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Abstrakt

Béhem uplynulych deseti let klesla diky vyvoji sekvenatort druhé a tfeti generace cena
sekvenovani témét desettisickrat. Osekvenovani a sestaveni celogenomové sekvence
organismu je tak ¢im dal tim dostupnéjSim nastrojem a mtiiZze najit vyuziti v mnoha védnich
oborech. Na cest¢ za kompletni sekvenci DNA organismu je nutné ucinit né€kolik rozhodnuti,
ktera jsou stézejni pro uspésné sestaveni kvalitni celogenomové sekvence. Tato rozhodnuti se
tykaji ptipravy vzorki, vybéru metody sekvenovani a stanoveni vhodného piistupu k sestaveni
sekvence. Bakalarska prace popisuje rizné metody, které 1ze pro jednotlivé ¢asti procesu zvolit,

a aspekty, které je nutné pti rozhodovani zohlednit.

Kli¢ova slova: sekvenovani nové generace, sekvenovani tfeti generace, celogenomové

sekvenovani, de novo sestaveni genomu, algoritmy genomového sestaveni

Abstract

The cost of sequencing has fallen almost ten thousand times over the past ten years due to the
development of second and third generation sequencers. Sequencing and assembling the whole
genome sequence of an organism is thus becoming a more affordable tool which can be utilized
in many fields of science. On the way to the complete DNA sequence of an organism, multiple
important decisions have to be made. These are crucial for the successful assembly of high-
quality whole genome sequence and regard sample preparation, choice of sequencing technique
and choice of an appropriate approach to whole genome assembly. This bachelor thesis
describes various methods which can be utilized in individual steps of the process and aspects

to consider while making the decisions.

Keywords: next generation sequencing, third generation sequencing, whole genome

sequencing, de novo assembly, genome assembly algorithms
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Seznam zkratek

ATP = adenosintrifosfat

BLAST = basic local alignment search tool

CMOS = complementary metal-oxide semiconductor

DNAP = DNA polymeraza

dNTP = deoxyribonukleotid

ddNTP = dideoxyribonukleotid

emPCR = emulzni polymerdzova fetézova reakce

GEM = gel bead in emulsion

ISFET = iontové senzitivni tranzistor s efektem pole (ion-sensitive field-effect transistor)
NGS = sekvenovani nové generace (next generation sequencing)
OLC = overlap/layout/consensus

ONT = Oxford Nanopore Technologies

PCR = polymerazova fetézova reakce (polymerase chain reaction)
SMRT = Single Molecule Real-Time

ZMW = zero mode waveguide



1. Uvod

Rozvoj sekvenacnich metod a klesajici ceny sekvenovani (online zdroj ¢. 7) pifinasi
zajimavé moznosti pro mnohé genetické obory, napiiklad pro populacni, ochranaiskou
nebo 1ékarskou genetiku. Jednou z moznosti, k ¢emu se dnes bézné€ vyuziva sekvenovani, je
1 osekvenovani a sestaveni kompletni genomové sekvence zkoumaného organismu, coz je

tématem této bakalaiské prace.

Pted zahéjenim konkrétnich kroka vedoucich k ziskani celogenomové sekvence je nutné
rozmyslet si dikladné jednotlivé faze tohoto procesu a piedevsim techniky, které béhem nich
budou pouzity. Zacind se odbérem vzorku a izolaci DNA. Poté nasleduje sekvenovani.
V soucasnosti pouzivané metody sekvenovani jsou oznacovany jako shotgun — misto
zpracovavani dlouhé makromolekuly DNA v celku zjist'uji sekvence jejich kratSich nahodnych
usekll (Ekblom & Wolf, 2014). Tyto osekvenované useky DNA se nazyvaji ¢teni (anglicky
reads). Pozice ¢teni v rdmci fetézce jsou ve fazi sekvenovani nezndmé, ale jejich stanoveni je
cilem dalsiho kroku, tedy genomového sestaveni. Vysledkem faze sestaveni by mély byt pokud
mozno kontinudlni sekvence vSech chromozomi zkoumaného organismu (Miller et al., 2010).
K sestaveni sekvence je mozné pfistoupit dvéma zpisoby. Prvni pfistup vyuzivé jiz znamou
sekvenci piibuzného druhu (popséno naptiklad v ¢lanku Lischer & Shimizu, 2017). Naproti
tomu druhy pfistup, oznaCovany jako de novo, stavi sekvenci zcela od zacatku. Poslednim
krokem sekvenacniho projektu by pak vzdy méla byt anotace, pfi niZ jsou k jednotlivym
usekiim sekvence pfipojovana uZite€na data, jako jsou naptiklad predikované geny nebo data

z RNA sekvenovani.

Cilem této bakalafské prace je shrnout v soucasnosti pouzivané metody sekvenovani DNA

a principy de novo celogenomového sestaveni.



2. Vzorek DNA

Kvalita vzorku DNA miize vyrazné ovlivnit kvalitu vysledné sekvence ziskané¢ béhem
celogenomového sestaveni, je tedy diilezité vénovat tomuto kroku dostate¢nou pozornost.
Vyslednou sekvenci ale také pochopitelné ovliviiuji i dalsi faktory, ptredevSim chybovost
sekvenaCnich platforem 1 sestavovacich algoritmii, a v neposledni fad¢ také vlastnosti

samotného genomu, jako je jeho velikost, duplikovanost nebo mnoZzstvi repetic.

Po odbéru vzorku tkané z organismu dochazi ¢innosti nukledz k postupné fragmentaci
DNA (Johnson & Ferris, 2002). Je tedy nutné pouzit pro izolaci DNA cerstvou tkan, kterd nam
umozni sekvenovat delsi useky (Jain et al., 2018). Pokud je tfeba tkan pred sekvenovanim delsi
dobu uchovat, vyuziva se napiiklad zamrazeni v tekutém dusiku a nasledné uchovani pii
alesponi -80 °C nebo konzervace tkan¢ v 96% etanolu (Genome 10K Community of Scientists,
2009; Wong et al., 2012). Pokud vSak potiebujeme izolovat dlouhé useky DNA (v délce
nckolika desitek kilobazi), coz je dulezité pro ne€které postupy sekvenovani genomu, které

usnadiiuji sestaveni sekvence, je vzdy nejlepsi Cerstva tkan.

Dulezita je 1 volba tkané, ze které se bude DNA izolovat. M¢la by to byt tkan s vysokym
obsahem DNA. Pii sekvenovani lidského genomu se ¢asto pouziva krev, kviili jejimu snadnému
neinvazivnimu odbéru, ackoliv kviili bezjadernosti erytrocytii vlastné intuitivné neni nejlepsi
volbou. Oproti tomu pii sekvenovani naptiklad ptaciho genomu miize byt krev vhodnéjsi
variantou, jelikoZ jejich erytrocyty jadro maji. Nejlepsi vytéZzek DNA je mozné ziskat z varlete
a jater (Wong et al., 2012). Pfi volb¢ tkané je nutné zohlednit také jeji funkci. Naptiklad tkan
svalova obsahuje kviili dobrému zasobeni energii velké mnozstvi mitochondrii. Dlouhé repetice
mitochondridlniho genomu poté komplikuji sestaveni genomové sekvence (Ekblom & Wolf,
2014). Je také vhodné se vyhnout tkanim, které mohou obsahovat cizorodou DNA — napftiklad

zaludku nebo stfeviim (Wong et al., 2012).

DNA je ztkéné izolovdna obvykle pomoci n&kterého z komeréné pfipravenych kitd.
Mnozstvi DNA potifebného k samotnému sekvenovani se mezi jednotlivymi platformami lisi.
Radové se obvykle pohybuje v jednotkach az desitkach mikrogramii (Ekblom & Wolf, 2014),
naptiklad u Single Molecule Real-Time sekvenovani je to 5 pug a vice (Ardui et al., 2018).
Rozdily v mnozstvi potiebné DNA mezi jednotlivymi platformami jsou zpisobené tim, Ze
nékteré pred samotnym sekvenovanim zatfazuji amplifikaci DNA pomoci polymerazové
fetézové reakce (do této skupiny patii naptiklad Illumina sekvenovani), zatimco jiné sekvenuji

rovnou (napiiklad Single Molecule Real-Time sekvenovani) (Chakraborty et al., 2016).



Poslednim krokem pied samotnym sekvenovanim je piiprava knihovny, tedy kolekce
fragmentli DNA, které bude sekvenator schopny sekvenovat. Piiprava této kolekce se 1i$i mezi
jednotlivymi platformami a komer¢ni spolecnosti poskytujici sekvenatory nabizi i kity pro tyto

ucely. Odlisnost mezi jednotlivymi platformami je naptiklad v pozadované délce fragmenti
DNA.



3. Sekvenovani

V této kapitole budou struéné piedstaveny obvykle pouzivané sekvenacni platformy,

porovnany jejich mechanismy sekvenovani a uvedeny vyhody i nevyhody jejich pouZziti.

