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Abstrakt

Sekvenovani DNA je zakladnim pilifem moderni diagnostiky pro soucasné potfeby
molekularni mediciny. Ackoliv soudobé technologie sekvenovani druhé generace (NGS)
umoznuji efektivni precteni celého lidského genomu, jsou — od pfipravy vzorku po
bioinformatickou analyzu - stale zatizeny rlznymi chybami. Ty mohou mit zavazné

dUsledky pro vystupy vysledného genetického vysetreni.

Prace se zameérfuje na systematické chyby specifické pro nejrozsifenéjsi diagnostickou
platformu NGS, technologii Illumina, pfi analyze germinalni DNA. Prace se vénuje
chybam vyplyvajicim ze sekvencéniho kontextu, vznikajicim v dusledku sekvenacni
technologie, chybam souvisejicim s bioinformatickym zpracovani, véetné mapovani
kratkych ¢teni nareferen¢ni genom a chybam vznikajicim béhem identifikace variantnich

alel (variant callingu).

Cilem préace je prispét k lepsimu porozuméni zdrojim téchto chyb a podpofit presnéjsi a
bezpecnéjsi vyuziti NGS v klinickém prostfedi. Vysledky mohou slouzit jako referenc¢ni
ramec pro vybér vhodnych nastroji, metod a parametrd v bioinformatické analyze

genomovych dat.

Klicova slova: Illumina, DNA sekvenovani, mapovani, variant calling, chyby



Abstract

DNA sequencing represents a fundamental pillar of modern diagnostics for current needs
of molecular medicine. Although today's next-generation sequencing (NGS) technologies
enable efficientreading of the entire human genome, they are — from sample preparation
to bioinformatic analysis — still affected by various types of errors. These errors can have

serious consequences for the results of genetic testing.

This thesis focuses on systematic errors specific to the most widely used diagnostic NGS
platform, the Illumina technology, in the analysis of germline DNA. It addresses errors
arising from the sequence context, errors caused by the sequencing technology itself,
errors associated with bioinformatic processing — including the mapping of short reads
to the reference genome — and errors emerging during variant allele identification

(variant calling).

The aim of this thesis is to contribute to a better understanding of the sources of these
errors and to support the more accurate and safer application of NGS in the clinical
setting. The results can serve as a reference framework for the selection of appropriate

tools, methods, and parameters in the bioinformatic analysis of genomic data.

Keywords: Illumina, DNA sequencing, mapping, variant calling, errors
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Uvod

Sekvenovani nukleovych kyselin je zakladnim nastrojem k nasemu pochopeni smyslu
genetického kédu. V poslednich dekadach se stalo nepostradatelnym nastrojem nejen
ve vyzkumu, ale i v klinické diagnostice. Diky prudkému rozvoji sekvenacnich technologii
[ze dnes béhem nékolika dni pfedist cely lidsky genom s vysokou prfesnosti a za
zlomkovou cenu oproti prvnim sekvenacnim projektdm vrcholicim na pfelomu milénia.

Pfes tento technologicky pokrok vSak proces sekvenovani neni bezchybny.

Cilem této prace je systematicky identifikovat a popsat chyby, které vznikaji v prabéhu
sekvenacniho procesu DNA - od pfipravy vzorku po bioinformatickou analyzu. Zvlastni
dlraz je kladen na technologii Illumina, ktera je v sou¢asnosti nejrozsifenéjsi metodou
sekvenovani v klinické praxi. Analyzovany jsou chyby plynouci ze sekvencniho kontextu
(napf. homopolymery nebo oblasti s extrémnim zastoupenim GC parQ), dale chyby
vznikajici pfi mapovani kratkych &teni na referenc¢ni genom (napf. nejednoznacné
mapovani a nedostatky referen¢niho genomu) a pfi nasledné identifikaci genetickych
variant. Soucasti prace je také srovnani s technologiemi Oxford Nanopore Technologies

a Pacific Biosciences, které nabizeji alternativni pfistup k sekvenaci.

V klinické praxi sekvenovani DNA patfi mezi klicové nastroje genetické analyzy jedince
pro identifikaci geneticky podminénych onemocnéni. Na svété jsou kazdy rok
osekvenovany miliény lidi (Stephens et al., 2015) a pravdépodobnost chybné diagndzy
neni nulova - mlze byt chybné diagnostikovano neexistujici onemocnéni, nebo naopak
skute¢né onemocnéni mlze byt zcela opomenuto. Obé situace mohou vést k vaznym az
fatalnim dudsledkdim. Proto je zcela nutné porozumét chybam, které v sekvenacnim
procesu vznikaji. Dobry klinicky genetik by mél védét, jak nékterym chybam predejit, jak

jiné identifikovat nebo jak je systematicky odstranit.



1 Teoreticky uvod

1.1 Nukleové kyseliny

Nukleové kyseliny jsou linearni polynukleotidy sloZzené z ribonukleotidd (RNA), respektive
deoxyribonukleotidd (DNA), které jsou kovalentné spojeny fosfodiesterovou vazbou.
Nukleotidy (a od nich odvozené pfirozené se vyskytujici 2'-deoxynukleotidy) jsou
zakladnimi stavebnimi kameny nukleovych kyselin, slozené z nukleosidl s navazanymi
fosfatovymi zbytky. Podle obsazené dusikaté baze se déli na purinové a pyrimidinové

(Watson & Crick, 1953).

Purin je dusikata heterocyklicka sloucenina, ktera sestava ze dvou aromatickych
dusikatych heterocykll — pyrimidinu a imidazolu. Mezi zakladni purinové baze se fadi
adenin (A) a guanin (G). Mezi dalsi typy purinovych bazi, které se mohou vyskytovat
v genetickém materialu, patfi jejich prekurzory, modifikované baze Ci degradacni
produkty (napf. hypoxanthin v transferové RNA—-tRNA) (Christman, 1952; Schmalle et al.,
1988).

Pyrimidin je aromaticka slou¢enina sjednim dusikatym heterocyklem. Mezi zakladni
derivaty pyrimidinQ, které najdeme v nukleovych kyselinach, patfi thymin (T), cytosin (C)

a uracil (U) (Christman, 1952). Dale existuji dalSi derivaty, které se pfirozené vyskytuji
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Obrazek 1 - Struktura DNA. Vlevo je znazornéna dvousroubovice DNA. Vpravo je znazornén detail chemické
struktury nukleotid(l, jejich vzajemnych vazeb a standardniho Watson-Crickova parovani. Upraveno podle
Pray (2008).



v bunice (napf. pseudouracil nebo 5‘-metylcytosin v RNA) nebo maji dalsi vyuziti ve

farmacii (X. Li et al., 2016; Rani et al., 2016).

Bazi obecné nazyvame derivat purinu nebo pyrimidinu, ktery najdeme v nukleosidech.
Nukleosid je sloucenina dusikaté baze, kterd je N-glykosidovou vazbou kovalentné
navazana na C1’ ribdzy (v RNA) nebo deoxyribdzy (postrada hydroxylovou skupinu na C2’
v DNA). U purinovych bazi vytvafi tuto vazbu dusik N9, u pyrimidinovych N1. Nukleotidy
(obr. 1) jsou fosforylované formy nukleosidd, které maji na C5° ribdzy/deoxyribozy
navazany jeden az tfi fosfatové zbytky. Na 5’ konci fetézce polynukleotidl je volny fosfat

a na 3’ konci je volna OH skupina (Saenger, 1973).

Strukturu nukleovych kyselin ma hierarchické uspofadani. Primarni struktura je sekvence
(poradi) nukleotid( v polynukleotidovém fetézci. Sekundarni struktura zahrnuje v DNA
dvousroubovicovou strukturu antiparalelnich fetézc( polynukleotid(. Vys$si organizaéni
struktury DNA zahrnuji nejen samotny polynukleotid, ale také asociovany
nukleoproteinovy komplex, sloZzeny zproteinovych komplextl (véetné histonl
a nehistonovych protein(l). Vys$si organizacni struktury v DNA vznikaji predevsim

v dUsledku kondenzace genetického materialu pfi bunéc¢ném déleni.

Molekuly RNA jsou v principu jednofetézcové. PFi vyskytu komplementarnich bazi jsou
schopny vytvaret antiparalelni Sroubovicové sekundarni struktury v ramci jednoho
fetézce, nebo i dvou nezavislych fetézci RNA/RNA nebo i RNA/DNA. Terciarni struktura
RNA je 3D konformace, ktera vychazi zinterakci mezi jednotlivymi sekundarnimi
strukturami (Batey et al.,, 1999). Kvarterni struktura RNA je soubor interagujicich

terciarnich struktur a protein( (Jones & Ferré-D’Amaré, 2015).

1.1.1 Struktura DNA

DNA je sestavena ze ¢tyf zékladnich deoxynukleotid(i — dAMP, dGMP, dCMP a dTMP. Pro
genomovou DNA plati, Ze v dUlsledku Chargaffova pravidla je pomér purinovych

a pyrimidinovych bazi 1:1 (Chargaff et al., 1952; Zamenhof et al., 1950).

Za fyziologickych podminek v Zivych organismech je sekundarni struktura DNA obvykle
organizovana do pravotocivé dvouSroubovice, coZ urcuje vétSinu jejich vlastnosti (jak

biologickych, tak chemickych a fyzikalnich). DNA je vSak velmi flexibilni a dynamicka



struktura, kterd& m&a mnoho forem, mezi kterymi mUZe prechazet (Travers
& Muskhelishvili, 2015). Dvousroubovice DNA se sklada ze dvou antiparalelnich fetézc,
orientovanych ve sméru 3 5'-3' (obr. 1). Retézce DNA ve dvousroubovici interaguji pomoci
vodikovych mustkd. V nej¢astéjsSim — Watson-Crickové — parovani jsou vodikové mUstky
formovany mezi Aa T (dva vodikové mustky) a G a C (tfi vodikové mUstky) (Watson & Crick,

1953).

1.1.2 Nukleové kyseliny v bunce

DNA je nositelkou genetické informace v bunice. V bunééném jadfe je vramci bunécného
déleni replikovana pomoci DNA-dependentnich DNA polymeraz. Replikace zacina
vreplikaCnich pocatcich, kam nasednou enzymy helikdzy, které rozplétaji
dvousroubovici DNA (dsDNA - double stranded DNA) na dveé vlakna jednovlaknové DNA
(ssDNA -single-stranded DNA) v dynamickeé struktufe replikacnividlicky. Aby mohla DNA
polymeraza zahdjit replikaci, musi byt syntetizovany primery, coz jsou kratké RNA
oligonukleotidy, syntetizované pomoci enzymu primazy (DNA-dependentni RNA
polymerazy). Na hybridni dsDNA/RNA molekulu naseda DNA polymeraza a podle
templatu ssDNA (DNA-dependentni) polymeraza syntetizuje nové komplementarni
vlakno ssDNA ve sméru 5°-3°. Replikace DNA je semikonzervativni — kazda nové vznikla
dvousroubovice obsahuje jedno pavodni a jedno nové syntetizované vlakno (O’Donnell

etal., 2013).

