ziakladé toho, zda se méni mnozstvi genetické¢ informace. U
nebalancovanych piestaveb (delece a duplikace/amplifikace) se pouziva oznaceni varianty poc¢tu kopii
(neboli CNVs, z angl. copy number variants). V tomto piipadé se jedna o minimaln¢ 1 kb dlouhy usek
DNA, ktery se 1isi v poc¢tu kopii genetické informace v porovnani s referenénim genomem stejného
druhu (Feuk et al., 2006). Jinym typem genetické variability, ktery byl donedavna majoritné studovan
v genomovych pracich jsou polymorfizmy zameén (substituci, inzerci, deleci) na urovni jednoho
nukleotidu, tzv. SNP (z angl. single-nucleotide polymorphism) neboli ,,snipy. Tento druh variability
1ze studovat snaze pomoci dlouhodobé optimalizovanych protokolti a algoritmil, zatimco diverzita SVs
zustavala dlouho neprobadana a v pozadi zajmu, dokud nedo$lo k rapidnimu rozvoji modernich
sekvenacnich metod a asociovanych bioinformatickych postupti (Sedlazeck et al., 2018a; van Dijk et
al., 2018; Mahmoud et al., 2019; Vollger et al., 2019, 2020). Ukazalo se, Ze SVs jsou podstatn¢ Casté&jsi
a maji vétsi potencidl smefovat evoluci genomu nez ,,snipy*“(Chiang et al., 2017; Mérot et al., 2020;
Yuan et al., 2021). V poslednich letech ptibyva studii, které ukazuji, ze strukturni varianty mohou byt u
ruznych eukaryot asociovany s komplexnimi fenotypovymi znaky, adaptaci na lokalni podminky,

reproduk¢ni izolaci a diverzifikaci (viz nasledujici kapitola).

2.8 Chromozomové prestavby a jejich tuloha v evoluci

Jiz velmi dlouhou dobu se vedou debaty o tom, jaky vyznam maji CRs v evoluci druhi. Jednou
z moznosti je, Ze samotna piestavba vede k fenotypovym zménam, které vylucuji pafeni mezi jedinci
lisici se pritomnosti/absenci dané prestavby (tj. pre-zygoticka bariéra), nebo se jedinci spari, ale vznika
potomstvo, které neni zivotaschopné, nebo ma snizenou fertilitu (tj. post-zygoticka bariéra) (napf.

Dickinson et al., 2012; Coughlan & Matute, 2020). Nekompatibilita mezi rodicovskymi genomy mize



vést k zablokovani meiotického déleni v nékterém z kontrolnich bodti, nebo mize dojit k chybné
segregaci chromozomil nebo jejich ¢asti do gamet, k cemuz mlze vyrazné prispét rekombinace v oblasti
prestavby (Harewood & Fraser, 2014; Raudsepp & Chowdhary, 2016; Tuna et al., 2019).

Jaky ma u heterozygotl s pfestavbou dand prestavba vliv na tvorbu zivotaschopnych gamet
souvisi stim, jestli v oblasti pfestavby dojde k rekombinaci a také, jak chromozomy segreguji
z multivalentll. Prvni zmiflovany pfipad se bézné popisuje na ptikladu para- a pericentrické inverze.
Béhem prvniho meiotického de€leni je pro zivotaschopnost a fertilitu potomkt heterozygota s inverzi
zésadni, jestli dojde ke crossing-overu (CO) v oblasti invertovaného useku. Pokud ne (nebo pokud dojde
ke dvéma CO), polovina gamet bude pfenaset chromozém s inverzi, ale jejich geneticky obsah bude
balancovany. Pokud vSak dojde kjednomu CO v oblasti inverze, bude vznikat urcitd frakce
nebalancovanych gamet. V piipad¢ pericentrické inverze budou nékteré gamety obsahovat chromozém
s deleci/duplikaci nékterych segmentt, v piipad¢ paracentrické inverze bude navic dochazet ke tvorbe
dicentrického a acentrického fragmentu (Lysak & Schubert, 2013). Ob¢ tyto varianty by mély za
nasledek sniZzeni Zivotaschopnosti potomstva, proto je potfeba, aby rekombinaci bylo zabranéno
(Navarro et al., 1997).

Hybridni nekompatibilita ma zabranit miseni Cistych druhiti. Nicméné ne vzdy musi nutné
speciace Ci diverzifikace souviset primarn¢ s karyotypovymi zménami, neb mohou byt také zptisobeny
napf. geografickymi nebo behavioralnimi bariérami (Brown & O’Neill, 2010; Ravinet et al., 2017).
Hybridni nekompatibilita je podstatou tzv. tradi¢nich modeld vysvétlujicich zasadni vliv CRs
v reprodukéni izolaci. Tyto tzv. Hybrid sterility/underdominance models* tedy ptedpokladaji, ze u
geograficky oddélenych populaci se nahromadi karyotypové zmény, které¢ vedou k redukci fertility a
zivotaschopnosti, paklize se jedinci z téchto odlisnych populaci druhotné potkaji a spaii se. To ma za
nasledek zamezeni genového toku mezi jedinci divergujicich populaci (Brown & O’Neill, 2010). Mezi
zéasadni nedostatky tradi¢nich modell patii, Ze ptestavba se siln€ negativnim efektem na reprodukéni
zdatnost jedince neboli fitness se z populace vyfedi pod vlivem selekce. Miize byt fixovana pouze
genetickym driftem v malych populacich. Takova situace ale neni v piirod¢ az tak moc Casta. Na druhou
stranu prestavba s malym efektem na fitness zase nebude diivodem pro reprodukéni izolaci (Navarro &
Barton, 2003; Faria & Navarro, 2010).

Novéjsi modely, tzv. ,,Suppressed recombination models“, maji obecné&jsi platnost, protoze
vysvétluji chromozdémovou speciaci i v pripadech probihajiciho genového toku mezi populacemi.
Prestavba nemusi nutn¢€ mit siln¢ negativni efekt na fitness. Selekce a/nebo sterické divody zabranuji
rekombinaci v oblasti piestavby u heterozygoti, takze zatimco zbytek genomu rekombinuje, v oblasti
prestavby se vytvari tzv. ostrov genetické divergence, ktery akumuluje genetické zmény. Kombinace
suprese rekombinace a sekvencni divergence v oblasti pfestavby vede k odliSeni jedincti mezi riznymi
populacemi (Jackson, 2011). Na rozdil od tradi¢nich modelt, byly tyto potvrzeny i experimentalné

(Faria & Navarro, 2010).
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2.8.1 Vliv CRs na funkci a evoluci genti

Po pfedstaveni jednotlivych typt chromozémovych piestaveb bych rada vénovala pozornost
jejich konkrétnimu vlivu na funkci a evoluci genti. Chromozémové ptestavby mohou v prvni fadé gen
prerusit; ke zlomu vétSinou dochéazi v intergenovych oblastech nebo intronech. Dale mohou CRs vést
ke zmén€ expresniho profilu pfilehlych genti na zakladé toho, zda tyto maji nebo jiz nemaji ve své
blizkosti svoji ptivodni regulacni oblast (Harewood & Fraser, 2014). Dany gen se muze vlivem
prestavby dostat do oblasti vlivu jinych regulacnich sekvenci a/nebo se mutze dostat do oblasti
s odlisnym epigentickym profilem (napi. jeho exprese bude umlcena pfilehlym heterochromatinem)
(Goettel & Messing, 2010; Muiioz & Sankoff, 2012; Harewood & Fraser, 2014). Na evoluci novych
gentl ma dale zasadni vliv genova duplikace, amplifikace, a velmi Casto v evoluci i polyploidizace,
nebot’ duplikaty genti nejsou pod silnou selekei jako jejich originaly, a tedy mohou bud’ degenerovat
anebo dat vzniknout né&jaké dulezité evolucni novince (recentni piehled viz Heslop-Harrison et al.,
2023).

Prestavba mlize mit také zasadni vliv na zménu pozice chromozoému v jadre. U vétSiny eukaryot
se ve stfedu jadra nachazeji hojné transkribované chromozoémy nebo jejich segmenty/geny, kdezto u
jaderné membrany, kde se formuje heterochromatin, se soustfed’uji umlcené, transkripcné inaktivni
oblasti genomu (Towbin et al., 2013). Kazdy chromozém v interfaznim jadfe zaujima konkrétni oblast
(teritorium), a jeji poloha se vyrazné méni v pribéhu vyvoje a je rovnéz tkanove specificka. To znamena,
ze v riznych tkdnich spolu sousedi rizné chromozémy, mezi kterymi mtze dochazet k prestavbam
(shrnuto napt. v Cremer & Cremer, 2010; Misteli, 2020). Takové prestavby mohou pak souviset
s tkanove specifickou nadorovou transformaci, ktera mtize byt napf. spjata s tvorbou fuznich neboli
chimérickych genil (tj. napt. po chromozémové translokaci se spoji fragmenty dvou gentl a zacne se
exprimovat protein s novymi vlastnostmi) (Tuna et al., 2019). Translokace nebo fuze fyzicky spojuje do
jedné vazebné skupiny geneticky material diive pfitomny na riznych chromozémech a tim také méni
profily rekombinac¢ni Cetnosti napti¢ genomem (Vara et al., 2021; Yoshida et al., 2023). Vyrazny efekt
na evoluci genll miZze mit i centricky rozpad (napf. (Fan et al., 2019). Pfestavby mohou ale nemusi mit
vyrazny vliv na zménu trojrozmérné struktury genomu, na profily kontaktnich frekvenci mezi
chromozdémy a na epigeneticky (aktivni vs. Inaktivni) stav chromatinu (napt. Vara et al., 2021; Yin et
al.,2021; X. Liet al., 2023). V oblasti ptestavby, a dokonce i pomérné daleko od zlomového mista, byva
potlacena nebo vyrazné redukovana rekombinace, u fuzi a translokaci (na rozdil od inverzi) dokonce
nejen u heterozygot (Wellband et al., 2019), ale i u homozygott pro prestavbu (D. Liu et al., 2018;
Vara et al., 2021; Yoshida et al., 2023). To znamena, Ze alely nékterych sousedicich genti se ocitnou
v tésné vazbe a v této sestaveé segreguji spolu opakované do dalSich generaci (je mezi nimi tzv. vazebna
nerovnovaha). Pokud tyto konkrétni alely sousedicich gent ptinaseji n€jakou selektivni vyhodu/vyssi
fitness pro své nositele, tak jsou v populaci udrzovany jako tzv. ,supergen™ a obvykle se udrzuji
v polymorfnim stavu v dané populaci diky tzv. balancujici selekci (pfehled viz Gutiérrez-Valencia et