3.1 Techniky sekvenovani

RozliSujeme tfi generace sekvenovani. Prvni generaci sekvenovani piedstavuje predevsim
Sangerovo sekvenovani terminaci fetézcti. Ddle se sem fadi i chemické Maxam-Gilbertovo
sekvenovani, které ale nebylo tak Siroce pouzivané a dnes se jiz nevyuziva. Pro metody druhé
generace sekvenovani (oznacované téz jako metody sekvenovani nové generace — NGS) je
charakteristickd amplifikace DNA pomoci PCR a masivni paralelizace procesu (Srinivasan &
Batra, 2014). Do této generace sekvenovani patii 454 sekvenovani, Illumina sekvenovani,
SOLiD sekvenovani a lon Torrent sekvenovani. Tteti generace sekvenovani ¢te sekvenci DNA
na Urovni jednotlivych molekul bez nutnosti pfedchozi amplifikace (Heather & Chain, 2016).
Metodami sekvenovani tieti generace jsou Single Molecule Real-Time sekvenovani a
sekvenovani nanopérem. V ndsledujicich kapitolach jsou popsany mechanismy sekvenovani
zde zminénych technik. Nékteré z metod jsou zndméjsi pod jménem spolecnosti, kterd vyrabi
sekvenatory je vyuZzivajici, proto je jméno takové spolecnosti uvedeno v zdvorce u nazvu

sekvenacni techniky.

3.1.1 Sangerovo sekvenovani (Applied Biosystems)

Sangerovo sekvenovani bylo popsano v ¢lanku Sanger et al. (1977) a pfineslo prilom
v této oblasti vyzkumu — s Upravami, které umoznily ¢aste€nou automatizaci procesu, bylo
mozné sekvenovat a sestavovat prvni kompletni genomové sekvence (Fleischmann et al.,

1995).

Mechanismus sekvenovani spociva v syntéze komplementarniho vldkna DNA podle
templatu  DNA polymerdazou a jeji terminaci. T¢é je mozné docilit inkorporaci
2¢,3¢-dideoxyribonukleotidu (ddNTP), ktery oproti pfirozené pro syntézu DNA vyuZivanym
2¢-deoxyribonukleotidiim (dNTP) postrada 3‘-hydroxylovou skupinu, a tak znemoZziuje dalsi
prodluzovani DNA vlakna (Atkinson et al., 1969). Pokud tedy vytvofime smés DNA templatu,
primeru, vSech ¢tyi dNTP a jednoho z dANTP a budeme ji inkubovat s DNA polymerazou,
ziskdme kolekci fragmentii riznych délek se stejnym 5° koncem a ukoncenych shodné
pouzitym ddNTP. Tuto kolekci nésledné separujeme pomoci elektroforézy na denaturujicim

akrylamidovém gelu, a tak mizeme pozorovat rozlozeni inkorporovaného ddNTP napfiic



syntetizovanou DNA. Pokud stejny postup uskute¢nime pro vSechny ¢tyii ddNTP, je mozné

nasledné z gelu precist kompletni sekvenci (Sanger et al., 1977).

Znaceni jednotlivych ddANTP rlznymi fluorescen¢nimi znackami nasledné¢ umoznilo
provadét vSechny cCtyfi reakce zaroven v jedné smési. Automatickd detekce fluorescence
(Luckey et al., 1990) pak dala vzniknout prvni automatizované sekvenacni technice schopné

zvladnout objemy dat potfebné pro celogenomové sekvenovani.

3.1.2 454 sekvenovani (454 Life Sciences)
Prvni NGS technikou bylo tzv. pyrosekvenovani, zndmé také jako 454 sekvenovani,

zavedené v roce 2005 (Margulies et al., 2005). V dnesni dob¢ se jiz tato technika nevyuziva.

Kli¢ovym krokem vSech NGS technik véetné pyrosekvenovani je zavedeni novych technik
amplifikace fragmenti DNA pomoci polymerazové fetézové reakce (PCR), které umoziuji
zmnoZeni mnoha fragmentti DNA paralelné v jedné reakci. To nésledné umoziiuje paralelizaci

procesu sekvenovani, ktery ptichdzi na fadu az po této amplifikaci.

V piipad¢ pyrosekvenovani je jako amplifikacni metoda vyuzivana tzv. emulzni PCR
(Obr. la). Smichanim men$iho mnoZstvi vodného roztoku obsahujiciho kulicky pokryté
oligonukleotidy, fragmenty DNA a reaktanty klasické PCR solejem o vétSim objemu
(Dressman et al., 2003) vznikne emulze vody v oleji — kapicky obsahujici v idedlnim piipadé
pravé jednu kulicku a pravé jeden DNA fragment. V téchto kapickach pak probéhne PCR,
pii které oligonukleotidy navazané na kulicku vystupuji jako primery (Dressman et al., 2003).
Dojde tak ke vzniku kuli€ky pokryté kopiemi plivodniho DNA fragmentu. Nésledné& jsou tyto

kulicky vyjmuty z oleje pomoci fazové separace.

Takto pfipravené kulicky s navazanymi zmnozenymi fragmenty DNA jsou jednotlivé
rozmistény do jamek pikotitracni desticky (Obr. 1c¢) a samotné sekvenovani potom probiha
v kazdé jamce zvlast. To umoznuje paralelni sekvenovani statisicti fragmentti DNA soucasné
(Margulies et al., 2005). A pravé tato moznost paralelizace fadi 454 sekvenovani mezi NGS

metody.

Mechanismus pyrosekvenovani spociva stejn¢ jako u Sangerova sekvenovani v syntéze
komplementarniho DNA vldkna DNA polymerdzou podle templatu, ktery je ale v tomto
ptipadé prichycen na pevné fazi (Ronaghi et al., 1996). Pyrofosfat uvolnény pfi inkorporaci
dNTP je detekovan pomoci dvou enzymatickych reakci: za pfitomnosti enzymu ATP-

sulfurylazy interaguje s adenosin 5°‘-fosfosulfatem za vzniku ATP. Enzym luciferaza nésledné



umozni reakci ATP s luciferinem, pfi niz dochazi k emisi svétla (Nyrén, 1987). Pokud tedy
zajistime pfitomnost pravé jednoho druhu deoxyribonukleotid ve smési, mizeme detekovat,
zda byl dNTP zafazen DNA polymerdazou do nové syntetizovaného vldkna, a dokonce
1 mnozstvi ANTP stejného druhu zatazenych po sobé€ (podle intenzity detekovaného signalu)
(Ronaghi et al., 1996). Zajistime-li stfidavé ptidavani a nasledné odmyti jednotlivych druhii

dNTP, mizeme podle aktudlniho druhu dNTP ptitomného ve smési odecitat sekvenci. Co se

navazana

DNA i

mikrokulicka

b mistkova amplifikace shiuk DNA molekul navazanych na &ip

sis @@W@! !
o/ o/ o/ o | %00 1y
jamky obsahucs kulicky s navézanymi DNA molekuiami w m @

shluky DNA molekul
navazanych na Cip

Obr. 1: Metody amplifikace DNA.

a) Emulzni PCR. Molekuly jednoretézcové DNA s oznacenym 5‘ a 3 koncem jsou jednotlivé
imobilizovany na mikrokuli¢kach a tyto jsou vloZzeny do emulze. V ideadlnim pfipadé obsahuje
kazda kapka emulze pouze jednu kulicku. Nasledné uvnitf kazdé kapky probiha emulzni PCR,
pfi které vznikajici molekuly DNA zUstavaji navazané na kuli¢ce.

b) Mlstkova PCR. Jednoretézcova molekula DNA ma konce oznacené dvéma typy oligonukleotid(
komplementarnimi k oligonukleotidlim pfipevnénym k povrchu Cipu. Prostfednictvim parovani
téchto oligonukleotid(l se molekula DNA také pfipoji k povrchu a nasledné béhem PCR vytvofi
shluk identickych molekul tak, Ze se ohybd k sousednim primerim.

c) Kulicky z emulzni PCR jsou rozmistény do jamek pikotitracni desticky navrzenych tak, aby se
do nich vesla pravé jedna kulicka.

d) Shluky namnoZzenych fragmentl DNA na Cipu.

(Heather & Chain, 2016; prevzato a upraveno)



odmyti nepouzitych ANTP tyce, vyrazny posun piinesl ¢lanek Ronaghi et al. (1998), ve kterém
bylo navrzeno piidani ¢tvrtého enzymu do smési. Ten mél schopnost degradovat nukleotidy a
ATP, ovS§em pomaleji nez DNA polymeraza nukleotid inkorporuje. Krok odmyti tak mohl byt
vynechan. Enzymem spliiujicim tyto pozadavky je napiiklad apyraza (Ronaghi et al., 1998).

