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Abstrakt

Nové sekvenacni techniky v blizké budoucnosti zméni pfistup, jakym jsou
provadény védecké experimenty a provadéna diagnostika zndmych onemocnéni.

Umozni vznik personalizované mediciny.

Smyslem této diplomové prace je podat piehled novych metodickych postupt
sekvenovani DNA, ukazat moznosti a omezeni vhodnych bioinformatickych néstroju
a demonstrovat piinos téchto technik pro projekty zaméfené na odhaleni molekularni

podstaty vzacnych dédi¢né podminénych onemocnéni.

V Uvodu prace je podan prehled novych, komeréné dostupnych metod sekvenace
genomu (firem 454 Life Science, Applied Biosystems, Illumina, Helicos), vysvétlen
princip na kterém tyto metody pracuji a nastinén smér, kterym se ubira dalsi vyvoj na
tomto poli. Uvod se dale vénuje zptisobim analyzy dat, ktera je nedilnou soudasti

sekvenacnich technik.

V praktické Casti je prezentovano spektrum metod analyzy genomu, které byly
uspésné vyuzity k ureni kauzalniho genu a mutaci zpusobujicich adultni formu
autozomaln¢ dominantni neurondlni ceroid lipofuscinézy (ANCL). V ramci tohoto
projektu bylo vyuZito v jedné ANCL rodiné¢ kombinace celogenomového genotypovani
(GeneChip® Mapping 10K 2.0 Array), vazebné analyzy (Merlin), analyzy poctu kopii
genomové DNA (Genome-Wide Human SNP Array 6.0), analyzy expresnich profila
(HumanRef-8 v2 Expression BeadChips) a sekvenovani exomu (SOLiD™ 4 System).
Ziskand data byla podrobena ucelené bioinformatické analyze, v jejimz ramci bylo
pouzito vazebné analyzy a analyzy diferencidlnich expresnich profilt. Zvlastni diraz
byl kladen na porovnani a zhodnoceni aktualn¢ dostupnych mapovacich algoritma pro
rekonstrukci, analyzu a anotaci sekvenacnich dat a na jejich vybér. Vzijemnym
propojenim vysledki téchto analyz byla definovdna omezen4d mnozina gend, které jsou
lokalizovany v kandidatnich oblastech definovanych vazebnou analyzou, maji zménény
transkripéni profil v tkani pacienti, obsahuji unikatni funk¢éné vyznamnou mutaci,
a jejichz biologicka funkce naznacuje moznou souvislost se studovanym neurologickym

postiZenim.

Takto definované mutace a jejich segregace se studovanym fenotypem byly
nasledné ovéteny piimym sekvenovanim. Konec¢nym vysledkem této studie bylo urceni

jedné kandidatni mutace, jejiz kauzalita je v soucasnosti experimentaln¢ prokazovana.



Abstract

Application of novel DNA sequencing techniques in biomedical research
Next generation sequencing technologies are changing the way scientific
experiments and diseases diagnostics are performed and thus will allow what is called
personalized medicine. The sense of presented thesis is to make survey of new
approaches to DNA sequencing and demonstrate usage and constraints of bioinformatic
analytical tools available to day. Discussed techniques are then applied to the case study

of finding molecular basis for rare hereditary disease.

Introductory part deals with overview of commercially available sequencing
techniques (454 Life Science, Applied Biosystems, Illumina, Helicos). Fundamentals of
each method are described and possible further development is outlined. Post

sequencing data analysis is than discussed in details.

In practical section we demonstrate genome analysis techniques successfully used to
reveal causal mutation in the gene responsible for adult form of autozomal neuronal
ceroid lipofuscinosis (ANCL). Combination of linkage analysis (Merlin), copy number
variant analysis (Genome-Wide Human SNP Array 6.0), analysis of expression profiles
(HumanRef-8 v2 Expression BeadChips) and exome sequencing (SOLiD™ 4 System)
has been applied to members of one ANCL family. We also paid attention to
comparison, evaluation and selection of available mapping algorithms used in
reconstruction, analysis and anotation of sequencing data. Combined results from
different techniques led to definition of small pool of genes localized in candidate areas
defined by linkage analysis. Those genes have altered transcript profile in the patient
tissue, they posses unique functionally important mutation and their known biological

meaning could be linked to neuronal disease studied.

In the next step, candidate mutations have been confirmed by direct sequencing and
their fenotype segregation have been checked up. Finally, we have found one mutation

probably responsible for ANCL and its relevance is now under further study.

Keywords: next generation sequencing technologies, exome sequencing, mapping
algorithms, resequencing, ANCL, neuronal ceorid lipofuscinosis, bioinformatics,
SOLiD

Klicova slova: nové sekvenacni techniky, exomové sekvenovani, mapovaci algoritmy,

resekvenovani, ANCL, neurondlni ceorid lipofuscindza, bioinformatika, SOLiD
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UvVOD

1. UVOD

Sekvenovani je zdkladni metodou zjisténi primarni genetické informace, ktera je
urcena poradim bazi v molekule DNA. Od roku 1977, kdy Frederic Sanger ptedstavil
metodu sekvenovéni, se stalo béZnym nastrojem vyuZivanym jak ve vyzkumu, tak
k diagnostice mnoha onemocnéni. Vyznamnym meznikem byl rok 2001, kdy byla
publikovana prvni verze lidského genomu (Lander et al., 2001) a rok 2003, kdy byla

publikovana verze findlni (Collins et al., 2003).

V roce 2005 byl pfedstaven prvni sekvenator nové generace umoziujici sekvenovat
obrovské mnozstvi dat za mnohem niz$i cenu nez za pouZiti stdvajici Sangerovy metody
(Margulies et al., 2005). Nasledovalo ptfedstaveni dalSich sekvendtorii nové generace,
umoznujicich sekvenovat celé genomy. Prvni kompletni lidsky genom byl osekvenovan
v roce 2008. Jednalo se o genom Jamese Watsona. Jeho osekvenovani trvalo 2 mésice
astdlo 1 milion dolari  (Wheeler et al., 2008). V soucasné dob¢ trva sekvenace
lidského genomu jeden tyden a stoji 20000 dolart'. A& se cena sekvenovani
nékolikanasobné snizila, stdle je toto sekvenovani nepfijatelné¢ drahé pro rutinni

diagnostické pouZiti.

Existuje nékolik iniciativ, které maji za cil snizeni ceny sekvenace na ¢astku, kterou
by byly pojistovny ochotny zaplatit. Tato Céastka je stanovena na 1000 dolarti za
osekvenovany genom. Genom za 1000 dolart® je meta, kterA umozni vznik
personalizované mediciny a tim padem moZnost individudlni a maximalné t¢inné 1écby,
zvolené na zakladé znalosti genetické informace jedince. Dalsi takovouto iniciativu
vyvinula kalifornskd nadace X Prize Foundation®’, ktera vypsala cenu deset miliont
dolard pro védecky tym, ktery jako prvni osekvenuje genom stovky lidi béhem deseti

dnti, s celkovymi ndklady neptevysujici deset tisic dolart na jeden genom.

S rozvojem novych sekvenacnich technik (NGS) je spojend produkce velkého
mnozstvi dat, které je potfeba dale uchovavat, zpracovavat a analyzovat (Obr. 1)
Stavajici metody se pro tyto ucely pfriliS nehodi, protoze algoritmy jsou vypocetné
naro¢né a optimalizované pro jiny typ dat. Z tohoto ditvodu jsou vyvijeny nastroje jiné,

které 1épe odrazeji charakter dat produkovanych NGS technologiemi (Pop and Salzberg,

1
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2008; Koboldt, 2010).
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Obr. 1: Objem dat produkovany v jednotlivych letech odrazi vyvoj na poli sekvenacnich
technologii

Zdroj: http://genome.wellcome.ac.uk/doc_witx059576.html

V roce 2009 byl poprvé pouzit postup, ktery umoznuje vysokokapacitni (high-
throughput) sekvenovani protein-kodujicich usekit DNA, tedy exond (Ng et al., 2009;
Choi et al., 2009). Kodujici exony nesou vétSinu funkénich variant (Ng et al., 2008)
amohou obsahovat jednonukleotidové polymorfismy (SNP, single nucleotide
polymorphisms), které jsou zodpoveéné za vétSinu mendelovsky dédénych onemocnéni
(Horner et al., 2010). Soubor vSech kodujicich exonli se nazyvd exom a jeho
sekvenovani se nazyva exomovym sekvenovanim. Exom ptedstavuje pouze ~1 %
lidského genomu, tedy ~30 Mb rozdélenych do ~180000 exont (Ng et al., 2009).
Exomové sekvenovani prestavuje novy pfistup, ktery umoziuje osekvenovani lidského
genomu za 1/20 ceny celogenomového sekvenovani. Jednd se o postup, ktery byl
uspéSné pouzit k objasnéni molekuldrni podstaty nékolika vzacnych, monogenné
podminénych onemocnéni (Ng et al., 2010a), stejné tak jako ke zjistovani genetické

podstaty komplexnich, geneticky heterogennich onemocnéni (Sanders, 2011).
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Exomové sekvenovani, spole¢né s klesajici cenou za osekvenovanou bdzi umoziiuje

vyuzivani NGS technik stidle vétSimu okruhu uzivateld. Laboratof genomiky

a bioinformatiky UDMP 1.LF UK a VFN se zamétuje na studium molekularni podstaty

vybranych dédi¢né podminénych onemocnéni a v soucasné dob¢ se zde zacinaji

vyuzivat nové techniky sekvenace genomu. V ramci studia molekularni podstaty adultni

formy neurondlni ceroid lipofuscindzy (ANCL) byl osekvenovan exom jednoho

z pacientll na sekvenatoru SOLiD™ 4 System. Ziskand data bylo tfeba analyzovat

a definovat mnozinu kandidatnich mutaci.

1.1. Cile diplomové prace

I.

Porovnat a zhodnotit aktualné¢ dostupné mapovaci algoritmy pro rekonstrukci dat

sekvenatoru SOLiD4

Provést analyzu dat ziskanych sekvenaci exomu pacienta s adultni formou

autozomalné dominantni neuronalni ceroid lipofuscindzy
Definovat a funkéné anotovat unikatni mutace nalezené v analyzovaném vzorku

Propojit vysledky této analyzy s dalSimi experimentalnimi daty z vazebné

analyzy, analyzy expresnich profilii a funkéni anotace

Definovat mnozinu kandidatnich mutaci a ovéfit jejich segregaci s fenotypem ve

studované rodiné

Definovat potencialné kauzalni mutaci(e) pro nasledné funkcni ovétreni

10
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2. PREHLED LITERATURY

2.1. Klasické metody sekvenovani

Sekvenovanim se rozumi urceni piesné¢ho sledu bazi v molekule DNA. Meznikem
v sekvenaci se stal rok 1977, kdy byly nezavisle na sob¢, byly publikovany dvé
rozdilné metody sekvenace DNA, metoda Sangerova (Sanger et al., 1977a; 1977b)
ametoda Maxam-Gilbertova. Sangerova enzymatickd metoda postupné vytlacila

metodu Maxam-Gilbertovu a az do dneska je nejpouzivanéjsi sekvena¢ni metodou.

2.1.1. Sangerova metoda

Pfed samotnym sekvenovanim je potieba ziskat dostatené mnozstvi DNA
produktu. Toho je mozné dosahnout jeho pomnozenim v bakteridlnich vektorech nebo
od roku 1983 také pomoci polymerazové fetézové reakce (PCR), vynalezené Kary

Mullisem.

Ziskany usek DNA je vlozen do reakéni smési obsahujici nésledujici reakéni

komponenty:
* Primer komplementarni k zacatku pozadované sekvence DNA
* DNA polymeréaza
* Deoxyribonukleotidtrifosfaty (dINTPs)

* Dideoxyribonukleotidtrifosfaty ~ (ddNTPs)- nukleotidy které postradaji
3'- hydroxylovou skupinu pottebnou pro tvorbu fosfodiesterové vazby, a tudiz
znemoziuji navazani dal§iho nukleotidu a tim ukoncuji syntézu fetézce DNA.

ddNTPs jsou radioaktivné ¢i dnes jiZ spisSe fluorescenéné oznaceny.
* Pufr

Reakce probiha ve cCtyfech rtiznych zkumavkach. Kazdd zkumavka obsahuje
primery, dNTPs a jeden z radioaktivné oznacenych ddNTPs (ddATP, ddTTP, ddCTP
nebo ddGTP) v poméru 90:10. Samotna reakce je velice podobnd PCR reakci. Dochazi
k cyklickému opakovani ttech kroki teplotnich kroki.

* Denaturace: (95-96 °C), dochazi k rozvolnéni dvouvldknové DNA na

11
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jednovlaknovou

* Annealing: (50-55 °C), primery nasedaji na komplementarni mista molekuly

DNA

* Extenze: (60-70 °C), DNA polymerdza nasedd na dvouvlaknovy usek DNA-
primer a za¢ina syntéza nového vldkna na zdkladé komplementarity bazi. ANTPs

a ddNTPs jsou piipojovany na 3" OH skupinu ribozy.

Tyto tii kroky jsou cyklicky opakovany a dochdzi ke vzniku stale vétSiho mnozstvi
fragmentli pozadované sekvence. Ve chvili, kdy je zaclenén ddNTP, je syntéza fetézce
ukoncena. Ve zkumavce vzniknou rizné dlouhé fragmenty, vzdy zakoncené jednim
z ddNTP. Ze smési jsou odstranény volné nukleotidy, primery i DNA polymeraza,
vzniklé fragmenty jsou rozdéleny podle svych molekulovych hmotnosti pomoci gelové
elektroforézy, kdy negativné nabitd DNA putuje ke kladné nabité elektrodé. Rychlost
migrace je nepfimo Umérnd molekulové hmotnosti DNA fragmentl. Ze ziskaného

elektroforeogramu je sekvence odecitana pomoci radioaktivnich znacek.

2.1.2. Kapilarni sekvenatory
Soucasné kapilarni sekvenatory jsou stale zaloZeny na pivodnim principu, které

poprvé pouzil Frederic Sanger. Doslo pouze k nékolika drobnym zménam:

* Reakce nyni probihd pouze v jedné¢ zkumavce. To je umoznéno pouzitim

ruznych fluorescen¢nich znacek, kdy kazda z nich oznacuje jeden z ddNTPs.

* K rozdéleni fragmentli je vyuzivano kapilarni elektroforézy. Fragmenty
prochazeji postupné podle své délky miniaturni kapilarou a jejich fluorescencni

znacky jsou automaticky odecCitdny a zaznamenavany do pocitace .

Kapilarni sekvenatory dokazi najednou zpracovat az 384 sekvenci o délce mezi 600
a 1000 nukleotidy. Tyto 384 kapialrni sekvenatory ale nejsou pfili§ rozsitené. Mnohem
Castéji vyuzivané sekvenatory jsou 96 kapilarni. Mezi Casto vyuzivané kapilarni
sekvenatory se fadi pfistroje firmy Applied Biosystems ze série 3xxx a pfistroje

MegaBACE firmy GE Healthcare.

12
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2.2. Nové techniky sekvenovani

Nové techniky sekvenovani umoznuji sekvenovani obrovského mnozstvi dat za
mnohem nizs§i cenu, nez klasické kapilarni sekvenatory. S klesajici cenou za
osekvenovanou bazi se stavaji tyto piistroje dostupnéjsi pro stale SirSi védeckou
komunitu. Zakladni princip vSech v soucasnosti rozsifenych sekvenatorii nové generace

je velmi podobny. Zahrnuje ptipravu knihovny, amplifikaci, sekvenaci a analyzu dat.

2.2.1. Priprava knihovny

Pfed samotnym sekvenovanim je potfeba pfipravit genomovou DNA (gDNA) do
takové podoby, aby se s ni dalo v pozdéjsich fazich pracovat. Tomuto procesu se fika
ptiprava knihovny. Pfiprava knihovny zahrnuje ndhodné Stépeni gDNA na fragmenty

a ligaci adaptérti na oba konce gDNA.

2.2.1.1. Fragmentace DNA

V prvni fazi je potfeba nastépit genomovou DNA na krat$i tseky. NGS metody
k tomuto ucelu vyuzivaji metody mechanické, jako je sonikace (rozbiti DNA na
fragmenty pomoci ultrazvuku) a nebulizace (rozpraSeni DNA na fragmenty plisobenim

stlaceného vzduchu v pfistroji zvaném nebulizator).

2.2.1.2. Ligace adaptéru

Existuje ne€kolik typa knihoven. Jednim typem knihovny je knihovna fragmentova
(fragmented library), kdy jsou na oba konce fragmentu DNA ligovany dva rozdilné
adaptéry, pficemz sekvence muize byt ¢tena pomoci bud’ jednoho nebo obou adaptéri
(paired-end). Pti sekvenovani obéma primery vznika uprostfed neosekvenovana mezera,
tzv. insert size. Tento typ knihovny je vhodny na de novo sekvenovéani. . Jinym typem je
mate-paired knihovna. Je Ctena z obou stran, nicméné sekvenovany fragment sestdva
z obou konct piivodniho DNA fragmentu. Postup ptfipravy je nasledujici: DNA je
naStépena na fragmenty dlouhé cca 2-5 kb. Oba konce fragmentl jsou oznaceny
biotinylovou znackou, jsou cirkularizovany a poté znovu nastépeny. Pomoci biotinylové
znaCky jsou vychytany fragmenty, které vznikly spojenim obou konct plvodniho
fragmentu DNA. Tyto jsou dale upraveny stejnym zpisobem jako v pfipadé parové

knihovny.

13
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2.2.2. Amplifikace
DNA knihovna ziskana v ptedchozich krocich je v tomto kroku pomnozena pomoci
PCR reakce. V soucasnych pfistrojich se pouzivd mustkové nebo emulzni PCR.

Principy téchto dvou metodo jsou podrobné vysvétleny u jednotlivych sekvenatori.

2.2.3. Sekvenace

Pii sekvenovani pomoci Sangerovy metody je vyslednd sekvence ctena az po
skonCeni celé¢ sekvenacni reakce pomoci elektroforetického d€leni v zavislosti na
molekularni hmotnosti fragmenti. V piipadé novych metod sekvenace tento krok
odpada. Sekvence je Ctena okamzité, pomoci signdlu uvolnéného vzdy po zalenéni
ptislusného nukleotidu. Tomuto principu se také tikd sekvenovani syntézou (sequencing

by synthesis) nebo sekvenace v pribéhu extenze (sequencing during extension).
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2.2.3.1. Genome Sequencer FLX System (454 Life Sceiences)

V fijnu 2005 byl firmou 454 Life Sciences na trh uveden prvni sekvendtor nové
generace: Genome Sequencer 20 System (Margulies et al., 2005), ktery dokézal precist
sekvence dlouhé az 150 bp. Tento pfistroj byl v roce 2007 nahrazen pfistrojem Genome
Sequencer FLX System a délka ¢tenych usekl byla zvétSena az na 300 bp. V roce 2008
firma 454 vyvinula novy reakéni kit s ndzvem Genome Sequencer FLX Titanium Series,
ktery je vyuzitelny na ptivodnim pfistroji Genome Sequencer FLX System umoziuje
¢ist sekvence dlouhé 400 az 600 bp. Planované je zvySeni délky ctené sekvence az na

1000 bp.