al., 2021) Supergeny mohou napf. podpofit lepsi adaptaci dané populace na konkrétni podminky
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prostiedi (vytvareji se riizné ekotypy), nebo mohou podpofit vyvoj komplexnich fenotypovych znaki
(napf. mimikry) ¢i evolu¢nich strategii. Rizné populace stejného zivocisného nebo rostlinného druhu
tak mohou dojit do bodu reprodukéni izolace i pfes to, Ze by mezi nimi dosud mohl probihat genovy tok

(Wellenreuther & Bernatchez, 2018; Wellband et al., 2019; Z. Liu et al., 2022).

2.9 EBRs a fragilni mista

Zakladnim ptedpokladem vzniku vétSiny CRs je vznik zlomu v DNA. I pfes pivodni hypotézy o
vzniku nahodnych zlomii v genomu, bez preference pro konkrétni oblasti (tzv. ,,random breakage
model*‘; Nadeau & Taylor, 1984), se na zaklad¢ Cetnych pozorovani ukazalo, ze v urcitych oblastech
genomu dochazi ke dvouvldknovym zlomim opakované (Pevzner & Tesler, 2003; Alexeev &
Alekseyev, 2017). Tyto oblasti dostaly oznaceni evolucné konzervované dvouvlaknové zlomy (neboli
EBRs, z angl. evolutionary breakpoint regions) a mohou piedstavovat i shluk ne€kolika pfilehlych
alternativnich mist nachylnych ke zlomu (Sankoff, 2009; Berthelot et al., 2015). Zastava otazkou, jestli
jejich pritomnost nesouvisi spiSe s tim, Zze zlomy v jinych oblastech jsou vysoce $kodlivé z hlediska
fitness a vyfedi se z populace selekci (Larkin et al., 2009). Konzervativni oblasti, kde obvykle nedochazi
k preruseni sekvence DNA, se nazyvaji HSBs (homologni syntenni bloky, z angl. homologous synteny
blocks). Syntenie znamena, Ze se dané sekvence (typicky lokusy dvou ¢i vice genti) nachazeji spolu na
stejném vlakné DNA (ve stejné vazebné skupin€) a konzervovana syntenie znamena, ze je toto
usporadani zachovano v genomech piibuznych druhd (Ehrlich et al., 1997; Damas et al., 2021). Na
urovni analyzy somatickych tkani jedince se pro oblasti opakovanych zloml pouziva termin ,,fragilni
mista®, ktera obvykle vedou k patologickym piestavbam (Wilhelm et al., 2018). V genomu se EBRs
vyskytuji pfedev§im v mistech bohatych na GC pary, s vysokou hustotou gent, replikacnich pocatkd,
repetitivnich sekvenci a segmentalnich duplikaci, v hypomethylovanych oblastech a v hrani¢nich
oblastech tzv. topologicky asociovanych domén (TADs, z angl. topologically associating domains)
(Berthelot et al., 2015; Damas et al., 2021; Alvarez-Gonzélez et al., 2022), coz jsou smyckové domény,
které organizuji chromatin chromozémil v interfaznim jadie (ptehled viz Misteli, 2020). Tato fakta
naznacuji, ze samotnd struktura genomu hraje podstatnou roli, resp. predurcuje vyskyt

chromozémovych ptestaveb.

3 Metody zkoumani CRs

Strukturni prestavby ¢i zde dosud nejmenované numerické chromozémové zmeny (tj. ztrata
nebo nabyti jednotlivych chromozémii neboli aneuploidie) lze primarné analyzovat konvencni a
molekularni cytogenetikou. Tyto metody jsou koneckoncti vhodné i pro pocatecni ovéfeni poctu
vazebnych skupin a vylou¢eni moznych chromozémovych anomalii u jedinci urc¢enych pro sekvenovani
genomu (Deakin et al., 2019). Pti detailnéjsi analyze celkového spektra piestaveb v ramci srovnavaného

souboru piibuznych druhil jsou ovSem molekularné cytogenetické metody technicky i ¢asové velmi
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narocné a nedokézou zachytit upln¢ vSechny strukturni zmény, predevsim ne zmény malého rozsahu,
napf. drobné delece nebo paracentrické inverze (Damas et al., 2021; Rhie et al., 2021; Dutta et al., 2022).
Detekce chromozomovych ptestaveb je dale mozna na bioinformatické rovni. K tomu, aby bylo mozno
precizné identifikovat a charakterizovat oblasti, kde doslo ke dvouvldknovym zlomim vedoucim
k prestavbam, je potfeba mit k dispozici kvalitn€ poskladané genomy a vhodné€ vybrané bioinformatické
algoritmy (Kosugi et al., 2019), a to neni Uplné jednochuché. Napft. soucasti projektu 1000 Genomes
Project byla detekce SVs ¢tyfmi metodologickymi piistupy, pficemz vS§echny poskytly v tomto ohledu
odlisné vysledky (Durbin, Altshuler et. al, 2010; Mills et al., 2011). Detekce EBRs a SVs patii mezi
nejnarocnéjsi tkoly v oblasti genomiky. Konkrétné SVs se Casto vyskytuji v heterozygotnim stavu a na
jejich okrajich se mohou vyskytovat vysoce identické repetitivni sekvence, které znesnadiiuji spravné
poskladani této oblasti (Treangen & Salzberg, 2012). Mira obtiznosti nalezeni EBRs a SVs dale souvisi
s rozsahem piestavby a také s velikosti a obsahem repetitivni DNA studovaného genomu (Peona et al.,

2018, 2021).

3.1 Cytogenetika a komparativni cytogenomika

Konven¢ni cytogenetika, tj. barveni chromozomit jadernymi barvivy (napt. Giemsa) a pruhovaci
techniky, stale patii mezi rutinni postupy pro odhalovani strukturnich piestaveb, obzvlasté pak u savci
a Clovéka, kde konkrétn¢ pruhovaci techniky poskytuji konzistentni vzory pruhti umoznujici identifikaci
homolognich chromozéomi a také celou fadu strukturnich zmén/anomalii (Trask, 2002). Nicmén¢ u celé
fady skupin organizmu vétSina pruhovacich technik nefunguje tak jako u teplokrevnych obratlovcd,
protoze jejich genomy nejsou organizovany do AT- a GC-bohatych segmentl (shrnuto v Rabova et al.
2015). Proto je potfeba predevsim u nich pouzit pokrocilejsi cytogenetické techniky (viz dale). I pies
rapidni rozvoj sekvenacnich technologii, které dokazi odhalit piestavby mensiho rozsahu, vsak
karyotypovani zlstava nedilnou souc¢asti procesu ovétovani vysledkti genomickych metod (Rhie et al.,
2021).

Moznosti pouziti cytogenetickych technik se vyrazné rozsitily s nastupem metody fluorescencni
hybridizace in situ (FISH, z angl. fluorescence in situ hybridization) (Pardue & Gall, 1969), ktera
umoznuje fyzické mapovani vybrané sekvence ptimo na chromozdémech za pouziti hybridizac¢ni sondy
(. kratky usek, obvykle do 500 bp, pfipadné smés takovych fragmentti pokryvajicich delsi tseky
chromozému), kterd je nasledné detekovatelnd piimo na chromozoémech jako fluorescencni signal.
Timto zptisobem Ize s riznou mirou preciznosti (v zavislosti na varianté FISH) detekovat homologni
useky chromozémi a jejich prestavby (piehledy viz, Levsky & Singer, 2003; Huber et al., 2018; Hu et
al., 2020).