3.1.3 Illumina sekvenovani (Illumina)

Mezi techniky sekvenovani druhé generace se rovnéz fadi v soucasnosti nejpouzivanéjsi
sekvenacni platforma od spolecnosti Illumina, ptivodné vyvijena firmou Solexa. Tato metoda
pro amplifikaci sekvenovanych DNA fragmenta vyuziva tzv. mtistkovou amplifikaci (Obr. 1b).
Na oba konce fragmenti DNA je pfipojena adaptorova sekvence (Y na 5 konec, Z na 3° konec).
Sekvenacéni Cip (flow cell) je pokryt dvéma typy oligonukleotidi (primer 1, primer 2)
imobilizovanymi na povrchu jejich 5° konci. Primer [ je komplementarni k sekvenci Z.
5¢ koncem s Y sekvenci je na povrch navazan alesponi jeden fragment DNA. Jeho adaptorova
sekvence Z potom paruje s primerem I prichycenym k ¢ipu. DNA polymeraza nyni od tohoto
primeru nasyntetizuje komplementarni vlakno. Denaturaci ziskdme dvé jednotetézcova vlakna
DNA pfipojena k povrchu Cipu jejich 5° konci a ozna¢enymi sekvencemi komplementarnimi
k jednomu z primeri na 3¢ konci. Déle je postup (parovani s primerem, syntéza, denaturace)

opakovan (postup patentovan — Mayer, 2004).

Samotnd metoda sekvenovani vyuziva koncept modifikovanych substrati pro DNA
polymerazu popsany clankem Canard & Sarfati (1994). Namisto 2°‘-deoxyribonukleotid
S¢-trifostatt s OH skupinou na 3°uhliku je komplementarni vldkno podle templatu
syntetizovano z 2‘-deoxyribonukleotid 5‘-trifosfati s fluorescenéni znackou na 3 uhliku. Tato
znaCka ma tfi zasadni vlastnosti: je specificka pro kazdou bazi, je snadno identifikovatelna
(proto fluorescencni) a je mozZné ji snadno odstépit pii zachovani stability DNA a vytvoteni
3¢ OH konce, ktery umozni dal$i syntézu (Canard & Sarfati, 1994). Takto modifikované ANTP

jsou nazyvany reverzibilnimi terminatory.

Princip sekvenovani je tedy potom nasledujici: jednotetézcové vlakno DNA je pfichyceno
na pevné fazi, na ném je nasednuty primer poskytujici 3° OH skupinu pro dalsi syntézu. Po
pfidani DNA polymerdazy a smési vSech ¢tyf druhil reverzibilnich terminatord dojde
k inkorporaci pravé jednoho dNTP komplementarniho s bazi templatu. Zbylé dNTP jsou
odmyty. Nasledné je znacka odstépena a nahrazena hydroxylovou skupinou. Po excitaci
laserem je emitovana fluorescence, diky které lze identifikovat zafazenou bazi

(Heather & Chain, 2016). Tento postup je opakovan pro kazdou bazi.



[llumina sekvenovani vyuziva simultanniho sekvenovani shluka stejnych vlaken (Obr. 1d)
vygenerovanych pomoci mustkové amplifikace a detekei emitované vinové délky a intenzity
signalu urcuje aktudlni bazi za cely shluk. Na Cipu se nachazi stovky milionii takovych shlukd,

coz umozinuje masivni paralelizaci celého procesu sekvenovani (Srinivasan & Batra, 2014).

Prvnim Illumina sekvenatorem na trhu byl Genome Analyzer ptedstaveny roku 2006. Dnes
[1lumina nabizi celou fadu sekvenatorti specialn€ uzptisobenych pro rtizné oblasti vyuziti. Pro
celogenomové de novo sekvenovani malych genomt doporucuje naptiklad platformu MiSeq,
ktera umoznuje oproti ostatnim sekvenatorim této spolecnosti Cist delsi iseky DNA, a pro
sekvenovani velkych genomu platformu NextSeq, HiSeq nebo NovaSeq (online zdroj ¢. 3).

Srovnani riiznych platforem je vénovana kapitola nize.

3.1.4 Sekvenovani ligaci SOLiD (Applied Biosystems)
Jak nazev predesild, technika predstavena ¢lankem Shendure et al. (2005) predstavuje
odli$ny pfistup k sekvenovani nez vSechny vySe zminéné metody. I tato technika vSak nabizi

moznost masivni paralelizace a fadi se mezi metody sekvenovani nové generace.

Metoda kombinuje emulzni PCR popsanou Dressman et al. (2003) se sekvenovanim DNA
pomoci ligace oligonukleotidi (Macevicz, 1998). Vzhledem k tomu, Ze se tato technika
v soucasnosti jiz nevyuziva, nebudou zde detaily amplifikace fragmenti DNA a jejich

sekvenace podrobnéji popisovany.

3.1.5 Ion Torrent sekvenovani (Life Technologies)

Technika sekvenovani druhé generace pifedstavena clankem Rothberg et al. (2011)
pfedstavuje prvni metodu sekvenovani nevyuzivajici k rozpoznéni bazi detekci svétla. Metoda
k amplifikaci fragmentii DNA opét vyuziva emulzni PCR a svym principem spada do kategorie
sekvenovani syntézou. Nejde vSak jiZz o detekci svételného signalu. Namisto néj se detekuje

zména pH vyvoland uvolnénim vodikového iontu pii inkorporaci ANTP DNA polymerazou.

Pro detekci je vyuZito iontové senzitivnich tranzistorti s efektem pole (ISFET)
integrovanych na CMOS ¢ipu. Sekvenovani se opét odehrava v mikrojamkach — jejich dna jsou
vSak tentokrat osazena vrstvou oxidu kovu, jejiz povrchovy potencidl se zméni spolu se zménou
pH roztoku v jamce (Obr. 2). To indukuje zménu napéti na senzoru tranzistoru, ktery lezi pod

touto vrstvou (Rothberg et al., 2011). Ta je nasledn¢ digitalizovdna a zaznamenana pocitacem.

Postup sekvenovani je tedy nasledujici. DNA je fragmentovdna a zmnozena na kulickach

pomoci emulzni PCR. Kuli¢ky jsou nasledné jednotlivé umistény do jamek piekryvajicich ¢ip.
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Vsechny jamky jsou nasledné zaplaveny jednim ze ¢ty dANTP. Pokud je dNTP ptitomny
v jamce komplementarni k bazi templatu piimo nasledujici primeru, je DNA polymerazou
zafazen do syntetizovaného vlédkna a je uvolnén vodikovy iont (Rothberg et al., 2011). To zméni
pH roztoku v jamce a tato zména je detekovana, jak uz bylo popsano vySe. Zbylé nukleotidy

jsou z jamky nésledné odmyty a nahrazeny dal$im druhem dNTP.

Pokud se vsekvenci vyskytuje homopolymer néckterého znukleotidii, je DNA
polymeréazou inkorporovano vice dNTP béhem jednoho zaplaveni jamky. Zména pH je poté
pfimo Umérnd poctu zafazenych nukleotidi (0,02 za jednu inkorporovanou bazi)

(Rothberg et al., 2011), a tak je mozné sekvenovat i tyto homopolymery.

Obr. 2: Usporadani jamky pfi lon Torrent
sekvenovani.

Kulicka s DNA templatem je umisténa

v jamce, pod kterou se nachazi senzor.
Uvolnovani proton( pti prodluzovani DNA
vldkna méni pH v jamce. Tato zména indukuje
zménu v povrchovém potencialu (Q) vrstvy
oxidu kovu, a tak i zménu napéti (V)

na pfislusném tranzistoru s efektem pole.
(Rothberg et al., 2011; prevzato a upraveno)

Kulicka

Vrstva oxidu kovu

[ |av

—® Poditac
e J

3.1.6 Single Molecule Real-Time sekvenovani (Pacific Biosciences)

Single Molecule Real-Time (SMRT) sekvenovani se fadi mezi techniky sekvenovani treti
generace, pro které je charakteristické C¢teni sekvence jednotlivych molekul bez nutnosti
ptedchozi amplifikace. SMRT sekvenovani umoziuje sledovani syntézy DNA v redlném case,

bez nutnosti pribézného odmyvani a opétovného pridavani ligandu.

Stézejnim postupem techniky je vyuziti takzvanych zero-mode waveguides (ZMW), ve
kterych se odehravaji sekvenacéni reakce. ZMW funguji jako malé jamky a umoziiuji sledovani
jednotlivjch DNA polymeraz v roztocich o zeptolitrovych (1 zI = 102! 1) objemech se

zachovanim piirozenéjsich (mikromolarnich) koncentraci ligandt (Levene et al., 2003).
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ZMW je zdola ozatovan svétlem o takové vinové délce, kterd mu neumozni prochéazet az
na povrch Cipu (SMRT cell) s desitkami tisic takovych jamek. Signél z kazdé jamky je zcela
izolovan od signalu zjamek ostatnich a je mozné ho ze spodni strany ZMW detekovat
a pozorovat tak ¢innost DNA polymerazy v této jamce. Takto je tedy umoZnéna i paralelizace

procesu (Eid et al., 2009), které bylo dosahovano uz metodami sekvenovani druhé generace.

Dalsimi stézejnimi body této techniky jsou povrchovad uprava dna ZMW a ptiprava
fluorescenéné znafenych deoxyribonukleotidii. Povrchovd uprava dna ZMW umoziuje
ukotveni DNA polymerazy pti zachovani jeji aktivity a znemoziuje vazbu deoxyribonukleotida
(Eid et al., 2009). Deoxyribonukleotidtrifosfaty jsou fluorescenéné¢ znaceny na terminalnim
fosfatu (Kumar et al., 2005). Pti vzniku fosfodiesterové vazby je tak znaCka odStépena a

syntetizované vlakno DNA je jiZ nemodifikované.