Princip
Piistroje firmy 454 funguji na principu pyrosekvenace, ktery v roce 1996 vynalezli

Pal Nyrén a Mostafa Ronaghi (Ronaghi et al., 1996).

Piiprava knihovny
Vzorek DNA je nejprve nastépen pomoci nebulizatoru na fragmenty dlouhé 300-
800 bp. Na oba konce fragmentu jsou ligovany dva rozdilné dvouvlaknové adaptéry
A a B, které¢ jsou vyuzivany v nasledujicich krocich k purifikaci, amplifikaci a samotné
sekvenaci. Adaptér A ma na sob¢ navazanou biotinovou znacku, pomoci které jsou
jednotlivé fragmenty pfichyceny na streptavidinem obalené magnetické kulicky. Na

kazdou kulic¢ku je v idedlnim piipad€ navazéan prave jeden jeden fragment DNA.

Amplifikace

V nésledujicim kroku je DNA knihovna namnoZena pomoci emulzni PCR. DNA
kuli¢ky jsou vlozeny spolu s dal$imi komponentami reakce (DNA polymeraza, primery,
nukleotidy, pufr) do roztoku oleje a vody. Tato smés je promixovana a dojde k vytvoieni
emulze. Kapicky vody vytvoiené v olejovém roztoku obsahuji vzdy jednu kulicku
s navazanym fragmentem DNA. Vzniknou mikroreaktory, ve kterych probiha
amplifikacni reakce. Nasleduje rozbiti mikroreaktori a vyjmuti DNA kulicek
obsahujicich klony vzdy jednoho z puvodnich fragmenti. Obohacené kulicky jsou
imobilizovany na povrchu titra¢ni desticky (PTP- PicoTiterPlate), kterd obsahuje stovky
tisic jamek Sirokych 44pum. Velikost DNA kulicky (cca 26 um) zajiStuje, ze v kazdé
jamce je umisténa pravé jedna kulicka. Enzymy potfebné pro sekvenacni reakci

(luciferaza a ATP sulforyldza) jsou navdzané na jinych, menSich kulickach, které
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zaroven maji za kol DNA kulicky v jamkach imobilizovat.

Sekvenace
Nasleduje sekvenacni reakce. V kazdém kroku je titrani desticka pokryta roztokem
obsahujicim dCTP, dGTP, dTTP dATPaS
(dATPaS- deoxy-adenosine-5'-(a-thio)-trifosfat). dATPaS se vyuziva misto dATP z toho

jeden z  nukleotid a
divodu, Ze na rozdil od dATP neni substratem luciferdzy. Pokud dojde k zaclenéni
daného nukleotidu, je uvolnén fosfat, ktery je pomoci ATP sulforyldzy a adenosin
5'- fosfosulfatu preveden na ATP. ATP dodava energii luciferdzové reakcei, pfi které je
luciferin oxidovan enzymem luciferdzou na oxyluciferin, pficemz dojde k uvolnéni
svételného kvanta, které je detekovano citlivou kamerou umisténou na spodni strané
titracni destiCky. Intenzita svétla je pfimo uUmérna mnozstvi inkorporovanych
nukleotidii. Nevyuzité ATP a dNTPs jsou degradovany apyrasou. Vyse popsany princip

sekvenatort firmy 454 je zobrazeny na obrazku 2.

2’\;\,”;& ATP driven luciferase light reaction
synthesis by ATP sulfurylase

in presence of Adenylyl sulfate

0
_——> (°p)

Iterative flow of dATPaS,
dCTP, dGTP, dTTP:

=

5 Sequencing prime
GTTCCCTCCCTGTGT

Release of one pyrophosphate
per nucleotide incorporated

CAAGGGAGGGACAG \ TTCAACGAGGGGCATTGCA GACACGCAACAGGGGA
3! Target sequence 5!
Flow gram 15t flow cycle 2" flow cycle 3 flow cycle 4" flow cycle
TACG TACG TACG TA C G
e e e e e e
Ill """ II ”””” | I | | . Ililr .
+ T € AA C G A GGGG C ..

Obr. 2: Princip sekvenatorii firmy 454 zaloZeny na pyrosekvenacni reakci

Zdroj: (Kircher and Kelso, 2010)
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2.2.3.2. Genome Analyzer lIx (lllumina/Solexa)
Prvni pfistroj firmy Illumina (dfive Solexa) byl piedstaven v roce 2006 a jmenoval
se Genome Analyzer. V souCasné dobé je na trhu tento pfistroj ve verzi Genome

Analyzeriie , ktery dokaze ¢ist sekvence dlouhé az 150 bp.

Princip

Ptistroje firmy Illumina jsou zaloZeny na principu sekvenovani syntézou.

Piiprava knihovny

Odebrany vzorek DNA je pomoci stlaceného vzduchu rozldman na fragmenty
o prumérné délce 800 bp (nebulizace). Na volné konce vzniklych fragmenti jsou
navazany dva rtizné adaptéry a fragmenty jsou elektroforeticky rozdéleny podle své
molekulové hmotnosti. Pro dalSi zpracovani jsou z gelu extrahovany fragmenty

o velikosti 150-200 bp.

Amplifikace
Fragmenty DNA jsou pomnozeny metodou, kterd se nazyva mustkova amplifikace.
Probiha na sklicku, jehoZz povrch je pokryt oligonukleotidy komplementarnimi k obéma
typim adaptérli, navazanych v prabéhu ptipravy knihovny. Jednovldknové fragmenty
jsou pfichyceny obéma konci k jednomu z adaptéri, tim jsou imobilizovany a nésleduje
syntéza k nim komplementarniho fetézce. Obé vldkna jsou pak oddélena denaturaci
acely cyklus se opakuje, dokud nevznikne dostatecné mnozstvi kopii pivodnich

fragmentd.

Sekvenace
Vlastni sekvenace zacind pfidanim ctyt fluorescenéné oznacenych nukleotidd,

jejichz 3'-OH konce jsou chemicky inaktivovany a syntéza se tudiz zastavi po pfipojeni
jediného nukleotidu. Pfi tomto pfipojeni vznika fluorescencni signal, ktery je detekovan
za pouziti laseru. V dal§im kroku je chemicky odstranéna fluorescen¢ni znacka a tim je
odblokovany 3' konec pfipraven na zaclenéni dal§i baze. Princip sekvendtoru firmy

[llumina je zobrazen na obrazku 3.

*  http://www.illumina.com/systems/genome_analyzer iix.ilmn
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@ o © )

9 |
S @ ® . .._ - Incorporation

B

5' ACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTECGATCT 3!
3' TAGATGTGAGAAAGGGATGTGCTGCGAGAAGCCTACGAACCTTLCAGCAGCATTGCACTAGCCTTCTCGAGCATA 5

Target sequence
W Imaging
5 ACACTCTTTCCCTACA?.GACGCTCTTCCGATC& W
3' TAGATGTGAGARAGGGATGTECTGCGAGAAGGCTAGARLGTTGCAGGAGCATTGCACTAGCCTTCTCGAGCATA 5

jlters A.C,G,T

Remove fluorophore/blockage

5' ACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTT 3
3' TAGATGTGAGAAAGGGATGTGCTGCGAGAAGGCTAGAACGTTGCAGGAGCATTGCACTAGCCTTCTCGAGCATA 5

Obr. 3: Princip sekvenatoru firmy Illumina

Zdroj: (Kircher and Kelso, 2010)

2.2.3.3. SOLID (Applied Biosystems)

Prvni NGS sekvenator firmy Applied Biosystems (SOLiD) byl na trh uveden v fijnu
2007. Tento pristroj Cetl useky dlouhé 35 bazi. V soucasnosti je na trhu SOLiD™4
System, ktery dokdze Cist iseky dlouhé az 50 bazi.

Princip

Sekvenator SOLiD pracuje na odliSném principu, neZ sekvenatory ostatni, a to na

principu ligace.
Piiprava knihovny

Vzorek DNA je pomoci ultrazvuku rozstépen na fragmenty dlouhé 150-200bp. Na

5’ konec fragmentu je ligovan adaptér P1 a na 3" konec adaptér P2. Takto upravené

fragmenty tvoii DNA knihovnu.

Amplifikace

Vytvofend knihovna je amplifikovand pomoci emulzni PCR, stejné jako
u sekvenatoru firmy 454. DNA knihovna je vloZzena do zkumavky spolu s DNA

polymerazou, P1 a P2 primery a kulickami obsahujici oligonukleotidy o sekvenci
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komplementarni k P1 adaptéru. Vysledkem jsou kulicky obsahujici klony vzdy jednoho
z puvodnich fragmentt. 3" konce fragmenti jsou modifikovany a kovalentné pfichyceny

na povrch skla, které¢ mtize byt fyzicky rozd€leno az na osm segmentl

Sekvenace

Na povrchu mikroskopického skla miize byt navazano az 800 miliont kulicek
obsahujici identické kopie templatii. Na kazdé kulicce dochdzi k oddélené sekvenacni
reakci. Do tohoto kroku jsou si vSechny NGS metody podobné. V nasledujicich krocich

pouziva SOLiD System velice odlisnou metodu sekvenovani.

Nejprve jsou do reakce pridany primery komplementarni k adaptéru navazanému
v predchozich krocich. Sekvenace probiha v péti az deseti cyklech, béhem nichz jsou
pridavany fluorescenéné oznacené oktamery, které jsou pomoci ligazy piipojeny ke
tvoficimu se fetézci. Prvni dvé pozice na 3” konci jsou baze charakterizované
fluorescenc¢ni znackou , na pozicich 3,4 a 5 jsou baze degenerovany tak, aby se mohly
navdazat na kteroukoliv ze Ctyfech bazi. Posledni tfi pozice jsou univerzalni baze nesouci
fluorescenc¢ni znacku, kterd charakterizuje prvni dvé béze. V nasledujicim kroku dojde
k odstépeni poslednich tfech nukleotidi spolu s fluorescen¢ni znackou a nastava dalsi

cyklus.

Po dokonceni téchto péti az deseti cykll dochazi k resetovani vldkna, tedy
odstranéni navézanych primerd i oktamerti. Dochazi k navézani primeru o jeden

nukleotid kratsi a nasleduje dalsi kolo ligace oktamert.

Tento systém se nazyva kodovanim pomoci dvou bazi. Mame 16 moznych
kombinaci dinukleotidll a jen Ctyfi odliSné fluorescencni znacky, takze jednou barvou
jsou oznaceny Ctyfi razné dvojice bazi. Abychom mohli identifikovat bazi, nestaci nam
znat pouze jednu barvu. Musime znat prvni bazi a pomoci té ur¢ime bazi nasledujici.
Vyhodou tohoto systému je, ze dokdzeme odlisit chybu systému (zaména jedné barvy
oproti referen¢ni sekvenci) od opravdového polymorfismu (zaména dvou barev oproti

referencni sekvenci). Princip sekvenatoru SOLiD je zndzornén na obrazku 4.
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pF— Ligation cycle ~

Octamer probes with four different 5° labels

4 A
3 n B 3 GTNNN * TINNNX*¥ 3! carafex o

ADNNN * * * jie
31 A /° 30 A /. 3 A /. ﬂ
AGNNN* * * TANNN* * * GCNNN* **
Hybridization
. Sequencing primer ,. - A ,o 3 A ,.
ACGACGCTCTTCCGATCTAANNN*** GANNN* * * AANNN* * *
TGCTGCGAGAAGGCTAGATTCAACGAGGAGCTTTGCACTAGCCTTCTCGAGCATACG
5 Target sequence 3
3! A ; A i N it
ACGACGCTCTTCCGAT rrss’ P GANNNA ** > AANNN* * # Ligation
5 TGCTGCGAGAAGGCTA! CGAGGAGCTTTGCACTAGCCTTCTCGAGCATACG 5
DNA ligase M" ¢
3! A Washing
ACGACGCTCTTCCGATCTAAGTT*** Dephosphorylation
5 TGCTGCGAGAAGGCTAGATTCAACGAGGAGCTTTGCACTAGCCTTCTCGAGCATACG . Imaging
Remaining 5-mer with 5' phosphate group ’ ¢
3 5 k¥
ACGACGCTCTTCCGATCTAAGTT = }
TGCTGCGAGAAGGCTAGATTCAACGAGGAGCTTTGCACTAGCCTTCTCGAGCATACG Cleavage
5' 3
g /
Sequencing primer shifts %

31 15 sequencing primer 51
ACGACGCTCTTCCGATCTAAGTTGCTCCTCGAAACGTGATCGG Ligation cycle
5 TGCTGCGAGAAGGCTAGATTCAACGAGGAGCTTTGCACTAGCCAACTCGAGCATACG 5

2nd sequencing primer ﬂ 5

ACGACGCTCTTCCGATCTAAGTTGCTCCTCGAAACGTGATCG Ligation cvcle
TGCTGCGAGAAGGCTAGATTCAACGAGGAGCTTTGCACTAGCCAACTCGAGCATACG g Y

5! 3

5 5t sequencing primer + bridge probe ﬂ &5

ACGACGCTCTTCCG AGTTGCTCCTCGAAACGTGATCGGT B &

TGCTGCGAGAAGGCTAGATTCAACGAGGAGCTTTGCACTAGCCAACTCGAGCATACG Ligation cycle

\5' 3

Obr. 4: Princip sekvenatrou SOLiD

Zdroj: (Kircher and Kelso, 2010)
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2.2.3.4. HeliScope (Helicos)
V roce 2008 byl pfedstaven prvni pfistroj, ktery dokéaze cist jednotlivé molekuly
DNA.

Princip
HeliScope funguje na principu asynchronni virtualni terminatorové chemie.
Vysledkem jsou sekvence riznych délek, tak jako v ptipadé sekvenatoru 454. Pracuje na
principu sekvenace syntézou a je to prvni pfistroj, ktery dokaze ¢ist jednotlivé molekuly
DNA nebo RNA. To znamend, ze odpada krok amplifikace vzorkl. Tento pfistroj Cte useky

dlouhé az 70 bazi.

Piiprava knihovny
Vzorek DNA je rozdélen na fragmenty dlouhé 100-200 bazi. Na 3" konec kazdého
vlakna je navazan adaptér s fluorescencni znackou. Po pfidani vzorku DNA na desticku
hybridizuji vldkna na oligonukleotidy umisténé na jejim povrchu, které jsou
komplementarni k navazanym adaptérim. Diky tomu, Ze pfistroj ¢te jednotlivé

molekuly, mohou byt vlakna DNA rozloZena na povrchu s velkou hustotou.

Sekvenace

Laserem jsou detekovany fluorescencni znacky, které nam po sejmuti citlivou
kamerou ur¢i umisténi jednotlivych vldken v dvourozmérmém prostoru desticky.
Fluorescen¢ni znacka je poté odstranéna a nasleduje prvni cyklus sekvenovani. Je
pfiddna DNA polymerdza s jednim druhem fluorescencné znaceného nukleotidu.
Nukleotidy jsou inkorporovany do prodluzujiciho se fetézce a poté je odstranéna
polymeraza a vSechny volné nukleotidy. Pomoci fluorescen¢niho signalu jsou urcena
a zaznamendna vlakna, na kterych doslo k zaclenéni daného nukleotidu. Fluorescenéni
znacka je odstranéna a cyklus muze zalit znovu, postupné se vSemi nasledujicimi

nukleotidy. Princip sekvenatoru HeliScope je znazornén na obrazku 5.
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Obr. 5: Princip sekvenatoru firmy Helicos

Zdroj: (Kircher and Kelso, 2010)
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2.3. Metody treti generace

Vsechny vyse zminéné metody se v mnoha ohledech od sebe lisi - ale jednu véc
maji spole¢nou. Tou je mechanismus, kterym je chemicka informace ulozena v poradi
bazi ptfevedena do digitalni podoby. Nejprve je tato chemicka informace pfevedena na
svételny signal, ktery je detekovan optickou soustavou a nésledné pocitaCové
zpracovan. Tento mezikrok vyzaduje pouziti drahych reagencii a detekéni soustavy
sestavajici z laseru, ktery vybudi fluorescenéni signal a citlivé kamery, ktera tento signal
dokaze detekovat. V neposledni tfad¢ jsou kladeny vysoké néaroky na hardwarové
a softwarové vybaveni, které je nezbytné pro zpracovani velkého mnozstvi ziskanych
dat. Tento mezikrok cely sekvenacni proces znacné zpomaluje a zaroven prodrazuje.
Dalsi omezeni stavajicich technologii (kromé sekvenatoru HeliScope) je zptisobeno
mnozstvim chyb, které vznikaji v pribéhu amplifikaéniho kroku. Z téchto diivodu jsou
vyvijeny nové techniky, které maji za cil se t¢émto nedostatkiim stavajicich sekvenacnich
technologii vyhnout (Perkel, 2011). Existuje ptehled vyvijenych technik a udélenych
grantl podporujicich vyvoj téchto novych technik’. V nedavné dobé se staly komeréné
dostupné dvé nové technologie, Personal Genome Machine od firmy lon Torrent
atechnolgie SMRT (Single Molecule Real Time Sequencing) firmy Pacific

Biosciences).

2.3.1. Personal Genome Machine (lon Torrent / Life Technologies)
Firma Life Technologies uvedla v prosinci 2010 pfistroj s ndzvem Personal
Genome Machine (PGM), ktery je zaloZeny na detekci zmény pH v dasledku zaclenéni
baze do nové vznikajicho DNA fetézce. Tento pfistroj vyuziva kiemikovych
polovodicovych ¢ipit (CMOS) s mnoha miniaturnimi jamkami propojenymi
chodbi¢kami pro dopraveni reagencii do kazdé z jamek obsahujicich molekuly
templatové DNA, ktera byla v prib¢hu ptipravy knihovny amplifikovana. V kazdém
kroku je Cip zaplaven smési obsahujici DNA polymerazu spolu s jednim z nukleotidd.
V piipadé, ze je dany nukleotid komplementarni k templatu, je polymerazou zaclenén
a v disledku této chemické je z kazdého zaclenéného nukleotidu uvolnén jeden
vodikovy iont, ktery zplsobi zménu pH. Tato zména je detekovand pH senzitivni

vrstvou, ktera tvofi dno jamek. Zména pH je pomoci citlivého voltmetru ptrevedena

5

http://www.genome.gov/27541190
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pfimo do digitalni podoby. Zména pH je pfimo imérna poctu zaclenénych nukleotidi.

