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Abstrakt

Detailni znalost genetické informace studovaného organismu je stézejni pro mnoha
odvétvi moderniho vyzkumu. Soucasné sekvenacni technologie neumoznuji ptecist celou
molekulu DNA vcelku, proto jsou ziskavany pouze useky genomové sekvence, které
samotné nejsou dostateéné informativni. Cilem genomicko-bioinformatického pfistupu je
slozit tyto useky do piivodni genomové sekvence — genomové assembly. Jedna se o narocny
proces, ke kterému je potieba vykonna pocitaCova infrastruktura, specializované softwary a
expertni personal. Existuje celd fada softwarti (assemblert), jejichz cilem je zrekonstruovat
pivodni genetickou informaci daného organismu, které se 1isi ve velikosti skladaného
genomu a druhu organismu. Vyslednd kvalita genomové assembly je zavisld na typu
assembleru a nastaveni jeho parametrii. Je tedy vhodné vytvortit nékolik assembly a jejich
kvalitu nasledné¢ vyhodnotit na zaklad¢ technickych a biologickych metrik. Tato prace
popisuje zakladni metody masivné paralelniho sekvenovani, dale se zabyva algoritmy
skladani genomovych assembly a popisuje metriky, pomoci kterych se vyhodnocuje kvalita
vyslednych genomovych assembly. Praktickd ¢ast je zaméfena na tvorbu assembly ptaci
motolice Trichobilharzia szidati pomoci dvou programt a nasledné zhodnoceni kvality obou

assembly.

Kli¢ova slova: genomika, genomové assembly, bioinformatika, masivné paralelni

sekvenovani, kvalita assembly, algoritmus



Abstract

Detailed information of the genome of the studied organism is crucial for many fields
of modern research. Actual sequencing technologies are not able to read the whole DNA
molecule at once therefore only fragments of the genetic information are obtained, which
are not sufficiently informative on their own. The goal of the genomic-bioinformatic
approach is to assemble these fragments into complete original information — genome
assembly. The process of the genome assembly is demanding in terms of computational
power, software equipment and expert staff. Many assemblers — programs for genome
assembly are available differing in performance, size of the analyzed genome or target
organism. The quality of final assembly is fully dependent on assembler and setting of inner
parameters. In practice, multiple assemblies are constructed and their quality evaluated
according to the technical and biological parameters. The presented thesis describes current
high throughput sequencing technologies, different approaches and algorithms for genome
assembly and methodology for their quality assessment. The practical part is focused on
assembly and its quality assessment using [llumina data of the bird fluke 7richobilharzia

szidati.

Keywords: genomics, genome assembly, bioinformatics, High throughput sequencing,

quality assembly, algorithm
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Kratké sekvencéné specifické oligonukleotidové sekvence, které
jsou ligované k 5° a 3” konci kazdého DNA fragmentu

v sekvenacni knihovné v ramci ptipravy k NGS sekvenovani
Vypocetni metoda, kterd srovnava 2 a vice sekvenci pod sebe
tak, aby stejné nukleotidové baze ¢i aminokyseliny lezely pod
sebou. Dé¢li se na pairwise (srovnava dvé sekvence) a multiple
(srovnava vice jak dvé sekvence)

Software, ktery sestavuje z kratSich sekvenacnich fragmentt
delsi celky

Slozeni fragmentovanych sekvenci do vétsich struktur, na
zakladé¢ jejich ptekryvu, pfipadné pomoci referencni sekvence

Usek sekvence DNA vznikly fyzikalnim nebo chemickym
Stépenim veétsi molekuly DNA

Prvni stupenl tvorby assembly, kdy jsou ready na zdkladé jejich
prekryvu spojeny do delSich sekvenci neobsahujicich mezery

Oblast v assembly, kterd obsahuje rozlehlé inzerce, delece,
inverze nebo preskupeni, které jsou vysledkem Spatného
sestaveni

Kratky oligonukleotid na ktery se vaze DNA polymeraza a
inkorporuje komplementarni nukleotidové baze do nove
vznikajiciho reverzniho fetézce

Kompletni sekvence genomu, ktera mize byt pouzita pro
mapovani kratkych DNA sekvenci pfi porovnani genomu

z ruznych jedincl

Zaznam sekvence nukleotidd ze sekvenacnich platforem
e Kratké ready — ready velikosti 50-300 bp ziskané ze
sekvenacénich platforem jako jsou: SOLiD, Illumina,
IonTorrent
e Dlouhé ready — ready velikosti v fadech desetitisici az
statisici bazi (vyjimec¢né¢ miliont) ziskané ze
sekvenacénich platforem jako jsou: Oxford Nanopore
Technologies nebo PacBio
Druhy stupeil v procesu tvorby assembly, kdy jsou 2 a vice
kontigl spojenych do vétsiho celku