A Obr. 3: Princip SMRT DNA sekvenovani.
A: Jednoretézcovd molekula DNA s navdzanou DNA
polymerdazou je imobilizovana na dné ZMW, ktery je
zdola ozafovan laserem. Nanostruktura ZMW
umoznuje omezeni excitace pouze do oblasti
zeptolitrového objemu, a tak je umoZnéna detekce
jednotlivych inkorporovanych nukleotidd.
B: Schéma inkorporace zna¢eného dNTP a
korespondujici graf zavislosti intenzity detekované
y fluorescence na ¢ase. dNTP se vaze do aktivniho
: B mista polymerazy (1), a zplUsobuje tak narUst
/ ﬁ mnozstvi detekované fluorescence (2). Vznikem
Sklo . .
[/ % - fosfodiesterové vazby dojde k odstépeni znacky, ta
Excitace Erg difunfuje mimo ZMW (3) a ukoncuje tak
fluorescencni pulz. Polymeraza se posouva na
nasledujici pozici (4) a dalsi znaceny dNTP se vaze do
aktivniho mista (5).
(Eid et al., 2009; pfevzato a upraveno)

Intenzita wp-
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Sekvenovani tedy probiha nasledovné. DNA polymerdza s jednotetézcovou DNA jako
templatem pfipevnénd na dné¢ ZMW syntetizuje komplementarni vlakno (Obr. 3A).
Fluorescence, pomoci které 1ze nasledn¢ urcit inkorporovanou bazi, vznika tak, ze polymeraza
vaze komplementarni nukleotid v aktivnim mist¢, a piidrzuje ho tak v ozafované oblasti (Obr.
3B; Eid et al., 2009). Kdyz je nukleotid zafazen, znacka je spolu s pyrofosfatem odstépena a

difunduje z detekované oblasti. Tim pulz fluorescence pro tuto zafazenou bazi kon¢i.

Zbyva vysvétlit, pro¢ neni detekovana fluorescence z ostatnich znaCenych
deoxyribonukleotidtrifosfatii pritomnych ve smési. Ta se projevuje pouze jako signal na pozadi,
jelikoz délka jejiho trvani je vyrazné kratsi nez ¢as, po ktery je fluoroforova znacka ptridrzovana

v detekované oblasti DNA polymerazou (Eid et al., 2009).

3.1.7 Sekvenovani nanoporem (Oxford Nanopore Technologies)

Dodnes nejnovéjsi metodou sekvenovani je sekvenovani nanopoérem, které se fadi mezi
metody sekvenovani tfeti generace. Prvni data ze sekvenovani nanoporem byla vefejnosti
ptedstavena roku 2012 (Eisenstein, 2012). Technika sekvenovani jako takovéd vSak byla

navrzena mnohem diive, konkrétné ¢lankem Kasianowicz et al. (1996).

Clanek Kasianowicz et al. (1996) piedstavil schéma dvou komor napInénych elektrolytem
oddélenych nepropustnou membranou osazenou alfa-hemolysinovymi transmembranovymi
kanaly k métfeni délky nukleotidového polymeru. Kanal o priméru 2,6 nm umoznuje vedle
prichodu iontti také prichod jednofetézcovym molekuldm DNA nebo RNA. Pokud tuto
soustavu vystavime elektrickému poli, miZeme zde méfit proud iontl prochazejicich kandlem.
Ve chvili, kdy je kanal zablokovéan nukleovou kyselinou, dojde k poklesu méfeného signélu na
dobu tmérnou délce polymeru (Kasianowicz et al., 1996). Pokles signdlu by navic mohl
reflektovat i velikost a chemické vlastnosti jednotlivych nukleotidi v polymeru, diky ¢emuz by

mohlo byt mozné ziskat jeho sekvenci (Kasianowicz et al., 1996).

Obr. 4: Schéma usporadani sekvenacni komory pfi
sekvenovani nanopdrem.

Komora je membranou prfepazena na dvé ¢asti,
jediny prichod mezi témito ¢astmi predstavuje
nanopor. Komory jsou naplnény elektrolytem a
kazda je osazena elektrodou pfipojenou ke zdroji
napéti.

(Feng et al., 2015; prevzato a upraveno)

Elekirolyt

Paolymethylmethakryldt

DMA Nanopdor
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Realizace takového zplisobu sekvenovani na usecich zndmé sekvence DNA se podatila
Manrao et al. (2012). Byl pouzit jediny nanopor MspA zmutovany tak, aby umoznoval prichod
DNA. Ten byl zasazen v lipidové dvojvrstvé odd€lujici dvé komory (cis a trans) s roztokem
KCl a na trans stranu dvojvrstvy bylo aplikovano kladné napéti (Obr. 4). Prichod DNA
nanoporem kontrolovala phi29 DNA polymeraza (DNAP) (Manrao et al., 2012), kterd mimo
5¢-3° polymerazové aktivity a 3°-5° exonukledzové aktivity disponuje i aktivitou pro 3°-5°¢
rozplétani DNA dvousroubovice (Salas et al., 2007). Useky jednofetézcového DNA templatu
byly na 3° konci opatieny vlasenkou a byl k nim piipojen komplementarni blokujici oligomer.
Takto upravend vlakna templatové DNA byla pfidana do cis komory spolecné s DNAP
a deoxyribonukleotidy (slouzicimi jako substraty pro syntézu DNA). DNA templat se navazal
jako substrat na DNAP svym 5° koncem. Méteni proudu iontii skrz nanopdr pak vykazovalo
symetricky opakujici se Grovné signdlu odpovidajici signalu jednotlivych nukleotidii vlakna
DNA prochazejiciho do trans komory pifes nanopor svym 5° koncem (pohyb kontrolovany
rozbalovanim komplexu DNA templatu a blokujiciho oligomeru DNA polymerazou) a
nasledné vracejiciho se zpét do cis komory (pohyb zapficinény syntézou komplementarniho
vlakna DNA polymerazou) (Manrao et al., 2012). Clanek nastinil, Ze pro piesné &teni
nezndmych sekvenci DNA bude pravdépodobné tfeba naméfit mapu signalti vSech Ctvetic
nukleotidi (protoze méfeny signal ovliviiuje kromé nukleotidu nachazejiciho se presné
v nejuz§im misté nanoporu také jeho okoli — Manrao et al.,, 2011). Takova mapa byla

predstavena Laszlo et al. (2014).

Sekvenatory provadéjici sekvenovani touto technikou uvedla na trh firma Oxford
Nanopore Technologies (ONT). Prvnim z téchto sekvenatorii byl roku 2014 MinlON. Dnes$ni
generace sekvenatorli spolecnosti ONT vyuZzivaji nanopor CsgG (nebo pod jejich firemnim
nazvem R9) (Lu et al., 2016) a pro kontrolu prichodu DNA fetézce nanopdérem helikdzy
(Bowen et al., 2017). Krok syntézy komplementarniho vlakna DNA byl tedy z procesu vyiazen
anahrazen sekvenovanim 1D nebo 1D?. Namisto jednotetézcové DNA je do cis komory pfiddna
klasicka dvoufetézcovd DNA. U 1D sekvenovani je helikdzou navazdno a nanopdrem
provlékano na trans stranu membrany pouze templatové vlakno, zatimco komplementarni
zlistava na cis strané. U 1D? sekvenovani je komplementarni vidkno pomoci adaptoru navazano
na membrané pobliz nanopodru a po dokonceni priichodu templatu ho nasleduje smérem do trans
komory. Tim z jedné dvousroubovice ziskdme dv€ symetricka komplementarni ¢teni, diky

c¢emuz lze opravovat n€které chyby vznikajici pii sekvenovani (de Lannoy et al., 2017).
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sekvenatory ONT. Naptiklad zminény MinlON, jakozto doposud nejmensi z rodiny
sekvenatort spolecnosti, umoziuje simultadnni sekvenovani az 512 DNA molekul najednou (Ip

etal., 2015).

Sekvenovani nanoporem je stale pomérné nova a vyvijejici se zalezitost, at’ uz mluvime o
nanoporech jako takovych nebo i algoritmech dekodujicich sekvenci z odecteného signalu. Je
to na jednu stranu technika finan¢n¢ velmi dostupnd, na druhou stranu se stale dost vysokou

mirou chybovosti (de Lannoy et al., 2017).

3.2 Srovnani sekvenacnich technik druhé a tieti generace

OdliSnosti mezi principem sekvenovani jednotlivych spolecnosti vedou i k rozdilim
tykajicim se délky ziskanych sekvenci, chybovosti, ceny nebo ¢asové naroc¢nosti procesu
(Tabulka 1). Trendem dne$niho celogenomového sekvenovani je kombinace vice metod
sekvenovani za uéelem zvyseni kontinuity vysledné sestavené sekvence. Casto se jedna o
kombinaci Illumina sekvenovéni generujiciho kratka cteni s dalsi technikou, kterou miize byt
bud’ sekvenovani na urovni celych molekul (tedy SMRT sekvenovani nebo sekvenovani

nanoporem) nebo néktera z technik popsana v nasledujici kapitole (Phillippy, 2017).