Pro analyzu miry zachovani konzervované syntenie mezi vice ¢i méné pribuznymi druhy a tim
padem i pro mapovani EBRs a SVs se v ramci komparativni cytogenomiky vyuzivaji pfedev$im metody

WCP (z angl. whole chromosome painting) a BAC-FISH (BAC je zkratka pro bacterial artificial
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chromosome). Pfi WCP se pouzivaji celochromozémové malovaci sondy pfipravené z izolovanych
chromozémi ziskanych pomoci sortovani pii pritokové cytometrii (Dolezel et al., 2014) nebo pomoci
laserové ¢i jehlové mikrodisekce (Iannucci et al., 2021). V ptipadé BAC-FISH se jedna o fragmenty
genomu (o délce 100-500 kbp) zaklonované v ramci piipravy genomové knihovny (v obdobi pied
nastupem sekvenovani druhé generace) do vysokokapacitnich vektorti zvanych bakterialni artificidlni
(tj. umélé) chromozoémy (Shizuya & Kouros-Mehr, 2001). Pro mezidruhovou aplikaci metod WCP a
BAC-FISH (tj. sonda z jednoho druhu je hybridizovana na chromozomy jiného druhu) se souhrnné
pouziva oznaceni Zoo-FISH (naptf. Raudsepp et al., 1996; Ferguson-Smith & Trifonov, 2007). Diky
tomuto postupu muzeme analyzovat pozici homolognich usekd a pfeskupovani syntennich bloki
v prubehu evoluce, paklize zndme fylogenetické vztahy dané taxonomické skupiny (Raudsepp &
Chowdhary, 2001; Ferguson-Smith & Trifonov, 2007; Damas et al., 2017). Nevyhodou této metody je
pak jeji pracnost, sloZité porovnavani hybridiza¢nich vzort napti¢ druhy a mozné potize pti porovnavani
evoluéné vzdalenych druhtl (tj. pii vyraznéjSim pieusporadani syntennich blokt jiz hybridiza¢ni sondy
na vzdalené druhy nemusi fungovat) (Ferguson-Smith & Trifonov, 2007), coZ modernim sekvenacnim
metodam necini potize (Hu et al., 2020). Nicméné, na druhou stranu, izolace celych chromozdémi
umoznuje redukovat komplexitu sekvenovani [tj. kazdy chromozom se sekvenuje separované a my tak
vime, Ze ziskané sekvence patii k této vazebné skuping; (Iannucci et al., 2021)], coz je obzvlaste
prinosné pii sekvenovani organizmi s velkymi (Casto polyploidnimi) genomy (Dolezel et al., 2014).
Navic, uvedené metody mohou slouzit jako kontrola spravného poskladani genomu. Jako ptiklad 1ze
uvést BAC-FISH useki genomu prasete (O’Connor et al., 2017) a dvou druhii zelv (Lee et al., 2020),
ktera v obou piipadech odhalila chybné poskladani urcitych usekti genomu.

V soucasné dobé je pro metody WCP a BAC-FISH slibnou variantou tzv. Oligo-paint FISH, pfi
které se navrhuje sada oligonukleotidovych hybridizacnich sond in silico na zakladé genomovych dat.
Tento pfistup vytvaii vysoce specifické sondy, nebot’ je mozné (a piimo zadouci) pti navrhovani sond
vynechat repetitivni oblasti, které by jinak mohly vytvafet nadbyte¢né signaly a zkreslovat tak
interpretaci vysledki (Jiang, 2019; G. Liu & Zhang, 2021).

3.2 Genomické metody

3.2.1 Sekvenovani druhé generace

Sekvenovani, tj. urCovani poradi bazi ve zkoumané molekule DNA, zacalo byt provadéno pomoci
dvou pionyrskych metod ke konci sedmdesatych let rincipi stoleti (Sanger & Coulson, 1975; Maxam
& Gilbert, 1977). Z nich piedevsim tzv. Sangerova metoda byla dale metodicky vylepSovana, aby bylo
jednak mozné precist co nejdelsi usek DNA na jeden ,,zatah“, a jednak aby bylo mozné proces
automatizovat pomoci kapilarni elektroforézy v tzv. sekvenatorech (Schloss, 2008). I ptesto ale tato
metoda zlstala Casové i finan¢né€ ndrocnd, a tak po dvou dekadach pfisly na trh tzv. metody sekvenovani

druhé generace (neboli NGS, z angl. Next generation sequencing) (ptehled viz Metzker, 2010).
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NGS je souhrmnné oznaceni pro automatizované metody, které zahrnuji masivni paralelni
sekvenovani celého souboru (knihovny) malych fragmentt (majicich uniformni délku, ¢asto kolem 450
bp) zahrnujicich dohromady cely zkoumany genom. Spole¢nym principem téchto metod je nutnost
amplifikace templatovych molekul DNA pomoci polymerazové fetézcové reakce (neboli PCR, z angl.
polymerase chain reaction). Fragmenty DNA jsou ukotveny prostfednictvim adaptori na pevném
povrchu mikrodesticky (Cipu), pfipadné u nékterych metod probihala amplifikace templatu jinym
zpusobem (napf. v emulzi vody a oleje u pyrosekvenovani). Divodem amplifikace templatu je, aby bylo
mozné pii nasledném sekvenovani piistrojem zaznamenat signal pfi pfipojeni nukleotidu s fluorescencni
znackou (pouze shluk nakopirovanych fragmentt vyda detekovatelny signal). Fragmenty jsou nasledné
¢teny v procesu opakujicich se cyklil sekvenovani a odmyvani a je obvykle chemicky zajiSténo, aby se
v jednom cyklu pfipojil pouze jeden komplementarni fluorescenéné znaceny nukleotid, zatimco
prebyteéné nekomplementarni nukleotidy jsou odmyty.

Mezi metody druhé generace patii pyrosekvenovani (Roche)a rincipiadlné podobny lon Torrent,
sekvenovani ligaci (SOLiID) a sekvenovani pomoci syntézy (Solexa/Illumina). Postupné se na trhu
osamostatnila posledné jmenovana metoda, ktera po svém uvedeni roku 2004 firmou Solexa byla o dva
roky pozd¢ji prevzata spolecnosti [llumina a odtud pochazi jeji souc¢asné oznaceni.

Cely proces metody Illumina (popsany téz na Obr. 5) se sklada ze ¢tyf hlavnich kroki: 1)
priprava knihovny stejn¢ dlouhych fragmenti DNA pomoci automatického sonikatoru a navazani
adaptort majicich sekvenci komplementarni k oligonukleotidim, jimiz je poset cely povrch
sekvenacniho Cipu (flow cell), ii) vytvareni klastri templatovych fragmenti pomoci tzv. miistkové
amplifikace (tj. vySe zminéna amplifikace PCR na pevném podkladu), iii) sekvenovani principem
cyklické reverzibilni terminace (viz dale) a iv) analyza dat. Princip sekvenovani (tj. cyklické reverzibilni
terminace) spociva v navazani deoxyribonukleosidtrifosfati (ANTPs), které nesou fluorescencni znacku
a také blokujici chemickou skupinu na 3’OH skupiné deoxyribozy. Kdyz dojde k zatazeni nukleotidu
polymerazou, zastavi se syntéza a mize se zméfit fluorescence. Nasledné se prida ¢inidlo, které odstrani
fluorescencni i bloka¢ni skupinu (tj. reverzibilni termindtor) a syntéza miize pokracovat pfidanim
dal§iho znaceného ANTP (Metzker, 2010).

Nejvetsi prinos sekvenovani [llumina spociva ve schopnosti paralelniho sekvenovani obrovského
mnozstvi fragmentli za soucasné velmi nizké chybovosti (dosahujici az 99 %). Oproti Sangerovu

sekvenovani se také rapidné snizily naklady na pfipravu i samotné sekvenovani (Mardis, 2008).
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Obrazek 5: Postup jednotlivych krokti metody Illumina, upraveno podle internetového zdroje €. 1

Sekvenovani metodou Illumina ma na druhou stranu nejvétsi limity v délce vygenerovanych
sekvenci. Délka sekvencniho ¢teni neboli ,,readu je Casto pouhych 100—150 bp, coz limituje pouziti
této metody pro sestavovani genomt de novo. Pokud je ale k dispozici jiny jiz poskladany genom téhoz
¢i blizce piibuzného druhu, je mozné tento genom pouzit jako tzv. referenci a kratka sekvenéni ¢teni na
n¢j mapovat (tzv. reference-guided assembly) (Mérot et al., 2020). Jednim z hlavnich divodu limitace
kratkych sekvencnich cteni je fakt, Ze neni mozné spravné poskladat dlouhé tuseky repetitivnich
sekvenci. Tento nedostatek ¢astecné kompenzuje fakt, ze fragmenty DNA jsou obvykle ¢teny z obou
konct (tzv. sekvenovani parovych konct, z angl. paired-end sequencing), coz usnadiuje premosténi
repetitivnich usekt, neb prostiedni nesekvenovany usek je vzdy stejné dlouhy, a tak miizeme spravné
sefadit parové ,ready” do kontinualnich usektl (kontigli). I pfes tuto strategii ovSem neni mozné
poskladat vysoce repetitivni ¢asti genomi, neb nemizeme fict jisté, k jaké vazebné skupiné tyto useky
patii a v jaké jsou orientaci, a tak jsou odpovidajici ,,ready* obvykle z procesu poskladani genomu (z
angl. genome assembly) vynechany (Metzker, 2010; Schadt et al., 2010). Illumina tak nedokaze
detekovat chromozomové prestavby, pouze bodové mutace (SNPs, indely) (English et al., 2015). Neni
proto dostacujici pro komplexni analyzu syntennich bloki i EBRs (Damas et al., 2021). Vyjimkou je
sekvenovani knihovny fragmentt, tzv. mate-pair sequencing, které s vétsi pravdépodobnosti preklene
oblasti SVs a EBRs (Lucek et al., 2019).

Dal8im nedostatkem metody Illumina je amplifikacni bias, které ma vliv na zkresleni vysledkt
(Whiteford et al., 2009; Alkan et al., 2011). Pro kontrolu validity dat se postupné vyvijely dalsi systémy,
napt. ,,spike-in“. Jedna se o ptidané fragmenty se znamou sekvenci, které jsou analyzovany spolecné se

sekvenovanymi daty, ¢imZ se mohou odhalit chyby nebo zkresleni vysledkti (Dunning et al., 2008).
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3.2.2 Sekvenovani tieti generace

Zasadni zménou u metod sekvenovani tfeti generace je pouziti jednotlivych dlouhych nativnich
molekul DNA jako templatu. Neni zde zahrnut proces amplifikace fragmentt pro tcely detekce signala,
a tudiz nedochazi ani k amplifika¢nimu biasu. Dalsi obecnou a pomérné zasadni vyhodou vyplyvajici
z vlastnosti templatové DNA je délka sekvenovanych tisekt, kterd je mnohonasobné vys$si nez u metod
pfedchozi generace, ¢imz se muze zvysit pravdépodobnost detekce neobvyklych variant v genomu
pozorovanych napt. v oblastech akumulace repetitivnich sekvenci (Schadt et al., 2011; Srinivasan &
Batra, 2014; Gao et al., 2023; Liao et al., 2023). Nejvétsim uskalim metod tfeti generace je pomérne
vysoka chybovost (viz dale).