RNA je transkribovana dle DNA templatu pomoci komplexu DNA-dependentni RNA
polymerazy. V eukaryotickych bunkach geny obsahuji exony (kédujici sekvence) a introny
(nekoéduijici). Geny jsou transkribovany do pre-mRNA (mediatorové RNA), ale béhem
splicingu jsou introny vystfizeny a v mRNA zlstanou jenom sekvence exony. U prokaryot
se Casto transkribuji operony, skupiny genUl sdilejici jeden promotor, jejichZ exprese je

regulovana spolecné (Lee & Young, 2000).

Po transkripci je mMRNA rovnéz opatfena ¢epic¢kou a poly-A usekem na 5’ konci finalniho
transkriptu a nasledné transportovana do cytoplazmy, kde slouzi v ribozomech jako
templat pro translaci do proteinll. Sekvence mRNA je pfi translaci ¢tena po trojicich
nukleotidd, tzv. kodénech. Kazdy kodén specifikuje jednu aminokyselinu nebo signalizuje

zacatek Ci konec translace. Ribozom pfi translaci vyuziva molekuly tRNA, které pfinaseji
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specifické aktivované aminokyseliny odpovidajici jednotlivym kodénlm, a tim dochazi

k syntéze proteinu s pfesné definovanou sekvenci aminokyselin (Zhang et al., 2023).

DNA je neustdle vystavovana vnéjsim a vnitinim vliviim, které mohou indukovat poruchy
jeji struktury zpUsobujici mutace ¢i varianty. Mezi vnéjsi mutageny patfi fyzikalni (napfr.
ionizujici a neionizujici zareni), chemické (napf. latky modifikujici baze, interkalacni
¢inidla) a biologické (napf. viry). Vnitfni mutagenni pochody zahrnuji pusobeni
endogennich procesl j (napf. chyby pfi replikaci, oprava DNA, oxidativni poskozeni).
Z hlediska ontogeneze mUzZeme poruchy DNA rozdélit na germinalni (pochézejici ze
zarodec¢nych bunék) a somatické (vznikajici v prabéhu Zivota v bunkach tkani).
Germinalni mutace jsou nejc¢astéji dédény od rodi¢t (kombinace variant obou rodicl)
a vSechny bunky jedince jsou pfenaseci. (Beichman et al., 2024). Dédi¢né varianty DNA
z pohledu klasické genetiky délime na mutace (varianty s frekvenci <1 % v populaci)
a polymorfismy (varianty s vysSsi frekvenci). Zatimco vyznamna pravdépodobnost
ovlivnéni fenotypu pfitomnosti polymorfismu je zanedbatelna, mutace mohou mit na
vysledny fenotyp vliv znacny. Efekty mutaci lze rozdélit do tfi zakladnich kategorii: 1)
benigni — mutace, které nezpUlsobuji onemocnéni, ale mohou ovlivnit fenotyp (vnéjsi
pozorovatelné znaky); 2) patogenni — mutace, které zpUsobuji onemocnéni; 3) letalni —
mutace, které nejsou slucitelné se zivotem (smrt nastava pred porodem nebo vraném
véku). Bodové mutace (mutace, které ovlivni jednu bazi v sekvenci) rozdélujeme na
synonymni (mutace nezmeéni translatovanou aminokyselinu), nesynonymni (mutace
zméni translatovanou aminokyselinu), nonsense (mutace zméni plvodni kodén na STOP
kodén), nonstop (mutace zméni STOP koddén na jiny nez STOP). Inzerce nebo delece
nukleotidu, jejichz délka neni nasobkem tfi, zplsobuji posun ¢teciho rédmce (angl.
frameshift), jenz mQZe ovlivnit translaci podobné jako bodové mutace (Gorlov et al., 2018;

Mignogna et al., 2022).

1.2 Sekvenace nukleovych kyselin

Sekvenovani nukleovych kyselin je metoda slouzici k uréeni primarni struktury DNA nebo
RNA. Vklinické diagnostice se tyto analyzy vétSinou zabyvaji identifikaci variant

a urcenim jejich dopadu na fenotyp (napf. onemocnéni) vySetfované osoby. Proces



sekvenovani je vzdy rozdélen nejdfive na pfipravu sekvenacni knihovny (pfiprava vzorku)

a az pak nasleduje sekvenacnireakce.

1.2.1 Sangerovo sekvenovani

Prvni vSeobecné vyuzivanou metodu sekvenovani DNA vyvinul Sanger a jeho
spolupracovnici (Sanger & Coulson, 1975). Sangerovo sekvenovani patfi mezi
technologie prvni generace sekvenovani. V pfiblizné stejnou dobu Maxam a Gilbert
vynalezli alternativni sekvenacni technologii zaloZzenou na specifické chemické
modifikaci bazi a jejich nasledném Stépeni (Maxam & Gilbert, 1977). Tato metoda nebyla

tak dobfe Skalovatelna jako Sangerova, tudiz se od jejiho vyuziti upustilo.

Sangerovo sekvenovani lze rozdélit na Ctyfi kroky: pfiprava, syntéza, terminace a Cteni
DNA. Pro sekvenacni reakci je potfeba amplifikovana DNA, primer, termostabilni DNA-
dependentni DNA polymeraza, pufr, dNTPs (2‘-deoxynukleotid trifosfaty) a ddNTPs (2°¢, 3°-
dideoxynukleotid trifosfaty) s fluoroforem. V ddNTP tedy chybi OH skupina na 3¢ uhliku,

tudiz se na tento nukleotid jiZ nemuze navazat dal$i nukleotid.

Amplifikace DNA je provadéna metodou PCR (polymerazova fetézova reakce, angl.
Polymerase Chain Raction) (Mullis et al., 1986). PCR probiha v cyklech, pficemz kazdy
cyklus obsahuje tfi kroky: 1) denaturace (pfi 94-98 °C) — DNA je denaturovana na dvé
ssDNA vlakana; 2) hybridizace (pfi 50-65°C) — na kazdé vlakno ssDNA se navazi kratké
primery (forward a reverse primery) ohranicujici z obou stran amplifikovany usek DNA,
které jsou pfitomné v extrémnim nadbytku; 3) polymerace (pfi 72°C) — termostabilni Taqg
polymeraza nasedne na usek s primerem a syntetizuje noveé vlakno v 5-3‘ sméru (Kuno,
1998). Tento cyklus je opakovan do dosazeni vhodného mnozstvi nukleovych kyselin

(typicky 30-35krat dle mnozstvi vstupni DNA).

PFfi Sangerové sekvenovani se vyuziva jen jediny primer pro postupnou inkorporaci
nukleotidd jenom vjednom sméru. Vmomenté, kdy se misto dNTP inkorporuje do
prodluzujicicho se fetézce ddNTP, syntéza skonci. dNTP je v roztoku 10krat az 300krat
vice nez ddNTP. Délky syntetizovanych fragment(l jsou tak ndhodné a v idealnim pfipadé
rovnomérné rozdélené. Cteni DNA v modernich sekvenatorech probihd pomoci kapilérni

elektroforézy (plvodné pomoci gelové elektroforézy), kde se terminované fragmenty



s ddNTP rozdéluji podle velikosti a nasledné analyzuji pomoci laserové fluorescence

(Huang et al., 1992).

Sangerovo sekvenovani bylo pouzito k ziskani prvni kompletni sekvence lidského
genomu, ktera byla publikovana v roce 2001 (International Human Genome Sequencing
Consortium, 2001). S nastupem druhé generace sekvenovani poklesl vyznam Sangerova
sekvenovani, nicméné metoda se hojné pouzivd do soucasnosti pro ucéely presné

identifikace malych Usekd DNA (s délkou kolem 1000 bp) (Kopernik et al., 2025).

1.2.2 Sekvenovani druhé generace

Technologie sekvenovani druhé generace (NGS) pfinasi fadu vyhod oproti Sangerove
metodé. Hlavni vyhoda je moZnost masivné paralelniho sekvenovani, tedy paralelni
analyzy tisicl az miliont rdznych fragmentl DNA v rdmci jednoho sekvenacéniho béhu.
Sangerovou metodou mUzZe byt vramci jedné reakce analyzovan pouze jeden fragment
DNA s délkou maximalné kolem 1 kbp. Prvni lidsky genom dokon&eny v roce 2001 trvalo
osekvenovat pres deset let (International Human Genome Sequencing Consortium,
2001). Pomoci druhé generace sekvenovani lze analyzovat cely lidsky genom v fadech

dnd (McCombie et al., 2019).

Mezi technologie druhé generace sekvenovani se fadi Illumina (Bentley et al., 2008),
Roche 454 (Margulies et al., 2005), SOLiID (McKernan et al., 2009) a lon Torrent (Rothberg
et al., 2011). Technologie Illumina se stala dominantni diky kombinaci vysoké pfesnosti,
kapacity a nizké ceny (viz tab. 1). Navzdory pokroku v sekvenovani z{stava lllumina de
facto standardem v klinické diagnostice, kde je sekvenovani vyuzivano pro analyzu nejen

lidského genomu, a proto se tato prace vénuje zejména této technologii.

1.2.3 [llumina

Sekvenacni technologie Illumina je zaloZena na principu sekvenovani syntézou (angl.
sequencing by synthesis) (Bentley et al., 2008). Pfi pfipravé sekvenacni knihovny je DNA
nejdfive fragmentovana —sonikaci nebo restrikénimi enzymy (Soukupova et al., 2018). Na
oba konce fragmentu jsou nasledné navazany ligazou dvojice oligonukleotidl s primery

(na kazdém konci jsou oba typy oligonukleotidli, které nejsou vzajemné



komplementarni). Ty jsou nasledné linearizovany pomoci PCR amplifikace. Nakonec

vznikne fragment, jehoz schematické znazornéni je na obrazku 3b.