Jedna se o prvni piistroj na trhu, ktery chemicka data pfevadi piimo na digitalni signal®.

2.3.2. SMRT Sequencing (Pacific Biosciences)

SMRT (Single Molecule Real Time Sequencing), jednomolekulovy pfistup
umoziujici sekvenovani v redlném case, je vyvijeny firmou Pacific Bioscience. Tato
firma oznamila 27. dubna 2011 prodej prvniho pfistroje s nazvem PacBio RS’. Jedna se
o prvni komeréné dostupny piistroj tfeti generace, ktery dokdze sekvenovat jednotlivé

molekuly DNA v redlném case.

Technologie SMRT (Korlach et al., 2008) je zalozena na sledovani inkorporace
fluorescenéné znafenych nukleotidi do prodluzujictho se fetézce DNA. DNA
polymeraza je imobilizovana na dn€ miniaturni komurky, jejiz primér je 70 nm. Kazdy
z nukleotidl je na 5'konci zna¢ny jinou fluorescen¢ni znackou a vzdy po zalenéni
jednotlivé baze do prodluzujiciho se fetézce dojde k odstépeni flourescencni znacky
spolecné s fosfatem. Zaclenovani baze trva DNA polymeraze n€kolik milisekund,
béhem kterych je mozné flourescencni signal detekovat pomoci laserového paprsku,
ktery prosvétluje sklenéné dno komiirky. Rychlost sekvenovani je ~10 bazi za sekundu.

Délka ctenych tsekt je 250 az 6 kb.

http://www.iontorrent.com/

http://pacificbiosciences.com/sites/default/files/press_release assets/Commercial%20Shipping
%20Announcement 042711 Final 0.pdf

7
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2.4. Analyza dat

Biochemicka podstata vSech v soucasnosti rozsifenych technologii je rizna, ale
vSechny z nich pracuji na zakladé¢ miniaturizace a paralelizace klasické Sangerovy
metody a vizualizace navazani baze pomoci svételného signalu, ktery je sniman citlivou
kamerou. Vystupem ze vSech soucasnych NGS sekvenatorli je obrovské mnozstvi
obrazki, které je nutné podrobit bioinformatické analyze abychom zjistili primarni
sekvenci Ctenych usekl. Tomuto kroku se fikd primarni analyza. Ziskané ¢tené useky
jsou poté v sekundarni analyze mapovany na referencni sekvenci (resekvenovani) nebo
je z nich seskladan cely ptivodni genom (de novo sekvenovani). Poté, co mame ¢tené
useky namapované na referencni genom, ndsleduje tercidlni analyza. Jejim cilem je
ziskat informace ulozené v poradi bazi a 1isi se podle toho, zda-li jsme sekvenovali
genom, exom, transkriptom, ¢i epigenom. Nasleduji statistické analyzy, porovnavani
a anotace nalezenych variant a pfipadné propojeni s daty ulozenymi v databazich
a propojeni s jinymi druhy analyz, jako je napiiklad vazebna analyza a expresni analyza.
Faze analyzy dat jsou zndzornény na obrazku 6.

Vzhledem k tomu, Ze praktickd cast se zabyva zpracovanim dat ziskanych

sekvenovanim pomoci sekvenatoru SOLiD, je nasledujici popis jednotlivych fézi

analyzy dat vysvétlovan na datech ziskanych timto sekvenatorem.

NGS data are analyzed in three stages

General

Raw data, i i
sl Becacilry) Bases, - Quay Primary Analysls
signais run / sample quality

Application Specific

; — Secondary Analysis
Qo+ Ve +- Reforence —( LOIE oot sample quality /
e _— information

_— Statistical y
Algnments, Mapped analysis | Ay M . .
eac : Tertiary Analysis
—={  Comparisocn — ’ﬁé S .
§ = = science
Database f
searches 1

Obr. 6: Znazorneni postupu zpracovani sekvenacnich dat.

Zdroj: http://finchtalk.geospiza.com/2010/04/bloginar-standardizing-
bioinformatics.html
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2.4.1. Primarni analyza dat
VsSechny soucasné vyuzivané sekvenatory jsou zaloZzeny na detekci svételn¢ho
signalu (chemiluminiscenc¢niho v pfipadé firmy 454 a fluorescenéniho v ostatnich

ptipadech) v jednotlivych sekvenacnich cyklech.

Tyto svételné signaly jsou snimény citlivou kamerou a zaznamenavany ve formé
obrazkl. V kazdém sekvenacnim cyklu vznikne obrdzek nesouci informaci o pozicich,
ve kterych doslo k inkorporovani bazi. Po skonceni sekvenace dochazi pocitacovému
zpracovani obrazku vzniklych béhem sekvenace a k rekonstrukci sekvence jednotlivych
Ctenych usekli. Pro tento proces se pouziva anglicky termin ,base calling*- tedy

v prekladu ,,volani bazi*.

Nejprve je potieba identifikovat mista, na kterych se nachazeji kulicky ¢i clustery
reprezentujici DNA fragmenty. Tato mista jsou zaznamenéna do sité soufadnic a pouZita

pro identifikaci pozic jednotlivych ¢tenych tisekli mezi v§emi obrazky.

Nasleduje analyza a normalizace intenzity detekovaného signdlu, doby expozice
a pfifazovani  signdli k jednotlivym  pozicim v  jednotlivych  cyklech.
Obrazek 7 znazornuje relativni intenzity signalii detekovanych béhem jednoho cyklu
pomoci jednoho primeru (SOLiD). Osy zndzornuji jednotlivé barevné kanaly. Body,
které jsou mezi osami, mohou piedstavovat polyklonalni kuli¢ky, které obsahuji vice
ruznych fragmenti DNA ¢i kulicky, ve kterych doslo k detekci signalu z vedlejSich

pozic. Smérem od stfedu vzriistd intenzita barevného signalu.

Také je mozné vidét, ze zastoupeni vSech Ctyfech barev je relativné uniformni.
Obrazek 7a) pochazi z prvniho cyklu ligace prvniho primeru, kdeZzto obrazek 7b)

pochézi z posledniho cyklu ligace posledniho primeru.
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“STXR

106000 beads sampled from 10 panels

100,000 beads sampled from 10 panels

Obr. 7: Relativni intenzity signalii detekovanych behem jednoho cyklu pomoci jednoho
primeru sekvenatoru SOLiID. a) intenzity behem prvniho cyklu ligace prvniho primeru
b) intenzity behem posledniho cyklu ligace posledniho primeru

Obrazek 8 znazornuji odstup signalu (modfe) od Sumu (Cervené) a ukazuji tak podil
kvalitnich a nekvalitnich kulicek. Obrazek 8a) pochazi z prvniho cyklu ligace prvniho
primeru, kdezto obrazek 8b) pochazi z posledniho cyklu ligace posledniho primeru.
Z uvedenych obrazka 7 a 8 lze vidét, ze intenzita fluorescence postupné klesa s kazdym
sekvenac¢nim cyklem, snizuje se odstup signalu od Sumu a piesnost urceni jednotlivych

bazi.

50lid0528_20110407_FRAG_BC_C_az_F_F3_PA_01_V1_N2S

) -BC Caz FFS_PAOL I ) 50lid0528_20110407_FRAG_BC_C_az

_F_F3_PE_10_V1_N2S

Sam 100000
"+ Median 25 = 4252407%

100,000 beads sampled from 10 panels

Obr. 8: Odstup signalu (modre) od sumu (Cervené) v pripade a) prvniho cyklu ligace
prvniho primeru b) a v pripadeé posledniho cyklu ligace primeru
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Sumu dochazi ke zvySené

pravdépodobnosti Spatného urceni baze. Pro kazdou osekvenovanou bazi je vypocteno

skore kvality (QV), ¢asto nazyvano jako PHRED skoére (Ewing and Green, 1998). Skore

kvality (QV) je zédporny dekadicky logaritmus pravdépodobnosti, ze je dana baze Spatné

urcena (P), viz. tabulka 1.

QV = _10 : 10g10 P

QV (PHRED) | Pravdépodobnost P Presnost
10 1z10 90,00%
20 1ze 100 99,00%
30 1z 1000 99,90%
40 1z 10000 99,99%

Tab. 1: Skore kvality a vztah mezi presnosti a
pravdépodobnosti Spatného urceni bdze

Pocet Spatné urenych bazi ma se zvySujicim se poctem cykli rostouci tendenci,

nicméné po kazdém resetovani primeru dochéazi ke snizeni poctu sekvenacnich chyb

(Obr. 9).

[sample_&1_F3_byReadPosition.histo (2.77 KBI]
1.0
0.9
08

0.7

0.6

QY Proportion

S A T D D D M S S T o R I R i I N i AN
PR F T TR TR R P P P PP PR P PP L L L L LG L LT PPPRPPPP PP I L R R

|l0—5l5—10 10-15015-20m20 -

25 125+

Obr. 9: Obrazek znazornuje pocet bazi v dané kvalité (QV) behem jednotlivych

sekvenacnich cyklii
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2.4.1.1. Formaty vystupnich dat

Mezi nejastéji vyuzivany format vystupnich dat primarni analyzy patii formaty
FASTA a QUAL. Prvni z nich nese informace o sekvenci ¢tenych useki (FASTA, ¢i pro
sekvenci kodovanou v barevném prostoru CSFASTA) a druhy z nich informaci o kvalité

bazi v jednotlivych ¢tenych usecich (QUAL).

FASTA a CSFASTA

Format FASTA sestava z hlavicky, podle které jsou piectené useky identifikované.
Hlavicka nese informace o sekvenacnim panelu, ze kterého pochazi (2), soufadnich
kuli¢ky (soutadnice x=14 a y = 26) a jako posledni idaj zde mizeme najit sekvenacni
znacku (F3). Druhy tadek predstavuje sekvenci cteného tiseku bud’ v nukleotidovém
prostoru (baze A, C, T, G a N pro neur¢enou bdzi) nebo v barevném prostoru (barvy
jsou reprezentovany Cisly). T znaCi posledni bazi primeru, kterd je v ptipade
sekvenatoru SOLiD nezbytnd pro dekddovani nukleotidové sekvence z barevného

prostoru.

>2 14 26 F3
T011213122200221123032111221021210131332222101

QUAL

QUAL format je velmi podobny formatu FASTA, ale misto informace o sekvenci
nese informaci o kvalité jednotlivych bazi. Hlavicka sestava ze stejnych casti jako ve
formatu FASTA a slouZi k jednozna¢né identifikaci pfectené¢ho Useku a zaroven

k naslednému sparovani se spravnym ctenym tsekem ke kterému hodnoty kvality patfi.

>2 14 26 F3
24 24 22 27 23 10 13 13 20 19 19 18 24 20 22 12 14 5 20 17 14 20
18 17 19 11 21 19 13 13 12 25 9 19 19 6 5 12 20 13 11 8 12 7 14
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FASTOQ

Informace formati FASTA a QUAL se ¢asto kombinuji do jednoho souboru, ¢imz
vznikne format FASTQ. Obsahuje Ctyfi fadky. Prvni z nich je nazev ¢teného useku,
druhy je jeho sekvence, tfeti fadek obsahuje znovu ndzev ¢teného Useku a ctvrty fadek
nese informace o kvalité jednotlivych bazi. Kvalita je v tomto formatu koédovana

pomoci ASCII znakl z diivodu mens§iho datového objemu jednoho kédovaného znaku

@1 21 104
T30132101221022023002220212111131021032203202011210
+

:Q8&5==260;/2+;3+;%"'5%<&0&&** ('540) $7Q&" .8+%%"' (5) %~

2.4.2. Sekundarni analyza dat

Primarni analyzou jsme ziskali velké mnoZzstvi kratkych usekd reprezentujicich
puvodni genetickou informaci. Nésledujici sekundarni analyza se da rozdélit podle toho,
zda-li jsme sekvenovali organismus neznamy (de novo sekvenovani), ¢i organismus,
ktery byl jiz v minulosti osekvenovan (resekvenovani) a tudiz mame k dispozici
referencni sekvenci. V piipadé resekvenovani je nasim ukolem piifadit osekvenované
useky ke spravnym mistim referencni sekvence. Jedna se o tzv. alignment ¢i mapovani.
zkompletovat z pravé osekvenovanych kratkych usekiti. Tomuto procesu se fika
v anglictin€ ,,assembly* (kompletace). Pro tyto ucely je potieba dosahnout obrovského
pokryti, aby bylo mozné danou sekvenci zpétné zrekonstruovat podle prekryvi
jednotlivych ¢tenych usekii. Vzhledem k tomu Ze tato prace je zaméfena na analyzu
lidského genomu, jehoz referencni sekvence je jiz znama, tak se zde této problematice
nebudu vénovat. Problematiku de novo sekvenace ptehledné shrnuji Miller et al. (2010)

a Paszkiewicz a Studholme (2010).

2.4.2.1. Mapovaci algoritmy

vvvvvv

sekundarni analyza dat, ke které slouzi algoritmy pro mapovani ¢i kompletaci genomil
(Flicek and Birney, 2009). Nasleduje ptehled principti, na kterych tyto algoritmy

pracuji.
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9
Sekvenatory nové generace produkuji béhem jednoho béhu pfistroje pfiblizn€ az 10

ctenych usekt dlouhych 25-400 bp. Tyto ¢tené Useky obsahuji jak sekvenacni chyby,
tak readlné odchylky od referencniho genomu- genetické variace. Nasledujicim tikolem
je namapovat toto obrovské mnozstvi ¢tenych usekil k referen¢nimu genomu, ktery ma

~3 Gb dat. Tento tkol je nutné zvladnout relativné rychle a zaroven s dobrou piesnosti.

Lidsky diploidni genom sestdva z ~6.4 Gb. Pokud sekvenujeme lidsky genom,
pouzivame strategii tzv. brokovnice (shotgun). Tato metoda pracuje na principu
sekvenovani kratkych useki nahodné po celém genomu. Aby bylo mozné z téchto
kratkych usekti sestavit ptivodni sekvenci, je nutné osekvenovat kazdy tsek genomu
nékolikrat tak, aby se vSechny kratké useky navzajem prekryvaly. Pro resekvenovani je
dostacujici desetindsobné pokryti baze (Choi et al., 2009). To pro lidsky diploidni

genom znamena osekvenovat minimalné 60 Gb dat.

Mapovani ¢tenych tusekli na referenéni sekvenci je feSeno pomoci algoritml
provadéjicich alignment. Klasické alignovaci algoritmy zaloZzené na dynamickém
programovani jako je Smith-Waterman nebo Niedelman-Wunsch, ¢i algoritmy zalozené
na indexovani dlouhych tsekl v sekvenci templatu (BLAT), ¢i algoritmy zaloZzené na
kombinaci obou dvou piistupti (napt. BLAST) nejsou pro toto obrovské mnozstvi dat
vhodné (Horner et al., 2010). Diivodem je obrovska vypocetni i pamétova narocnost

uvedenych algoritmd.

Z tohoto divodu v soucasné dobé vznikd velké mnoZstvi algoritmi, specidlné
upravenych pro data produkovana NGS technologiemi. Zakladni princip vétSiny z nich

je obdobny.

Alignment je vzdy provadén ve dvou krocich. V prvni fazi je pro kazdy ¢teny usek
identifikovano né€kolik kandidatnich pozic (CAL, Candidate Alginment Location), ze
kterych by mohl dany usek pochazet. V této fazi je vyuzivano heuristickych algoritmii,
které jsou rychlé, nicméné vétSinou nezarucuji nalezeni spravného alignmentu. Ve druhé
alignment, naptf. Smith-Waterman ¢i Needelman-Wunsch) pro identifikaci nejlepSiho
mozného alignmentu, ktery odpovida pivodni pozici ¢teného tseku (Flicek and Birney,

2009).
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Prestoze existuje velké mnozstvi heuristickych algoritmli pro mapovani kratkych
¢tenych usekd, tak principi na kterych pracuji je jen nékolik. VéEtSinou se mezi sebou
1i§i pouze v programovacich tricich ¢i heuristickych metodach, které maji za cil zvysit
rychlost mapovani na tkor co nejmensi ztraty piesnosti (Horner et al., 2010). Nejcastéji
vyuzivané metody jsou zalozeny na haSovacich tabulkdch ¢i Burrows-Wheeleroveé
transformaci (BWT). BWT stejn¢ jako haSovaci algoritmy mohou byt pouzity pro

alignment v prostoru nukleotidovém 1 prostoru barevném (SOLiD)

Indexovani

Ob¢ dveé metody, algoritmy vyuzivajici BWT 1 algoritmy zalozené na hasovacich
tabulkach, vyuZzivaji v prvni fazi indexovani. Indexovani je zalozené na vytvoieni
tabulky, kterda obsahuje ,,adresy” kratkych sekvencnich motivii odkazujici na mista,
odkud tato sekvence pochdzi. To mé vyhodu v tom, Ze neprohleddvame celou sekvenci,
ale pouze index. Pokud najdeme zdznam v indexu, podivame se kam nds adresa
odkazuje a toto misto ozna¢ime jako CAL. HaSovaci algoritmy mohou indexovat
referen¢ni sekvenci nebo ¢tené useky, kdezto BWT algoritmy indexuji pouze referencni
sekvenci. Indexovani referencéniho genomu vyZaduje mnoho operacni paméti, kdezto
indexovani ctenych tsekli vyzaduje operacni paméti méné, v zavislosti na jejich
mnozstvi. Velikost indexu zavisi vZdy na komplexité sekvence. Pro indexovani se

vyuzivaji nasledujici datové struktury:

a) Sufixové pole

Z fetézce vytvofime sufixové pole tak, ze zng vytvofime vSechny mozné
podfetézce (suffixy). Tyto podretézce abecedné setfidime a tim dostaneme sufixové pole
obsahujici indexy vSech podietézcii srovnanych v abecednim potadi (Obr.10). Pro

lidsky genom je jeho velikost ~12 GB.
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Index Suffix Index Suffix
0 |BANANAS 6 |$
1 |ANANAS$ abecedné 5 |AS
2 INANA$ setfidéno 3 |ANA$
3 |ANAS 1 |ANANAS$
4 |INA$ — 0 |BANANAS
5 |A$ 4  |NAS
6 |$ 2 |NANAS$

Obr. 10: Sufixové pole na prikladu retézce BANANA

b) Sufixovy strom

Sufixovy strom, je stejné jako sufixové pole vytvoien z vSech moznych podietézct.
Z nich je strom vytvofen tak, Ze hrany odpovidaji podietézcim daného fetézce. Kazdy
vnitini vrchol odpovida néjakému podfetézci (Obr 11). Pro lidsky genom je jeho

velikost véts$i nez 35 GB.