V nasledujicich kapitolach predstavim soucasné technologie sekvenovani tieti generace,
zhodnotim jejich vyhody a nevyhody pfi zkoumani strukturnich variant, chromozémovych piestaveb a

EBRs.

3.2.2.1 PacBio— SMRT

SMRT (sekvenovani jedné molekuly vreadlném Ccase, zangl. single molecule realtime
sequencing) je metoda, kterou vyvinula spolecnost PacBio (Pacific Biosciences). Princip metody
spociva ve sledovani jedné molekuly polymerazy piimo bé€hem procesu syntézy vlakna DNA, kdy
pfichozi fluorescenéné znacené nukleotidy tento proces nezastavuji (Eid et al., 2009). Prvnim krokem
je ptiprava tzv. SMRT bell knihovny, coz se udéla tak, ze se na molekulu DNA navéazou adaptérové
molekuly. Nasledné na adaptéry nasedne DNA polymeraza s primerem a syntéza se pozoruje v realném
case.

Pozorovani jedné molekuly s sebou ale nese piekazku, jak detekovat fluorescenci pouze jednoho
nukleotidu v readlném case za pfitomnosti velkého poctu nukleotidd v celkové smesi, které mohou
vytvaret vyrazné fluorescencni pozadi. Tento problém je mozné odstranit snizenim sledovaného objemu,
a proto byly vyvinuty €ipy s jamkami o velice malém priméru (ZMW; z angl. zero-mode waveguides)
(Levene et al., 2003; McCarthy, 2010). Jedna se o pory o priméru 10 nm vyrobené z kovové vrstvy o
tloust’ce 100 nm nanesené na sklenéném substratu. V ¢ipu SMRT cell se nachazeji desitky tisic ZMWs.
Svételnym signalem jsou osvetlovany ZMWs zespodu takovou vinovou délkou (kolem 100 nm), aby
nebylo umoznéno prostoupeni svétla na povrch SMRT cell. Pii priicchodu svétla skrze ZMW nedochézi
pfimo k prichodu svétleného signalu, jako spiSe k jeho exponenciadlnimu rozpadu, proto je osviceno

pouze spodnich 30 nm jamky (Schadt et al., 2010).
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Samotna detekce pfidavanych nukleotidi pfi syntéze vypada nasledovné: V kazdé jamce se
nachdzi praveé jedna DNA pol, ktera je pfichycena ke spodnimu povrchu sklenéného substratu (tj. do
centra osvétleni). Pfichyceni je zprostfedkovano vazbou biotinu (na DNA polymeraze) na streptavidin
(spodni sklicko ZMW) (Eid et al., 2009). DNA polymeraza zachyti jednovlaknovou templatovou
molekulu DNA a za¢ne syntéza. Nukleotidy se vznasSeji nad prostorem jamky v pozadované koncentraci
a na rozdil od metod druhé generace jsou fluorescencné znaceny na svém terminalnim (gama) fosfatu,
a ne na bazi. Pfi syntéze putuji fluorescencné znacené nukleotidy dolt k polymerdze (na tiroven 30 nm)
a béhem spravného komplementarniho péarovani vydrzi v komplexu s DNA polymerazou dostate¢né
dlouho na zaznam fluorescence. Tim, Ze se fluorescencni znacka nachézi na gama fosfatu, dojde po

zaclenéni nukleotidu k jejimu odStépeni a detekovatelny signal se tim pierusi (Eid et al., 2009) (Obr. 6).

Flow cell

Fluorescence

Obrazek 6: Znazornéni procesu sekvenovani probihajicim na flow cell, upraveno podle upraveno podle,
Escalante et al. (2014).

Metoda SMRT je v soucasnosti jednou z nejpouzivanéjsich sekvenacnich metod. Jeji hlavni
vyhodou je omezeni ¢asové naro¢nosti, at’ uz pripravy vzorku nebo i samotného sekvenovani. Vysledek
je mozné dodat jiz v fadu minut v porovnani s metodou [llumina, pfi jejimz pouZiti trva analyza i né€kolik
dni. Diky moznosti paralelniho pozorovani DNA polymerazy v ZMWs je umoznéno Cteni delSich
sekvenci. Vysledné sekvence dosahuji délky 10 000 bp, maximalni délka ¢teni je 100 kb. Metoda
umoznuje sestaveni genomu de novo, a pouziva se i pro poskladani matefské haploidni sady
chromozdémd, ktera nema promichané ready s otcovskou haploidni sadou (tzv. fazovani a ,,haplotype-
resolved genomes*), viz kapitola 3.4 (Schadt et al., 2011; Gao et al., 2023; Liao et al., 2023).

I pres to, ze metoda PacBio SMRT ma spoustu vyhod, je tieba zminit i nékteré jeji nedostatky.
Chybovost sekvenovani miize dosahnout az 5 % (Schadt et al., 2010; Carneiro et al., 2012). K chybam
s urcovanim deleci a inzerci mize dochazet pii chybném zachyceni signdlu béhem sekvenace, napft.

kdyz se dva nukleotidy zacleni pfili$ rychle po sob¢&, mize se do ve vysledcich projevit jako delece (Eid
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et al., 2009). V porovnani s metodami druhé generace ma SMRT 1 niz§i vykon, protoze je omezena
poctem ZMWs, které lze ¢ist najednou (Rhoads & Au, 2015).

V kontextu chromozdmovych piestaveb bylo PacBio také velkym prikopnikem, a to ptedevSim
z divodu produkce dlouhych ¢teni oproti metoddm NGS. Pro zpracovéni dat, ve kterych se mohou
potencionalné nachézet rizné strukturni varianty, bylo vyvinuto detek¢ni zatizeni MultiBreak-SV, ktery
vytvaii mnoho alternativ zarovnani pro dlouhé ¢teci sekvence, ¢imz nabizi velky ¢teci ramec pro detekci
SVs (Ritz et al., 2014). Vzhledem ke své chybovosti se nepouziva tato metoda samostatné pfilis asto a
je zapotiebi kombinace s jinymi technologiemi, které produkuji presnéjsi data (Chaisson et al., 2015).
Pro detekci chromozémovych ptestaveb, konkrétné oblasti zlomt a znovuspojeni na chromozémech,se

s uspéchem vyuziva napt. HiFi pfistup u metody PacBio.

3.2.2.2  HiFi pristup u PacBio

Vzhledem k neptesnosti, kterou produkuji CLR (souvislé dlouhé ¢teni, z angl. continuous long
reads) pristupy u SMRT technologie (i nanoporového sekvenovani), bylo potieba vyvinout piistup,
ktery bude mit vyrazné nizsi chybovost. Spole¢nost PacBio pro tyto ucely vyvinula technologii CCS
(kruhové konsenzudlni sekvenovani, zangl. circular consensus sequencing) neboli HiFi (vysoka
ptesnost, z angl, high fidelity). Tento ptistup generuje dlouhé sekvence s pfesnosti az 99,5 %, pficemz

délka sekvenci je vys$si nez 10 kb. Jeho hlavni vyhodou je sekvenovani cirkularni molekuly, které se

Cirkuldrni DNA je

Dvoufetézcova molekula DNA opakované sekvenovdna

Cteni polymerézou jsou zbaveny
adaptérovych sekvenci,
¢imz se ziskaji diléi cteni

Navézani adaptérovych | -
vldsenek

NavdzdniprimerGia [y sssssssmmmmaiims

DNA polymera
polymerazy HiFi éteni

(presnost 99,9 %)

Obrazek 7: Postup HiFi ¢teni, upraveno podle internetového zdroje ¢. 2

nékolikrat po sobé opakuje a srovnani vyslednych osekvenovanych sekti umoznuje identifikovat a
vyradit chybné pfectené useky. Cirkularizace DNA probiha prostfednictvim navazanych adaptérovych
molekul (Obr. 7).

Vyhodou pfistupu HiFi jsou snizené casové i finan¢ni naklady pii zarovnani ¢teni a sledovani
prekryvi, dale je mozné pro tuto metodu pouZzivat stejné programy jako pii analyze kratkych sekvenci,
napf. GATK (z angl. Genome Analysis Toolkit), ktery byl navrZzen pro detekci strukturnich variant.

Pristup HiFi zkratka spojuje to nejlepsi ze sekvenovani druhé a tieti generace (Wenger et al., 2019).
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Technologie HiFi miize sama o sob¢ odhalit rizné CRs, aniz by byla doplnéna o dalsi
technologie jako jsou optické nebo kontaktni mapy chromozému (Rabanal et al., 2022). Miize byt

pouzita i pfi de novo sestavovani genomu (Li et al., 2021).

3.2.2.3  Nanoporove sekvenovani

Druhou nejcast&ji pouzivanou sekvenaéni metodou generujici dlouhé sekvence je nanopdrové
sekvenovani, které se od pfedchozich metod lisi tim, Ze piimo detekuje nukleotidy bez aktivni syntézy
DNA. Princip technologie byl navrzen jiz roku 1996, kdy byl popsan systém prtichodu jednofetézcové
molekuly DNA (ssDNA, zangl. single-strand DNA) skrze biologicky nanopdr. Autofi studie
predpokladali, Ze jednotlivé nukleotidy vyvolavaji pti priicchodu nanopdrem charakteristické zmény toku
iontl. V kone¢ném dusledku tedy zachyceni zmén iontového prostiedi vede k ur¢ovani sekvenci DNA
(Kasianowicz et al., 1996).