Na zacatku sekvenacniho béhu jsou tyto fragmenty denaturovany a vlozeny na flow cell,
ktera ma na svém povrchu komplementarni sekvence bud’k P5 nebo P7 (také oznaCovany
jako adaptéry, viz obr. 3), na které jednotliva vlakna nasednou. Na povrchu flow cell
probihd mustkova amplifikace, pfi niZz se jednotlivd vldkna DNA navazuji na
komplementarni sekvence adaptér(l P5 a P7. Tento proces vytvaii muistkové struktury
DNA, které jsou nasledné amplifikovany. Pokud se sekvenuje sekvence od P5 kP7
(pouzije se primer pro ¢teni 1 —angl. read), tak se mustek prerusi stépenim adaptéru P5;
pokud se sekvenuje opacnym smérem (¢teni 2), tak se mUstek prerusi Stépenim adaptéru
P7. Nakonec jsou vlakna denaturovana na jednoretézcovou DNA a fragmenty, které

nejsou navazany na flow cell, jsou odmyty.

Pro sekvenovani DNA musi na hybridizovany primer nasednout DNA-dependentni DNA
polymeraza, ktera vcyklech inkorporuje upravenou bazi (3‘-O-azidomethyl-2¢-
deoxynukleotidtrifosfat) se specifickym fluoroforem pro kazdou bazi (viz obr. 2).
Modifikace na 3‘nukleotidu zabranuje nahodné inkorporaci dal§iho nukleotidu . Na flow
cell je namifen laser, ktery excituje fluorofor, ¢imz se identifikuje pravé inkorporovana
baze. TCEP (tris(2-karboxyetyl)fosfin) odstrani 3‘ fluorofor a azidomethyl obnovi
3‘ hydroxylovou skupinu (misto Stépeni na obr. 2), coz umozni navazani dalSiho
nukleotidu v nasledném cyklu. Cyklus se pak opakuje 75krat nebo 150krat (pro ¢teni
délky 75bp-150bp) (Illumina, b.r.-b). Pro parové sekvenovani (angl. paired-end), kdy se
sekvenuje fragment DNA z obou koncd, je tfeba znovu nasyntetizovat jedno vlakno

pomoci primeru pro ¢teni 1, toto vlakno se komplementarné navaze pomoci P7 adaptéru

0O
| NH
o

O ..-- MistoStépeni
o 2 R A e _
Fluorescenéni znacka

Obrazek 2 - Deoxythymidintrifosfat s upravenym 3' koncem a fluoroforem. Po inkorporaci a excitaci
fluoroforu (fluorescencni znacky) je pomoci TCEP fluorofor odstépen a 3° OH skupina je obnovena, aby se
na ni mohl navazat dalsi nukleotid. Upraveno podle Kim et al. (2014).
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apuvodni vldkno se po denaturaci odmyje. Nesekvenovana c¢ast mezi Ctenim
a adaptérem se nazyva insert (viz obr. 3b). Na primer pro Cteni 2 nasedne DNA

polymeraza a proces se opakuje.

Sekvenci bazi, které identifikuje sekvenacni analyzator na zakladé emisi svétla
z fluorofordl, se nazyva ¢teni. Kazdé bazi je prifazeno skore, které vyjadfuje jeji kvalitu.
Pocet Gteni, které bylo pfifazeno jedné bazi vreferenénim genomu se popisuje jako
sekvenacni hloubka (angl. depth) a primérny pocet Cteni, které byly pfifazeny vS§em
bazim referen¢niho genomu je pokryti (angl. coverage) (International Human Genome
Sequencing Consortium, 2001). Diky index(im v navazanych oligonukleotidech (obr. 3) je
mozné najednou (v rliznych flow cell, ale ve stejném pfistroji) sekvenovat fragmenty DNA
z vice genomu (jedincl), které jsou pfi nasledné analyze ke konkrétnimu jedinci pfirazeny
na zéakladé indext (Shokralla et al., 2015). Primery pro ¢teni 1 a 2 také funguji jako primery
v opacném smeéru pro samotné indexy (viz obr. 3a). Sekvenovani indexl je provadéno az

po sekvenovani fragmentl DNA.

a

Cteni1 Cteniindexu 1 (i7) Cteniindexu 2 (i5) Cteni2
i5 Index 7 Index
DNA
Insert
i7 Index 5 Index
I Navazany P7 I Navazany P5
rrrrrr7rrr/ 1rrrrrr7r7 777777777 777777777
b Index 1 Index 2
PS5 | Insert |
S po—000 “ T

[ * T 5

Fragment DNA

Obrazek 3 — a) Schéma sekvenovani DNA fragmentu z obou stran s vyznacenymi primery. B€hem ¢teni 1 je
fragment na flow cell navazan pomoci P7. Po docteni sekvenovaného vzorku je pomoci i7 index primeru
(stejného jako pro ¢teni 2) sekvenovan i7 index. Pfi Cteni z opacné strany je postup stejny, jenom je fragment
navazan pomoci adaptéru P5, pouziva primer pro ¢teni 2 a i5 index pouZije vazebné misto pro primer pro
¢teni 1 z druhé strany. Upraveno podle Illumina (2020). b) Schéma fragmentu DNA pro sekvenovani pomoci
technologie Illumina. Na obou koncich fragmentu jsou P5 a P7 adaptéry pro vazbu na flow cell. Za nimijsou
indexy, které identifikuji vzorek pfi nasledné analyze, coz umoznuje v jednom pfistroji naraz sekvenovat
vzorky z vice jedincl. Nakonec je v rdmci navazaného oligonukleotidu vazebné misto pro primer jak pro
syntézu fragmentu, tak pro syntézu indexu v opaéném sméru. Mezi oligonukleotidy je samotny sekvenovany
vzorek (fragment DNA), ktery je vétsinou 150 bp aZ 500 bp dlouhy. Cteni jsou vétsinou kratsi nez cely
fragment, a tudiz vznikne insert — nesekvenovana cast fragementu. Upraveno podle Illumina (2024).



1.2.4 Technologie tfeti generace sekvenovani

Mezi technologie tfeti generace sekvenovani se fadi technologie Oxford Nanopore
Technologies (ONT) (Clarke et al., 2009; H. Lu et al., 2016) a Pacific Biosciences (PacBio)
(Rhoads & Au, 2015). Tyto technologie se vyznacuji zejména delSimi ¢tenimi, které mohou
dosahovat az milionu bazi. Dale se vyznacuji Fadové vySsi chybovosti oproti technologii
Ilumina. Jak ONT, tak PacBio maji chybovost pfiblizné 0,5-2 %. Sekvenacni technologie
PacBio HiFi umozniuje ¢teni velmi dlouhych Usek( (v prdméru 13,5 tisic bazi) a zaroven
vykazuje vysokou miru pfesnosti (99,95 %) (PacBio, b.r.; Wenger et al., 2019). RozSifené

porovnani vSech generaci sekvenovani je v tabulce 1.

ONT a PacBio maiji vyrazné jiny zpusob detekovani jednotlivych bazi nez Illumina. ONT
sekvenovani vyuziva proteinové nanopoéry, skrze které prochazi jednovlaknova DNA.
Elektricky signal generovany zmeénami iontového toku pfes nanopdr je dekddovan
a pfifazen odpovidajicim nukleotidovym sekvencim (Clarke et al., 2009). PacBio SMRT
sekvenovani vyuzivd cirkularizované DNA templaty a dlouhodobé sledovani
polymerazové aktivity v mikroskopickych jamkach. Tato metoda umozniuje opakované
Cteni stejného fragmentu DNA, ¢imzZ se zvySuje presnost sekvenovani (Rhoads & Au,

2015).

Tabulka 1 - Porovnani vSech generaci sekvenacnich technologii podle vyhod (+) a nevyhod (-) (Complete
Genomics, 2024; Illumina, b.r.-a; NC State University, 2024; PacBio, b.r.; Whiteford, 2022).

Generace . . L.
L. . Délka . Finanéni ..
sekvenacni Presnost . ) Kapacita L. Dalsi

. Cteni narocénost
technologie

1. generace 99,95 % Az 1kbp | Nizka (-) $2500 - $8000/ | Casové

(Sanger) (+) (+) Mbp (-) naroéné (-)
2.generace 99,9 % (+) | 75bp - AZz16Tb/ $5-$30/Gbp Vétsinou
(Ilumina) 150bp (-) | b&h (+) (+) vyzaduje PCR

(-)

3. generace 98-99,5% | AZMbp | 50-500Gb | $9-$500/Gbp | Neni potieba
(ONT, PacBio) | (-) (+) / béh (-) ) PCR (+)
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2 Sekvenacni chyby na zakladé sekvencniho kontextu

Ke vzniku chyb v uréeni priméarni sekvence analyzované DNA mize dojit na vSech
Urovnich analyzy. Sekvenovani je pfirozené zavislé jiz jen na kvalité analyzované DNA,
ktera je ovlivnéna celou fadou parametrll a pre-analytickych krok( pfi ziskavani
sekvenacniho templatu. Kvalita vstupniho genetického materialu je ovlivhéna stafim
analyzované DNA. DalSim faktorem je heterogenita vzorku nukleovych kyselin, ktera
v pfipadé analyzy germinalni DNA mUze byt komplikovana pfitomnosti DNA z klonalni
hematopoézy Ci nerozpoznané (pre)maligni cirkulujici populace (Nix et al., 2020). Tyto

“pre-analytické” chyby vSak nejsou pfredmétem této prace.

2.1 Substituce vs. inzerce/delece

Jednim z nejznameéjsich typl chyb, které se vyskytuji v technologii Illumina, jsou tzv.
substituéni chyby, tedy situace, kdy je dana baze pfectena nespravné (Stoler
& Nekrutenko, 2021). Druhym typem chyb jsou inzerce/delece (indel), kdy se bud chybné

vloZi baze, kteréd do sekvence nepatfi, anebo baze neni pfectena vibec.

Nejcetnéjsi substituci na platformé Illumina je substituce A>C (Dohm et al., 2008; Ross
etal., 2013; Schirmeretal., 2015; Stoler & Nekrutenko, 2021). DalSi Casté substituce jsou
znazornény v tabulce 2. Kromé téchto substituci bylo také ukazano, Ze substituce zavisi
i na bazi, ktera predchazi substituci (nej¢astéji G nebo A) (Stoler & Nekrutenko, 2021),
a Ze nejvice nachylné na substituce je G a T (Schirmer et al., 2016). Literatura (Tab. 2) se
shoduje jen v jedné substituci (A>C) a ostatni ¢etné substituce maji velmi maly nebo

Zadny prekryv mezi rGznymi pracemi.