Kombinace Illumina sekvenovani a SMRT sekvenovani pfinasi vyhodu piedev§im pii
prekondvani dlouhych repetitivnich usekd sekvence. Jak je vidét z Tabulky 1, cteni
produkovand Illumina platformami jsou podstatné kratS$i neZz ta z Pacific Biosciences
sekvenator. Zaroven je ale Pacific Biosciences sekvenovani méné piesné a také draz$i nez
[Mlumina. Pokud k sestaveni pfipravime ¢teni z Illumina sekvenovani pokryvajici genom do
velké hloubky a zaroven Cteni z Pacific Biosciences sekvenovani se sttedni hloubkou pokryti,

docilime piesné;jsi a souvislejsi sestavené sekvence (Zimin et al., 2017).
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Tabulka 1: Srovnani sekvenator(i pouzivanych k celogenomovému sekvenovani.

Sekvendtor vl\'/:eodzrs\t'\gh Pocet ¢teni na
(technika Délka cteni ¥ . y Cas béhu " Chybovost
sekvenovani) dat z jednoho béh
béhu
MiSeq (Illumina | . 12 1, | Priblizné 56 22-25 o/13
sekvenovani) az 2x300bp™" | 13,2715 Gb hodin®*° milionG*? 0.1%
HiSeq 4000
(Ilumina az 2x150 bp* 13060b3500 hf)zc:i:‘io 4,3-5 miliard* 0,1%*
sekvenovani)
lon GeneStudio
S5 Prime 0,5-1,5 Gb®® | 5,5 hodiny®®° | 3—-4 miliony®®
System (lon az 600 bp®’# | nebo 1,5-4,5 nebo 7 nebo 9-12 <1%°
Torrent Gb’”® hodin”8° miliond”®
sekvenovani)
PacBio Sequel | s merne Fiblizné
(SMRT g ':5 000 bprt | @2 10GD¥ | 0,5-10 hodin’ 480 gz | 13-15%
sekvenovani)
MinION Mk 18 :‘(r):nrisg'lcze 1 minuta—48
(Sekvenovani gmemtt 1 10-20 Gb® wa - > 1%
, nejdelsi hodin'¥
nanopoérem) 1 Mb®

! P¥i pouZiti Miseq Reagent Kit v3.
2 online zdroj €. 2

3 Ardui et al., 2018

4 online zdroj €. 1

> PFi maximalni délce ¢teni.
® PFi vyuZiti Cipu lon 520.

7 PFi vyuZiti &ipu lon 530.

8 online zdroj &. 6

? Cas zahrnuje sekvenovani (2,5-4 hodiny) a naslednou analyzu.
10 Cas véetné amplifikace.

1 online zdroj &. 5
12 Na kazdy Cip.
13 online zdroj ¢. 4

14 Data jsou ziskdvana hned od zaéatku béhu.
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3.3 Sekvenovani usnadiiujici sestaveni genomu
Pro zjednoduSeni nasledného celogenomového sestaveni byla vyvinuta nékterd
vylepseni shotgun sekvenovani, ktera poskytnou kromé informace o sekvenci také informaci

o tom, kam maji byt v ramci genomu jednotliva ¢teni umisténa.

3.3.1 Paired-end a mate-pair sekvenovani

Paired-end sekvenovani znamena sekvenovani dvouvlaknového fragmentu DNA z obou
stran, tedy sekvenovani forward 1 reverse vlakna (Ekblom & Wolf, 2014). Sekvenovani druhé
generace ¢asto vyuzivd DNA polymerazu, ktera nové vlakno, jehoz sekvenci teme, syntetizuje
ve sméru od 5° k 3¢ konci. Zaroven vyuziva ptipevnéni templatového vldkna k pevné fazi
pomoci adaptéru na jeho konci. Pokud tedy zajistime, abychom po dokonceni sekvenovani
jednoho vlakna fragmentu byli schopni stejnym zplsobem na pevnou fazi zachytit konec
druhého vldkna, mizeme z kazdého DNA fragmentu ziskat sekvenci jeho 5° konce v ramci
forward vlakna i v ramci reverse vlakna, a zdrovei tak ohranicit inzert zndmé délky mezi nimi

(tedy délky fragmentu).

Takovy postup je mozny s fragmenty o velikosti nékolik stovek bazi (Ekblom & Wolf,
2014). Pokud bychom chtéli ohranicit inzerty del$i nez tisic bazi, mizeme to udélat pomoci
paired-end sekvenovani dlouhych inzert neboli takzvaného mate-pair sekvenovani. Fragment
pozadované délky cirkularizujeme a pomoci restrikénich endonukledz, které neStépi usek
propojeni obou konct fragmentu, rozstithdme na kratsi useky (Chen et al., 2009). Ze smési
fragmentl vyizolujeme tsek obsahujici propojeni obou koncli a ten nasledné sekvenujeme
stejné, jako bylo popséno u klasického paired-end sekvenovéni. Odlisnost pfichdzi v umisténi
téchto ¢teni v ramci forward a reverse vldkna. Kvuli cirkularizaci totiz namisto sekvence

5¢ konct fragmentu dostavame sekvenci 3¢ koncii (Chen et al., 2009).

3.3.2 Linked-reads sekvenovani (10x Genomics)

Linked-reads sekvenovani zjednoduSuje sestaveni sekvence tak, Ze jeSté¢ pied
sekvenovanim vSechny kratsi tseky pochazejici z jedné delsi molekuly DNA oznaci stejnou
znackou. Po osekvenovani tak Ize ¢teni z jedné delSi molekuly sdruzit, coZ vyraznym zpisobem

usnadni sestaveni sekvence (Obr. 5).

Nutnosti je ovSem izolovat DNA ve formé velmi dlouhych, nepferusenych vlaken.
Fragmenty DNA o prumérné délce vétsi nez 50 kb (Weisenfeld et al., 2017) jsou spolu
s gelovymi kulickami obsahujicimi oligonukleotidové znacky vloZeny do oleje a vytvaii

takzvané Gel-beads in emulsion (GEM). V kazdé GEM je né¢kolik molekul DNA, GEM kuli¢ek
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je okolo jednoho milionu a kazda z nich obsahuje mnoho kopii unikatni znacky o délce 16 bazi,

ktera je specifickd jen pro tuto jednu kulicku (Weisenfeld et al., 2017). Uvnitt GEM jsou

z delSich molekul generovany kratké fragmenty oznacené oligonukleotidovou znackou a

primerem (Obr. 5). Cast z téchto kratkych fragmentti bude nasledné pouzita k sekvenovani

pomoci nékterého Illumina sekvenatoru. Po osekvenovani miizeme ¢teni, kterd ptiivodné patiila

k jednomu dlouhému fragmentu DNA, rozlisit podle sekvence oligonukleotidové znacky.

. ) Inkubace Odstranéni_
| olsje
T [eees T
-.-* - : .l'l . -'.' -
e 0002 90 %o
ws o ; . - ws
o Piiblizné ery e |
\- 10 molekul =] i.‘*
e et DNA na s 2
Oznacené Fragmenty Olej JHgRTGENM
gelove kulicky DNA -
®
GEMs Fragmenty DNA Fragmenty DNA
s navdzanym oznacené oznacené
fragmentem oligonukleotidovou  oligonukleotidovou
DNA znackou znackou

Obr. 5: Generovani linked-reads.

-

DNA a oznacené kulicky tvofi GEMs, inkubaci vznikaji fragmenty DNA. VSechny fragmenty DNA ve
stejné GEM maji shodné znacky, coZz umoziuje znovurozdéleni do téchto skupin

i po osekvenovani.

(Weisenfeld et al., 2017; prevzato a upraveno)

18



4. De novo sestaveni genomu

Vysledkem sekvenovani genomové DNA je soubor kratkych tisekli sekvence DNA (¢teni)
zkoumaného organismu. Ty mohou byt rizné dlouhé a také rizné ptresné podle toho, jakou
metodou byla DNA sekvenovana (Tabulka 1). Kazdou pozici zatim teoretické sekvence
genomu mame v idedlnim piipadé¢ pokrytou vice ¢tenimi a Cteni se vzdjemné piekryvaji
(koncova &ast jednoho Gteni je shodna s pocatedni &asti ¢teni druhého). Ukolem de novo
celogenomového sestaveni je rekonstruovat z téchto kratkych tisekli kompletni sekvenci DNA

rozde€lenou do jednotlivych chromozomi daného organismu.

De novo celogenomové sestaveni 1ze rozdélit do tfi kroka (Obr. 6). V prvnim kroku jsou
z kratkych cteni budovany o néco delsi useky, takzvané kontigy, coz zahrnuje zarovnani
sekvenci Cteni a vytvoreni jejich konsensus sekvence (Miller et al., 2010), ve které se
nevyskytuji mezery. Vysledkem je obvykle n&kolik stovek az desitek tisic delSich kontigt,
jejichZ vzajemnou pozici v genomu vSak nezndme. V druhém kroku jsou kontigy spojovany do
delsich superkontigii pomoci dlouhych ¢teni ziskanych naptiklad mate-pair sekvenovanim.
Pomoci v tomto kroku miize byt i zndma genetickd mapa studované¢ho organismu. Tim jsou
kontigy uspotadany na chromosomy, ale mohou mezi nimi zistat mezery. Ty jsou potom

vyplnény ve tfetim kroku pomoci dal$ich nezévislych ¢teni (Sohn & Nam, 2018).