% MNAT

Obr. 11: Sufixovy strom pro textovy
retézec BANANA

Zdroj: http://upload.wikimedia.org
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¢) HaSovaci tabulka vyuZivajici seedy (Seed hash table)

Méme tetézec znakl, ze kterého vytvofime podietézce o urCité délce. Pro tento
podietézec se vyuziva anglicky pojem seed. Pokud mame fetézec deseti znakl a seed
o délce 4, tak ho posouvame postupné po ptivodnim fetézci a extrahujeme z néj vSechny
podfetézce o Ctyfech znacich a vzdy si k nim pfipiSeme index vyjadiujici pii kolikatém
posunu seedu byl tento podietézec vyextrahovan. Ziskané seedy setfidime podle
abecedy, ¢imz ziskame tzv. haSovaci tabulku. Velkost této tabulky zavisi na délce seedu

a na komplexité vstupniho fetézce, nicméné pro lidsky genom je jeho velikost ~12 GB.

Tato tabulka mtize byt vytvoiena pomoci riiznych hasovacich funkci a seedd. Seedy

mohou byt:
* Kontinuélni- posouvaji se vzdy o jednu pozici a navzajem se tedy piekryvaji

* Nekontinudlni- posouvaji se o pocet pozic odpovidajici délce seedu, takze

ziskané seedy na sebe navazuji

* S mezerami- vyuzivajici rizny pocCet mezer. Vysvétleni viz. algoritmy

vyuzivajici haSovaci tabulku

* Periodické- jsou tvofeny jednim motivem, ktery se nékolikrat za sebou opakuje.

Cela tato struktura se postupné posouva po celé délce ¢teného useku (Obr. 12).

Single Periodic Spaced Seed
32bp Read:
ACGTACGTCCCCTTTTACGTACGTARAAGGGE

Lookup the Siﬁélé_Ta_ble (7 cases):
ACGH*A* +{TCCHCH {TTA*G* HCGT* Ak + 4+

ﬂCGT*c**

CCC*T* HTACET®%

G:A’Af****

*4GTA*G**

ceC* T+ RCG+ A 4T

wwxgk***

**+TAC*T**

ceT+T+{CGT+C* {annsgl++
?TT*T*ﬂGTA=G==PAA=Gr*
+#++{COT*C* [ TT*A*{TAC*T+ {ARG+C}
*****1GTE*E**FTT=C=1ACG=A=ﬁAGG*G

***1ACG*E**

Obr. 12: Periodickeé seedy algoritmu PerM

Zdroj: (Chen et al., 2009)
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Algoritmy vyuZivajici haSovaci tabulku (Hash table algorithms)
Algoritmy zalozené na hasovacich tabulkéach nejcastéji vyuzivaji seedi s mezerami.

Pro jejich tvorbu se vyuzivaji masky. Princip masky uvadi nasledujici priklad:

M¢éjme masku 0011001010 a sekvenci AAGATTACAG. Jednicky urcuji, ze kterych
pozic budou znaky vybrany a nuly urcuji znaky, které vybrany nebudou. Maska ma
nasledujici parametry. Velikost (key size, weight), kterd znaci, kolik znak bude
vybrano (key size = 4). Siika kli¢e (key width) je podet pozic od prvniho vybraného
pismene po posledni (key width = 7). Z vySe uvedeni sekvence tedy budou postupné
vybrany znaky na tieti, ctvrté, sedmé a devaté pozici, tedy znaky GAAA (Flicek and
Birney, 2009).

Na tomto principu jsou zaloZeny napiiklad tyto algoritmy: MAQ, ELAND, SHRiMP
Z0O0OM, Bfast, MOSAIK, SOAP

Burrows-Wheelerova transformace

Druhé hlavni skupina algoritmii je zaloZena na Burrows-Wheelerové transformaci
(BWT) anaFM indexovani (Ferragina and Manzini, 2000). Koncept sufixového pole
je mnohem efektivnéjsi pokud je sufixové pole vytvotfeno ze sekvence vytvorené
pomoci BWT transformace neZ ze sekvence plivodni. FM index umoZiuje rychlé
vyhleddvani podfetézcii a pro savéi genomy je stejné velky ¢i mensi nez je velikost

vstupniho genomu . To je dano diky kompresi sufixového pole.

Princip BWT transformace je znazornén na obrazku 13. V prvni fazi jsou
z referen¢ni sekvence (zacinajici symbolem * a koncici symbolem $) vytvoreny vSechny
jeji mozné rotace (permutace). Tyto rotace jsou abecedné setfidény. Ze setfidéného pole
rotaci ptivodniho sekvence se do vystupniho zapiSe postupné od pocatku posledni
symbol z kazdé rotace. Na vystupu je tedy transformovany vstup rozsifeny o ukazatel
(symbol $) na konec piivodniho fetézce. Transformovana sekvence je stejné dlouha jako
ta pavodni a obsahuje ty stejné znaky, které jsou ale v jiném poradi. BWT je proces

reverzibilni- je tedy mozné ziskat piivodni sekvenci ze sekvence transformované.
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GTTTGCGAAATGTCSA
A"TAGTCGAGGCTTTAS
2. Sort 3. Select final

ATAGTCGAGGCTTTAS AGGCTTTA$"TAGTCG column
TAGTCGAGGCTTTAS" _> AGTCGAGGCTTTASAT
AGTCGAGGCTTTAS$AT ASATAGTCGAGGCTTT
GTCGAGGCTTTASATA CGAGGCTTTASATAGT
; ; A CTTTASATAGTCGAGG
1. All possible rotations g%ig%%ﬁgf&éﬁ GAGGCTITASMAGTG
GAGGCTTTASATAGTC GCTTTASTAGTCGAG
AGGCTTTASATAGTCG GGCTTTASATAGTCGA
GGCTTTASATAGTCGA GTCGAGGCTTTASATA
GCTTTASATAGTCGAG TAGTCGAGGCTTTA$A
CTTTASATAGTCGAGG TA$"TAGTCGAGGCTT
TTTASATAGTCGAGGC TCGAGGCTTTAS TAG
TTASTAGTCGAGGCT TTA$"TAGTCGAGGCT
TA$ATAGTCGAGGCTT TTTASTAGTCGAGGC
A$ATAGTCGAGGCTTT ATAGTCGAGGCTTTAS
$ATAGTCGAGGCTTTA SATAGTCGAGGCTTTA

ATAGTCGAGGCTTTAGATCCGATGAGGCTTTAGAGACAGS | Genomic sequence

| GGTTGGTCGGATTCGGAATCACGGAAAATT AGATTCCSG | Transform

Obr. 13: Princip Burrows-Wheelerovy transformace

Zdroj: (Flicek and Birney, 2009)

Ve druh¢ fazi je ziskana transformovana sekvence pouzita pro vytvoteni finalniho
komprimovaného FM indexu. Vytvofeny index je prohleddvan pomoci jednotlivych
¢tenych usekil a dochdzi k identifikovani n¢kolika CAL pro kazdy z nich. V dalsi fazi
jsou pouzity presnéj$i alignovaci algoritmy pro nalezeni nejlepSiho vysledného

alignmentu odpovidajicimu ptivodni pozici ¢tené¢ho tseku.

BWT je mnohem rychlejSi nez hasovaci algoritmy pfi zachovani stejné trovné
citlivosti (Flicek and Birney, 2009). Vyhodou je také moznost uchovavat kompletni
index referen¢ni sekvence na disku a v pfipadé¢ vypoctu ho cely nahrat do paméti
pocitace (Flicek, 2009). Vzhledem k tomu ze vSechny mapovaci algoritmy se snazi najit
nejlepsi pomér mezi rychlosti, pfesnosti a narokem na opera¢ni pamét, i u BWT
algoritmu najdeme jist¢é limitace. Nevyhodou napiiklad je, ze BWA je schopny
detekovat alignment pouze v urcité edita¢ni vzdalenosti (edit distance) kterd zavisi na
délce ctenych usektt (Li and Durbin, 2009). Editacni vzdalenost je pocet operaci
potfebnych pro pfevedeni jedné sekvence do podoby sekvence druhé, tedy pocet

zaména vlozenych mezer.

Na tomto principu jsou zalozeny napiiklad tyto algoritmy: Bowtie, Bwa, SOAP2.
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Formaty vystupnich dat

Sekundarni analyza slouzi k urCeni pivodni pozice ¢teného Useku v referencni
sekvenci. Vystupem sekundarni analyzy je seznam cCtenych usekli obohacenych
o chromozomalni soufadnice, skore kvality alignmentu a dal$i informace. Standartné
vyuzivanym formatem pro uchovavani téchto informaci je Sequence Alignment/Map
format (SAM) (Li et al., 2009). SAM format mtze existovat i v podob¢ binarni, ktera
se nazyva Binary Alignment/Map (BAM).

SAM format je tabulatory oddéleny text, ktery se sklddd ze dvou casti; hlavicky
a t€la nesouciho informace o samotném alignmentu (Obr14). Jednotliva pole hlavicky

jsou oznacena symbolem ,,@".

(a) coor 12345678981234 5678901234567898123456789812345

ref AGCATGTTAGATAA* *GATAGCTGTGC TAGTAGGCAGTCAGCGCCAT
reel+ TTAGATAAAGGATA*CTG

raB2+ a3aAGATAA*GGATA

re@3 4 sectaAGCTAA

r04+ o T TCAGC

ree3 ttaget TAGGC

ree1 CAGCGCCAT

(b) @SQ SN:ref LN:45

régl 163 ref 7 38 BM2IAM1ID3IM = 37 39 TTAGATAAAGGATACTA *
rag2 @2 ref 9 38 3SeM1P1I4M * @ 8 AAAAGATAAGGATA -
raei @ ref 95 38 5H&EM * 8 a8 AGCTAA * NM:i:1
raed 8 ref 16 38 6MLANSM * e 2 ATAGCTTCAGC *
réed 16 ref 29 38 6HSM * a8 8 TAGGC " NM:1i:@
régl 83 ref 37 38 S5M = 7 -39 CAGCGCCAT -

Obr. 14: Priklad SAM formdatu. a) Alignment ctenych usekii a referencni sekvence b)
SAM format. @SQ informace o referencni sekvenci: jméno referencni sekvence (SN) a
Jjeji délka (LN). Nasleduji povinné polozky, jejichz vyznam je uveden v tabulce X. NM
znaci pocet zamen.

Zdroj: (Li et al., 2009)
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Pro kazdy alignment existuje jedenact polozek povinnych (Tab. 2), a neomezeny

pocet polozek volitelnych.

QNAME |nazev éteného useku

FLAG informace o ¢tenych Usecich
RNAME |nazev referenéni sekvence
POS souradnice na které je ¢teny Usek namapovany

MAPQ kvalita mapovani ¢teného useku
CIGAR informace o alignmentu
MRNM sekvence parové sekvence
MPOS pozice parové sekvence
ISIZE velikost inzertu
SEQ sekvence ¢teného Useku
QUAL kvalita jednotliwych bazi ¢teného Useku

Tab. 2: Povinna pole formdatu SAM
PoloZka CIGAR nese informace o alignmentu. Povolené operace jsou shoda (M,
match), inzerce (I), delece (D), pieskocend baze (N), baze neshodujici se s referencni
sekvenci ale pfitomna v alignmentu (S, soft clipping), baze neshodujici se s referencni
sekvenci a nepfitomné v alignmentu (H, hard clipping) a inzerce, kterd je pfitomna

1 v referen¢ni sekvenci (P, padding).
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2.4.3. Tercialni analyza dat

Standardnim vstupnim formatem tercidlni analyzy je format SAM nebo BAM
vznikly v prib¢hu analyzy sekundarni. Cilem analyzy tercialni je urceni mist, kde se
nami studovana sekvence 1i8i od sekvence referencni. Tercialni analyza dokaze odhalit
SNP a malé inzerce a delece. Algoritmy hledaji mista, ktera se statisticky signifikantné
lisi od referencni sekvence. Existuje mnoho algoritmli zaloZzenych na rtiznych
principech posuzovani kvality ¢tenych sekvenci a kvality jednotlivych bazi. Casto
vyuzivanym ndastrojem je programovy balik SAMtools, ktery umoziuje nejen
identifikaci odchylek od referenéniho genomu, ale ma mnoho dalSich funkci, jako je
naptiklad indexovani, odstraiovani PCR duplikatd, tfidéni ctenych usekd, prevody mezi
formaty a filtrovani na zékladé¢ zadanych parametri. Vystupem tercialni analyzy je
soubor obsahujici nalezené SNP, inzerce a delece. MlZe se jednat jak o textovy soubor
oddéleny tabulatory, tak casto vyuzivany variant call format (VCF), pro jehoz

manipulaci se vyuziva nastrojii VCFtools®.

& http://vcftools.sourceforge.net
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3. MATERIAL A METODY

Abychom prakticky demonstrovali vyuziti NGS technik v biomedicinském
vyzkumu, aplikovali jsme tyto techniky na redlny pfipad hledani genu podminujiciho
vzacné dédiéné onemocnéni, konkrétné autozomalné dominantni formu adultni formy
neuronalni ceroid lipofuscindzy (ANCL). Toto onemocnéni bylo na naSem pracovisti
zkoumano jiz fadu let, pomoci n€kolika novych metod analyzy genomu, jako je vazebna
a expresni analyza, genotypovani SNP a analyza poctu kopii genomové DNA. Pfimym
sekvenovanim byla ovéfena fada kandidatnich mutaci, z nichZ zadna nebyla potvrzena.
Zavedeni exomového sekvenovani do praxe znacné snizilo naklady na tuto analyzu
a umoznilo vyuziti NGS technik i menSim vyzkumnym laboratofim, jako je ta naSe.
Z tohoto divodu jsme se rozhodli vyzkouset silu NGS technik pii hledani kauzalniho

genu zpusobujiciho ANCL.

3.1. Neuronalni ceroid lipofuscinéza

Neuronalni ceroid lipofuscindézy (NCL) jsou heterogenni skupinou dédi¢nych
neurodegenerativnich onemocnéni. Jedna se o vzacnd onemocnéni, jejichZ incidence je
1- 5:100000 zivé narozenych a celosvétova prevalence kolem 1- 30:100000 . Podle
doby nastupu ptiznakl se déli na infantilni, pozdn¢ infantilni, juvenilni a adultni formy.
NCL jsou charakterizovany selektivni degeneraci neuroni a akumulaci
autofluorescentniho lipopigmentu v lysosomech neuront i jinych bunck. Stradany
material mize obsahovat mitochondridlni podjednotku ¢ ATP syntdzy, piipadné
saponiny A a D (Tyyneld et al., 1993; Elleder et al., 1997). Klinické ptiznaky zahrnuji
epileptické zachvaty, kieCe, ztratu zraku, ataxii a progresivni zhorSeni pohybovych

a mentalnich schopnosti.

Dnes je klasifikovano deset riznych forem NCL, geny zname u osmi z nich: CLN]
deficit palmitoyl-protein thioesterazyy (PPT1), CLN2 deficit tripeptidyl peptidazy
(TPPI1), CLN3, CLN5, CLN6, CLN7 (MFSDS8), CLN8 and CLNI0 deficit katepsinu
D (CTSDY’. Uvedenymi geny kodované bilkoviny funguji jako enzymy (PPT1, TPPI,
CTSD) nebo jako membranové proteiny, jejichz funkce zatim neni detailné¢ zndma.

Geny zptsobujici NCL4 a NCL9 (CLN4 a CLNY) nebyly stale identifikovany.

’  http://www.ucl.ac.uk/ncl/mutation.shtml
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Diagnéza je zaloZzena na zhodnoceni klinického stavu pacienta a prikazu
ceroidlipofuscinu v hluboké kozni biopsii. Pfinosem mize byt elektroencefalografické
vySetieni (Nijssen et al., 2009) ¢i magneticka rezonance. Pro stanoveni jednotlivych
typt NCL se provadi enzymatické vySetieni aktivit PPTI, TPPI a vySetieni genetické
v pfipadé¢ CLN2, CLN3, CLNS5, CLN 6, CLN 7, CLN 8.

V soucasné dobé neexistuje zadna kauzdlni 1éCba, je moznd pouze 1écba
symptomatickd. Pfesna diagnostika, genetické poradenstvi a prenatdlni diagnostika je

jedinym zptsobem jak pomoci postizenym rodinam.

3.1.1. Adultni forma NCL
Adultni forma NCL (ANCL, NCL4) byla popséna v autozomalné dominantni (Kufs,
MIM 204300) i recesivni (Parry, MIM 162350) form¢ dédi¢nosti. Ob¢ formy jsou jen

malo charakterizované a jejich genetickd a molekuldrni podstata je dosud nejasna.

Autozomalné dominantni formu popsal prvné Boehme et al. v roce 1971 u jedendacti
pacientll ve Ctyfech generacich. Klinicky byla popsdna progresivni demence, kiece
a myoklonicka epilepsie. Patologicky byl popsan ubytek nervové tkané a akumulace
sttadavého lipopigmentu ve zbyvajici nervové tkani. Dal§i vyskyt této choroby
s familiarnim vyskytem popsal Ferrer et al. (1980) u Sesti jedinc ve dvou generacich.
Pacienti trpéli progresivni demenci a mimovolnymi pohyby tvafi a krku, u jednoho
z nich se objevily kiece. Josephson et al. (2001) popsal anglickou rodinu s deseti Cleny
s Casnym nastupem demence. Nijssen et al. (2002; 2003) popsal holandskou rodinu
s autozomaln¢ dominantni NCL se Sesti postizenymi ve tfech generacich a popsal
morfologické nalezy v biopsiich a autopsii mozku a v dalSich organech. Burneo et al.

(2003) publikoval familidrni vyskyt adultni formy u rodiny z Alabamy.

V soucasné dob¢ bylo identifikovano ptes 100 pacientl s touto chorobou, prevazné
se jednd o familidrni vyskyt. Pokud tedy shrneme klinické ptiznaky, jednad se
o generalizované zachvaty s kieCemi, které se objevuji mezi 25. - 46. rokem Zivota,
myoklonickou epilepsii, ataxii a dysartrii, ¢asto se objevuji neuropsychiatrické
symptomy, pfedevS§im poruchy chovani a progresivni demence. Na rozdil od ¢asnych

forem se u adultnich forem NCL nevyskytuji poruchy vidéni.

Molekularni podstata této choroby je doposud neznama.
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3.2. Material

3.2.1. Biologicky material

Pro studium molekularni podstaty autozomalné dominantni adultni formy
neurondlni ceoroid lipofuscindzy (ANCL) byly pouzity biologické vzorky ¢leni rodiny
s familiarnim vyskytem tohoto onemocnéni (Obr. 15). Tato ceskd rodina byla
diagnostikovana na Ustavu dédiénych metabolickych poruch Vseobecné fakultni
nemocnice v Praze a 1. Iékaiské fakulty UK v Praze. Diagnoza byla urcena na zéklade
klinickych ptiznaki a vysetfeni probanda II1.6, u kterého se ve 30 letech objevily prvni
ptiznaky progresivni motorické a kognitivni deteriorace, generalizované zachvaty
s kfeCemi a deprese. Tyto pfiznaky vedly k umrti ve 37 letech. Post mortem vySetieni
mozkové tkané prokdzalo pfitomnost charakteristického sttadavého autofluorescenéniho
lipopigmentu v lysosomech neuroni. V biopsii odebrané z pokozky probanda tento
sttadavy materidl prokdzan nebyl. Diagnoza ostatnich ¢lent rodiny byla uréena na

zaklad¢ pritomnosti ¢i nepfitomnosti klinickych ptiznaki.