Kritickym krokem nanoporového sekvenovani je ptiprava genomové knihovny. Tento proces
vyzaduje extrakci neporusené vysokomolekularni DNA o délce 10-30 kb (Jain et al., 2018). Proteinovy
nanopor je stabilizovan v elektricky odolné polymerni membrané a prochazi skrze ngj
vysokomolekularni jednovlaknova DNA. Pomoci nastaveni napéti na této membrané senzory detekuji
zmény toku iontll zptisobené obsazenim nanopodru jednotlivymi nukleotidy v redlném case, pfi prichodu
molekuly DNA. Sekvenacni komora naplnéna elektrolytem je rozdélena na dvé Casti: cis a trans. Tyto
¢asti jsou oddéleny biologickou membranou, ve které se nachazi nanopory. Soucasti aparatury je i
elektroda, skrze kterou se do komory zavadi proud a detekuje se zména iontového proudu (Branton et
al., 2008).

Prvni sekvenacni zatfizeni pojmenované MinlON vyvinula spole¢nost ONT (Oxford Nanopore
Technologies). MinlON se od té doby dale zdokonaloval a v soucasnosti vyuziva biologické nanopory
z Escherichia Coli, Curlin sigma S-depentent grow (CsgQ). Zafizeni MinlON nabizi moznost sekvenace
ssDNA vedouciho i komplementarniho vlakna (bez nutnosti ligace), diky ¢emuz dosahuje az o 5 % vyssi
presnosti neZ jeho predchozi verze schopné ¢ist pouze jedno vlakno, protoZe srovnani obou vlaken muze
odhalit pfipadné chyby. Takové sekvenovani se oznaCuje jako 1D? (Rang et al., 2018). Od roku 2016 se
hojné pouziva od té samé firmy vyvinuté sekvenacni zafizeni PromethION, jehoz aparatura byla
navrzena jako stolni zatizeni. Je tedy vyrazné vétsi, coZz umoznuje vétsi pocet nanoport, diky ¢emuz se
muze paraleln¢ sekvenovat vice molekul DNA. V kone¢ném dusledky PromethION produkuje data
s vyss§i presnosti, nebot’ 1épe odhaluje chyby. Umoziiuje mu to jednak vyssi pocet, ale také vyssi kvalita
port, zaroven generuje delsi sekvence, u kterych se pfi porovnavani s referenénim genomem odhali
chyby snaz (De Coster et al., 2019; Kono & Arakawa, 2019).

Hlavni vyhodou nanopdrového sekvenovani je jeho nizkd cena oproti v souCasné dobé
pouzivanym technologiim od spole¢nosti PacBio. Diky tomu, Ze metoda neni zavisla na syntéze DNA,
je témef neomezena délka generovanych sekvenci (Jain et al., 2018). Diky ONT a moznosti ULR (z

angl. ultra long reads) byly ptekonany mnohé prekazky, jako napt. dosud neposklddané oblasti vysoce
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repetitivnich sekvenci lidského genomu, coz vedlo k publikovani kompletni sekvence lidského genomu
a chromozomu X (Miga et al., 2020; Nurk et al., 2022). Dokonce byl osekvenovan i genom bahnika
australského (Neoceratodus forsteri), ktery ma 14x vEtsi velikost nez genom lidsky a 90% jeho sekvenci
tvoti repetice (Meyer et al. 2021). Metoda ULR také vyzaduje pouze minimalni zapojeni biologickych
slozek (ligdzy, DNA polymerédzy, dNTPs), ¢imz se snizuje cena i asova naro¢nost piipravy.

Stejné jako u metody SMRT (PacBiou je i u ONT nejvétsi nevyhodou vysokd chybovost ve
srovnani se metodami NGS. V konkrétnich ¢islech se chybovost nanopdrového sekvenovani pohybuje
kolem 1 % v zavislosti na tom, o jaké pfidatné programy byla ptivodni technologie obohacena (Ni et al.,
2023). Na rozdil od SMRT se vSak tyto chyby jevi jako systematické a lze je opravit dodate¢nou
sekvenaci kratkych useki pro pozd€jsi porovnani. Ve studii sekvenovani lidského genomu nanopory
roku 2018 byla data opravovana pomoci [llumina Hiseq a presnost dosahovala az 99,96 % (Jain et al.,
2018).

Nejvétsi ptinos ONT pii detekci SVs je bezpochyby ve schopnosti generovat ULR, diky ¢emuz
je mozné identifikovat prestavby velkého rozsahu. Potencial odhalovani SVs byl testovan a vysledky
ukazaly, ze na podkladu dat ziskanych nanoporovym sekvenovanim je mozné identifikovat rozsahlé

delece, inverze i translokace (Norris et al., 2016).

3.2.2.4  10x Genomics Chromium

Tato technologie se vyznacuje analyzou jednotlivych bunék s vysokou piesnosti a citlivosti.
Zakladnim principem je rozdéleni jednotlivych bun€k na tisice nebo dokonce miliony mikrokapének,
které jsou specificky oznaceny a jejich obsah je nasledné sekvenovan. Technologie 10x Genomics
generuje sekvence o délce 100 kb. Nejcastéji se vyuziva k detekci kratkych strukturnich variant a také

napomaha fazovani genomu (Sedlazeck et al., 2018b).

3.2.3 Metoda Hi-C

Metoda Hi-C (High-troughput chromosome conformation capture) byla vyvinuta pfimo pro
mapovani prostorového uspotradani chromatinu v interfaznim jadfe. Umoznuje identifikovat fyzické
interakce mezi riznymi oblastmi genomu, coz nejen poskytuje informace o kontaktnich frekvencich
mezi jednotlivymi chromozomy, ale také pomaha stanovit pocet vazebnych skupin v genomu (Pal et al.,
2019). Jedna se tedy o vhodnou metodu interaktomiky a zaroven o doprovodnou metodu pro precizni
sekvenovani genomu na urovnich ,.chromosome-level assembly” a ,telomere-to-telomere (T2T)
assembly®, a tedy se uplatnila (stejné¢ jako napt. optické mapovani, viz dale) ptfi kompletnim
osekvenovani lidského genomu (Nurk et al., 2022). Krom jiného tato metoda podpotila platnost modelu
chromozémovych teritorii a umoznila definovat TADs jako organizacni Groveii chromozomu v jadie
(Lieberman-Aiden et al., 2009).

Obecny protokol metody Hi-C zacina zesitovanim chromatinu in situ napt. formaldehydem, coz

zajisti zafixovani trojrozmérné struktury, a tedy i nativnich interakci chromozomt v daném momentu a
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dané tkani. Nasledné jsou chromozomy §tépeny na kratsi fragmenty, dojde k natedéni roztoku a koncové
sekvence fragmentti drzenych nyni pouze formaldehydem jsou nasledné preferencné ligovany pomoci
DNA ligazy. Ke $tépeni dochazi za pomoci restrik¢nich endonukleaz, pficemz nekteré restriktazy nejsou
dokonale specifické a maji tzv. hvézdickovitou aktivitu, tj. jsou schopny §tépit cilové DNA sekvence
nejen na svém hlavnim rozpoznavacim misté, ale také na dalSich mistech s podobnou nebo blizkou
sekvenci. ReSenim tohoto problému je pouziti kombinace vice restrikénich enzymil, nebo pouziti
enzymil, které §t€pi DNA vice rovnomérné jako je Dnaza I (Gridina et al., 2021) nebo mikrokokalni
endonukledza (Goel & Hansen, 2020). Pied naslednym procesem ligace jsou vSechny genomové
fragmenty oznaceny biotinem, diky cemuz se oznaci ligacni spoje. Po ligaci DNA ligdzou se v dalSim
kroku z DNA odstrani formaldehyd nebo jiné pouzité¢ zesitovaci ¢inidlo. Vznikne ndm smés mnoha
fragmentli DNA, které ptedstavuji zaligované kousky genomu, které byly v pfimém kontaktu. Diky
oznaceni biotinem a selektivni vazbou na streptavidin je cela knihovna fragmentu tvofena vyhradné
produkty ligace. Tyto fragmenty se nasledné sekvenuji platformou Illumina pfi vysokém pokryti
genomu (napf. 50x). (Belton et al., 2012; Wingett et al., 2015; J. Li et al., 2023).

Hlavni nevyhodou metody Hi-C dosud bylo, ze neposkytuje pfesné informace o uspotradani
chromatinu na trovni jednotlivych bunék nebo malych bunéénych populaci, protoze se jedna se o
pramér kontaktnich frekvenci vSech bunck ve vzorku. Nicméné tzv. single-cell modifikace jiz jsou
dostupné (Chi et al. 2022). Metoda Hi-C dale nemusi byt piesna pii analyze velkych genomi s vysokym
podilem repetitivni DNA. V takovém piipadé metoda Hi-C neposkytuje plné pokryti genomu. Dalsi

nevyhodou je zavislost
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metody na pouziti latek jako je formaldehyd, které mohou zptsobit zkresleni nebo ztratu informaci o
ptvodnim stavu chromatinu (Zouari et al., 2018).