Dle Jeon a jeho spolupracovnikll jsou tranzi¢ni substituce (purin>purin nebo
pyrimidin>pyrimidin) ¢asté&jSi nez transverzni (purin>pyrimidin nebo pyrimidin>purin)
(Jeonetal., 2021). Kdezto ostatni autofi (Dohm et al., 2008; Ross et al., 2013; Schirmer et
al., 2015; Stoler & Nekrutenko, 2021) k tomuto zavéru nedosli, vétSina substituci, které
identifikovali jsou transverzni substituce (tab. 2). Vznik substituénich chyb tudiz
pravdépodobné nezavisi pouze na uzkém sekvenénim kontextu, ale také na dalSich
vlivech, jako jsou rozdilné zpusoby pfipravy knihovny, rozdilné sekvenacni metody

raznych produktd [llumina a dalsi.
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Indel chyby jsou méné casté na platformé Illumina® (Schirmer et al.,, 2016). Na
platformach ONT a PacBio pfevladaji nad ostatnimi typy sekvenacnich chyb, coz patrné
odrazi sekvenacni technologii nachylnou na nuance v kontinualné detekovaném signalu

(Goodwin et al., 2016; Karst et al., 2021).

Tabulka 2 - Pfehled nejcastéjSich substituci. V hornim indexu vSech substituci je vyznacen typ — transverzni
substituce (TV) nebo tranzi¢ni substituce (TI).

Substituce | Cetnost | Literatura

Dohm et al. (2008), Ross et al. (2013), Stoler a Nekrutenko (2021),

ASCTV S
Schirmer et al. (2015)

A>G™ *xx% | Stoler a Nekrutenko (2021), Jeon et al. (2021)

A>TV *xx Stoler a Nekrutenko (2021)

™GV ***x* | Ross etal. (2013)

T>C™ *xk Schirmer et al. (2015), Jeon et al. (2021)

G>TV ***x% | Dohm et al. (2008), Ross et al. (2013), Schirmer et al. (2015)

G>A" *x Jeon et al. (2021)
C>A" *x Schirmer et al. (2015)
C>T" *x Jeon et al. (2021)

2.2 Homopolymery

Homopolymery (polynukleotidové sekvence slozené z identickych bazi) jsou dalSim
typem sekvence, ktera je pro sekvenovani obtizna. Homopolymery v genomové DNA maji
vétSinou strukturni funkci pfi organizaci chromatinu (Dechering et al., 1998). Dale mohou
mit regulaéni funkci vramci transkripénich faktor( (de Oliveira Martins et al., 2022).
Homopolymery maiji vétSinou nizsi pokryti nez jiné sekvence, ale G/C-homopolymery

myvaji jeSté nizsi pokryti, nez A/T-homopolymery (Modlin et al., 2021).

T Substituéni chyby se objevovaly s pfibliznou frekvenci 0,005-0,01 na bazi, indel chyby se objevovaly
s pfibliznou frekvenci 2,8x10°-5,1x10®. Indel chyby jsou tedy pfiblizné tisickrat az deset tisickrat méné
Casté.
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Se zvySujici se délkou homopolymeru (2 az 8 bazi dlouhé) vznika vyssi pravdépodobnost
substituénich a indel chyb zpuasobujicich chybné uréeni délky homopolymeru.
Substituéni chyby v homopolymerech jsou ¢astéji generovany na platformach Illumina,
indel chyby ¢astéji na platformé ONT (Chen et al., 2024; Karst et al., 2021). G/C-
homopolymery jsou k témto chybam vice nachylné nez A/T-homopolymery (Shin & Park,
2016). Ross et al. (2013) dale ukazali, Zze na platformé Illumina maji delSi homopolymery
(az 20bp) vyssi chybovost na rozdil od kratSich homopolymer( (kratSi nez 10bp). Na
platformé PacBio byla chybovost velmi podobné napfi¢ rznymi délkami ¢teni. Relativni

chybovost substituénich chyb na obou platforméach byla pfiblizné stejna (102 na bazi).

Casto se také objevuji chyby, které vznikaji tésné za homopolymerem. Zde vznikne
substitu¢ni chyba, kdy je ,pfec¢tena“ baze jako baze homopolymeru (skuteéna sekvence:
GGGGAC, prectena sekvence: GGGGGC). Tyto chyby se vyskytuji také zejména u G/C-

homopolymeru a méné ¢astéji i u A/T-homopolymerd (Stoler & Nekrutenko, 2021).

V repetitivnich regionech genomu, jako jsou homopolymery nebo také tandemové
repetice mize béhem jejich replikace sklouznout DNA polymeraza. Po sklouznuti
dochazi ke vzajemnému “posunuti” nascentniho a templatového vlakna v repetitivni
oblasti jehozZ vysledkem je bud inkorporace jedné nebo nékolika repetic navic (inzerce)
nebo naopak jejich chybéni (delece).Sklouznuti DNA polymerazy je pravdépodobné
hlavni dlivod pro vznik chyby v homopolymernich oblastech (Levinson & Gutman, 1987;

Murat et al., 2020; Shinde et al., 2003).

2.3 Palindromy a invertované repetice

Sekvence, jejichz reverzni komplement je identicky se samotnou sekvenci, jsou nazyvany
palindromy. Palindromy, které maji pfresné v pllce své sekvence vloZenou libovolné
dlouhou mezernikovou sekvenci, se oznacuji jako invertované repetice (viz obr. 4)
(Warburton et al., 2004). Tyto sekvencéni motivy cCasto zapficinuji vznik rdznych

sekundarnich struktur jako jsou vlasenky (L. Lu et al., 2007).

Kvlli moznosti indukovat sekundarni struktury mohou invertované repetice inhibovat

elongaci nukleotid( nejen béhem sekvenovani, ale také béhem PCR (Nakamura et al.,
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Vzajemné komplementarni sekvence

GATCC-
-

Nekomplementarni
vypli

5:

3(

C|T|A|G|G

3:

5(

Obrazek 4 - Schéma invertované repetice. Barevné vyznacené baze na koncich tvofi palindrom —na 5 a na
3‘ koncich obou sekvenci jsou identické sekvence. Vramci jednoho vlakna DNA je poslednich 5 bazi na
obou koncich vzajemné komplementarni. Mezi vzajemné komplementarnimi sekvencemi je
nekomplementarni vypli, kterda mize byt libovolné dlouha. Pokud je dlouhd alespon jednu bazi tak mdze na
denaturovaném vlakné vzniknout vlasenka, ktera vyuzZije vzajemné komplementarnimi sekvence pro
navazani. Vypli na sebe sama navazana nebude, jelikoz se jedna o nekomplementarni usek. Autorovo
vlastni dilo.

2011). Tudiz mohou tyto sekvence byt jak nedostate¢né zastoupené v sekvenovaném

vzorku, taki ve vysledku sekvenovani.

2.4 Vliv obsahu GC na pokryti

Sekvence, které jsou bohaté na GC pary (60 % a vice) maji nerovhomeérné pokryti — oproti
prameérnému pokryti celé sekvence. V eukaryotnim genomu se obecné GC bohatsi tseky
vyskytujiv exonech, zatimco oblasti s vy§Sim zastoupeni AT par( se nachéazejiv intronech
a intergenovych sekvencich. Sekvence bohaté, na GC pary maiji relativné nizsi pokryti nez
jiné ¢asti sekvence (Barbitoff et al., 2022; Dohm et al., 2008; Hillier et al., 2008; Modlin et
al., 2021; Ross et al., 2013). Nizsi pokryti CG-bohatych Usekd DNA je nejpravdépodobnéji
zpusobeno sniZzenou efektivitou amplifikace béhem PCR, kterd je zapfi¢inéna vyS$si
teplotou denaturace dsDNA v GC-bohatych oblastech (Benjamini & Speed, 2012; Dohm
et al., 2008; Hillier et al., 2008; Modlin et al., 2021; Panjkovich & Melo, 2005; Ross et al.,
2013). Platformy, které nepotfebuji PCR amplifikaci (napf. PacBio ¢i ONT), nemaji pokryti
ovlivnéné relativnim mnozstvim GC pard (Browne et al., 2020). Pokud se pfi pfipravé
knihovny pro platformu Illumina vynecha krok amplifikace pomoci PCR, vyrazné se tim
snizi riziko nerovhomérného pokryti (Kozarewa et al., 2009). Ross et al. (2013) ukazali, ze
technologie PacBio je vyrazné lepSi pfi ¢teni GC-bohatych i GC-chudych oblasti, protoze
technolgie Illumina ma pfiblizné padesatkrat horsi pokryti GC-bohatych sekvenci nez

PacBio a pokryti GC-chudych bylo jen desetkrat horSi nez na PacBio. Vykyvy v pokryti
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téchto sekvenci ma velky dopad na mapovani a de novo assembly?, kde se kvUli

Spatnému pokryti téZzce identifikuji opakujici se sekvence (Kozarewa et al., 2009).

2.5 DalSi zdroje sekvenacnich chyb vyplyvajici ze sekvencéniho
kontextu

Kromé dobre definovatelnych motivl jako jsou homopolymery, mohou sekvenovani na
platformé Illumina komplikovatijiné druhy motiv( (tabulka 3). Z vysledkl fady pozorovani
(Tab. 3) plyne, Ze mnoho takovych motiv(i za¢ina guanosinem nebo obsahuji ,,GG*, ,,GGT*
potazmo ,,GGC*“, a Ze pfiblizné 30 % chyb vznika, kdyz pfed chybovou pozici je guanosin
(Dohmetal., 2008). Vysledky vyzkumu se shoduji jen v nékterych kratsSich a jednodussich
motivech. Identifikace dalSich motivi (mimo GG atp.) mohou byt zapfi¢inény artefakty
zplsobenymi malym mnoZstvim zkoumanych vzork( ipfes jednotnou statistickou
analyzu napfi¢ studiemi. Motivy ,,AAA“ a ,TTT“ jsou pravdépodobné zminény jen
Schirmerem et al. (2016) protoze indel chyby jsou radové méné ¢asté nez substitucni
chyby (viz kapitola 2.2). Vétsina zminénych motiv( je GC-bohatd, coZz mlzZe byt dalsi

z dGvodd, pro¢ se u téchto motivl vyskytuji chyby.

Na platformé PacBio byl ukdzan motiv generujici chyby ,,CCDG*“ a ,,GRTRA“ a na ONT
motivy ,,AAAAADD“ nebo ,RGTGVTA“ (Nasrin & Rahman, 2019). Tyto motivy jsou

podobném tém, které pfimo indukuji indel chyby na platformé Illumina (Tab. 3).