1.1 1.2

1.2 1.3 1.4 IL.5 I1.6
?

135
1.2 .4 1.5 1.6 .7
33 28 30
+40 32 +37

IV.1 IV.2 V.3 IV.4 V.7 IV.8
28 29 30 32 28

Obr. 15: Rodokmen rodiny postizené ANCL. Cerné symboly
predstavuji nemocné jedince, oteviené symboly predstavuji
Jjedince zdravé. Vek, kdy se objevily prvni priznaky
onemocnéni, je uveden pod symbolem, vék v dobe umrti je
oznacen krizkem ( 7).
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Biologické vzorky, pouzité pro veskeré nize zminéné analyzy byly odebrany
a zpracovany v laboratofi Ustavu dédiénych metabolickych poruch Veobecné fakultni
nemocnice v Praze a 1. lékafské fakulty UK v Praze standardnimi metodami zde

pouzivanymi.

3.2.2. Chemikalie

Chemikalie na PCR
e 2x Red PCR Master Mix Rovalab
*  MilliQ H,O

Chemikalie na elektroforézu

* Agaroza SERVA

e 20x GelRed GelRed™ *

* GeneRuler™ 100 bp Plus DNA Ladder Fermentas
* BB pufr *

* Viz. nize (Pfiprava roztoku)

Chemikalie na izolaci PCR produktu

*  MSB® Spin PCRapace STRATEC Molecular GmbH
e MilliQ H,O

Chemikalie na sekvenovani DNA

» Sekvenaéni kit Dye Terminator v3.1 Applied Biosystems
*  MilliQ H,O

Priprava roztoki
* 10x BB pufr (1 litr) :

100mM tetraboritan sodny dekahydrat (SIGMA) 38,14 g
MilliQ H,O 1000 ml
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e 20x GelRed (500 pl):

100000x GelRed (Biotinum)
70% glycerol
MilliQ H,O

3.2.3. Pristroje
Pristroje na PCR

* Laminarni box Lamin. Air Typ HV Mini
* Pipety Research® plus

* Termocyklér DNA Engine Dyad®

* Vortex-Genie 1 Touch Mixer

Piistroje na elektroforézu

* Laboratorni vdhy Scout

*  Mikrovina trouba

* Pipety Research® plus

* Mikrocentrifuga

* Elektroforeticky zdroj napéti EV265
* Elektroforeticka aparatura

e UV transiluminator

* Fotoaparat PowerShot A520

Pristroje na izolaci PCR produkti

* Pipety Research® plus
e centrifuga 5415 D
e NanoDrop

Piistroje na sekvenovani DNA
* Pipety Research® plus
* Mikrocentrifuga
* ABI 3500XL Avant Genetic Analyzer
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2 ul
71,43 ul
427,57 ul

HOLTEN
Eppendorf
MJ Research

Scientific Industries

OHAUSE
Clatronic
Eppendorf
Labnet

Consort
Scie-Plas
Vilber Lourmat

Canon

Eppendorf
Eppendorf

NanoDrop Technologies

Eppendorf
Labnet

Applied Biosystems



3.2.4. Software

Genotypovani a vazebna analyza

* Sequence Scanner verze 1.0
* Merlin verze 1.1.2.
* R-project verze 2.9.2.
» HaploPainter verze 1.032
Analyza CNV a SNP
* Genotyping Console Software verze 3.02
Expresni analyza
* Bioconductor verze 2.7.
* R-Project verze 2.9.2
* DAVID verze 6.7
Bioinformaticka analyza
* Bfast verze 0.6.4f
* Bioscope v 1.2
* BWA verze 0.5.9-r16
* CLCbio Genomics Workbench verze 4
* PerM verze 0.3.3
* Novoalign verze 1.01.08
*  SAMtools verze 0.1.8

* SeattleSeq Annotation verze 6.0

* PolyPhen2 verze 2.0.23
e Annovar verze 2011Feb20
e BedTools verze 2.12.0

* Integrative Genomic Viewer (IGV)

Ovéreni kandidatni mutace pfimym sekvenovanim

» UCSC Genome Browser", agloritmus BLAT

e PrimerPremier

* Sequence Scanner verze 1.0

19 hitp://genome.ucsc.edu
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Applied Biosystems
(Abecasis et al., 2002)
http://www.r-project.org
(Thiele and Niirnberg, 2005)

Affymetrix

(Gentleman et al., 2004)
http://www.r-project.org
(Huang et al., 2009a; 2009b)

(Homer et al., 2009a; 2009b)
Applied Biosystems

(Li and Durbin, 2009)
CLCbio

(Chen et al., 2009)
Novocraft

(Li et al., 2009)
http://gvs.gs.washington.edu/
SeattleSeqAnnotation
(Adzhubei et al., 2010)
(Wang et al., 2010)

(Quinlan and Hall, 2010)
(Robinson et al., 2011)

(Kent, 2002)
PREMIER Biosoft
(Applied Biosystems)
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3.3. Metody
3.3.1. Genotypovani a vazebna analyza

3.3.1.1. Princip metody

Cilem vazebné analyzy je zjistit, jestli postiZzeni jedinci nesdileji stejné alely, které
by mohly byt zodpovédné za vznik onemocnéni. Aby mohla byt provedena vazebna
analyza, je nutna znalost genotypu pro stovky mist v genomu u vSech zkoumanych
jedincii. Pro genotypizaci se vyuzivaji polymorfni genetické markery s vysokou mirou
heterozygocie, ktera je zédkladem pro informativnost analyzy. PouZivaji se napiiklad
kratké tandemové repetice (STR, Short Tandem Repeat, opakujici se jednotky 2 a vice
nukleotidll) , polymorfismy v délce restrikénich fragmenti (RFLP, Restriction Fragment
Length Polymorphism), variabilni pocty tandemovych repetic (VNTR, Variable Number
of Tandem Repeats) ¢i jednonukleotidové zdmény (SNP, Single Nucleotide

Polymorphism). Vazebnou analyzu Ize rozlisit na parametrickou a neparametrickou.

Pro parametrickou analyzu je nezbytné znat model dédi¢nosti zkoumaného
onemocnéni. Typ dédi€nosti je mozné zjistit analyzou rodokmenu ¢i pomoci segregacni
analyzy, kdy sledujeme segregaci urcit¢ho genetického markeru s ohledem na
pritomnost ¢i nepfitomnost zkoumaného onemocnéni. Dale potfebujeme znat penetranci
(neboli pravdépodobnost vzniku nemoci pii urCitém genotypu), frekvenci alely

podminujici onemocnéni v populaci a vliv vnéjsiho prostiedi.

Pii odhalovani genetické podstaty komplexnich znakli jsou nejcastéji uZivané
neparametrické metody vazebné analyzy, tedy takové, kde nepiedpokladame zadny

konkrétni zplisob dédicnosti, pocet genli nebo miru vlivu negenetickych faktort.

3.3.1.2. Provedeni

Analyza genetickych markerd byla provedena pomoci genotypovaciho Ccipu
GeneChip Human Mapping 10K 2.0 Array (Affymetrix) v Servisni laboratofi funkéni
genomiky a bioinformatiky na Ustavu molekularni genetiky AV CR. Pro ziskani
a zékladni analyzu obrazu byl pouzit Affymetrix GeneChip Scanner 3000 7G,GeneChip
operating Software (GCOS) 1.4. a Affymetrix Genotyping Analysis Software (GTYPE)
4.1.
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Pomoci zjisténych genetickych markert byla provedena parametrickd vazebna
analyza. Pfi analyze byl pfedpoklddan autozomdlné¢ dominantni model dédi¢nosti s 99%
penetranci, 1% vlivem vnéjSiho prostredi (phenocopy rate) a predpokladanou frekvenci
alely v populaci 0,1 %. Vazebna analyza byla vypocitana za pomoci programu Merlin.

Ziskané vysledky byly zobrazeny pomoci programu HaploPainter a R-project.

3.3.2. Analyza poctu kopii genomové DNA

Analyza poctu kopii genomové DNA (CNV, Copy Number Variation) zkouma ztraty
a duplikace rozséhlych oblasti genomu (10 kb az 5 Gb). Pokud je frekvence urcité
varianty v populaci vétSi nez 1 %, jednd se o polymorfismus v poctu kopii (copy

number polymorphism).

3.3.2.1. Princip metody

CNV je mozné studovat jak pomoci ¢ipovych technologii, tak pomoci sekvenovani.
Nejcastéji pouzivanymi metodami pro studium CNV jsou stale ¢ipové technologie
(William Blair & Company, 2011). Pro analyzu CNV byl pouzit SNP genotypovaci ¢ip
Genome-Wide Human SNP Array 6.0 od firmy Affymetrix. Tento ¢ip obsahuje vice nez
906600 prob pro detekci SNP a vice nez 946000 prob pro detekci CNV. Genomova
DNA je nastépena pomoci restrikénich endonukledz Nsp [ a Sty I. Na konce ziskanych
fragmentl jsou ligovany adaptéry, které jsou komplementarni ke koheznim konclim
ziskanych v predchozim kroku. Ziskané DNA fragmenty jsou amplifikovany pomoci
primeru komplementarnimu k sekvenci adaptéru. Podminky PCR reakce jsou
optimalizovany tak, aby byly pfednostné amplifikovany fragmenty dlouhé 200 az
1100 bp. Vzorky ziskané S$tépenim jednotlivymi restikénimi endonukledzami jsou
smichany dohromady a vychytdny pomoci polystyrénovych kulicek s navézanymi
adaptéry komplementarnimi k adaptérim navazanych na DNA fragmenty v pfedchozich
krocich. Ziskana smés fragmenti DNA je nastépena, fluorescencné oznafena a nalita na
¢ip. Fragmenty DNA hybridizuji na préby umisténé na povrchu ¢ipu. Poté je ¢ip zbaven

fragmentq, které nehybridizovaly a vyfocen. Nasleduje analyza ziskanych obrazki.
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3.3.2.2. Provedeni

DNA vzorky pacientd 11.2, IV.1, IV.2, IV.3, IV4, IV.7 a IV.8 (Obr. 15) byly
genotypovany pomoci ¢ipu Genome-Wide Human SNP Array 6.0 (Affymetrix). Cip byl
skenovan pomoci GeneChip Scanner 3000 7G (Affymetrix), ktery je vybaveny
programem GeneChip Control Console Software 2.01 (Affymetrix). Genotypovani bylo
provedeno v Servisni laboratofi funkéni genomiky a bioinformatiky na Ustavu

molekularni genetiky AV CR.

Ziskany CEL soubor byl dale zpracovdn a analyzovdn pomoci programu
Genotyping Console Software. Signaly reprezentujici jednotlivé SNP a CNV byly
porovnany s referen¢nim daty kterd jsou automaticky v uvedeném programu k dispozici.
Ziskana data byla pouzita k analyze poctu kopii genomové DNA. Byly uvazovany

pouze useky, které byly pokryty minimalné€ péti probami a byly delsi nez 10 kb.

3.3.3. Expresni analyza

Geneticka informace ulozend v jadfe bunck nezavisi na typu bunck ani jejich
fyziologickém stavu. Uroven transkripce a translace v jednotlivych buiikach je viak
zavisla na mnoha okolnostech. Abychom pochopili komplexni funkci bunék, tkani
a organi, je nezbytné zjistit, které geny jsou ve kterych buiikdch za riznych podminek

exprimovany.

3.3.3.1. Princip metody

Expresi je mozné sledovat na dvou uUrovnich. Jednou moznosti je analyzovat
pritomnost proteini v builkkach urCitého typu za urcitych podminek (proteom).
V soucasné dobé je studium proteind relativné slozité a nehodi se pro paralelni
sledovani mnoha proteinli najednou. Druhym zplisobem, jak analyzovat genovou
expresi je sledovani mnozstvi mRNA, tedy transkriptomu. Transkriptom je soubor
vsech molekul mRNA piitomnych v buiikach ur¢it¢ho typu za urcitych podminek.
Sledovani transkriptomu je mnohem jednodus$i a vhodnéjsi pro paralelni sledovani
mnoha molekul mRNA najednou. Sledovani genové exprese pomoci analyzy
transkriptomu je velmi roz§ifené, nicméné je zndmo, Ze mnoZstvi trankriptd v bunce
neni piimo umérné mnozstvi vzniklych proteinti. Dlivodem je kontrola genové exprese

na transkrip¢ni (splicing, mRNA processing... ) a translacni rovni (modifikace proteint
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a jejich degradace). Je tedy dulezité si uvédomit, Ze timto zplisobem neméfime produkt

genové exprese, ale transkriptom, ktery nemusi mnozstvi produktu odpovidat.

Zakladnimi otdzkami, které si v pfipadé analyzy transkriptomu klademe mohou byt:
je transkript pro gen G v bunééném typu A za podminek X vice nebo méné abundantni
nez v bunééné typu B za podminek Y? Bunécnymi typy A a B mohou byt naptiklad
normalni a rakovinné buiiky, podminky X a Y mohou byt identické. V jiném ptipad¢ lze
studovat zménu transkriptomu u stejného bunéfného typu za rozdilnych podminek

XaY.

Genovou transkripci je mozné sledovat pomoci oteviené¢ho ¢i uzavieného pfistupu.
Otevieny piistup je nezavisly na jakékoliv pfedchozi znalosti, zatimco uzavieny piistup
piedpokladéa znalost sekvence sledovaného souboru geni. Expresni Cipy se fadi mezi
uzaviené pristupy, coz je jeden z duvodid, pro¢ jsou v soucasnosti nahrazovany
sekvenovanim, které piedchozi znalost sekvence studované molekuly nevyzaduje

(William Blair & Company, 2011).

3.3.3.2. Provedeni

Pro zjiSténi, které geny jsou zménéné exprimovany ve tkanich pacientd oproti
kontrolam byla analyzovana RNA odebrana z leukocytl pacientt IV.2, IV.3, IV.7 a IV.8
(Obr. 15).

Expresni analyza byla provedena v Servisni laboratofi funkéni genomiky
a bioinformatiky na Ustavu molekularni genetiky AV CR pomoci &ipu HumanRef-8
Expression BeadChips (Illumina). Cipy byly skenovany piistrojem Illumina BeadArray

Reader a intenzity byly odec¢teny v programu [llumina BeadStudio Software v3.

Ziskana data byla zpracovana pomoci programového baliku Bioconductor, ktery je
roz$ifenim statistického systému R-Project. Data byla normalizovana pomoci kvantilové
normalizace implementované v baliku Lumi, ktery je specializovan pro zpracovani
¢ipovych dat firmy Illumina. Pro rozhodovéani, zda je ten ktery gen rozdiln€ exprimovan
u pacientl oproti kontroldm byl pouzit modifikovany t-test implementovany v balicku
Limma. Korekce na mnohondsobné testovani byla provedena metodou False discovery
rate (Benjamini and Hochberg, 1995). Za rozdiln€¢ exprimované geny jsou povazovany

ty, jejichz zména byla vice nez 50%.
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Pro funk¢ni anotaci byly uvaZzovany geny, jejichZz exprese byla u pacientli zménéna
nejméné o 50 % oproti kontrolni skupin¢ a pravdépodobnost, ze gen neni rozdilné
exprimovany byla mens$i nez 5% (P-value upravena pro mnohondsobna porovnani
pomoci Bonferonniho korekce). Pro funkéni anotaci zménéné exprimovanych genti byla

pouzita databaze DAVID.

3.3.4. Exomové sekvenovani

Exomové sekvenovani predstavuje novou metodou, kterd znacné snizila cenu
sekvenovani pomoci NGS technik, ¢imz se jejich vyuziti stava dostupnéjsi pro stale
vetsi okruh védcl a v soucasnosti je ¢astou metodou pro odhalovani kauzalnich gent
vzacnych dédi¢nych onemocnéni, at’ jiz se jedna o choroby s mendelistickym typem
dédicnosti ¢i choroby komplexni. Aby bylo moZni studovat exom pacienta, je nejprve
potfeba obohatit jeho genomovou DNA o kodujici useky (exony). Existuje nékolik

pouzivanych metod pro obohaceni genomu.

3.3.4.1. Princip metody
Pro obohaceni genomu se vyuzivan néklika riznych metod, které jsou schematicky

znazornény na obrazku 16.

(a) Obohaceni DNA pomoci c¢ipovych technolgii: (Agilent, Roche/Nimblegen
a Febit). Proby, které jsou komplementarni k cilové sekvenci, jsou
imobilizovany na Cipu a pomoci hybridizace cilen¢ vychytavaji pozadované
fragmenty DNA. Poté jsou odmyty fragmenty, které nehybridizovaly a DNA je
z Cipu uvolnéna a dale pfipravovana podle standartniho protokolu pro

sekvenovani.

(b) Biotinylované proby volné¢ plovouci v roztoku selektivné vychytavaji
poZadovanou DNA. Fragmenty, které hybridizovaly jsou z roztoku vychytany
pomoci streptavidinem obalenych magnetickych kuli¢ek. Proby mohou byt jak
zDNA (RocheNimbleGen, SeqCap/SeqCap EZ), tak z RNA (Agilent

Technologies, SureSelect kit).

(c) Molekuléarni inverzni proby (MIP, Molecular Infersion Probes). MIP sestavaji ze
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dvou prob komplementarnich k pozadované sekvenci. Tyto proby jsou spojené
univerzalnim ,,spacerem‘. Proby nasednou na pozadovanou sekvenci a mezera
mezi probami je zaplnéna pomoci DNA polymerazy a ligdzy. Nasleduje

odbourani zbylé nehybridizované DNA pomoci endonukleaz.

(d) RainStorm PCR - Tato metoda vyuziva biotinylované primery komplementarni
k pozadované sekvenci. Primery jsou prodlouzeny pomoci DNA polymerazy.

Vysledna sekvence je zachycena na streptavidinem obalené¢ magnetické kulicky.

Kazda z obohacovacich metod je vhodna k jinym ucelim v zavislosti na velikosti
cilové sekvence a v zavislosti na poctu vzorkd, které potiebujeme obohatit. Pro
obohacovani lidského exomu (~30 Mb) jsou nejvice vhodné hybridizacni metody

zalozené na Cipovych technologiich ¢i hybridizaci v roztoku (Mamanova et al., 2010).