Obr. 6: Obecny postup

de novo celogenomového

sestaveni.

e —— : Z kratkych &teni jsou

= = pomoci prekryv( skladany
kontigy, které jsou

______________________________ nasledné pomoci

N : Rl £ . gtg[guhm:i informaci z &teni

e b i deinzely i s dlouhymi inzerty (¢teni

superkontig z paired-end sekvenovani)

sestavovany do

superkontigl. Dale jsou

pomoci nezavislych cteni

zaplnény zbyvajici mezery

a je vytvoren navrh

vysledného genomu.

Nékteré mezery mohou
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- (Sohn & Nam, 2016;
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Algoritmy de novo sestaveni genomu mtizeme rozdé€lit do dvou kategorii. Prvni kategorii
jsou algoritmy vyuzivajici ptistup overlap/layout/consensus, algoritmy druhé kategorie
vyuzivaji k sestaveni sekvence de Bruijnovych grafii. Problém sestaveni sekvence fesi
algoritmy obou kategorii prevedenim na problém redukce grafu (Miller et al., 2010). Existuje
nekolik modelt, které 1ze pro tuto abstrakci vyuzit (budou popsany v nasledujicich kapitolach).
Ve vSech obvykle vyuzivanych je problém sestaveni sekvence NP-t¢zky (Medvedev et al.,

2007), a tedy je nutné pii feSeni vyuzit nejriznéjSich heuristik.

To, Ze je problém NP-tézky, znamena, ze je to problém, na ktery je pievoditelny kterykoliv
problém z tfidy NP. Ttida NP je tvofena rozhodovacimi problémy, jejichz feSeni je mozné
v polynomidlnim case ovéfit, ale obecné ne deterministickymi algoritmy najit. Problémy,

které lezi ve tfidé NP a zaroven jsou NP-tézké oznacujeme jako NP-uplné.

Programy celogenomového sestaveni implementuji bud’® jeden z vySe uvedenych
algoritmickych ptistupti, nebo oba néjakym zptisobem kombinuji (takovy ptistup oznacujeme

jako hybridni). Jednotlivé piistupy budou podrobnéji ptedstaveny v nasledujicich kapitolach.

4.1 Overlap/Layout/Consensus pristup k sestaveni sekvence
Overlap/Layout/Consensus (OLC) pfistup byl vyuzivan programy pro sestaveni
sekvenacnich dat ze Sangerova sekvenovani (Miller et al., 2010) a v soucasnosti je Casto
implementovan programy pro sestaveni dlouhych ¢teni (Sohn & Nam, 2018). K sestaveni
genomové sekvence vyuziva celych Cteni a jejich prekryvi, které obvykle modeluje pomoci
grafu prekryvll nebo grafu fetézcl a jeho modifikaci. Limitaci tohoto pfistupu je vypocetni
naroc¢nost vyhledavani ptekryvii mezi ¢tenimi a nadroky na pamét,, coz jsou i divody, proc¢ tyto
algoritmy funguji 1épe pro dlouha ¢teni s relativné nizsi hloubkou pokryti nez pro kratka ¢teni
s velkou hloubkou pokryti, jejichz vysoky pocet implikuje vétsi pocet parovych sekvencnich

zarovnani nutnych k sestaveni grafu a vyssi komplexitu grafu (Sohn & Nam, 2018).

Vrcholy grafu piekryva (overlap graph, Obr. 7B) reprezentuji jednotlivé useky sekvence
(¢teni), hrany potom piekryvy mezi nimi. Tyto piekryvy je nutné pfedpocitat pomoci parového

zarovnani (Myers, 1995). Cesty v tomto grafu reprezentuji potencialni kontigy.

Graf tetézct (string graph, Obr. 7C) se od ptedchoziho grafu piekryva se lisi tim,
ze neuvazuje vrcholy reprezentujici Cteni, kterd vytvarfi s jinym ¢tenim piekryv o maximalni
délce (Myers, 2005). Jeho vrcholy reprezentuji zacatky a konce jednotlivych c¢teni a hrany
piekryvy mezi témito ¢tenimi. Hrany mezi vrcholy jsou orientované a oznafené zacatkem

sekvence cteni reprezentovaného pocatecnim vrcholem této hrany, ktery nevytvari prekryv
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Obr. 7: Graf prekryvi a graf fetézcu.

Reprezentace mnoZiny osmi Cteni (jejichZz zarovnani je zobrazeno v A) grafem prekryvl (B) a
grafem fetézcl (C). V grafu prekryvl (B) vrcholy odpovidaji jednotlivym ¢tenim a hrany prekryvim
mezi nimi o délce alespon péti bazi. V grafu retézcl (C) je topologie stejna jako v grafu prekryv(
(az na tranzitivni hrany), ale vrcholy reprezentuji zac¢atky ¢teni a hrany reprezentuji sekvenci,
kterd dvé ¢teni spojena hranou odlisuje.

(Henson et al., 2012; prevzato a upraveno)

se sekvenci Cteni reprezentovaného koncovym vrcholem této hrany (Myers, 2005). Graf
neobsahuje tranzitivni hrany, tedy pokud ¢teni u vytvaii prekryv se Ctenim v a zdroven i
se ¢tenim w a Cteni v vytvaii prekryv se ¢tenim w, pak graf neobsahuje hranu mezi vrcholy

reprezentujicimi ¢teni u a w (Henson et al., 2012).

Cely proces se pii OLC pristupu k sestaveni sekvence sklada ze tii krokd. V prvnim kroku
je pomoci piekryvii vybudovan graf. Ve druhém kroku jsou v grafu vyhledavany takové cesty,
které odpovidaji ¢astem genomové sekvence. V idedlnim piipadé by méla byt nalezena
hamiltonovska cesta grafem, tedy cesta, kterd prochdzi vS§emi vrcholy grafu prave jednou (Pop,
2009). Jeji nalezeni obecné spada do kategorie NP-uplnych problémi, tedy jednotlivé programy
vyuzivaji pro tento krok riznych heuristik. Tfetim krokem je urceni konsensus sekvence DNA

ze Cteni uspofadanych podél nalezené cesty (Pop, 2009).

Do této kategorie patfi napiiklad program Celera, ktery byl plivodné vytvoien
pro sestavovani ¢teni ze Sangerova sekvenovani (Miller et al., 2010). Ze souboru vSech ¢teni
nejprve filtruje znamé repetitivni Gseky a poté buduje graf piekryvii pomoci algoritmu
podobného BLASTu (Myers et al., 2000). V grafu ptekryvl pak vytvafi takzvané unmitigy.

Unitig (uniquely assemblable contig) je soubor fragmenti, jejichz uspotadani je o¢ividné — tedy
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jeho sekvence je tvotfena cestou v grafu prekryvi, jejiz vSechny vnitini vrcholy jsou stupné dva
a koncové vrcholy stupné vétsiho nez dva. O kazdém takovém unitigu je rozhodnuto, zda se
jedné o unikatni nebo o repetitivni tisek sekvence. Na koncich unikatnich unitigii se nachazi
potencialni hranice opakujicich se usekii sekvence (Myers et al., 2000). Unikétni unitigy jsou
dale pomoci dat ziskanych zmate-pair sekvenovani spojovany do superkontigl
(Myers et al., 2000). Program Celera byl nasledné upraven pro data z 454 sekvenovani, a tak

vznikl algoritmus CABOG (Miller et al., 2008).

Dal$im z programii implementujicich OLC pfistup ke genomovému sestaveni je Miniasm,
program pro sestavovani dlouhych Cteni ze tieti generace sekvenovani. Ten pracuje nad
sestavovacim grafem (assembly graph), jehoz vrcholy reprezentuji jednotliva Cteni a hrany
pfekryvy mezi nimi. Sestavovaci graf zaroven spliuje nasledujici dv€ podminky: Zadny
z vrcholll nereprezentuje sekvenci, ktera by tvoftila podietézec sekvence jiného z vrchold, a pro
sekvenci kazdého vrcholu nebo hrany existuje v grafu vrchol nebo hrana reprezentujici
komplementarni sekvenci (Li, 2016). Topologie grafu je shodna s grafem fetézcu.
Ze zkonstruovaného grafu jsou odstranény tranzitivni hrany a prvky odpovidajici svou
topologii sekvenaénim chybam (podrobné&ji popsany v kapitole Korekce sekvenaénich chyb
rozpoznavanim typickych topologii v grafu). U vétvicich vrcholi jsou odstranény hrany
reprezentujici ty prekryvy, jejichz délka je v poméru k délce piekryvu reprezentovaného jinou
hranou dostate¢né mala (Li, 2016). Déale jsou obdobné jako v programu Celera sestavovany

unitigy.