Chyby se také cCastgji vyskytuji na koncich kratkych ¢teni. Zejména tomu tak je pro
3‘konce kvali tzv. phasing efektu (jenom u technologie Illumina). Cteni fragmentu je
mimo fazi se spravnym poradim inkorporace nukleotidll. Pokud se vramci cyklu
neodstépi blokujici molekula, nemuze dojit k inkorporaci dalSiho nukleotidu. V ramci
jednoho cyklu se také mohou chybné inkorporovat dvé avice bazi najednou, ¢imz se ¢teni
nékterych nukleotidd preskoci nebo bude zarover excitovano vice fluoroford. V malém
mnozstvi pfipadd mlzZe dochéazet i ke kombinacim zminénych defektl. Tento jev se sice
déje s malou pravdépodobnosti, ale s prodluzujicim se ¢tenim se pravdépodobnost

podobnych chyb zvySuje, coz je jeden z faktora limitujici délku ¢teni platformou Illumina

2 Assembly je proces sestaveni del$i sekvence nebo celého genomu na zékladé ¢teni bez vyuziti pfedeslych
znalosti jinych referenénich genoma.
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(Dohm et al., 2008; Schirmer et al., 2015; Star et al., 2014). Bylo pozorovano, Ze se chyby
vyskytuji blizko sebe (vedle sebe nebo maji mezi sebou jednu dalSi bazi) nebo na stejnych

¢tenich (Dohm et al., 2008; Stoler & Nekrutenko, 2021).

Tabulka 3 - Motivy, které indukuji chyby pfi sekvenovani pomocitechnologie Illumina.

Motiv Efekt motivu Literatura

GGT, CGT, AGT, | Asociace s chybou Stoler a Nekrutenko (2021),

NGGT, CTGRH, Allhoff et al. (2013), Nasrin a

GGYRR Rahman (2019)

GGC, GGT Chyba downstream od motivu Nakamura et al. (2011), Shin a
Park (2016)

GG, GGT, Chyba nastane bezprostiedné po | Meacham et al. (2011), Allhoff

ACGGCGGT, motivu etal. (2013)

GTGGCGGT

AAA, TTT Zpusobuje indel chybu Schirmer et al. (2016)

GGG, CGG, AGG | Zpusobuje substitu¢ni chybu Schirmer et al. (2016)
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3 Chyby vznikajici pfi bioinformatickeé analyze

3.1 Mapovani na referencni genom

3.1.1 Alignment

Nejstarsi pouzivany algoritmus pro pairwise alignment (zarovnani dvou sekvenci, obr. 5b)
je Needleman-Wunsch (Needleman & Wunsch, 1970). Tento algoritmus hleda optimalni
globalni alignment. Obé sekvence zarovna tak, aby vSechny baze z jedné sekvence byly
pfifazeny k bazi zdruhé sekvence nebo k mezefe. Na podobném principu je zalozen
algoritmus Smith-Waterman(-Gotoh) (Gotoh, 1982; Smith & Waterman, 1981), ktery
hleda optimalni lokalni alignment. Algoritmus najde jenom kratké podsekvence, které
maji vysokou podobnost a nesnazi se zarovnat celé sekvence. Optimalnost alignmentu
hodnoti skérovaci funkce, ktera vychazi ze skérovaci matice. Algoritmus je zalozen na
principu dynamického programovani. Algoritmus postupné od zacatku do konce
prochazi obé sekvence a u toho si zapisuje do tabulky skore, které prifadil vS§em dvojicim

bazi (Smith & Waterman, 1981).

Skorovaci funkce rozhoduje o skére, které pfrifradi kazdé dvojici bazi zobou sekvenci.
Vstupem funkce jsou dvé baze, skére predeslych dvojic bazi z tabulky, skérovaci matice
(obr. 5a) a srazka za mezeru (gap penalty). Vystupem je optimalni (maximalni) skére pro
danou dvojici. Skérovaci matice urcéuje, jak ma skorovaci funkce ohodnotit specifickou
dvojici bazi. Nejjednodussi matice obsahuje pouze hodnoty, které popisuji shodu (match)
a neshodu (mismatch) dvou bazi. SlozitéjSi skérovaci matice maji hodnoty ke vSem

dvojicim bazi, které jsou specifické pro porovnavané organismy (Chiaromonte et al.,

a b
ACGT Celkem
A1 -2 -2 9 Sekvence 1 AAGTT - - TTG -
Sekvence 2 AACTTTCTTG -
C Skére dle matice |11 -2 11 111 5
G-2-21-2 Srazka za mezeru -3 -1 A
T-2-2-21 1

Obrazek 5 - Priklad skorovaci matice a alignmentu. a) Skérovaci matice pro porovnani dvou bazi; shoda: 1,
neshoda: -2. b) Alignment dvou sekvenci sjednou substituci a mezerou o délce dva. Substituce je
penalizovana dle matice. Srazka za mezeru je pocitana nasledovne; zacatek mezery: -3 a prodlouzeni
mezery: -1. Vysledné skére je soucCet skore dle matice a srazek za mezery, zde 5-4=1. Autorovo vlastni dilo.
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2001). Vysledkem alignmentu je optimalni skére, které vyjadfuje pocéet pfesnych shod

bazi, potet neshod bazi a potet mezer.

Skorovaci funkce mohou pouzivat tfi rizné typy srazek za mezeru. Nejjednodussi typ je
konstantni srazka za kazdou mezeru bez rozliSeni jeji délky. DalSi typ je linedrni srazka —
za kazdou zafazenou mezeru misto baze (Needleman & Wunsch, 1970). Afinni srazka
(obr. 5b) je momentalné nejvyuzivané;jsi a biologicky nejvérnéjsi (Marco-Sola et al., 2023).
Tento typ rlizné penalizuje zacatek mezery (gap-open) a prodlouzeni mezery (gap-extend)

(Altschul, 1998; Altschul & Erickson, 1986; Gotoh, 1982).

3.1.2 Mapovani

Cilem mapovani je pfifadit co nejvice ¢teni na konkrétni misto v referen¢nim genomu.
Ktomu je zaprvé potfeba indexovat referen¢ni genom anebo vSechna cCteni, kdy
algoritmus vlozi do pameéti polohové informace sekvenci referencniho genomu anebo
Cteni, aby v nich mohl nasledné rychle vyhledavat. Nasledné algoritmus urci, kam vSude
se mohou jednotliva Cteni pfifadit na referenéni genom. V dalSim kroku algoritmus
pouzije pairwise alignment, aby rozhodl, ktera mista jsou nejvhodnéjsi a jestli vzniknou
indely nebo substituce. Vétsina algoritmU pouZziva algoritmy Needleman-Wunsch nebo

Smith-Watermann pro konecny alignment (Alser et al., 2021).

Referen¢ni genom je genom, ktery slouzi jako standardni sekvence pro jeden ZivociSny
druh (Kaye & Wasserman, 2021). Prvni rozSifeny lidsky referenéni genom GRCh37
(Church etal., 2011) je linearni. Populace (jedinci, jejichZz genom byl pouzit pro sestaveni
reference) je znazornéna jako jedna sekvence (linearita), ktera bere v potaz jedinou
nejcastéjsi bazi na kazdé své pozici. Noveéjsi verze — GRCh38 - pfinesla kromé novych
oblasti, které nebyly v GRCh37 zahrnuty, také vyrazné vice alternativnich scaffoldd
(sestaveni), které obsahuji sekvence, které se vyskytly v populaci (Schneider et al., 2016).
Nejuplnéjsi lidsky linearni referencni genom je T2T-CHM13 (Nurk et al., 2022), kde T2T
znamena telomere-to-telomere (od telomery ktelomerfe) (Nurk et al, 2022).
Nejmodernéjsi referenéni genomy jsou grafové pangenomy, které udrzuji informace
o rliznych alelach genu a variacich v populaci pomoci struktury grafu (W.-W. Liao et al.,

2023).
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Mapovaci algoritmy lze rozdélit do dvou kategorii podle datoveé struktury, kterou pouzivaji
pro vyhledavaniv referenénim genomu a pro hledani mista, kam se ¢teni nejlépe pfifadi:

hashovacitabulka a sufixové pole.

Mezi algoritmy pouzivajici hashovaci tabulky se fadi MAQ (H. Li et al., 2008), NovoAlign
(Novocraft, 2023) a Minimap2 (H. Li, 2018). Hashovaci tabulka je datova struktura, ktera
kterékoli jedine¢né hodnoté pfifadi jedine¢nou hodnotu pomoci hashovaciho algoritmu,
¢imz lze nasledné v tabulce velmi rychle vyhledavat (Maurer & Lewis, 1975). Pomoci
hashovaci tabulky algoritmus indexuje referen¢ni genom a nasledné hleda zkracené
Cteni v referencnim genomu (témto kratkym sekvencim se fika seed). Aby bylo mozné
vyhledavat ¢teni se substitucemi na zacatku, spaced seedy maji definovana mista, kde
se se nemusi perfektné shodovat s referencnim genomem. Tyto seedy jsou nasledné
prodluZzovany pomoci alignment algoritm(l, aby pokryly co nejvétsi ¢ast ¢teni (H. Li
& Homer, 2010). Seedy i spaced seedy nepodporuji indely na zacatku Cteni. Toto je
feSeno g-gram filtrem, ktery dovoluje k sobé pfifazovat sekvence, které maji mezi sebou
mezery (Singh et al., 2018). Q-gram filtr je implementovan napfiklad v nastrojich SHRiMP
(Rumble et al., 2009) a RazerS 3 (Weese et al., 2012).

Dal$i metodou, ktera umoznuje rychlé vyhledavani v sekvenci znakd, je vyhledavani
pomoci sufixovych poli. Sufixové pole je alternativni, pamétové uspornégjsi struktura
k sufixovému stromu, kteréd uklada pouze setiidéné pocatky vSech sufix. Sufixovy strom
je stromova datova struktura, ve které jsou ulozeny vSechny mozné sufixy celé sekvence,
aby Slo v sekvenci rychle vyhledavat (Alser et al., 2021). Na podobném principu, jako je
sufixové pole, je také zalozen FM-index, ktery je odvozen od Burrows-Wheelerovy
transformace (BWT). FM-index neuklada pfimo pocatky sufixll, ale umoziiuje efektivni
vyhledavani podretézcl pomoci operaci rank/select; pozice nalezenych sufixt lze zpétné
rekonstruovat pomoci vzorkovani sufixového pole (Ferragina & Manzini, 2005; H. Li
& Durbin, 2009). Tyto datoveé struktury vyuzivaji napftiklad algoritmy BWA (H. Li & Durbin,
2009), BWA-MEM2 (Vasimuddin et al., 2019), Bowtie2 (Langmead & Salzberg, 2012)
a HISAT2 (Kim et al., 2019). Podobné jako u algoritm( pouzivajici hashovaci tabulky, i tyto
algoritmy hledaji nejdfive kratké sekvence (seedy), které jsou nasledné rozsSifovany

algoritmy pro pairwise alignment (Vasimuddin et al., 2019).
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3.1.3 Nedostatky skorovacich funkci

Princip skérovacich funkci umozni najit vice nez jednu ¢ast na referenénim genomu, kde
jeji zarovnani vede ke stejné vysokému skoére. Témto zarovnanim se fika ,vzajemné
optimalni zarovnani“ nebo ,nejednoznac¢né mapovani“. Mapovana ¢teni jsou pak
vylou¢ena (Marioni et al., 2008), ndhodné pfifazena na jedno z mist (MAQ, BWA), nebo
jedno z mist, kde se mohou zarovnat, je vybrano jako primarni a dalsi jako sekundarni
(BWA-MEM, Bowtie2) (Aldawiri etal., 2022; Landan & Graur, 2009; Wilton & Szalay, 2023).
Dale je moZné, Ze skérovaci funkce vytvofi chybné zarovnani — nukleotidy jsou zarovnany
tak, Ze maji mezi sebou Spatné urCené mezery, i kdyz je skére optimalni (viz obr. 6).