3.3.4.2. Provedeni

DNA pacienta IV.7 (Obr. 15) byla nejprve obohacena o kodujici oblasti pomoci kitu
SureSelect Human All Exome Kit (Agilent) a takto ziskany vzorek byl osekvenovan
firmou CeGaT (Germany) na pfistroji SOLID™ 4 System (Applied Biosystems).

Ziskana data byla nasledné podrobena bioinformatické analyze.
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Obr. 16: Metody obohacovani genomu. Svétle modreé fragmenty reprezentuji
cilovou genomovou sekvenci, kdezto cervené fragmenty reprezentuji
sekvenci, kterou nechceme obohacovat

Zdroj: (Teer and Mullikin, 2010)
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3.3.5. Porovnani mapovacich algoritmu
Abychom zjistili, ktery mapovaci algoritmus je nejvhodngj$i pro analyzu dat
ziskanych sekvenaci exomu pacienta postizeného ANCL, porovnali jsme vysledky

ziskané pomoci riznych mapovacich algoritmli. Porovndvané algoritmy jsou uvedeny

v tabulce 3.

Algoritmus Verze Princip Zdroj Dostupnost
Bfast 0.6.4f ha$ovaci tabulka http://bfast.sourceforge.net | open source
BioScope 1.2 hasovaci tabulka http://solidbioscope.com komeréni
BWA 0.5.9-r16 Burrows-Wheeler http://bio-bwa.sourceforge.net GPL
CLC bio 4.0 nezjisténo http://www.clcbio.com komerc&ni
PerM 0.3.3 | haSovaci tabulka, periodické seedy | http://code.google.com/p/perm GPL

komer¢éni,
Novoalign 1.01.08 haSovaci tabulka http://www.novocraft.com zdarma pro
vedecké ucely

Tab. 3: Prehled algoritmii vybranych pro porovnani

Ctené tseky byly namapovany na referenéni sekvenci lidského genomu
(GRCh37/hgl19) pomoci vSech vySe uvedenych nastroji. Pro alogoritmy PerM, Bfast,
BWA a Novoalign byly zvoleny shodné parametry: maximalni pocet povolenych zdmén
v jednotlivych ¢ctenych tsecich oproti referencni sekvenci byl pét a maximalni povoleny
pocet mist na které mize jeden ¢teny usek mapovat byl také pét. Pro vypocet jsme
pouzivali pocita¢ vybaveny operaénim systémem Gentoo se dvéma procesory Intel®

Xeon® Processor E5620 a 24 Gb RAM.

Pro identifikaci variant obsazenych v genomu byly pouzity nastroje baliku
SAMtools. Jednotlivé Ctené tseky byly nejprve setfidény podle chromozomaélnich pozic
(sort) a poté byly odstranény vSechny PCR duplikaty tak, Ze pouze ty s nejvyssi
mapovaci kvalitou ziistaly pro dal§i zpracovani (rmdup). Pouze ¢tené useky s kvalitou
mapovani vétsi nez 20 (QV > 20) byly pouzity pro dalsi analyzu. Pro identifikaci inzerci
a deleci byla zvolena kvalita vyssi nez 50 (Indel QV > 50) a pro identifikaci substituci
kvalita vyssi nez 100 (SNP QV > 100). Analyza pokryti byly provedena pomoci
nastroji BedTools (funkce coverageBed). Pro urceni zda-li jsou varianty znamé ¢i
neznamé poslouzil program Annovar kdy anotace probihala oproti databazi dbSNP

verze 131",

11

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/
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3.3.6. Bioinformaticka analyza

Pro bioinformatickou analyzu dat ziskanych sekvenaci exomu pacienta postizen¢ho
ANCL byla vybrana data ziskana mapovanim pomoci algoritmu Novoalign. Sekvenc¢ni
varianty byly identifikovany pomoci softwarového baliku SAMtools a varianty, které
doséhly vysokého skore (QV c¢teného useku > 20, QV indel > 50, QV SNP > 100)
Vysoce kvalitni varianty byly anotovany pomoci webového serveru SeattleSeq
Annotation Server (GRCH37/hgl9) ktery obsahoval varianty obsazené v databazi
dbSNP verze 131. Nasledné byly odfiltrovany varianty, které se nalézaly mimo kddujici
oblasti genomu. Toho bylo dosazeno porovnanim ziskanych variant oproti databazi
referenénich genti RefSeqGene'?. Vzhledem k tomu, Ze podstata onemocnéni neni
znama a incidence onemocnéni je velmi mald, 1ze predpokladat, ze ani pfi¢inna mutace
nebude uvedena v databazi dbSNP ani databazi 1000 genomt. Predikce vlivu
nalezenych mutaci na strukturu a funkci proteinu byla provedena pomoci nastroje

PolyPhen2. Vybrané varianty byly zobrazeny promoci prohliZzece IGV Viewer.

3.3.7. Ovéreni segregace mutace ve studované rodiné primym
sekvenovanim

Pro ovéteni segregace kandidatni mutace v genu DNAJCS5 ve studované rodiné
pfimym sekvenovanim byly navrzeny primery pokryvajici vSechny koédujici exony
kandidatniho genu. Pomoci programu Premier Primer byly navrzeny primery a jejich
specificita byla ovéfena oproti referencni sekvenci lidského genomu (GRCh37/hgl9)
dostupného v prohlize¢i UCSC Genome Browser pomoci algoritmu BLAT. Primery
byly syntetizovany firmou Generi Biotech (Ceska republika). Sekvence pouZitych

primerti jsou uvedeny v tabulce 4.

Nazev primeru Sekvence 5' — 3' Pozice (GRCh37/hg19) Délka produktu

gDNAJC5_ex2_U |GCCGTATTCTGCCGTCTCAC 20:62559507-62559526 406 bp
gDNAJCS5 ex2 L  TCGGCCAGGATAAAGTATGT  |20:62559894-62559913
gDNAJC5_ex3_U |CAGCCCTGGAGAGTCGGACA |20:62560519-62560538 626 bp
gDNAJC5_ex3 L |GGGAACCCTGCAGGCGTGGA |20:62561126-62561145
gDNAJC5_ex4 U |ATCCCCACCTGGAACGCACCC 20:62562093-62562113 402 bp
gDNAJC5 ex4 L |CCACAAACACTCGCGGCACA 20:62562476-62562495
gDNAJC5_ex5 U [TTTGTCCAGGTGCCCGAAAG  |20:62562723-62562742 655 bp
cDNAJC5_1205L  |GAGGCCAAGACGGTAACACA |20:62563359-62563378

Tab. 4: Sekvence primerii pouZitych pro ovéreni kandidatni mutace v genu DNAJCS5

12 http://www.ncbi.nlm.nih.gov/refseq/rsg

54



MATERIAL A METODY

Podminky PCR reakce byly optimalizovany pro celkovy objem reakéni smési 25 pl.
Slozeni reakéni smési je uvedeno v tabulce 5 a podminky reakce pro amplifikaci

jednotlivych exont jsou uvedny v tabulce 6.

Slozka Koncentrace Objem
dH20 10,5
1x Red Master Mix 1x 12,5 ul
Upper primer 0,2 pmol/ul 0,5 ul
Lower primer 0,2 pmol/ul 0,5l
DNA templat 1l
Reakéni smés 25 ul

Tab. 5: Slozeni reakcni smési pro PCR

Teplota Cas Opakovani ‘
Pocatecni denaturace 94 °C 2min 1Xx
Denaturace 94 °C 10s 30x
Hybridizace T, 15s
Elongace 72 °C E,
Zavéreéna elongace 72 °C 10 min 1x
15 °C ok

T,exon2=61°C
T,exon 3,4,5=65°C
E,exon2,4=25s
E,exon3,5=40s

Tab. 6: Podminky PCR reakce

Pro kontrolu délky a Ccistoty ziskanych PCR produkti bylo provedeno jejich
obarveni (5 ul PCR smési) pomoci 20x GelRed (3 pul) a nasledné byly elektroforeticky
rozdéleny v 1% agardézovém gelu (300V, 250mA, 5 minut). Jako marker pro zjisténi
velikosti PCR produktii byl pouzit GeneRuler 100 bp Plus.. Ziskané produkty byly

vizualizovany pomoci UV transiluminatoru.
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Produkty byly pteciStény pomoci izolacniho kitu MSB® Spin PCRapace

a koncentrace DNA byla stanovena spektrofotometricky na ptistroji NanoDrop.

Ziskané produkty byly sekvenovany na pfistroji ABI 3500XL Avant Genetic
Analyzer pomoci sekvenacniho kitu Dye Terminator. Pro sekvenacni reakci byly
pouzity stejné primery jako pro PCR reakci (Tab. 4). Jejich koncentrace byla 3,2 uM.

Ziskané sekvence byly analyzovany pomoci programu Sequence Scanner.
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4. VYSLEDKY

4.1.1. Vazebna analyza

Vysledky vazebné analyzy jsou graficky zobrazeny na obrazku 17. Abychom
s jistotou mohli fici, Ze jsou dané oblasti ve vazb¢é, mélo by byt LOD skore >3
(pravdépodobnost vazby je 1000x pravdépodobnéjsi, nez pravdépodobnost nulové
hypotézy). Pokud je testovana rodina mald, je obtizné dosahnout takto vysokého skore.
Z tohoto divodu byly za vazebné oblasti pokladany vSechny, které dosahly LOD skore
vétsitho nez 2. Bylo nalezeno sedm vazebnych oblasti na chromozomech 1, 4, 15, 20
a 22. Tyto oblasti jsou zndzornény na obrazku 18 a jejich chromozomalni soufadnice

(GRCH37/hg19) jsou uvedeny v tabulce 7.

LOD Score
W -8 -6 -4 -2 0 2 4

Chromosome

Obr. 17: Vysledky vazebné analyzy zndzornené pomoci LOD skore

chromozom  zacatek konec
1 233697529 end
4 23561661 28920119
15 39049915 61382423
15 65139935 67296086
15 71515415 78819152
20 53448624 konec
22 zacCatek 21449028

Tab. 7: Chromozomalni souradnice
oblasti s LOD skore > 2
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Obr. 18: Vazebné oblasti na chromozomech 1, 4, 15, 20a 22
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4.1.2. Analyza poctu kopii genomové DNA
Abychom zjistili, zda-1i neni ANCL zpisobena rozsédhlou inzerci nebo deleci, byla
provedena analyza zmén poctu kopii genomové DNA. Pro zkoumany soubor pacientli

nebyla nalezena zadna systematickd zména v poctu kopii genomové DNA.
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4.1.3. Expresni analyza

Bylo nalezeno 904 geni se zménénou expresi u pacientl oproti kontrolam.
Abychom zjistili, jakych procest se tyto geny v bufice ucastni, provedli jsme funkéni
anotaci. V databazi KEGG PATHWAY bylo nalezeno 330 genli z naSeho seznamu
ucastnicich se Sestnacti riznych metabolickych drah, z nichz Ctyfi jsou statisticky

signifikantni 1 po korekci na mnohonasobna porovnani (Bonferonniho korekce,

p <0,01). Vysledky jsou uvedeny v tabulce 8.

KEGG PATHWAY Po- % P-value Gena Fold Bonferro
cet v Enri- ni
gen draze chm

[V ent
hsa00190: Oxidative phosphorylation 29 3,21/6,77E-10| 115 | 3,81 | 1,12E-07
hsa05012:Parkinson's disease 27 12,99/6,90E-09| 111 | 3,67 | 1,14E-06
hsa05016:Huntington's disease 33 |3,65(3,20E-08| 169 | 2,95 | 5,28E-06
hsa05010:Alzheimer's disease 29 [3,21|5,87E-07| 154 | 2,84 | 9,68E-05
hsa03040: Spliceosome 21 12,32|1,04E-04| 121 | 2,62 | 1,70E-02
hsa03010:Ribosome 14 |1,55|3,10E-03| 84 | 2,52 |4,01E-01
hsa04621:NOD-like receptor signaling pathway 11 11,22|6,75E-03| 62 | 2,68 | 6,73E-01
hsa04640:Hematopoietic cell lineage 13 |1,44|1,02E-02) 86 | 2,28 | 8,15E-01
hsa04620: Toll-like receptor signaling pathway 13 |1,44|3,28E-02| 101 | 1,94 | 9,96E-01
hsa04260: Cardiac muscle contraction 10 |1,11|4,57E-02| 72 | 2,1 |1,00E+00
hsa04062: Chemokine signaling pathway 19 | 2,1 |5,84E-02| 184 | 1,56 |1,00E+00
hsa05130:Pathogenic Escherichia coli infection 8 |0,88|6,26E-02| 54 | 2,24 |1,00E+00
hsa05340: Primary immunodeficiency 6 |0,66|7,73E-02| 35 | 2,59 |1,00E+00
hsa05020:Prion diseases 6 |0,66/7,73E-02| 35 | 2,59 |1,00E+00
hsa04060: Cytokine-cytokine receptor interaction 24 |2,65/8,63E-02| 259 | 1,4 |1,00E+00
hsa04120: Ubiquitin mediated proteolysis 14 11,55|9,40E-02| 132 | 1,6 |1,00E+00

Tab. 8: Metabolické drahy kterych se ucastni rozdilné exprimované geny. Statisticky
vyznamné drahy jsou oznaceny tucne.
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4.1.4. Porovnani mapovacich algoritmu

4.1.4.1. Porovnani doby mapovani

Porovnavali jsme cas, ktery byl potfebny pro mapovani pomoci jednotlivych
algoritmil. VSechny pouzité algoritmy umoznuji vypocetni tlohu rozdélit do nékolika
poduloh, z nich kazda je zpracovavéana na jiném procesoru (tzv. multithreading). Dobu
potifebnou k vypoctu uvadime jako dobu, kterou dany proces vytézoval procesor (CPU
Cas). Redlny cas ziskdme vydélenim CPU ¢asu poctem vyuzivanych vypocetnich jader

(redlny cas). Vysledky porovnani doby mapovani jsou uvedeny v tabulce 9.

Vypocetni narocnost programu Bioscope nezname z ditvodu zpracovani dat firmou
CeGaT a narocnost programu CLC bio neuvadime, protoze analyza byla provedena

s vyuzitim odli§ného serveru na platformé¢ Windows.

Bfast Bioscope BWA CLCbio PerM Nowalign
CPU ¢as (s) 1074894 N/A 124551 N/A | 20876 | 3302820
Realny €as (s) 67181 N/A 7784 N/A 1305 | 206426

Tab. 9: Doba potiebnd pro mapovani ctenych usekit na referencni genom
4.1.4.2. Porovnani poctu ¢tenych useku

Zajimalo nés, jaké mnozstvi ¢tenych useklt dokdzi namapovat jednotlivé algoritmy.
Celkovy pocet Ctenych useki byl 94748847. Nejvétsi pocet Ctenych usekt, tedy
66,61 % z celkového mnozstvi, bylo namapovan algoritmem Bioscope. Nasledujici
algoritmy namapovaly 54,20 % (PerM), 51,33 % (Bfast), 50,89 % (Novoalign)
a32,92% (CLC bio) z celkového mnozstvi ¢tenych usekii. Pii PCR reakci vznika
mnoho duplikata; usekt které maji naprosto stejnou sekvenci. Abychom ziskali pouze
unikatni ¢tené Gseky, pouzili jsme filtr na odstranéni duplikati (SAMtools, rmdup). Po
aplikaci tohoto filtru nam zlstalo namapovanych ctenych usekl algoritmem Bioscope
(36,49 %), Bfast (29,51 %), Novoalign (28,08 %), PerM (27,86 %), BWA (27,76 %),
CLC bio (20,35 %). Vysledky jsou zndzornény na obrazku 19.
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Obr. 19: Prehled mapovani ctenych usekii. Graf ukazuje pocty ctenych usekii
nenamapovanych, unikatnich a PCR duplikatu z celkového poctu ctenych useki

4.1.4.3. Analyza pokryti

Abychom si udélali pfedstavu o tom, jak jsou ctené Useky rozlozeny na referencni
sekvenci, provedli jsme analyzu pokryti. Nejprve nas zajimalo, zda-li jsou ¢tené useky
namapovany na spravnych soufadnicich; tedy jestli mapuji na ty pozice, které byly
obohaceny pomoci prob kitu SureSelect Human All Exome Kit (Agilent). Cilova oblast
dand navrhem obohacovaciho kitu méla dohromady 38815064 béazi. Tabulka 10 uvadi
prehled pokryti kterého dosahly jednotlivé algoritmy. Ve druhém tadku tabulky je
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uveden celkovy pocet bazi, které byly namapovany do cilovych oblasti vymezeného
navrhem obohacovaciho kitu. Nésleduji informace o primérném pokryti a o medidnu

pokryti a poctu bazi, které byly pokryty minimaln¢ jednou, pétkrat a desetkrat. Graf na

obrazku 20 znazoriuje poCty bazi, které¢ dosahly urcitého pokryti.

Bfast Bioscope BWA CLC bio PerM Nowoalign
Baze v cilove oblasti 860940724 | 932966918 | 797894910 | 622176130 | 826343510 | 851369753
Primémé pokryti 22,18 24,04 20,56 16,03 21,29 21,93
Median pokryti 19 21 17 13 18 19
Baze pokryté min 1x 36337575 | 37495856 | 36901855 | 34791309 | 36749017 | 35688209
Baze pokryté min 5x 32719666 | 34179970 | 32549939 | 29009014 | 32455742 | 32053137
Baze pokryté min 10x | 28019653 | 29636163 | 27087629 | 22788231 | 27161210 | 27428910
Tab. 10: Analyza pokryti dosazeného jednotlivymi algoritmy
3500000
3000000
2500000
2000000 — Bfast
3 BioScope
3 —CLC bio
S 1500000 —PerM
= Novoalign
1000000
500000
0
0 10 20 30 40 5 60 70 80 90 100
Pokryti

Obr. 20: Pocet bazi o urcitéem pokryti
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4.1.4.4. Efektivita obohaceni

Efektivita obohaceni studovaného vzorku o kodujici sekvence je pocitana jako
pomér poctu unikatnich ctenych tuseku lokalizovanych v oblasti dané néavrhem
obohacovaciho ¢ipu ku celkovému poctu namapovanych ctenych usekid. Efektivitu

obohaceni zobrazuje tabulka 11.

Bfast Bioscope BWA CLCbio PerM Nowoalign

Efektivita obohaceni | 61,58% | 53,97% | 60,66% | 64,52% | 62,61% 64,00%

Tab. 11: Efektivita obohaceni studovaného vzorku

4.1.4.5. Pocet variant nalezenych jednotlivymi algoritmy
Nasledujici analyza méla za cil odhalit SNP a mal¢ inzerce a delece. Tedy mista, kde
se ctené useky liSi od referencni sekvence. Obrazek 21 znazorfiuje pocty nalezenych

variant, znamych 1 nezndmych SNP, inzreci i deleci.