Program Canu navrzeny pro sestavovani dlouhych Cteni ze tieti generace sekvenovani
napied soubor ¢teni podrobi korekci a filtru sekvenacnich chyb (Koren et al., 2017). Z takto
opravené¢ho souboru c¢teni je nasledné vybudovan graf nejlepSich piekryvi, tedy graf, jehoz
vrcholy reprezentuji jednotliva ¢teni a hrany jejich nejlepsi piekryvy. Nejlepsi prekryv je
definovan pro kazdé ¢teni nasledovné: jedna se o nejdelsi takovy piekryv s jinym ¢tenim, ktery
spliiuje, Ze se Cteni piekryvaji svymi konci a zéroven délka tohoto ptekryvu neni rovna délce
ani jednoho ze ¢teni (Koren et al., 2017). Pro kazdé ¢teni existuji dva nejlepsi prekryvy, jeden
na kazdém konci. Nasledn¢ jsou budovany kontigy obdobnym zptisobem, jakym je konstruuje

program CABOG (Koren et al., 2017).
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4.1.1 Korekce sekvenaénich chyb rozpoznavanim typickych topologii v grafu

Nékteré chyby sekvenovani lze v sestrojeném grafu rozpoznat identifikaci topologii pro né
typickych. Takto lze odhalit naptiklad sekvenacni chybu v koncové oblasti ¢teni. Projevi se
jako posloupnost vrcholi, pro kterou plati, Zze z jednoho z jejich koncovych vrcholi nevede
zadna dalsi orientovana hrana (Zerbino & Birney, 2008), jedna se tedy o slepou cestu v grafu
(Obr. 8). Pokud je délka sekvence tvotené touto posloupnosti vrcholii mensi nez néjaké predem
dand hodnota a zaroven je hrana ptipojujici tuto slepou odbocku ke zbytku grafu méné pocetné
podpofena daty ze sekvenovani nez jina hrana vedouci z pfislusného vétviciho vrcholu, je tato

posloupnost vrcholl z grafu odstranéna (Li et al., 2010).

Obr. 8: Slepa cesta v grafu.

=" Sekvenacni chyba v koncové ¢asti cteni
o < zapficini v grafu vyskyt zobrazené
topologie. Vilustraci jsou hrany zastupuijici
— e — vétsi mnozstvi Cteni zakresleny silnéjsi
Sipkou.
(Miller et al., 2010; prevzato a upraveno)

Sekvenacni chyby ve vnitinich ¢astech ¢teni zpisobuji v grafu vznik takzvanych bublin
(Obr. 9), neboli dvojic cest, které zacinaji a konci stejnym vrcholem a maji podobné sekvence
(Zerbino & Birney, 2008). Ty lze v grafu najit a odstranit naptiklad pomoci algoritmu Tour Bus
(Zerbino & Birney, 2008), ktery hledd takové dvojice cest, aby nasledné provedl parové
zarovnani jejich sekvenci. Pokud jsou tyto sekvence dostatecné¢ podobné, jsou dvé cesty
slouc¢eny do jedné, pfi¢emz jako konsensus cesta je pouZita ta s vétSim pokrytim sekvenacnimi

daty (Zerbino & Birney, 2008).

Obr. 9: Bublina v grafu.
Sekvenacni chyba ve vnitfni ¢asti cteni
zapfricini v grafu vyskyt zobrazené
topologie. V ilustraci jsou hrany
o — = zastupujici vétsi mnozstvi ¢teni zakresleny
silnéjsi Sipkou.
(Miller et al., 2010; prevzato a upraveno)

4.2 Sestaveni sekvence pomoci de Bruijnovych grafi
Pti sestavovani sekvence z kratkych Cteni generovanych sekvenacnimi technikami druhé
generace byvaji obvykle vyuzivany de Bruijnovy k-mer grafy (Miller et al., 2010). Ty namisto

celych ¢teni vyuzivaji mnoZinu vSech z nich generovanych podietézcti o délce k (k-merth)
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(Obr. 10A). Limitaci tohoto pfistupu je kratkd délka k-merti, kterd komplikuje sestaveni
repetitivnich tisektl (Sohn & Nam, 2018).

V hamiltonovskych de Bruijnovych grafech (Obr. 10C) je pro kazdy k-mer vyskytujici se
v nékterém ze Cteni vytvoren vrchol a orientovand hrana vede z vrcholu 4 do vrcholu B v tom
ptipad¢, ze ptipona délky k—1 k-meru odpovidajiciho vrcholu 4 je shodna s predponou délky
k—1 k-meru odpovidajiciho vrcholu B (Compeau et al., 2011). Vyslednd sekvence v takovém
grafu by méla, obdobné jako u OLC pfistupu, odpovidat hamiltonovské cesté grafem, jejiz

nalezeni je NP-Uplny problém.

U eulerovskych de Bruijnovych grafti (Obr. 10B) jsou vrcholy tvofeny naopak vSemi
moznymi riznymi k—/ dlouhymi pfedponami nebo piiponami k-mert tak, ze kazdou k—I
dlouhou sekvenci mize reprezentovat maximalné jeden vrchol grafu. Orientovand hrana
z vrcholu A4 do vrcholu B nasledné vede, pokud existuje k-mer, jehoz predpona odpovida
(k—1)-meru, ktery je reprezentovan vrcholem A, a ptipona odpovidd (k—I)-meru, ktery je
reprezentovan vrcholem B (Compeau et al., 2011). Problém sestaveni sekvence v takovém
grafu vybudovaném nad perfektnimi daty potom odpovida problému nalezeni cesty

prochazejici vSemi hranami grafu, tedy nalezeni eulerovského tahu (Pevzner et al., 2001), které

A Rozklad ¢teni na k-mery (k=4) B Eulerovsky de Bruijnav graf

AAAGGCGTTGAGGTT 0 O
AAAG % :
AAGG \ ;
AGGC ) »
GGCG e O
G88¥T C Hamiltonovsky de Bruijndv graf
GTTG TGAG TTGA
TTGA
TGAG CAES GTTG
CACE & oy T N A
AGGT
GGTT - -

Obr. 10: De Bruijnovy k-mer grafy.

Kratka ¢teni jsou rozdélena na k-mery (A). Ty potom v hamiltonovském de Bruijnové grafu (C)
reprezentuji vrcholy, zatimco v eulerovském de Bruijnové grafu (B) hrany.

(Sohn & Nam, 2016; prevzato a upraveno)
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1ze provést v linearnim Case. Data ziskana sekvenovanim ale obsahuji chyby, a tak je i tento typ

algoritml genomového sestaveni zavisly na heuristikach.

Mezi Casto vyuzivané programy pro sestaveni genomu vyuzivajici hamiltonovské grafy
patii napiiklad ABySS popsany ¢lankem Simpson et al. (2009). Ten aplikuje rozdé€leni de
Bruijnova grafu mezi n¢kolik pocitacli, a umoznuje tak paralelizaci celého procesu sestaveni
genomu. Co se samotného algoritmu tyce, po sestaveni grafu nasleduje korekce sekvenacnich
chyb rozpoznavanim pro n¢ typickych topologii (podrobnéji v kapitole Korekce sekvenacnich
chyb rozpoznévanim typickych topologii v grafu). Dale jsou z grafu odstranény vSechny hrany
vedouci z vétvicich vrcholii. Vrcholy propojené zbylymi hranami jsou nésledné slouceny, a
vytvori tak kontigy (Simpson et al., 2009). Knim jsou zarovnana c¢teni z paired-end
sekvenovani. Pro kazdy kontig je tak sestrojena kolekce kontigl, které jsou s nim propojené
skrze urcity pocet paired-end Cteni. V grafu je potom vyhledavéna cesta zacinajici v tomto

kontigu, ktera by obsahovala vSechny prvky kolekce (Simpson et al., 2009).

Programem uplatiiujicim k sestaveni genomu eulerovské de Bruijnovy grafy byl naptiklad
EULER popsany Pevzner et al., 2001. Pracuje s mnozinou k-mert podrobenou filtru
sekvenacnich chyb. Vedle eulerovského grafu G vybuduje také kolekci cest P timto grafem,
které reprezentuji jednotliva Cteni. Néasledné fesi problém eulerovského supertahu, tedy hleda
takovy tah eulerovskym grafem, ktery je konzistentni s vybudovanou kolekci cest (Pevzner
et al., 2001). To uskutectiuje postupnymi ekvivalentnimi transformacemi G a P tak, aby kazda
cesta v P byla nakonec reprezentovana pouze jednou hranou v G. Eulerovsky tah nalezeny
v takto transformovaném grafu bude feSenim problému eulerovského supertahu (Pevzner et al.,

2001), a tak i feSenim problému de novo celogenomového sestaveni.