Spravnost alignmentu je hodnocena z evolu¢niho pohledu (Landan & Graur, 2009).

Pro kvantifikaci nejednoznacného mapovani byla zavedena mapovaci kvalita (MAPQ),
ktera pfifazuje nizkou kvalitu ¢tenim, které se mohou stejné dobfe mapovat na vice mist,
a vysokou kvalitu ¢tenim, které maji az jen jedno misto, kam se mohou namapovat (H. Li
et al.,, 2008). Vypocet MAPQ je odvozen od pravdépodobnosti Spatného zarovnani
sekvence (angl. misalignment), a jeji vypocCet se liSi mezi mapovacimi algoritmy.
Pravdépodobnost lze upravit nebo lépe odhadnout na zakladé sekvenovaného vzorku
napfiklad pomoci strojového uceni, které bere v potaz sekvencni kontext, kvalitu
alignmentu a dalSi proménné. Tyto dodatecné odhady maiji Casto efekt na zvySeny pocet
spravné detekovanych bodovych mutaci, ale ne na vétsi strukturni varianty (Cline et al.,

2020).

Skdrovaci funkce jsou parametrizovany hodnotami, které definuiji jeji funkcionalitu — jak
ma vybudovat zarovnani a jaké skére mu dat, velikosti seed( atp. Mapovaci programy

maji svoje preddefinované hodnoty téchto parametrd, které je mozné manualné zménit

-
TcG=gGaTGGa ATAgaacggtacttcAgAtagTaaTc spravné
TgGCCGGTGGg ATAttgact-=-== tAaAaccTcgTt

-
rcGg-GaTGGa ATAQaacggtACTTCAgAtagTaaTc | g ..o
TgGECGYTGGy ATA====ttgACTTaAaACC-TCgTt

Obrazek 6 - Pfiklady moznych chyb alignmentu. Skérovaci funkce muze pfifadit dvéma zcela odliSnym
zarovnanim dvou sekvenci identické (zaroven optimalni) skére a je na nahodé, které z nich bude vybrano.
Na téchto dvou pfikladech je ilustrovano, jak mize vypadat jednoduchy (vlevo) a sloZity (vpravo) Spatné
a spravné sestaveny alignment. Nakonec pracovnik vyhodnoti, ktery alignment je nejleps$i nebo upravi
parametry skérovaci funkce, aby dosahl nejlepSiho vysledku. Upraveno dle Landan a Gaur (2009).
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pro zlepSeni vysledku pro dany organismus, coz je vyhodné zejména pro nemodelové
nebo vysoce mutované genomy (Nielsen et al., 2011; Smolka et al., 2015). Existuje velky
vybér mapovacich néstroj a algoritm0 a je béZné, Ze se pro specifické vyuziti porovnavaji
mezi sebou pro dosazeni co nejlepsiho vysledku. Programy, jako je Teaser (Smolka et al.,
2015), automaticky vyhodnoti sekvenovany vzorek a zjisti nejvhodnégjSi nastaveni
parametr( specifickych mapovacich nastroj (napf. Bowtie2 ma 34 riznych parametra).
Tato optimalizace mUze zvysit pfesnost mapovani a vyrazné zrychlit jeho proces. BEéhem
optimalizace Casto zalezi na sledované hodnoté (napf. pocCet faleSné pozitivnich
mapovani) a podle toho je nutné parametry upravit (Hatem et al., 2013; Wilton & Szalay,

2023).

3.1.4 Nedostatky referencniho genomu

Referenéni genomy, kvili sekvena¢nim problémUim nastinénym vyse a nedostatkiim pfi
de novo assembly, nejsou kompletni a jsou vytvoreny zvelmi malého vzorku
analyzovanych individualnich genomUi. GRCh38 je sestaven z genomu nékolika desitek
jedincll a T2T-CHM13 je dokonce vystupem genomu jednoho c¢lovéka, coz neni
reprezentativni pro celou lidskou populaci. Verze GRCh38 rozsifila GRCh37 o mnoho
chybéjicich sekvenci v duplikovanych, telomerickych a centromerickych oblastech
a opravuje mnoho dalSich menSich chyb (Schneider et al., 2016). Pfesto v GRCh38 stale
chybi pfiblizné 250 Mbp sekvence (W.-W. Liao et al., 2023). T2T-CHM13 je jediny
kompletni lidsky referencni genom, ktery rozSifuje GRCh38 0 236 Mbp sekvence zejména
v centromerickych oblastech, mimosatelitnich duplikacich a chromozomu Y (Nurk et al.,

2022; Rhie et al., 2023).

Vysoce polymorfni oblasti pfedstavuji dalsi problém referenénich genom(. Mezi vysoce
polymorfni patfi napfiklad oblasti kédujici geny hlavniho histokompatibilniho systému
(HLA; Human Leukocyte Antigen). Mapovani &teni na tyto regiony predstavuje vyzvu,
protoze standardni linearni referenéni genom nemuzZe pojmout v8echny varianty, které
mohou v populaci vzniknout (Dilthey, 2021). Mimo jiné HLA geny maiji blizké paralogy na
chromozomech 1, 9 a 19, kv(li kterym se mohou ¢teni mapovat nejednoznac¢né (Brandt
et al., 2015; Kasahara et al., 2004). Pro mapovani do HLA lokust byla vytvofena jedna

z prvnich lidskych grafovych referenénich sekvenci (PRG), ktera na rozdil od linearnich
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referen¢nich genomU umi zahrnout i strukturni a dalsi populacné specifické varianty

(Dilthey et al., 2015).

Mapovaci algoritmy maji téZko odstranitelnou zaujatost vici alele, ktera je v referenénim
genomu. Algoritmy funguji na principu pfifazovani ¢teni na ¢ast genomu, které se nejvice
podoba. Nejpouzivangjsi genomy (GRCh37 a GRCh38) prakticky funguji jako
homozygotni. Pokud je analyzovany jedinec vjednom misté heterozygotni, tak &teni
budou obsahovat jak referenc¢ni alelu, tak alternativni (v(c¢i referenénimu genomu).
Referencni alela se bude mapovat vzdy (pokud opomeneme mutace), kdezto alternativni
alela se bude mapovat méné pravdépodobné, protoze je jina, a algoritmy ji mohou
mapovat s nizkou MAPQ nebo ji nenamapuji vibec (Brandt et al., 2015; Lunter

& Goodson, 2011).

3.1.5 Repetitivni ¢asti genomu

PFfiblizné 50 % lidského genomu tvofi repetitivni sekvence (International Human Genome
Sequencing Consortium, 2001; W.-W. Liao et al., 2023), jako jsou genové duplikace,
transpozony nebo kratSi homopolymery a repetice (obr. 7). Pfi mapovani ¢teni, které
pochazi z repetitivhich sekvenci, se ¢asto stava, ze vznikne nejednoznacné mapovani

a vysledna MAPQ celé repetice je fradove nizsi (Ross et al., 2013).

Sekvenovani pomocitechnologie Illumina ma hlavni nevyhodu v kratkych ¢tenich, jejichz
délka je Casto kratSi (i pfi pouziti parového sekvenovani) nez délka sekvenované
repetitice. V GRCh37 existuje pfiblizné 23 000 000 usekd o délce 1 kbp, ktera nemaji
jednozna¢né mapovani avétSina z nich (> 99 %) je soucasti transpozon( a velkych

segmentovych duplikaci (W. Li & Freudenberg, 2014). Pro efektivni sekvenaci repetitivni

50 3%

m Unikatni DNA sekvence

= RNA transpozony

50%
DNA transpozony
42%
Tandem opakovani

Obrazek 7 - Rozdéleni repetitivnich sekvenciv lidském genomu. Pfiblizné 50 % lidského genomu je unikatni,
42 % je slozeno z RNA transpozon(, 5 % z DNA transpozon( a 3 % z tandemovych repetic. Upraveno dle
Liao et al. (2023).
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¢asti genomu je vhodné pouzivat technologie PacBio nebo ONT, ktera maji delSi ¢teni
(Gall-Duncan et al., 2022; Reinert et al., 2015; Tanudisastro et al., 2024). Je v§ak nutno

podotknout, Zze vétSina diagnostickych sekvenaci obvykle na repetitivni oblasti necili.

Pro vyfeSeni nejednoznaénych mapovani nebo pro dodate¢né mapovani &teni, ktera
nebyla namapovéana vlibec, zejména v oblastech s kratkymi repeticemi, je mozné vyuzit
nastroji pro remapping (Tanudisastro et al., 2024). Remapping je metoda, ktera
identifikuje repetitivhi sekvence a Cteni, které maiji nizkou MAPQ, nejsou namapovany
nebo maiji vyrazné nenormalni délku insertu Ci orientaci. Nasledné jsou tato ¢teni znovu
alignovana pomoci specializovanych programu jako HipSTR (Willems et al., 2017) nebo

GangSTR (Mousavi et al., 2019).

3.1.6 Strukturni varianty

Stejné jako bodové mutace i strukturni varianty (varianty o délce vétsi 50 bp) hraji
dllezitou roli ve variabilité genomu. Mezi strukturni varianty se fadi inzerce (vloZeni nové
sekvence nebo transpozonu), delece (ztrata useku sekvence), duplikace (zmnoZeni
useku sekvence), inverze (otoCeni useku sekvence) a translokace (premisténi kusu
sekvence). Variace poctu kopii (angl. Copy Number Variant, CNV) je specialni kategorie
strukturnich variant, které méni pocet jedné sekvence v genomu (duplikace a delece)
(Alkan et al., 2011). Detekce strukturnich variant pomoci kratkych ¢teni lze rozdélit na tfi
zakladni zplUsoby: 1) parova ¢teni maji mezi sebou insert, ktery je netypicky dlouhy nebo
je jedno ¢teni ve Spatném sméru vic¢i druhému; 2) ¢teni jsou rozdélena na dvé ¢asti; 3)
pokryti sekvence je vdaném misté abnormalni (Alkan et al., 2011; Hanlon et al., 2022;

Mahmoud et al., 2019).