30000
25000

20000

H neznamé indely
O zname indely
B neznamé SNP

15000 B znamé SNP

10000
: I i
0

Bfast Bioscope BWA CLC bio PerM  Novoalign

Pocet nalezenych variant

Obr. 21: Pocet znamych a neznamych variant nalezenych jednotlivymi algoritmy
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4.1.4.6. Hodnoceni kvality nalezenych variant

Piedpokladany pocet nalezenych variant:

Predpokladany pocet variant (polymofnich mist) byl vypocitan podle vzorce na
obrazku 22. L znaci cilovou oblast, 0 frekvenci heterozygotti v dané populaci a N pocet

analyzovanych vzorki (Depristo, 2010).

2N
Number of polymorphic sites ~ L - 6 E 1/i
1=1
Obr. 22: Vzorec pro vypocet predpokladaného poctu nalezenych variant

Pro nés ptipad, kdy mame jeden vzorek, tedy 2N=2, pocet bazi v cilové oblasti
L =38815064 a frekvence heterozygoti v evropské popululaci pro exom odpovida

0=0.42 x 107 je oekdvané mnozstvi polymorfnich mist 24453. Tabulka 12 uvadi

celkovy pocet polymorfnich mist (SNP i inserci a deleci).

Bfast Bioscope BWA CLCbio PerM Nowoalign
Polymorfnich mist v cilové oblasti | 26472 9111 8901 2990 12024 14204

Tab. 12: Pocet polymorfnich mist nalezenych jednotlivymi algoritmy

Pomér znamych a neznamych variant:

VétSina variant je znamych, obsaZenych v databazich genetickych variant, jako je
napiiklad dbSNP. Pro jeden vzorek by mélo byt ~90% variant zndmych, obsazenych
v dbSNP. Vysledky shrnuje tabulka 13.

SNPs Bfast Bioscope BWA CLCbio PerM Nowalign
znamych SNP 93,58% | 95,90% | 95,60% | 96,52% | 87,80% | 95,35%
znamych variant 51,77% | 95,90% | 90,36% | 96,22% | 87,80% | 93,26%

Tab. 13: Pocet znamych SNP a znamych variant zahrnujicich i inserce a delece
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4.1.4.7. Korelace zjisténych SNP s genotypy zjisténymi pomoci
genotypovaciho Cipu

Abychom si ud¢lali predstavu, jak jsou mapovaci algoritmy ptesné, analyzovali

jsme, jaky pocet heterozygotnich SNP zjisténych genotypovanim byl nalezen i pomoci
sekvenace (Tab. 14). Celkovy pocet heterozygotnich SNP zjiSt€énych pomoci
genotypovaciho ¢ipu byl 1743.

Bfast Bioscope BWA CLC bio
shodné nalezenych SNP 1444

PerM  Nowoalign
shodné nalezenych SNP | 82,85%

1072 922 383 1042 1394
61,50% | 52,90% | 21,97% | 59,78% | 79,98%

Tab. 14: Pocet heterozygotnich SNP, které byly shodné nalezeny také pomoci
Jjednotlivych algoritmi
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4.1.5. Bioinformaticka analyza

Pro hleddni mutace zplsobujici ANCL jsme zvolili algoritmus Novoalign.
Identifikovali jsme 25352 vysoce kvalitnich sekven¢nich variant, které jsme funcné
anotovali. Pomoci postupné filtrace, jejiz detaily jsou uvedeny v kapitole 3.3.6, jsme
ziskali nejprve seznam variant kodujicich a poté variant neznamych, které nejsou
uvedeny v databazi dbSNP ani databazi 1000 Genoma Ziskali jsme seznam unikatnich
variant Citajici 617 SNP a 340 inzerci a deleci. Dale jsme nalezené varianty propojili
s vysledky vazebné analyzy, ¢im se seznam nalezenych mutaci sniZil na 17. Pouze jeden

z genll, obsahujici zjiSténé mutace, mél ve tkani pacientd signifikantné¢ zménénou

expresi. Uvedeny postup je zndzornén na obrazku 23. Nalezené zmény shrnuje tabulka

15.

1 |235715487) ¢ | v | ¢/T | POSSV | GNGa | missense | ARG,GLN | 2,02
damaging N/A
236987511 C C/T | benign MTR |synonymous| none |-1,75| 0,05
1 |247835884| G S | C/G| benign |OR13G1|synonymous| none |-4,26| N/A
25678161 | TGC| D3 |-TGC N/A  |SLC34A2 coding none 4,25 | N/A
15 | 41347434 | C Y | C/T| benign | INOSO intron none -8,1 | N/A
15 | 43552699 | G K G/T | benign | TGM5 missense | HIS,ASN | 3,91 | N/A
15 | 43900152 | C Y | C/T| benign | STRC |synonymous| none |-3,94| N/A
15 | 45028846 | G K | G/T| benign |TRIM69 utr-5 none | 0,45 | N/A
15 | 59500165 | A R |A/G| benign | MYO1lE | missense ILE,VAL |-0,27| 0,94
15 | 65555517 | A R |A/G | benign |PARP16|synonymous| none 2,01 | 0,51
15 | 66857720 | C Y C/T | benign LCTL utr-5 none 2,51 | N/A
15 | 75116808 | G R |A/G| benign |[LMANI1L| missense |VALMET |-3,55  N/A
20 | 60884826 | G R |A/G| benign | LAMAS |synonymous| none |-3,36| 0,24
20 | 62562227 | CTC| D3 |-CTC N/A DNAIJC5 coding none 5,34 | 0,03
22 | 20097642 | C Y C/T | benign | DGCR8 utr-3 none -44 | 0,97
22 | 20106680 | G R |A/G| benign |RANBP1 intron none |-6,55| 0,07
22 | 21138486 | C Y | C/T | benign D1 |synonymous| none 4,4 | N/A

Tab. 15: Seznam neznamych mutaci nachazejicich se v oblasti vymezené vazebnou

analyzou. Hodnota N/A znaci, ze gen nebyl ve tkani pacientii exprimovan
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Obr. 23: Schéma postupu hleddni mutace zpiisobujici ANCL. Cervené jsou

uvedeny pocty nalezenych variant v jednotlivych filtracnich krocich
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4.1.6. Ovéreni segregace mutace ve studované rodiné primym
sekvenovanim

Abychom ové¢fili segregaci kandidatni mutace v genu DNAJCS ve studované roding,
osekvenovali jsme kodujici exony daného genu u vSech c¢lenti rodiny od kterych jsme
méli k dispozici vzorky DNA. U vSech postizenych pacientii byla nalezena delece
trinukleotiu CTC na pozici 116 ktera vede k deleci leucinu, kdezto zdravi jedinci tuto
mutaci nemaji (Obr. 24). VSichni postizeni jedinci jsou pro uvedenou mutaci

heterozygotni. Timto byla ovétena segregace mutace se studovanym fenotypem.

G C C T C C T cC A C G T G
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Obr. 24: Oveéreni mutace primym sekvenovanim. V horni casti obrazku je uvedena
sekvence genu DNAJCS5 u zdravych jedinciu. V dolni casti obrazku je sekvence
postizenych pacientii s heterozygotni mutaci Leull6del v genu DNAJCS5
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pocatecni krok mapovani ¢tenych usekll na referenc¢ni sekvenci (Flicek and Birney,
2009). Diky rychlému vyvoji na poli novych sekvenacnich technik jsou neustile
vyvijeny algoritmy nové, které maji za cil zvySeni rychlosti mapovani pii zachovani co

nejvetsi presnosti (Flicek, 2009).

V ramci této diplomové prace byly hodnoceny a porovnavany mapovaci algoritmy
pouzit¢ na redlnych datech ziskanych sekvenaci exomu pacienta trpiciho ANCL.
Sekvenovani bylo provedeno na pfistroji SOLiD™4 System. Porovnavali jsme dobu
mapovani, poc¢ty namapovanych ctenych usekd a presnost mapovani. Pro ndslednou
analyzu dat pacienta s ANCL jsme vybrali algoritmus Novoalign, ktery nejlépe
vyhovoval naSim poZadavkim. Pro zjisténi kauzdlniho genu jsme pouzili
kombinovaného pfistupu zaloZeného na filtraci dat a na propojeni ziskanych vysledk
s daty vazebné, expresni a funkéni analyzy (Ng et al., 2010b). Timto zpisobem jsme
objevili kandidatni mutaci v genu DNAJCS, jejiz segregaci se studovanym fenotypem
ANCL jsme ovétili pfimym sekvenovanim. V soucasné dobé probihaji funkcni studie

s cilem osvétlit molekularné biologickou piic¢inu vzniku onemocnéni.

5.1.1. Porovnani mapovacich algoritmu

5.1.1.1. Vybér algoritmu

Pro porovnani byly vybrany algoritmy umoziujici alignment ctenych usekt
produkovanych sekvenatorem firmy SOLiD, tedy algoritmy umoZiujici mapovani
v barevném prostoru. Algoritmy jsme vybirali jak podle informaci v literatufe, tak
podle doporuceni uzivateli sekvenacnich for SeqAnswers" a BioStar'!. Algoritmy jsme
vybrali tak, aby zde byly zastoupeny oba dva nejcastéji vyuzivané mapovaci pristupy

(Burrows-Wheelerova transformace a haSovaci tabulka).

1 http://seqanswers.com
" http://biostar.stackexchange.com
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5.1.1.2. Vypocetni narocnost

Prvni parametr, ktery jsme porovnavali, byla rychlost mapovani ¢tenych usekii na
referenéni sekvenci. Cas potiebny k vypoétu se ligil mezi nejrychlej$im algoritmem
(PerM) a nejpomalejsim (Novoalign) o ~38 dni v piipadé, ze uvazujeme CPU cas

a 0 ~57 hodin v ptipad¢, ze uvazujeme Cas realny.

Pokud mame k dispozici vykonny pocita¢ s vice procesory umoziujici tzv.
multithreading, neni tento Casovy rozdil tak dramaticky; pokud ale tento pocitac
nemame, je tento rozdil znaény. V piipadé, Ze bychom méli k dispozici pouze méné
vykonny pocita¢, bylo by uzitecné porovnavat naroky jednotlivych mapovacich
algoritmli na operacni pamét pocitace. V tomto piipadé by bylo do vybéru vhodné
zaradit 1 dal$i mapovaci algoritmy, jako je naptiklad Bowtie (Langmead et al., 2009),
ktery dle systémové specifikace pottebuje pro uchovavani indexu lidského genomu
pouze 2 GB data a pro mapovani ¢tenych tsekll na referen¢ni sekvenci mu sta¢i 1,3 GB
operaéni paméti, takze je mozné mapovani provadéet i na stolnim pocitaci. Bowtie je
mozné vyuzivat i pfes webové rozhrani poskytované projektem Galaxy (Goecks et al.,
2010; Blankenberg et al., 2010). Jeho nevyhodou je, Ze neumoznuje vyhledavat inzerce

a delece.

Porovnavany ¢as zahrnuje vSechny kroky potiebné pro mapovani ¢tenych tseku, od
indexovani, ptfes pirevody formatlii a samotné mapovani az po vyhledavani variant.
Nutno podotknout, Ze v piipad€, Ze pracujeme stale se stejnou referencni sekvenci, neni
nutné index referencni sekvence vytvaret stile znovu, ale je vhodné vyuzit indexu
vytvoien¢ho. Z tohoto ditvodu by bylo vhodné také porovnat pouze dobu pottebnou pro

samotné mapovani.

Algoritmus Bfast a Novoalign byly nejpomalejsi, kdeZto mezi ty rychlejsi se fadi
algoritmus BWA a PerM. Algoritmus Bfast, Novoalgin a PerM jsou zalozeny na
principu haSovacich tabulek, kdezto BWA na Burrows-Wheelerové transformaci. Rozdil
mezi porovnavanymi algoritmy vyuZzivajici haSovaci tabulku je ten, ze PerM na rozdil
od Novoalignu a Bfastu vyuzZiva jiny typ seedii. PerM vyuziva periodickych seedi
s mezerami a s velkou vahou. Velkéd véaha je potfebna obzvlast’ pro genomy s mnoha
repetetivnimi  useky. Tento pfistup umoZiiuje rychly vypocet pfi zachovani velké

senzitivity (Chen et al., 2009).
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Algoritmy zalozené na BWT transformaci jsou obecné povazovany pii zachovani
stejné senzitivity jako rychlejsi nez algoritmy zalozené na hasovacich tabulkach (Flicek
and Birney, 2009). NaSe porovnani algoritmii nicméné prokdzalo, ze PerM je rychlejsi
nez BWA. Pro zobecnéni tohoto pozorovani na tvrzeni, ze algoritmy vyuzivajici
hasovaci tabulky s periodickymi seedy jsou rychlejsi nez algoritmy zaloZené na BWT

by bylo potieba provést porovnani vice riznych algoritmi.

5.1.1.3. Porovnani po¢tu namapovanych ¢tenych useki

Abychom mohli vysledky ziskané jednotlivymi algoritmy navzajem porovnavat,
bylo tfeba nastavit stejné parametry. Vzhledem k tomu, ze kazdy z algoritmu pracuje na
mirn¢ odliSném principu, nebylo mozné sjednotit veSkeré parametry. U programii Bfast,
BWA, PerM a Novoalign jsme nastavili shodné tyto parametry: maximalni pocet
povolenych zamén v jednom ¢Eteném useku byl pét a maximalni pocet pozic, na které
muze jeden Cteny usek mapovat byl také pét. Hodnoty ostatnich parametri byly
vychozi. Algoritmy CLCbio a Bioscope byly spuStény s rozdilnym nastavenim

a z tohoto diivodu jsou vSechna data uvadéna jen pro hrubé porovnani.

Algoritmy Novoalign, PerM, BWA a Bfast se v po¢tu unikatnich namapovanych
usekt prili§ nelisily. Namapovaly 27,86-29,51 % ctenych usektt z celkového poctu
94748847. Algoritmus Bioscope namapoval 36,49 % ctenych useki, kdezto algoritmus
CLCbio pouze 20,35 %. Tyto rozdily mohou byt dany rozdilnym nastavenim parametrii
mapovani. S velkou pravdépodobnosti se tedy algoritmy témét nelisi v poctu ctenych
usekt které jsou schopny namapovat, nicméné tuto hypotézu by bylo tfeba ovéfit

pomoci jiného nastaveni parametrui.

5.1.1.4. Analyza pokryti

Analyza pokryti ukazuje, ze pocet bazi s danym pokrytim je obdobny u vSech
algoritmi, pouze algoritmus CLCbio mirné zaostidvd za ostatnimi; méd vice bazi
s menSim pokrytim a méné¢ bazi s vyS$Sim pokrytim nez ostatni algoritmy. Primérné
pokryti bazi je u algoritmti Bfast, BWA, PerM a Novoalign v uzkém rozpéti od 20,59 do
22,18. Pramérné¢ pokryti bazi namapovanych algoritmem Bioscope je 24,04
a programem CLCbio pouze 16,03. Tento rozdil mlZe byt opét dan rozdilnym

nastavenim programu Bioscope a CLCbio.
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Nasledné nés zajimalo, kolik bazi je pokryto minimalné¢ 10x, protoZe osmi az
desetindsobné pokryti uz je dostatecné i pro detekci heterozygotnich SNP (Ng et al.,
2009; Choi et al., 2009). Z vyse uvedencho je patrné, Ze z hlediska pokryti rozdily mezi

algoritmy nejsou nijak vyrazné. Pouze CLC bio mirn¢€ zaostava za ostatnimi algoritmy.

5.1.1.5. Efektivita obohaceni

Efektivita obohaceni genomu o kddujici sekvence byla nejvétsi u algoritmu Bfast,
nasledovaly algoritmy CLCbio (64,52 %), Novoalign (64,00 %), PerM (62,61 %), BWA
(60,66 %) a nejhorSiho obohaceni bylo dosazeno pomoci algoritmu Bioscope, a to
pouze 53,97 %. Z ptedchozich vysledkli vime, Ze namapoval nejvétsi po€et unikatnich

usekd, nicméné se jich mnoho nachédzelo mimo kddujici oblasti.

5.1.1.6. Pocet variant nalezenych jednotlivymi algoritmy
Porovnavali jsme pocet nalezenych variant, inzerci a delci v cilové oblasti vymezené
navrhem obohacovaciho kitu. Nasledné nas zajimalo, kolik z téchto variant je zndmych,

obsazenych v dbSNP a kolik je neznamych.

Zde byly rozdily znacné. Algoritmus Bfast nalezl variant nejvice (26472), nicméné
se prevazné se jednalo o neznamé inserce a delece. Nasledoval algoritmus Novoalign

(14204), PerM (12024), Bioscope (9111), BWA (8901) a CLCbio (2990).

Pokud porovname pocty nalezenych variant s po¢tem namapovanych ¢tenych usekii,
doSlo zde k prekvapivé zméné pofadi mezi jednotlivymi algoritmy. Nejméné variant
nalezl opét algoritmus CLCbio, ktery namapoval i nejméné ¢tenych usekt. Prekvapivy
byl propad algoritmu Bioscope, ktery namapoval ¢tenych Usek nejvice, nicméné
variant nalezl mén¢, nez algoritmy s menSim poctem namapovanych c¢tenych tseku
(PerM, Novoalign). V zavislosti na po¢tu nalezenych variant a efektivit¢ obohaceni se
domnivame, ze algoritmus Bioscope mapuje s mensi piesnosti nez algoritmy ostatni,

kdezto Novoalign naopak pouziva pro mapovani piisn¢j$i kritéria.

5.1.1.7. Hodnoceni nalezenych variant
Falesné¢ pozitivni a faleSn¢ negativni vysledky jsou kritickym bodem vSech
resekvenacnich experimentii (Ng et al., 2009). Neznamé varianty obsahuji jak nové,

readlné¢ varianty, tak varianty faleSn€¢ pozitivni, zptsobené chybami vzniklymi pii
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sekvenovani i v priab¢hu analyzy dat (Schwartz et al., 2011).

Kvalitu exomovych dat jsme ovéftili nékolika zplisoby: pomoci predikce poctu
ocekavanych variant, pomoci poméru znamych a neznamych SNP a porovnanim

s genotypy ziskanymi pomoci genotypovaciho ¢ipu Affymetrix SNP 6.0.

Piedpokladany pocet nalezenych variant

Predpoklddany pocet nalezenych variant zavisi na frekvenci hetorozygoti
v populaci, velikosti cilové oblasti a poctu analyzovanych vzorkl. Pro nas vzorek byl
pfedpokladany pocet nalezenych variant 24453. Algoritmus Bfast nalezl 26472, cozZ je

vice nez pocet ocekavany, kdezto ostatni algoritmy nalezly variant méng¢.