V oblasti detekce chromozdémovych ptestaveb je metoda Hi-C zcela z4sadni, jelikoz zobrazuje
silné¢ kontakty chromatinu na kontaktnich mapach. Signdl ma nejvy$si hodnotu v rozpozndvacich
bodech a postupné klesd se zvySujici se genetickou vzdalenosti lokusti. Mira signalu na mapach
napomaha intuitivhimu rozpoznani chromozomovych piestaveb. Konkrétné napt. delece snizuje
vzdalenost mezi segmenty genomu pied a za rozpozndvacimi body, coz se zobrazuje jako nové
chromatinové kontakty na rozpoznavacich bodech, se signaly klesajicimi nahoru od diagonaly (Obr.
8A). Naproti tomu tandemova duplikace Siii nové chromatinové kontakty smérem doli (Obr. 8B).
Frekvence kontaktd se v ptipadé invertované duplikace §ifi na levou nebo pravou stranu v zavislosti na
sméru amplifikace fragmentii (Obr 8C). Pti detekei reciprokych translokaci a inverzi je pozorovatelny
tzv. ,,butterfly shape* (Obr. 8D), kdy se signal kontaktt $ifi po obou stranach diagonaly (K. Kim et al.,
2022).

Metoda Hi-C ptinasi ptesnéjsi vysledky napt. v kombinaci s technologiemi PacBio, které generuji
dlouhé ¢teni. Takova kombinace miize pomoci presnéjSimu sestavovani referenénich genomu de novo
u nemodelovych organizmti. Takové genomy jsou potom vhodné pro analyzu konzervované syntenie

druhti v ramci dané evoluéni linie (Bai et al., 2021; Tian et al., 2021, 2022; Yekefenhazi et al., 2022).

3.2.4 Optické mapovani

Ani kombinace metod NGS a TGS nevede k sestaveni genomu na chromozémové tirovni (Yuan
et al., 2020). Pomoci miZe vySe zminéna metoda HiC, ale jinak v tomto ohledu na poli bioinformatiky
zcela dominuje optické mapovani genomu (neboli OGM, z angl. optical genome mapping), které dokaze
analyzovat vysokomolekularni DNA (s primérnou délkou fragmentti 400 kb). (Slatko et al., 2018; Yuan
et al., 2020).

Ptestoze prvni protokol optického mapovani byl navrzen jiz roku 1993 (Das et al., 2010; Yuan et
al., 2020), od roku 2012 pfinasi nejvetsi pokroky v jeji optimalizaci spole¢nost Bionano Genomics.
Principem metody je fluorescencni znaceni vybrané sekvence, obvykle hexamerniho motivu, ktery se
vyskytuje napti¢ genomem (u ¢lovéka a mysi obvykle kazdych 5 kb) a toto znaceni vytvofti ,,Carovy
kod“ na linearizovanych molekulach DNA. Pro zajisténi kvalitniho vyhodnocovani nasbiranych dat byly
touto spole¢nosti vyvinuty dvé platformy, Irys a Saphyr. Pro platformu Saphyr byl roku 2020 upraven
protokol s nazvem Direct Label and Stain (DLS), ktery byl optimalizovan pro vysokou miru specifity
(Obr. 9). Vysokomolekularni DNA je fluorescen¢né znacena v tomto piipadé enzymem Direct Label
enzyme (DLE-1), ktery kovalentné navazuje fluorescencni znacku na sekvencné specificka mista.
Vyhoda tohoto enzymu je, ze nenarusuje okolni sekvence (internetovy zdroj ¢. 3). Takto oznacena DNA
je nasledné linearizovana pomoci elektrického proudu a je natahovéna do nanokanalku. Pii prichodu
molekuly se pomoci fluorescencniho mikroskopu pofizuji snimky jednotlivych oblasti molekuly, které

jsou pozdgji sestaveny do optické mapy, jakmile jsou molekuly s podobnym vzorem seskupeny do
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klastrii. Zaroven jsou pomoci vypocetnich programti urceny i vlastnosti jako je délka nebo hmotnost
molekuly (Yuan et al., 2020; Jeffet et al., 2021).

Nejvetsi vyhodou optického mapovani je produkce dat, které nejsou zkreslené klonovanim,
amplifikaci aj. cely proces vyzaduje nizsi finan¢ni i casovou investici laboratofi nez klasické sekvenacni
metody (Bogas et al., 2017). Soucasné také poskytuje mapovani chybéjicich sekvenci a doplnuje tak
komplexni pfedstavu o genomu. Podobné jako v ptipadé Hi-C, také optické mapovani generuje nejlepsi

vysledky v kombinaci s jinymi technologiemi, pfedev§im TGS (Sun et al., 2020; Khan & Toledo, 2021).
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Obrazek 9: Postup protokolu DLS, upraveno podle Sahajpal et al. (2021).

Strukturni varianty se poté urCuji pfi porovnavani optické mapy s referen¢nim genomem.
Optickym mapovanim je mozné urcit balancované i nebalancované SVs i CNVs (Lam et al., 2012;
Mantere et al., 2021). Pomoci optického mapovani bylo dosdhnuto nejlepsich vysledk detekce
strukturnich variant v porovnani s jinymi technologiemi (Teague et al., 2010; Lin et al., 2015).

Limity optického mapovani tkvi v tom, ze poskytovana data maji relativn€ nizké rozliSeni, to se
da ale vyftesit kombinaci s jinymi technologiemi (Bogas et al., 2017). Dale soucasnymi technologiemi
neni mozné odhalovat balancované prestavby v (peri)centrickych nebo telomerickych oblastech, coz
zapriCinuje predevsim nedostateCné zmapovani téchto oblasti v referencnich genomech (Dai et al.,

2022).

3.3 Sestavovani genomu

Jakmile jsou genomy osekvenovany, je dalsim krokem jejich sestaveni. V ptipadé pozorovani
syntennich blokti a SVs je zddouci, aby se dosahlo urovné, kdy je genom poskladany na troven celych
chromozémi (Damas et al., 2021). To vyZaduje kombinaci sekvenacnich technologii s Hi-C a/nebo

optickym mapovanim (Burton et al., 2013). Myslenka kombinace téchto technologii vedla k vytvoteni
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pipeliny CSA (z angl. Chromosome-Scale Assembler), ktera k sestavovani genomu pouZziva rozmanita
data generovana riznymi technologiemi (Hi-C, 10x Genomics, HiFi PacBio, ONT aj.). Tato ,,pipeline*
umoznila automatizované sestaveni genomu na urovni chromozoémt, ¢imz zvysila rychlost i piesnost
poskladani genomu (Kuhl et al., 2020). Nejvétsi bioinformatickou vyzvu pro kvalitni sestaveni genomu
predstavuji ptfedevsim chybné osekvenované repetitivni oblasti nebo napt. chiméricka ¢teni (fragmenty
Cteni se s referencnim genomem srovnavaji na riznych pozicich) (Nagarajan & Pop, 2013).

Rozvoj sekvenacnich technologii napomohl umoznil i tzv fizovani genomu, tzn. Ze jsme
schopni genom poskladat jako otcovskou a matef'skou haploidni sadu, tj. sekvence chromozomt rodict
nejsou promichané (Logsdon et al., 2021). K tomuto ucelu se hojné vyuziva algoritmus zvany trio
binning, ktery k dosazeni vysledkli pouziva kratkd ¢teni rodicovskych genomi a dlouhé ¢teni genomu
potomki (Koren et al., 2018). Dalsi nadstavbou klasického sekvenovani je také Mate-pair sekvenovani,
které umoziuje ziskat informace o vzdalenosti a orientaci dvou ¢tenych sekvenci. Touto technikou pak
1ze docilit souvislejsich dlouhych ¢teni a ziskani informaci a struktufe genomu, ¢imz se tento pristup
stava idealnim nastrojem pro detekci SVs (Zeitouni et al., 2010).

Pro posouzeni kvality sestavenych genom jsou uréeny nasledujici parametry: mira kontinuity,
kompletnosti a spravnosti. Automatizaci tohoto procesu napomohl vyvoj algoritmu zvany BUSCO (z
angl. Benchmarking Universal Single-Copy Orthologs). Pracuje na zakladé identifikace univerzalnich
ortologt (tj. homologti genti vykonavajicich stejnou funkci u blizce ¢i vzdalené ptibuznych druhi), které
jsou siln€ konzervované, jejich univerzalni pfitomnost v genomech organismuti déla z algoritmu BUSCO
standardizovany a objektivni nastroj k hodnoceni kvality sestav genomt (Simao et al., 2015).

V poslednich letech se stal hojné vyuzivanym také algoritmus s ndzvem Hifiasm (z angl. High
fidelity assembler), ktery pracuje s prekryvem sekvenci z dlouhych ¢teni generovanych technologiemi
treti generace (OLC, z angl. Overlapping layout consensus). Hifiasm funguje na principu formovani
prekryvajicich se sekvenci do kontigli, na zakladé kterych nasledné€ vytvoii konsenzualni sekvence
(Cheng et al., 2021). Hifiasm zahrnuje i korekci chyb, které produkuji TGS. Dal§im hojné pouzivanym
algoritmem je také Canu, ktery dokédze sestavit kompletni genomu na zékladé sekvenci generovanych
PacBio nebo ONT. Stejné jako Hifiasm pouziva princip OLC, pfi ¢emz se odstranuji chyby ve Ctenich.

V dalsi fazi odhaluje mezery mezi sekvencemi mechanismem zvanym ,,gap filling* (Koren et al., 2017).