Dalsim z fady programli genomoveého sestaveni vyuzivajici eulerovské de Bruijnovy grafy
je program Velvet. Jeho implementace grafu sdruzuje do jednoho vrcholu vice piekryvajicich
se k-mert tak, Ze jako sekvenci vrcholu pouZziva sekvenci jejich poslednich nukleotidii (Zerbino
& Birney, 2008). Déle algoritmus uplatiuje krok zjednoduSeni grafu, ve kterém slou¢i vSechny
takové dvojice vrcholt, které spliuji nasledujici podminku: z prvniho vrcholu vede pouze jedna
hrana, a to pravé do druhého vrcholu této dvojice, a zaroven do druhého vrcholu vede pouze
tato jedna hrana (Zerbino & Birney, 2008). Nasledn¢ vyhledava v grafu topologické znaky
spojené s vyskytem sekvenacnich chyb — nejprve slepé cesty, poté graf opét zjednodusi, a dale
bubliny (tyto topologie byly podrobnéji popsany v kapitole Korekce sekvenacnich chyb
rozpoznavanim typickych topologii v grafu). Odstrani z grafu vSechny vrcholy, které svym
pokrytim nedosahuji ur€ité uzivatelem nastavené hranice (Zerbino & Birney, 2008). Pomoci
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informaci z paired-end sekvenovani pak algoritmem Pebble (Zerbino et al., 2009) spojuje
kontigy do superkontigti. Podle miry pokryti jednotlivych kontighi ctenimi urci, zda jde o kontig
unikatni ¢i nikoliv, a nasledné spojuje unikatni kontigy propojené paired-end informaci

(Zerbino et al., 2009).

4.3 Hybridni sestaveni genomu
Hybridni sestaveni genomu kombinuje oba vySe uvedené piistupy. Nejprve ze Cteni
nageneruje kratké k-mery a pomoci de Bruijnovych graft je sestavi do kontigl,, ¢imz dojde

k redukci celkového objemu dat. Potom z téchto kontigh OLC pfistupem sestavi superkontigy.

Takovym zpisobem pracuje napiiklad program MaSuRCA. Ten nejprve generuje ze
souboru ¢teni v§echny mozné k-mery. Déle prodluzuje ¢teni o takové k-mery, které vytvareji
k—1 dlouhé perfektni piekryvy s k-mery na 3° nebo 5° konci Cteni a zaroven lze tyto k-mery
podle &1 dlouhé casti jednoznacné urcit ve vygenerovaném souboru vSech k-merti. Timto
prodlouzenim kazdého c¢teni na obou koncich do maximdlni mozné miry vzniknou takzvana
super-Cteni (super-reads) (Zimin et al., 2013). Super-Cteni by bylo mozné ekvivalentné budovat
i pomoci de Bruijnovych grafi. Sestaveni super-Cteni nasledné probihda OLC pfistupem
(modifikovanou verzi algoritmu CABOG) s pomoci dat z mate-pair sekvenovani (Zimin et al.,

2013).

Hybridni pfistup k sestaveni sekvence umoziiuje i1 sestaveni genomu pomoci cteni
pochézejicich z riznych sekvenaénich platforem. Konkrétné pro program MaSuRCA byla
¢lankem Zimin et al. (2017) pfedstavena kombinace kratkych ¢teni z [llumina sekvenovani a
dlouhych ¢teni ze SMRT sekvenovani. Super-Cteni jsou sestavovana vyse uvedenym zpiisobem
z kratkych ¢teni a nasledn€ umistovéana podél dlouhych ¢teni na zakladé sekvenéni podobnosti
(Zimin et al., 2017). Z takto umisténych super-Cteni je budovan graf, jehoz vrcholy reprezentuji
jednotliva super-Cteni a hrany prekryvy mezi nimi. V ném je celogenomova sekvence sestavena

opét algoritmem CABOG (Zimin et al., 2017).

4.4 Evaluace kvality sestaveni genomu
Jak jiz bylo fec¢eno vyse, k sestaveni sekvence dochdzi na zdkladé riznych heuristik. Je
proto zadouci moci ohodnotit, jak dobte tyto heuristiky funguji. To je mozné mnoha rliznymi

zpusoby.

Intuitivnim zpiisobem je urceni procenta genomu pokrytého sestavenou sekvenci (Ekblom
& Wolf, 2014). K tomu je nutné urcit ocekavanou velikost nami zkoumaného genomu, ¢ehoz

1ze dosdhnout naptiklad metodou pocitani k-merti (Sohn & Nam, 2018).
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Nejpouzivangjsi statistikou popisujici kvalitu genomového sestaveni je N50. Udava se
vzhledem k délce kontigii nebo superkontigii. Hodnota N50 vzhledem ke kontighm oznacuje
délku nejkrat$iho kontigu ze souboru nejdelsich sestavenych kontigi, jejichz suma délek tvori
dohromady polovinu délky celkové sestavené sekvence (Yandell & Ence, 2012). Hodnota N50

vzhledem ke superkontigim stejnym zptsobem udava délku superkontigu.

Pro ohodnoceni kvality genomovych sestaveni byly vyvinuty rtizné programy, jednim
z nich je napiiklad QUAST. Ten sdruzuje metriky, kterymi je mozné kvalitu sestaveni popsat.
Rada z nich vyzaduje referenéni genom, ale nékteré z nich lze stanovit i pro sestavené genomy
druhti, ke kterym referencni genom dosud neexistuje (Gurevich et al., 2013). Sledovanymi
metrikami je napiiklad pocet kontigi, délka nejdelSiho kontigu a celkova délka sestavené
sekvence (pocet bazi sestaveného genomu). Dale to jsou Nx statistiky (pro x od 0 do 100), mezi
které patii i vySe zminéna statistika N50, obsah bazi guaninu a cytosinu v genomu nebo pocet

predikovanych gend (Gurevich et al., 2013).

27



5. Zavér

Ptistupy k celogenomovému sekvenovani a de novo sestaveni genomu podléhaji rychlému
vyvoji. Roku 2001 byla jakozto vysledek nékolikaletého snazeni publikovana prvni sekvence
lidského genomu pofizena sestavenim ¢teni ziskanych Sangerovym sekvenovanim pomoci
algoritmu Celera (Venter et al., 2001). Dnes Ize diky paralelizaci sekvenovani a neustéle se
zvysujici vypocetni kapacité pocitaci realizovat i velké sekvenacni projekty. Takovym byl
naptiklad 1000 Genomes Project, béhem kterého bylo mezi lety 2008 a 2015 osekvenovéano a
sestaveno 2504 lidskych genomt (The 1000 Genomes Project Consortium, 2015). Mezi stale
bézici sekvenacni projekty patii napiiklad Genome 10K Project, Bird 10K Project nebo 100 000

Genomes Project.

V ptedchozich kapitolach bylo pfedstaveno mnoho rtiznych moznosti pro sekvenovani
ade novo sestaveni genomu. Vybrat z nich nejlep$i kombinaci, kterd zarucené povede
ke spolehlivé celogenomové sekvenci, je ale slozité — uz jen proto, Ze sestavend sekvence je

vzdy dilem heuristickych procest.

Co se kroku sekvenovani tyCe, mezi v soucasnosti Casto pouZzivané techniky patfi
sekvenovani Illumina, sekvenovani nanopérem a SMRT sekvenovani. Vyhody Illumina
sekvenovani spocivaji pfedevsim v nizké cen¢ a vysoké presnosti, nevyhodu ale predstavuje
kratkéd délka Cteni. Vyuziti sekvenovani nanoporem je diky neustdlému vylepSovani softwaru
vyhodnocujiciho sekvence z namétenych spekter, a tedy snizujici se chybovosti, na vzestupu.
Moderni je také vyuziti technologie linked-reads, které sice oproti samotnému Illumina

sekvenovani ztraci vyhodu nizké ceny, nicméné umoziuje piesnéjsi sestaveni sekvence.

Volba algoritmu pro celogenomové sestaveni do znacné miry souvisi s vybérem
sekvenacni techniky. Sestaveni z dlouhych ¢teni (ze SMRT sekvenovani nebo sekvenovani
nanopérem) pomoci algoritmu s OLC pfistupem vyzaduje identifikaci prekryvli pomoci
parového alignmentu. Ten je nutné hledat pro kazdou dvojici Cteni, a to urcuje vysokou
vypocetni narocnost téchto algoritml. Vysledna sekvence je navic vyrazn€ poznamendna
sekvena¢nimi chybami kviili relativné vysoké chybovosti sekvenacnich platforem generujicich
dlouhd cteni. Sestaveni zkratkych c&teni (Illumina sekvenovani) pomoci algoritmu
vyuzivajictho de Bruijnovy grafy miiZze byt sice vlivem riiznych redukci grafu vypocetné
vyhodné;jsi, ale neni schopné tak dobfte sestavit repetitivni iseky. Rozpor mezi témito ptistupy
mize byt feSen programy sestaveni genomu kombinujicimi kratkd i dlouha c¢teni. Jednou

variantou, jak mohou takové programy fungovat, je sestaveni kontigh z kratkych cteni
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a nasledné budovani superkontigti podle dlouhych ¢teni. Druhou variantou je korekce dlouhych
¢teni pomoci kratkych ¢teni a nasledné sestaveni opravenych dlouhych ¢teni (Sohn & Nam,

2018).

Poznatky o metodach a principech celogenomového sekvenovani a de novo sestaveni
genomu nabyté béhem psani této prace bych rada vyuzila v praxi v rdmci navazujici diplomové
prace tykajici se osekvenovani a de novo sestaveni genomu slavika obecného (Luscinia

megarhynchos).
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