Pomér znamych a neznamych variant
VétSina variant je jiz zndmych, obsazenych v databazi dbSNP. Pfedpokladany pocet

znamych variant je ~90 % ze vSech nalezenych (Depristo, 2010; Kiialainen et al., 2011).

Pokud porovnavame pouze pocet nalezenych zndmych SNP, tak PerM jich nalezl
nejmeéné (87,80 %), nasledoval Bfast (93,58 %), Novoalign (95,35 %), BWA (95,60 %),
Bioscope (95,90 %) a CLCbio (96,53 %).

Pokud ovSem porovnavame pocty vSech nalezenych variant, tedy jak SNP, tak
inzerci a deleci, tak Bfast nalezl nejmensi pocet zndmych variant a to pouze 51,77 %.
Algoritmus Novoalign i Bfast nalezli o néco méné znadmych variant nez v ptipadé SNP
ato 93,26 % v piipadé Novoalignu a 90,36 % v ptipadé¢ BWA. U algoritmii PerM
a Bioscope ziistal tento pocet stejny, nebot rozdil je dan pomérem znamych

a nezndmych inserci a deleci, které neumi tyto algoritmy vyhledavat.

Ptekvapivé je nizké procento znamych variant nalezenych algoritmem Bfast. Pomér
znamych a neznamych SNP odpovida vysledkim o¢ekdvanym. Z toho plyne, Ze nizky
pocet celkovych variant je dan vysokym pocétem neznamych niserci a deleci. Z tohoto

davodu se domnivame, ze velky po¢et neznamych inzerci a deleci je faleSné€ pozitivnich
Korelace SNP s genotypy zjiSténymi pomoci genotypovaciho Cipu

Zajimalo nas, jaké mnozstvi variant bylo shodné nalezenych i pomoci

genotypovaciho ¢ipu.
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Celkovy pocet heterozygotnich SNP v kodujicich oblastech uréenych pomoci
genotypovaciho ¢ipu Affymetrix SNP 6.0 Cipu byl 1743. Nejvice shodné nalezenych
SNP m¢l algoritmus Bfast (82,85 %), ndsledoval Novoalign (79,98 %), Bioscope (61,50
%), PerM (59,78 %), BWA (52,90 %) a CLCbio (21,97 %). Zjistény pocet shodné

nalezenych SNP odpovida primérnému sekvenénimu pokryti.

Dalsi moZnosti ovéieni kvality exomovych dat

Dalsi moznosti, jak ovéfit kvalitu exomovych dat by bylo porovnat pomér tranzic
a transverzi. Tranzice jsou dvakrat frekventovanéjsi neZ transverze (Ebersberger et al.,
2002). Pomér tranzic a transverzi (Ti/Tv) by mél byt pro celogenomové sekvenovani
~2,0 a pro sekvenovani exomu ~2,8. FaleSn¢ pozitivni SNP by mély mit pomér Ti/Tv
rovny piiblizn€ 0,5 (Depristo, 2010). Pro analyzu poméru Ti/Tv a rozloZeni variant na
plusovém a minusovém vlakné lze vyuzit programu GATK, ktery tyto analyzy

umoznuje (McKenna et al., 2010; Depristo et al., 2011).

Bylo by také vhodné ovéfit kvalitu nalezenych dat tak, ze bychom porovnali shodu
genotypu nalezenych pomoci genotypovaciho ¢ipu a pomoci sekvenovani. Ocekavana

shoda nalezenych genotypt by méla byt >99,5 % (Depristo, 2010).

Kvalitu mapovacich algoritmt by bylo také mozné ovéfit na uméle vytvofenych
sekvenacnich datech (Li et al., 2008). Vzhledem k tomu, ze bychom védéli, ze kterého
useku referencni sekvence Ctené useky pochazeji, mohli bychom piesné urcit, zda-li
jsou nalezené varianty redlné a urcit pocet faleSn¢ pozitivnich a faleSn€ negativnich.
Bylo by vSak potieba zajistit, aby porovnavana data co nejlépe odrazela charakter

realnych dat.

5.1.1.8. Shrnuti vysledku

Bfast

Algoritmus Bfast je vhodny k vyhledavani SNP, protoze jich nalezl nejvétsi pocCet
a zaroven nalezl nejvétsi pocet shodnych SNP s genotypovacim cCipem. Algoritmus
Bfast nicméné na zaklad¢ nasich vysledkii neni vhodny pro vyhledavani inzerci a deleci
z divodu vysoké faleSné pozitivity. Algoritmus Bfast umoznuje nastaveni velkého
mnozstvi parametri. To poskytuje moznost dobie uzplsobit podminky mapovani pro

ruzny charakter dat. Pro zacinajici uZzivatele miZe byt nicméné obtiznd orientace
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v tomto mnozstvi nastavitelnych parametri.

Novoalign

Algoritmu Novoalign se co do poctu nalezenych variant umistil na druhém mistg,
hned za algoritmem Bfast. Pomér znamych a neznamych variant odpovidal
o¢ekavanému poméru. Presnost mapovani je na ukor doby vypoctu, ktera je
ne€kolikandsobné delsi nez u algoritmt ostatnich. Nevyhoda algoritmu Novoalign je ta,
ze alignment v barevném prostoru je k dispozici pouze v komer¢ni verzi. Pro vyuziti
algoritmu Novoalign pro mapovani v barevném prostoru je nutné zvolit komeréni verzi
tohoto programu. Stejn¢ tak pouze komercni verze podporuje multithreading, coz je
funkce téméf nezbytna v ptipadé mapovani velkého objemu dat, z divodu casové

naro¢nosti vypoctu.

PerM

PerM je nékolikandsobné rychlejsi, nez ostatni algoritmy a pocet nalezenych variant
je jen o néco nizsi nez u algoritmu Bfast a Novoalign. Pomér znamych a neznamych
variant odpovida oCekavanému poméru, z ¢ehoz miZeme usuzovat, Ze mnozstvi faleSné
pozitivnich variant neni vysoké. Algoritmus PerM tedy nabizi nejlepsi pomér rychlosti

a presnosti. Jeho nevyhoda je ovSem ta, Ze neumi nalézt inzerce a delece.

BWA

Algoritmus BWA je druhym nejrychlej$im algoritmem, nicméné variant nalezl méné
nez algoritmy ostatni. Pomér znamych variant odpovidd ocekavanému poméru.
Algoritmus mutize byt vhodny v pfipadé, Zze potfebujeme rychle vyhledat inzerce

a delece.

Bioscope a CLCbio

Vzhledem k tomu, ze u algoritmu Bioscope a CLCbio nebyly nastaveny shodné
parametry jako u algoritmil ostatnich, neni mozné ze zjiSt€nych vysledkli vyvodit
relevantni zaveéry. Vyhodou programu CLCbio je grafické prostfedi, které umoziluje
zpracovani dat 1 ptilezitostnym uzivatelim. Pro tento typ lidi je vhodny také algoritmus
Bioscope, ktery je mozné ovladat jako pomoci ptikazové fadky, tak pomoci grafického

rozhrani. Program Bioscope nalezl s danymi parametry také vét$i mnozstvi variant nez
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CLCbio

5.1.1.9. Zavér

Volba vhodného algoritmu zavisi na mnoha aspektech, jako jsou pouzitd data,
vykonnost pocitace, uZivatelské schopnosti a cil experimentu (Picardi, 2009). Z tohoto
diivodu nelze jednoznacné fict, ktery algoritmus je nejlepsi. Moznym piistupem je také
vyzkou$et kombinaci vice algoritmi'>. V prvnim kroku pouzit algoritmus, ktery mapuje
rychle, ale méné piesn¢ a ve druhém kroku pro ¢tené tseky, které nebyly namapované
pouzit algoritmus ptesnéjsi, ale pomalejsi. Pro tento ucel se hodi PerM, ktery ma
nejleps$i pomér poctu nalezenych variant a doby potiebné pro alignment a zaroven
umoziuje uloZeni nenamapovanych ¢tenych usekl do zvlastniho souboru, ktery je poté

mozné vyuzit pro mapovani pomoci presnéjsiho algoritmu.

5.1.2. Bioinformaticka analyza
Dalsim cilem bylo provést analyzu dat ziskanych sekvenaci exomu pacienta s ANCL

s cilem odhalit kauzalni mutaci tohoto onemocnéni.

Na zéklad¢ vysledk porovnani mapovacich algoritmil byla tato data analyzovéana

programem Novoalign.

Zjisténé varianty jsme funkéné anotovali pomoci dat obsazenych v databazi dbSNP.
Pomoci nastroje PolyPhen2 jsme provedli analyzu vlivu zjisténych mutaci na strukturu
a funkci proteinu. Pro urceni kandidatnich mutaci jsme ziskané varianty postupné
filtrovali, coz je postup ktery byl pouzit v fad¢ experimentii které vedly k odhaleni

mutaci zpusobujici vzacna onemocnéni (Biesecker, 2010).

V prvni fazi jsme odfiltrovali vSechny varianty, které se nachazely mimo oblasti
vymezené navrhem ¢ipu, tedy varianty v nekddujicich oblastech. Dal§im krokem byla
filtrace variant, které jsou neznamé, které nejsou evidované v databdzi dbSNP ani
databazi 1000 Genomu. Ziskany seznam byl pfili§ dlouhy na to, abychom z né&j ur¢ili
kauzalni mutaci. Pokud bychom osekvenovali vice pacienti, mohli bychom kauzalni

mutaci urcit hleddnim mutace, kterd by byla spole¢na pro vSechny postizené jedince.

Ziskana data jsme propojili s daty ziskanymi vazebnou analyzou a nalezli jsme

celkem 17 wunikatnich mutaci. Dal$im ptedpokladem bylo, Ze exprese genu je

15 http://biostar.stackexchange.com
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u postizenych pacientil signifikantné¢ zménéna, at’ jiz zvySena nebo snizena. Toto
kritérium spliiovala pouze jedna mutace, a to mutace v genu DNAJCS, ktery kdduje

protein CSPa.

CSPa patii mezi rodinu J proteini. Obdobné jako ostatni J proteiny, CSP ptisobi
v komplexu s dalS§imi proteiny jako molekularni chaperon. Chaperonovy komplex
sestdva z CSPa, Hsc70 a SGT (small glutamine-rich tetratricopeptide repeat domain
protein) (Tobaben et al., 2001). CSP aktivuje ATP4zu proteinti Hsc70, ¢imz umoziiuje
spravné sbalovani cilovych proteinti (Wilbanks, 1996). CSPa se nachazi hlavné
v nervove tkani, prevazné v oblasti synaptickych vacki. Ostatni proteiny nedokazi jeho
nepfitomnost nahradit, coz naznacuje vysoce specifickou roli pfi sbalovani protein

(Johnson et al., 2010).

Zjisténa mutace vede k deleci leucinu na pozici 116 v centralni domén¢ bohaté na
cystein. Tato hydrofobni doména hraje kli¢ovou roli v transportu CSPa pfevazné pies
membranu endoplasmatického retikula (ER). Je zodpovédna za rozpoznavani a asociaci
CSPa s membranou ER a néslednou palmitoylaci, ktera je potfebna k uvolnéni CSPa
z ER. V piipadé¢, ze nedojde k palmitoylaci, ziistava protein zadrzovan na membrangé,
coz mize mit za nasledek nedostatek tohoto proteinu v cilovych tkanich (Greaves and
Chamberlain, 2006). V duasledku nedostatku CSPa dochdzi k naruseni formace
SNARE-komplexu, coZ ma negativni vliv na uvolnovani presynaptickych vackt do
synaptické §térbiny a tim padem negativni dopad na spravnou funkci neuront (Johnson

et al., 2010).

Spatné sbalovani proteinii je pri¢inou fady neurodegenerativnich onemocnéni, jako
je naptiklad Alzheimerova, Huntingtonova a Parkinsonova choroba (Johnson et al.,

2010).

Bylo prokézano, ze CSPa hraje roli v Huntingtonové chorobg. Pfi huntigtonové
chorobé dochazi k tvorbé inkluznich télisek obsahujicich mutovany huntingtin. Bylo
prokdzéano, ze mutovany huntingtin vaze CSPa, kdezto u nemutované formy huntingtinu
k této vazbé nedochazi. Je mozné, ze v disledku vychytavani CSPa nastava nedostatek

tohoto proteinu a dochazi k neurodegeneraci (Miller et al., 2003).
U mysi s deleci genu DNAJCS byla prokazéana progresivni neurodegenerace a

pred¢asné¢ umrti (Fernandez-Chacén et al.,, 2004), pfiCemZz zvySena exprese
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a-synucleinu dokaZze u téchto mysi zastavit neurodegeneraci (Chandra et al., 2005).

Neuropreotektivni role tohoto proteinu dava nadéji, ze ho v budoucnosti bude

mozn¢é vyuzit pro 1é€bu neurodegenerativnich onemocnéni (Johnson et al., 2010).
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6. SOUHRN

Tato diplomové prace podava piehled o historii, vyvoji a budoucnosti novych
sekvenacnich technik. Vénuje se moznym piistuptim analyzy dat a prakticky porovnava

jednotlivé mapovaci algoritmy na redlnych datech.

Vzhledem k cilim prace byly v této diplomové praci porovnany a zhodnoceny
aktualn¢ dostupné mapovaci algoritmy Bfast, Bioscope, BWA, CLC bio, PerM
a Novoalign. Jako nejpiesnéjsi z nich se ukdzal algoritmus Novoalign a jako
nejrychlejsi algoritmus PerM. Pro analyzu dat ziskanych sekvenaci exomu pacienta
s adultni formou autozomalné¢ dominantni neuronalni ceroid lipofuscindézy byl pouzit
algoritmus Novoalign, ktery dokazal odhalit 14204 odchylek od referencniho genomu
v kodujicich oblastech. Zjisténé mutace byly funk¢né anotovany a propojeny s daty
ziskanymi vazebnou a expresni analyzou. Byla nalezena jedna mutace, kterd spliovala
podminky dané charakterem onemocnéni: neznama, funk¢éné vyznamna mutace v genu,
ktery se nachazi v oblasti vymezené vazebnou analyzou, jehoz exprese je signifikantné

zménéna a porucha jeho funkce miize zplisobit neurodegenerativni onemocnéni.

Koneénym vysledkem této studie je urCeni jedné kandidatni mutace, kterd vede
k deleci leucinu na pozici 116 v genu DNAJCS. Segregace této mutace s fenotypem ve
studované rodin€é byla ovéfena piimym sekvenovanim. V soucasné dobé& probihaji

funk¢ni studie vlivu této mutace na vznik onemocnéni.

Vyse uvedeny experiment potvrzuje, Ze exomové sekvenovani je vhodnym
postupem pro nalezené piiCin vzacnych dédicnych onemocnéni a Ze propojenim
vysledkli sekvenovani s dalSimi experimenty jako je vazebnd a expresni analyza

umoznuje urceni kauzalni mutace i pii osekvenovani exomu pouze jednoho jedince.

Zavedené postupy jsou Vv soucasnosti vyuzivany pro zpracovani dalSich
sekvena¢nich dat v Laboratofi funkéni genomiky a informatiky na Ustavu dédiénych
metabolickych poruch 1.LF UK a VFN s cilem odhalit pfi¢iny vzacnych, dédicné

podminénych onemocnéni.

Vysledky této prace jsou pfipravovany jako soucast publikace v odborném
zahrani¢nim cCasopise a budou prezentovany na konferenci Dédi¢né metabolické

poruchy — 26. pracovni dny a na bioinformatické konferenci ISMB/ECCB ve Vidni.
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ATP
ANCL

ASCII

BAM
bp
BWT
CAL
CEL
CIGAR
CNV

CSFASTA

CTSD
dATPaS
DNA
ddNTP
dNTP
ER
FASTA

FASTQ

SEZNAM ZKRATEK

. SEZNAM ZKRATEK

adenosintrifosfat
adultni forma neurondlni ceroid lipofuscion6zy

znakova sada vyuzivana pro zapisovani skore kvality ve formatu

FASTQ

bazi (bases), analogicky kb, Mb

bindrni forma formatu SAM (Binary Alignment/Map)

pary bazi (base pairs)

Burrows-Wheelerova transformace

kandidétni pozice (Candidate Alignment Location)

datovy soubor pro ukladani namétenych intenzit

polozka formatu SAM nesouci informace o alignmentu

variace v poctu kopii genomové DNA (Copy Number Variations)

datovy format pro uklddani sekvenci v barevném prostoru

sekvenatoru SOLiD

katepsin D

dATPaS- deoxy-adenosine-5'-(a-thio)-trifosfat
deoxyribonukleova kyselina
dideoxyribonukleotidtrifosfat
deoxyribonukleotidtrifosfaty

endoplazmatické retikulum

datovy format pro ukladani nukleotidovych sekvenci

datovy format pro ukladani sekvenci a jim odpovidajicimu skore

kvality, je kombinaci datovych formati FASTA a QUAL
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gDNA

LOD

MIP
NCL
NCL4

NGS

PCR

PGM

PHRED

PPT1
PTP

QUAL

QV

RFLP

RNA

SAM
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typ indexu vyuzivany spole¢n€é s Burrows-Wheelerovou

transformaci
genomova DNA

dekadicky logaritmus poméru dvou modelt: modelu s vazbou

a modelu s nezavislou segregaci (logarithm of odds ratio)
molekularni inverzni proba (Molecular inversion probe)
neuronalni ceroid lipofuscinoza

neuronalni ceroid lipofuscin6za andultniho typu

nové sekvena¢ni techniky (Next Generation Sequencing

Technologies)
polymerazova fetézova reakce (Polymerase Chain Reaction)

Personal Genome Machine, novy sekvenator pracujici na principu

detekce zmény pH

skore kvality béaze, pocitano jako zaporny dekadicky logaritmus

pravdépodobnosti, Ze je dana baze Spatné urcena, také viz. QV
palmitoyl-protein thioesteraza

sekvenacéni desticka vyuzivana firmou 454 (PicoTiterPlate)
datovy format pro ukladani skore kvality odpovidajicim

skore kvality baze, pocitano jako zaporny dekadicky logaritmus
pravdépodobnosti, Ze je dand baze Spatné¢ urCend, také viz.

PHRED skoére

polymorfiysmus délky restrikénich fragment (Restriction

Fragment Length Polymorphism)
ribonukleotidova kyselina

format vyuZivany pro uchovavani alignmentu (Sequence

Alignment/Map)
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SMRT

SNP

STR

VCF

VNTR
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Single Molecule Real Time Sequencing, technologie umoznujici

sekvenovat jednotlivé molekuly v redlném case
jednonukleotidové zamény (Single Nucleotide Polymorphisms)
kratké tandemové repetice (Short Tandem Repeat)

tranzice

tripeptidyl peptidaza

transverze

datovy format pro uklddani odchylek od referen¢niho genomu

(Variant Call Format)

variabilni pocty tandemovych repetic (Variable Number of

Tandem Repeats)
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