Kazdy typ strukturnich variant mé svij typicky zplsob mapovani na referenéni genom
nebo maji typicky profil pokryti (obr. 8). Napfiklad duplikace vyrazné zvysi pokryti
duplikované sekvence, inverze zméni orientaci Cteni a delece zvétSi mezeru mezi
parovymi ¢tenimi (Mahmoud et al., 2019). | pfes tyto identifikdtory mize byt mapovani
strukturnich variant naroc¢né, obzvlasté v pfipadech, kdy dochazi k balancovanym
pfestavbam s hranicemi v mistech nepokrytych dostateCnym poctem c&teni nebo

v mistech repetitivnich sekvenci.
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Zejména pfi pouzivani sekvenovani technologii Illumina, kterd ma &teni vétSinou kratsi
nez veétSina strukturnich variant, se stava, Ze varianta nebude detekovana. P¥i
komplexnich strukturnich variantach, které kombinuji vice nez jeden typ variant, je
mapovani pomoci kratkych ¢teni skoro nemozné. Dale, kratké delece nebo inzerce, které
vzniknou mezi pary ¢teni (vramciinsertu) se mohouvelmijednoduse ztratit, protoZe touto
metodou lze nalézt jen delSi varianty, které vyraznéji vycnivaji z rozdéleni® délky insertu.
Detekce strukturnich variant pomoci kratkych ¢teni ma vysokou pravdépodobnost
faleSné pozitivnich identifikaci a algoritmy narazi na strop toho, co je technologicky

mozné (Mahmoud et al., 2019).

Sekvenovani s delSimi ¢tenimi (ONT a PacBio) tyto nedostatky do velké miry odstranuje.
Jedno ¢teni mUze pojmout i velmi slozité varianty a prestavby a je lepsi konkrétné pfi

identifikaci inzerci (Mahmoud et al., 2019; Y. Pei et al., 2024).

Delece Inzerce Inzerce transpozonu
Ref. = 7 Ref. »  Rel.
B —— _— B ——
Transpozon

Tandem duplikace Rozdélena duplikace
Ref. f— > Ref —p——

e —_—
Inverze Translokace
Ref, Ref,

_—Tt

:}:==1-—ﬁ_ Ref.

Nature Reviews | Genetics

Obrazek 8 — Znazornéni efektu delece, inzerce, transpozon(, duplikace, inverze a translokace na sekvenci
vici referenénimu genomu (Ref.). Pfi deleci sekvence zmizi, pfi inzerci se sekvence vloZi mezi namapované
Casti, pfi tandemové duplikaci se nova sekvence zaradi za starou (to je béhem mapovani vétSinou
znazornéno znasobenim pokryti duplikované ¢asti), pfi rozdélené duplikaci se nova sekvence zaradi jinam
v genomu, pfi inverzi se sekvence otoci a pfi translokaci se sekvence posune jinam v genomu. Upraveno dle
Alkan et al. (2011).

3.1.7 PCR duplikaty

Pro sekvenovani a néasledné bioinformatické zpracovani je vhodné, aby byl cely

sekvenovany vzorek rovhomeérné amplifikovan. BEhem PCR amplifikace vS8ak dochazi ke

3 Fragmenty DNA nebyvaiji vSechny stejné dlouhé, zejména, kdyzZ jsou fragmentovany sonikaci. Tudiz pfi
sekvenovanijedné délky étenivzniknou rdzné dlouhé inserty. Tyto délky maji néjaké matematické rozdéleni,
na jehoz zdkladé lze odhadnout, zda insert neni moc dlouhy ¢i kratky, coz by indikovalo strukturni variantu.
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vzniku tzv. PCR duplikatll - identickych fragment(i DNA, které vznikly nadmeérnou
amplifikaci jednoho templatu. Tyto duplikaty se vyskytuji napfi¢ celou knihovnou
a prispivaji k umélému navySeni sekvenacni hloubky a velikosti vyslednych dat, aniz by
pfinesly nové biologické informace. Jejich vyskyt je ovlivnén oCekavanym pokrytim
a omplexitou vzorku — vzorky s nizsi komplexitou nebo velmi hlubokym sekvenovanim
mivaji vys$si podil PCR duplikatll (Rochette et al., 2023).Mapovani PCR duplikatl na
referencni genom uméle zvysi pokryti postizenych ¢asti, coz muize negativné ovlivnit
zejména identifikaci duplikaci, které jsou detekovany zvySenym pokrytim. PCR duplikaty
uméle navySuji pokryti analyzované sekvence oproti ocekavanému pokryti, ¢imz se
nadhodnoti kvalita sekvenovani. Proto by bylo vhodnéjsi pokryti pocitat nikoliv jako
pramér hloubky sekvenovani pres kazdou bazi, ale jako maximalni hloubku sekvenovani,

které dosahuji vSechny baze v.

PCR duplikaty jsou jednodusSe pocitacové detekovatelné (jsou to identicka ¢teni o stejné
délce, ktera se vdatech objevuji nadmérné cCastokrat), a proto existuje mnoho
deduplika¢nich nastrojd, které duplikaty identifikuji a ze vzorku odstrani. Nejpouzivané;jsi
nastroje jsou Picard MarkDuplicates (Broad Institute, 2019) a SAMTools (H. Li et al.,
2009). Efektivita obou nastrojl je podobna a jejich vyuZiti se snizuje kvili vy$si efektivité
neustale se vyvijejicich sekvenancénich technologii a nastroji pro identifikaci variant
(Ebbert et al., 2016). Deduplikacni nastroje mohou vSak nékdy chybné odstranit
i skute¢né duplikaty (duplikovany segment DNA) nebo nékteré duplikdty minou
(repetitivni segment DNA) (Zvéfinova & Guryev, 2022). Vyskyt a identifikaci PCR duplikatd
je mozné ovlivnit i pomoci Upravy v pripravé sekvenovanych vzork(. Béhem pfipravy
sekvenacni knihovny lze na fragmenty navazat UMI (unique molecular identifier), které
jsou sekvenovany spolec¢né sfragmentem DNA a jednoznacéné identifikuji kazdy
analyzovany fragement DNA. Na jejich zakladé lze odstranit PCR duplikaty, protoze

kvantifikace UMl ur&i fragmenty, které byly nadmiru amplifikovany (Rochette et al., 2023).

3.2 Variant calling

Poslednim krokem po mapovani ¢teni na referencni genom je identifikace variant (variant

calling - VC) a urCeni efektu téchto variant na fenotyp analyzované osoby. Kvalita VC je
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nejvice opfena o kvalitu nastroje pro VC, ale i pfes vyrazné zvySeni kvality mapovacich

nastroju, tak hraji roli v kvalitnim mapovani (Barbitoff et al., 2022; Olson et al., 2023).

3.2.1 Nastroje

Nastroje, které varianty identifikuji, se nazyvaji callery. Podobné jako u nastroji pro
mapovani existuje i fada raznych callerd pro VC, ¢asto specializovanych na konkrétni typ
variant — bodové varianty, strukturni varianty, CNV a dalsi varianty. Rozsahly prehled
nastrojl publikovaliZvéfinova a Guryev (2022), Koboldt (2020) a Nielsen et al. (2011). Nize

je uveden prehled nejpouzivanégjsich.

Nejcastéji pouzivanym callery jsou GATK HaplotypeCaller (McKenna et al., 2010),
FreeBayes (Garrison & Marth, 2012) a Bcftools (Danécek et al., 2021). Tyto tfi callery maji
rozdilné pfistupy k VC a vSechny jsou primarné urceny pro VC kratkych variant — bodové
mutace a kratké indely. GATK HaplotypeCaller nejdfive identifikuje aktivni oblasti, na nich
vytvofi grafovou strukturu a identifikuje mozné varianty pomoci Smith-Waterman
algoritmu. Nasledné vyuzije skryté Markovovy modely pro vypocitani pravdépodobnosti
jednotlivych alel a ztéch je vyvozen nejpravdépodobnégjsi genotyp (GATK, 2023).
FreeBayes identifikuje varianty na zakladé modelu Bayesovy podminéné
pravdépodobnosti, kde ke kazdému genotypu daného lokusu na zakladé Cteni pfifadi
pravdépodobnost vyskytu. Prestoze postup je vétSinou pouzivan pro kratsi varianty, lze
tento algoritmus aplikovat i pro delSi strukturni varianty jako CNV (Garrison & Marth,
2012). Vbalicku Bcftools je nejdfive aplikovan prikaz mpileup, ktery vygeneruje
pravdépodobnosti pro genotypy pres vSechny prectené baze. Nasledné se provede pfikaz
call, ktery varianty na zakladé pravdépodobnosti identifikuje. Vramci Bcftools jsou

i nastroje pro VC CNV (Danécek et al., 2021).

V posledni dobé vznikaji callery, které vyuzivaji strojové uceni a je zfejmé, ze tyto nastroje
budou postupné nahrazovat nastroje, které na ném zalozené nejsou (Olson et al., 2023).
MezinejvyuzivanéjSinastroje tohoto typu se fadi DeepVariant, ktery je zaloZen na principu
hlubokého strojového ucéeni. DeepVariant prvné identifikuje moznéd mista variant, ze
kterych vytvofi specialni datovou strukturu. Ta je nasledné vlozena do pfedtrénované
konvoluéni neuronové sité, ktera vrati pravdépodobnosti genotypl pro kazdou variantu

(Poplin et al., 2018).
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Vybérvhodného calleru je velmi dllezity — kazdy caller je zaloZen na jiném principu, proto
je prekryv mezi identifikovanymi variantami mezi rGznymi callery jen ¢astecny. Piekryvy
mezi vySe zminénymi callery se pohybuji od 57 % az po 92 % (Hwang et al., 2015; Lin et
al.,, 2022), i kdyz vzdy zalezi na vzorku, ktery je pro tato porovnavani pouzivan.
V komplexnich ¢astech genomu (mnoZstvi repetic, homopolymerl, GC-bohatych
sekvenci) mUze byt prekryv mezi callery nizky (75 % a méné), ale v méné komplexnich
¢astech genomu tento prekryv muize byt az 99,7 % (Krusche et al., 2019). Jak bylo
uvedeno, jsou callery uréené kidentifikaci rlznych typl variant a je tudiz ¢asté, zZe je
jeden vzorek analyzovan nékolika rlznymi callery pro identifikaci vice typU variant.
Nékteré nové dokonce kombinuji nékolik riznych callert pro presnéjsi VC (Alkan et al.,

2011).