3.3.1 Rekonstrukce genomu spole¢nych piredki

Sledovani rozdilti mezi druhy neni mozné, pokud nemame s ¢im data srovnévat, proto je sestaveni
referencnich genomu absolutné zasadnim krokem pro pozorovani miry zachovéni nebo preskupeni
syntennich blokli béhem evoluce. Aby bylo jasné, jaké udalosti vedly k dne$ni podob¢ karyotypd, je
potieba rekonstruovat genom spolecného predka. To se mize provadét jak genomickymi, tak
cytogenomickymi metodami. V dnesni dobé se jiz hojné vyuzivaji algoritmy, které vyhodnocuji
sekvence genomt s rozlisenim jednoho nukleotidu (Damas et al., 2021). VétSina algoritmi vyhodnocuje

nejpravdépodobnéjsi podobu chromozémt spole¢ného predka na zakladé parsimonie, v principu jde
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tedy o to, ze nejjednodussi cesta je pravdépodobné ta spravna. Parsimonie piedpoklada, ze
k soucasnému stavu se doslo nejmensSim moznym poctem zmén a syntenni bloky pfibuznych druhii
predstavuji stav spolecného piedka (Damas et al., 2021). Napft. ve studii z roku 2018 byl rekonstruovan
genom spolecného piedka amniot, ktery byl sestaven na zakladé 61 osekenovanych genomi ptibuznych
druhii. Pomoci sledovani zmén na chromozémové Grovni je mozné sledovat, jak se vyvijely syntenni
bloky a ziskéavat informace o jejich vyvoji. V tomto pfipadé slouzi fylogeneticky strom jako dilezity

nastroj pro posouzeni a rekonstrukci vyvoje téchto blokt (Sacerdot et al., 2018).

3.3.1.1 DESCHRAMBLER

V disledku rozvoje riznych typi sekvenacnich technologii byla sestavena fada genomi rizné
kvality a za pouziti riznych postupi a algoritmii. DESCHRAMBLER je ovSem algoritmus, ktery
umoziuje podrobné srovnavani genomi bez ohledu na jejch odliSnou kvalitu, coz usnadnuje
komparativni genomiku a v umoznuje hlubsi vhled do strukturnich pfestaveb. Jeho kli¢ovym prvkem je
schopnost rozpoznat struktury a porovnavat miru konzervované syntenie u souboru genomui a po
identifikaci a porovnani miry konzervované syntenie vytvaii rekonstrukci zkoumanych ptestaveb, ¢imz
muzeme ziskat pfedstavu o ancestralni podob¢ karyotypu a zkoumat, jaké evolu¢ni udalosti vedly k jeho
soucasnému usporadani. Algoritmus byl poprvé piedstaven roku 2017, kdy byl srovnavan s metodou
FISH. Nejen, ze se vysledky téméf shodovaly, ale DECSHRAMBLER detekoval i pfestavby, které

predchozi studie nezaznamenaly (J. Kim et al., 2017).

3.4 Algoritmy pro detekci SVs

Sekvenaéni technologie produkuji obrovské mnozstvi dat, které je ale potieba dale zpracovavat.
Pro zpracovani bylo vyvinuto nékolik algoritmt, které se rozdéluji na zarovnavaci (tzv. alligners) a
vyvolavaci (tzv. callers). Zarovnavaci algoritmy mapuji sekvenovany genom na referen¢ni, callers na

n¢ dale navazuji, a identifikuji konkrétni SVs (Mahmoud et al., 2019).

3.4.1 Alligners

Algoritmt, které provadéji zarovnani genomu ze sekvenac¢nich map je velké mnozstvi a stale se
vyvijeji dal$i, napt. BLAST, MULTIZ, Mishmap?2 aj. Pfic¢emz rtizné algoritmy zaroven generuji riizné
vysledky. V souCasné dobé nejpouzivangj$im algoritmem je Cactus, ktery pro vyhodnoceni dat
nepotiebuje referenéni genom a vysledky tak nejsou zkresleny. Jeho schopnost pracovat s dlouhymi
¢tecimi sekvencemi a analyzovat strukturni varianty mu umoziuje piesné sestavit a porovnavat genomy,
diky ¢emuz se snadné&ji detekuji SVs. (Armstrong et al., 2020). Nevyhodou algoritmu Cactus je vsak to,
ze v tuto chvili dokaze zpracovat pouze nekolik stovek genomut (Damas et al., 2021). Aby vSak bylo
dosazeno komplexni databanky pro porovnavani genomi, je potfeba do budoucna vytvaret algoritmy,

které¢ budou umét sesadit velké mnozstvi genomovych dat najednou, coz je dtlezité vzhledem k tomu,
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jak obrovské mnozstvi dat produkuji sekvenacni technologie. Dal§im Casto pouzivanym algoritmem je
Minimap2, ktery oproti algoritmu Cactus vyuziva pro analyzu vysledki referencni genom, identifikuje
tak podobnosti a rozdily variant mezi analyzovanymi genomovymi sekvencemi a referen¢nim
genomem. Je zalozen na principu alligneru, ktery se snazi dosdhnout optimalniho zarovnani mezi
sekvencemi na zaklad¢ podobnosti sekvenci a pravdépodobnosti jejich variant. Analyzuje predevsim
sekvenacni data generovana technologiemi tfeti generace. Je schopen mapovat dlouhé sekvence
s vysokou rychlosti a efektivitou, je 3-4x rychlejsi nez jiné allignery (H. Li, 2018). Minimap2 i Cactus
jsou volné ptistupné (open source) algoritmy, jejich zdrojové kod je vyuzivan pro analyzu genomil

velkého rozsahu.

3.4.2 Callers

Po fazi sestaveni a zarovnani vici referenénimu genomu je potieba detekce a identifikace
jednotlivych SVs. Pomoci srovnavani s referencnim genomem jsou identifikovany rozdily, které mohou
predstavovat strukturni zménu. Pro detekci SVs se pouZzivaji ¢tyii zakladni pfistupy (signaly): Sestaveni
genomu (neboli AS, z angl. Assembly), Rozd¢€lené Cteni (neboli SR, z angl. Split reads), Hloubka ¢teni
(neboli RD, z angl. Read depth) a Pary ¢teni (neboli RP, z angl. Read pair).

Jak jiz miize napovédéet ndzev, pristupy AS jsou zalozeny na sestaveni genomu. Konkrétné jde
o sestaveni kratkych sekvenci produkovanych NGS do delsich kontigli. S referenénim genomem se
srovnavaji pravé tyto kontigy, protoze jsou delsi nez sekvenované fragmenty, coz umoziuje snazsi
lokalizaci SVs. Pfistup SR mapuje jiz osekvenované molekuly DNA a porovnava je s referencnimi
genomy. Pomoci zarovnavani tak ziskava informace o moznostech vyskytu SVs. Signaly RP jsou
nejpouzivanéjS$im pfistupem pro detekci SVs, predevsim z toho diivodu, ze identifikuji vétSinu typt
prestaveb. Metoda porovnava pary Cteni na zakladé prahovych hodnot, jinymi slovy pocita délky ¢teni
mezi dvéma konci a dale je porovnava s referencnim genomem. Poslednim ptistupem je RD, ktery umi
detekovat pouze delece a duplikace, pricemz principem je vyuziti mechanizmu hloubky ¢teni, pomoci
kterého RD porovnava namapované sekvence s referenénim genomem. Jakmile detekuje zmény
v hloubce pokryti, mize se v tomto misté nachazet prestavba (Kathuria & Ratan, 2020; Lin et al., 2015;
Sahlin et al., 2017). Signaly SR a RP vyuziva napt. algoritmus Delly (Kuzniar et al., 2020).
Nejpouzivanéjs$im algoritmem, ktery vyhodnocuje osekvenované genomy na zaklad¢ vyse pospanych
pfistupti, byl po dlouhou dobu BreakDancer, ktery pouziva RP (Chen et al., 2009). Vzhledem
k rozmanitosti SVs se neda v soucasnosti ani jeden algoritmus povazovat za idealni, proto je dobré
kombinovat rizné typy dohromady (Lin et al., 2015; Ho et al., 2020; Kuzniar et al., 2020; Yang, 2020).
Ke kazdé metodé NGS jsou navic vyvijeny algoritmy §ité na miru datim, které produkuji, napf. pro
SMRT od PacBio se pouziva algoritmus zvany SMRT link nebo SMRT-SV (Chaisson et al., 2015). Pro
ONT je to napt. EPI2ME (Hatfield et al., 2020) nebo NanoSV (Cretu Stancu et al., 2017).
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3.5 Bioinformatické pipeliny

Jak jiz bylo zminéno, detekce strukturnich variant je komplexni proces, ktery vyzaduje pfekonani
mnoha bioinformatickych piekéazek. Pro optimalizaci a urychleni procesu se proto vytvaii tzv. pipeliny,
které se skladaji z nékolika po sobé¢ jdoucich krokil a pfedavaji si data mezi sebou. Prvnim krokem je
vzdy sekvenace dat a jejich nasledné zpracovani, tedy sestaveni genomu. Dalsim krokem zpravidla byva
mapovani na referen¢ni genom pomoci alligners, ¢imz se ziskaji potfebné informace o jednotlivych
sekvencich a jejich pozici v genomu. V dal$im kroku pfichazi na fadu samotna detekce SVs, jejiz
vysledky je poté potieba podrobit validizaci, pii které jsou pouzivany napt. cytogenomické metody.
Jako posledni pfichazi na fadu anotace dat, béhem niz se SVs pfifazuji konkrétni biologické vlastnosti
a vliv na genom. To, jaké technologie a algoritmy se pouZzivaji v jednotlivych pipelinach, se velmi lisi
(ptiklady studii: Lin et al., 2015; Xia et al., 2018; Zhou et al., 2022).