Hodnoceni kvality callerd je v rlznych studiich velmi rozdilné , coz je pravdépodobné
dano studovanymi vzorky a mnoZinou porovnavanych callerd (Hwang et al., 2015;
Koboldt, 2020; Krusche et al., 2019; Lin et al., 2022; S. Pei et al., 2021). Nelze tedy fict, Zze
by jeden caller byl lepSi nez ostatni. Pro uréeni nejvhodnéjsiho calleru existuji doporuceni
(Krusche et al., 2019) a optimalizac¢ni nastroje jako RecallME, které ur&i nejlepsi caller

véetné relevantnich parametr( (Vozza et al., 2023).

Nékteré varianty mohou byt z vysledného VC odstranény (filtrovany) na zakladé pokryti,
MAPQ nebo genetickych ukazatell (Hardy-Weinbergova rovnovaha, vazebna
nerovnovaha a dalsi) (Koboldt, 2020; Nielsen et al., 2011), coz muZe zvySit pfesnost VC
(S. Peietal., 2021). Uvedeny postup ovSem neni univerzalni, protoze pfijeho nespravném
pouzitimUize dojit k chybnému odstranéni skuteé¢nych sloZitych varianty s nizkym pokryti,
coz vede kfaleSné negativnim vysledkim (Olson et al., 2023). Kvalitni callery umi
pracovat s nizkym pokrytim nebo nizkym MAPQ, a tudiz jimi nejsou do takové miry

ovliviiovany (Barbitoff et al., 2022).

Callery dosahuji velmi vysoké presnosti — az 99,9 %. Presto i pfi této Urovni pfesnosti
vznikaji fale$né pozitivni nalezy. V typickém lidském genomu je identifikovano pfiblizné
4-5 milionl zdédénych variant a zhruba 70 de novo variant. Pokud bychom identifikovali
5 miliond variant s 0,1 % chybovosti, objevilo by se pfiblizné 5000 fale$né pozitivnich

variant — tedy asi 70krat vice, nez je oCekdvany pocet skute¢nych de novo variant
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(Koboldt, 2020; S. Pei et al., 2021). Proto je vzdy doporuc¢ovano provést i vizualni kontrolu
kazdé varianty s potencialnim dopadem na vysledny fenotyp pomoci vizualiza¢niho
nastroje jako je Integrative Genomics Viewer (IGV) (Koboldt, 2020; Lin et al., 2022; Olson
et al., 2023; S. Pei et al., 2021). Pfesnost detekce varianty lze také ovlivnit jiz pfi pfipravé
knihovny nebo pfi vybéru analytické metody. PFi pokryti mensSi nez 10 je pfesnost VC
vyrazné mensi nez pfi vyssich pokryti, proto je obvyklé pouzivat pro identifikaci bodovych
mutaci alespon pokryti 10X, ale pokryti alespon 30X je doporu¢ovano pro celogenomové
sekvenovani. Od pokryti 40X se jiz pfesnost VC heterozygotnich variant v germinalnim
genomu nezvySuje (Hwang et al., 2015; Koboldt, 2020). Sekvenovani pomoci dlouhych
Cteni takeé vyrazné zvySuje presnost VC nejen u strukturnich variant, ale také mensich
variantve vysoce polymorfnich regionech (Olson et al., 2023; S. Pei et al., 2021; Zvéfinova

& Guryev, 2022).

Kromé VC pomoci sekvenovani lze vyuzit fadu jinych metod. Tyto metody se spiSe
zabyvaji rozsahlymi strukturnimi variantami — CNV, chromozomové prestavby a dalsi.
Mezi tyto metody patii Array CGH, SNP microarray, FISH a optické mapovani (Alkan et al.,
2011; Balachandran & Beck, 2020).

3.2.2 Anotace variant

Pro pfifrazeni efektu varianty se varianty anotuji. Efekty délime na nékolik kategorii (viz
kapitola 1.1.2). Dasledky bodovych mutaci, potazmo strukturnich variant, na genovou
expresi lze odhadnout pomoci pocitacovych programd, ale predikovat jejich skute¢ny

dUsledek vyZaduje slozitéjSi nastroje.

Nejpouzivangéjsi pfistup k anotaci variant je skrze rozsahlé kontrolované databaze variant
jako je napf. ClinVar (Landrum et al., 2018). Tyto databdze obsahuiji tisice germinalnich
variant s popisem jejich klinického vyznamu. Pfesto je nezbytné uvedené informace
peclivé ovéfovat, protoZze mohou obsahovat chyby nebo nepfesnosti (Koboldt, 2020;
Najafi et al., 2020). Specializované databaze jsou zaméfeny na hodnoceni somatickych

variant.

Populacni databaze (napf. gnomAD), které zaznamenavaji informace o frekvenci variant
ve svétovych populacich, jsou také pouzivany pro filtrovanivariant (vétSinou jenom kratké
indely nebo bodové varianty). Nej¢astéji jsou varianty filtrovany na populac¢ni frekvenci
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niz§inez 0,1 %, coz nemusi byt vzdy dostate¢né, zejména v klinické diagnostice , kdy jsou

hledany velmi vzacné varianty (Najafi et al., 2020).
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Zaver

Bakalarska prace se zamérfuje na identifikaci chyb, které vznikaji béhem sekvenovani
germinalni DNA pomoci NGS a v naslednych bioinformatickych analyzach, a které mohou
pomeérné zasadnim zpisobem ovlivnit klinickou interpretaci vysledk(. Prace se zejména
vénuje technologii Illumina, ktera je v soucasnosti nejrozSifenéjsi platformou pro
klinickou diagnostiku dédi¢nych poruch zarode¢né DNA v humanni medicinské praxi.
Prace ukazuje, Ze presnost vysledkll NGS je ovlivnéna fadou faktorl napfi¢ celym
sekvenacnim fetézcem - od biochemickych vlastnosti DNA, pfes limity sekvenacni
technologie az po zpracovani dat pomoci bioinformatickych algoritma. Proto je pfi nadvrhu
experimentu nutno uvazovat o tom, jak se volby v kazdém kroku procesu kumulativhé

promitaji do vysledku.

V praci byly vynechany chyby vznikajici na pre-analytické urovni samotné DNA. Chyby
vznikajici pfi pfipravé knihovny, zejména pfi PCR amplifikaci, mohou byt C¢astec¢né
eliminovany vhodnym experimentalnim navrhem. Naopak chyby spojené se samotnou
analyzou pomoci NGS jsou Casto technologicky podminéné a nelze jim zcela pfedejit.
Oto dulezitéjsi je s nimi pocitat pfi interpretaci dat. V ramci bioinformatického
zpracovani, tedy pfi mapovani a variant callingu, hraje klicovou roli vybér vhodnych
softwarovych néastrojd a parametrd, které by mély byt optimalizovany podle typu vzorku

a zamysleného klinického vyuziti.

V klinické praxi je vS8ak nutné, aby cely sekvenacdni a analyticky proces byl co nejvice
bezchybny. Dlouhodobou slabinou je prvni krok analyzy — mapovani na referenéni genom
— od néhoz se dalsi chyby odviji. Referen&ni genom neni kompletni a neni populacné
reprezentativni. Idealni referencni genom by mél byt sestaven z dostate¢né velkého
vzorku genomu z definované populace (zemé, oblast, kontinent nebo cely svét), aby
v sobé uchovavalipopulacné specifickou variabilitu. Takovy referenéni genom by vyrazné
zvySil pfesnost jakékoli genetické analyzy, protoze filtrovani variant a uréeni jejich efektu
by bylo opfené o silnéjsi datovy model. Kvlli mapovani kratkych ¢teni dochazi také

k obtizim pfi mapovaniv repetitivnich nebo silné polymorfnich oblastech genomu.
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V navaznosti na chyby v mapovani vznikaji chyby i ve variant callingu, kde mohou byt
skuteéné varianty prehlédnuty nebo naopak dochazi k detekci umélych, neexistujicich
variant. Kvalita vysledné variantni analyzy tak zavisi nejen na samotné kvalité vstupnich
dat, ale i na parametrech pozitych nastrojl, které musi byt peclivé optimalizovany dle

konkrétniho typu analyzy.

V soucasnostitechnologie Illumina zGstava zlatym standardem pro klinickou diagnostiku
germinalni DNA. Jeji nejvétsi slabinou zlstavd mapovani kratkych c¢teni na referenéni
genom, které je zdrojem mnoha dalSich chyb v dalSich analyzach. AvSak vysoka pfesnost
v oblasti detekce malych variant, robustnost technologie a Siroka dostupnost

bioinformatickych nastroju ji stale ¢ini preferovanou metodou v bézné praxi.

Sekvenacni technologie treti generace predstavuji v mnoha ohledech vhodngjsi
technologii pro sekvenovani v klinickém prostfedi. Pro pfipravu knihovny neni potreba
PCR, ¢imz nevznikaji mnohé artefakty, které negativné ovliviiuji sekvenovani a analyzu.
Diky jejich dlouhym ¢tenim lze pfesnéji analyzovat i velmi komplexni a polymorfni ¢asti
genomu. Nejvétsi vyhoda dlouhych Cteni je v mapovani a VC rozsahlych strukturnich
variant, které jsou vice méné nedetekovatelné pomoci kratkych ¢teni. AC v prvnich letech
byly tyto technologie znaéné méné presné, tak s jejich soustavnym rozvojem jiz dosahuji
pfesnosti prvni i druhé generace sekvenovani. V momenté, kdy se i jejich financ¢ni
naroc¢nost snizi, tak mohou velmi efektivné nahradit prfedeslé generace sekvenovani.
Jejich finan¢ninaro¢nost je mimo jiné velkou prekazkou v rozsahlejSi tvorbé referencnich

genomd, které potiebuji pfesné a dlouhé ¢teni.

Budouci prace se mohou vénovat vytvoreni poc¢itacovych programi soustfedicich se na
identifikaci chyb popsanych v této praci. V soucasnosti jsou vyvijeny nové a moderng;si
technologie sekvenovani jako je technologie Roche Sequencing-by-Expansion, které
slibuji vylepSeni oproti technologii Illumina (delSi ¢teni, nizka finan¢ni naro¢nost a nizka
c¢asova narocnost). V budoucnu bude potfeba je systematiky zanalyzovat a prozkoumat

jejich chybovost.
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