Jednim z nejvétsich projektt, ktery vyuziva bioinformatické pipeliny pro osekvenovani genomt a
jejich nasledné srovnavani na chromozoémové trovni, je Vertebrate Genome Project (VGP). Ve své
puvodni verzi byly genomy nejprve sekvenovany pomoci PacBio SMRT a nasledné sestavovany na
urovni chromozémt pomoci optického mapovani (Bionano) a Hi-C technologii. Z diivodi popsanych
v kapitolach vyse bylo v dalsi verzi PacBio SMRT vyménéno za PacBio HiFi, coz pfinasi presnéjsi data

s men$i chybovosti (internetovy zdroj ¢.4).
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4 Zavér

Chromozomové piestavby a jejich polymorfizmy hraji dilezitou ulohu ve speciaci, diverzifikaci
druhti a adaptaci na podminky okolniho prostiedi. Takové strukturni zmény mohou ovliviiovat funkci
gent, regulaci genové exprese, cetnost a distribuci rekombinace a dalsi dilezité parametry, které
souviseji s funkéni dynamikou genomu a jeho evoluci. I pfesto, Ze téma chromozémovych piestaveb je
v soucasné dob¢ hojné zkoumano, je obvykle obtizné dokazat souvislost mezi vznikem piestavby a
fenotypovym projevem. Po dlouhou dobu byly pro zkoumani piestaveb pouzivany cytogenomické a
cytogenetické metody, jejichz rozliSovaci schopnost vSak neumoznuje odhalit celkové spektrum
prestaveb v daném genomu. V poslednich letech se vSak uskute¢nily zna¢né pokroky na poli genomiky
a bioinformatiky, které umoziiuji detailnéjsi vhled do této problematiky.

Nejen prokazani kauzality, ale také samotnd detekce CRs a SVs je sama o sobé vyzvou.
Z vypocetniho hlediska je nejvétsim problémem pii detekci SVs vysokd mira fale$Sné pozitivnich
vysledkd, kterou soucasné technologie generuji. [ z tohoto diivodu je pro spravnou detekei a identifikaci
dilezity kvalitné poskladany referencni genom, ¢i jiné srovnavaci testy, podle kterych by se dala
ovétovat validita vysledkd (Lin et al., 2015). Sekvenac¢ni technologie se podle typu templatu pro
sekvenovani, délky cteni, chybovosti a obdobi jejich zavedeni do provozu daji rozdélit na NGS s TGS.
Sekvenaénim technologiim druhé generace se neda odeptit jejich dilezitost pti sekvenovani a analyze
velkého mnozstvi genomt, i piesto jsou ale pro studium CRs s SVs nevhodné, vzhledem k tomu ze
jejich kratka sekvenéni Cteni nejsou schopna pieklenout, a tudiz spravné poskladat dlouhé useky
repetitivnich sekvenci (Chaisson et al., 2015; Ramos & Antunes, 2022). Na druhou stranu, technologie
NGS (resp. Illumina) nachéazeji diky své vysoké presnosti uplatnéni pfi korekei chyb vzniklych pfi
sekvenovani metodami TGS (Mahmoud et al., 2019). Pro opravu sekvenacnich chyb bylo vyvinuto
nékolik algoritmil, z nichz nejpouzivanéjsi (podrobnéji popsany vyse) je Canu (Koren et al., 2017).
Zajimavé je, ze 1 kdyz jsou pro detekci SVs vhodné&jsi metody TGS, vétSina pridatnych algoritmt je
vyvijena pro metody NGS, pticemz pro TGS nejsou pouzitelné (Sedlazeck et al., 2018a). Nejlepsi
sekvenacni data generuje piistup HiFi od PacBio a Nanopore sequencing od ONT (délka Cteni: 10 —
1000 kb). Pfi srovnavani téchto dvou technologii bylo prokazano, ze ONT a jeho ULR (ultradlouhé
ready) jsou idealni pro piekonani oblasti dlouhych tsekt repetitivni DNA, ale generuji pomérné velké
mnozstvi chyb. Naproti tomu HiFi PacBio nevytvaii tak dlouha sekvencni Cteni, ale jejich ptesnost je
az 99,9 % (Lang et al., 2020). Nelze vSak opomenout fakt, Ze cytogenomické metody se stale pouzivaji
a slouzi jako doplnéni sekvenaénich metod (O‘Connor et al., 2017; Deakin et al., 2019; Lee et al., 2020),
v nékterych pripadech dokonce jako parametr, dle kterého se urcuje validita vysledkil sekvenacnich
technologii (Lee et al., 2020; Rhie et al., 2021). Mohou pfinést informaci o po¢tu vazebnych skupin a
usporadani obtizn¢ sekvenovatelnych Gsekli heterochromatinu/repetitivnich sekvenci. Zaroven mohou i
snizit komplexitu sekvenovani, pokud se s jejich pomoci separatné sekvenuji jednotlivé chromozomy

(Dolezel et a., 2014; lanncci et al. 2021). Dalsim pfinosem jsou technologie Hi-C, optické mapovani a
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10x Genomics, které umoznuji poskladat genom na troven celych chromozému (chromosome-level
assembly), idedln€ i bez chybéjicich na repetice bohatych (sub)telomerickych oblasti (T2T assembly).
Tyto technologie jsou idealnim nastrojem pro sestavovani genomu de novo, nebot’ ze své podstaty ptimo
generuji data s informacemi o kontaktech mezi chromozémy a chromatinem.

Obrovské mnozstvi dat, které produkuji TGS metody, jsou dale zpracovavany. Vznikaji tim
kvalitné posklddané genomy, které se nasledné zarovnavaji viici referencnimu genomu. Jakmile je
k dispozici kvalitni genomova sestava, miize dojit na detekci konkrétnich SVs. To se provadi néstroji
zvanymi callers, které jsou optimalizovany pro konkrétni technologie (viz Tab. 1, sloupec algoritmy).

Obecné se da tedy fici, ze pro detekci a identifikaci komplexnich chromozémovych prestaveb jsou
idedlni sekvenacni technologie tfeti generace. Problém je pouze ten, ze se vyznaCuji vysokou
chybovosti, a proto je vhodné jejich vysledky dopliovat jak o kratka sekvenéni ¢teni (Illumina), tak i o
klasické cytogenomické a cytogenetické metody. V Tab. 1 jsou shrnuty soucasné genomické
technologie, jejich stru¢na charakteristika, vyhody a nevyhody a také jaké algoritmy jsou pro né
vyvinuty pro vyhodnocovani SVs. Pravdépodobné nejlepsim fesenim pokryti vSech kritérii pro spravnou
identifikaci pfestavby je vSak kombinace riiznych metod. I z toho divodu se v soucasné dob¢ na trhu
uchytily pipeliny, které pouzivaji n€kolik metod dohromady, sdili si mezi sebou data a poté je spolecné
vyhodnocuji (Abel et al., 2020).

Soud¢ podle ohromného mnozstvi ¢lankd, které se podstatou vzniku a funkei CRs a SVs (v riznych
kontextech) zabyva se jedna se o velmi aktudlni téma a aktivni pole vyzkumu, které ma velkou
perspektivu do budoucna. Tyto poznatky nam mohou pomoci nejen 1épe pochopit evoluci druhii a
reprodukcnich piekdzek mezi nimi, ale také mechanizmy souvisejicimi s vrozenymi vadami a
nadorovou transformaci. Mohou mit také aplikacni potencial z hlediska konzervacni genetiky, ekologie
a zemédelstvi. Je proto zadouci, aby byly vyvinuty metody a protokoly aplikovatelné na celé spektrum

eukaryotickych organizmu (Sedlazeck et al., 2018a).
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chromozomu

Metoda Charakteristika Vyhody Nevyhody Algoritmy
Kratka cteni (v fadech stovek bp) | Nizka chybovost Kratka cteni, Minimap2
INlumina Paralelni sekvenovani Nizka cena problém piedevsim | LongRanger
u repetitivnich GROC-SVs
sekvenci
Amplifikacni bias
Dlouha ¢teni (10 kb — 100 kb) Produkuje dlouhd | Vysoka mira Minimap2
Pouziva se predevsim cteni chybovosti, az 15 % | SMRT-SV
SMRT PacBio | k sestavovani genomu de novo, Zadny Vysoka cena oproti | SMRT link
detekci SVs a epigenetickych amplifikacni bias NGS MARVEL
modifikaci
Délka sekvenci vyssi nez 10 kb Nizka chybovost, Vysoka cena GATK
HiFi PacBio Sestavovani genomu de novo piesnost az 99,5 % SMRT link
Detekce SVs DeepVariant
Dlouha ¢teni (10 kb — vice nez 1 Velmi dlouha Vysoka cena NanoSV
ONT Mb) ¢teni, umi pfekonat | Vysoka chybovost EPI2ME
Pouziva se k sestavovani genomu | repetitivni oblasti
de novo, detekci rozsahlych SVs
Vytvafti pary kratkych ¢teni Zobrazeni Vysoka cena Hic-
Hi-C (mensi nez 100 bp), které interakci Nemusi vzdy breakfinder
zobrazuji kontakty v chromatinu chromatinu odhalit v§echny HiCnv
Podplirnd metoda pro sestaveni interakce na velké HiCtrans
genomu na Urovni chromozémi vzdalenosti
Mapovani dlouhych molekul Nizka cena Obtizny vyvoj BioNano
BioNano DNA (250 kb a delsi) pomoci Zadny vhodnych algoritmti | Acces
optické fluorescenc¢nich sond amplifikacni bias pro detekci SVs
mapovani Sestaveni genomu na irovni

Tabulka 1: Tabulka soucasné pouzivanych genomickych metod a jejich algoritmi pro detekci SVs. Sestaveno na

zaklad¢ praci Sedlazeck et al., (2018a) a Mahmoud et al., (2019).
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