Sada modifikovanych DNA fragmentt, které jsou pfipraveny k
sekvenovani

Rekombinantni sekvence, kterd je tvofena adaptorovou sekvenci
(ke které se vaze univerzalni primer) a cilovou sekvenci, jejichz
potadi nukleotidii neni znamo



1 Uvod

Sekvenovani neboli proces, pii kterém se zjiStuje potfadi nukleotidovych bazi
v sekvencich DNA nebo RNA, prochazi v posledni dobé velkym rozvojem, ktery s sebou
piinasi snadnou a rychlou dostupnost biologickych dat. Jeden z prvnich projekti na
sekvenovani genomu (The Human Genome Project) pomoci Sangerovy metody sekvenovani
trval pfiblizn¢ 13 let a stal kolem 2,7 miliardy dolari. Soucasné sekvenacni platformy
dokazou sekvenovat genomy v kratsi casové dobé (n€kolik tydnil) za cenu v fadech tisici ¢i
desetitisicil. AvSak jednou z hlavnich nevyhod téchto metod je omezend délka fragmenth
nukleovych kyselin, které jsou schopny najednou osekvenovat. Pii celogenomovém
sekvenovani jsou Cteny kratké useky DNA, které je nutno skladdat do piivodni genetické

informace pomoci pocitace.

Softwary, které slouzi ke skladani téchto genomovych usekii dohromady se nazyvaji
assemblery. Existuje jich cela fada a jsou specifické pro konkrétni sekvenacni data a velikost
genomu daného organismu. Vzhledem k tomu, Ze vyvoj sekvenacnich platforem je velice
rychly, tak vznikaji stale nové pfistupy pro skladani genomové assembly, a proto nelze
naprogramovat univerzalni assembler, ktery by vyhovoval v§em sekvenac¢nim platformam.
Pti sestavovani je vhodné pouzit vice assemblert s riiznym nastavenim vstupnich parametrti.
K vyhodnoceni kvality vyslednych assembly se vyuzivaji technické a biologické parametry,

které popisuji spojitost (technické parametry) a Gplnost (biologické parametry) genomu.

Tato prace se v teoretické Casti zaméetuje na zdkladni popis sekvenacnich technologii,
naslednou tvorbu assembly (popis jednotlivych algoritmll) a popis metrik a programi
hodnoticich kvalitu vytvoiené assembly. V praktické casti prace byla provedena tvorba
assembly organismu Trichobilharzia szidati na zakladé¢ sekvenanich dat ziskanych
z platformy Illumina pouzitim assemblerd ABySS a MaSuRCA. Nasledn¢ bylo provedeno
zhodnoceni sestavené assembly pomoci programu hodnoti technické parametry (QUAST) a

biologické parametry (BUSCO).



2 Sekvenovani

2.1 Techniky sekvenovani

Prvni sekvena¢ni metody vzniklyv roce 1977, jednalo se o Sangerovu
dideoxynukleotidovou sekvenovaci metodu (Sanger et al. 1977) a o Maxam and Gilbertovu
metodu chemického $tépeni (Maxam & Gilbert 1977). Nasledovaly sekvenacni techniky
tzv. nové generace (NGS), které predstavovaly dalsi krok v sekvenovani DNA. Vyhodou
sekvenovani nové generace je, ze cela knihovna templath DNA je imobilizovdna na
dvourozmérny povrch a paralelné probiha sekvenovani na vSech templatech (Shendure et al.
2017). Tyto nejnovéjsi metody kombinuji rtizné pfistupy, co se tyce sestavovani
templatovych sekvenci, samotného sekvenovani ¢i detekce struktury (ptiklady sekvena¢nich

platforem nové generace jsou uvedeny v Tab. 1).

Tab. 1: Priklady sekvenacnich platforem nové generace (Levy & Myers 2016)

Platforma Amplifikace Sekvenacni Detekce URL
pristup
Illumina Klonalni Sekvenace Opticka TR T e
syntézou
Oxford Single Real-time | Nanoopticka http://www.nanoporetech.com
Nanopore molecule sequencing
Pacific Single Sekvenace Opticka DR /pnnackico
Biosciences | molecule syntézou
SOLID Klonalni Sekvenace Optické http://www.thermofisher.com/us/en/
home/brands/applied-biosystems.
ligaci heml




2.1.1 Illumina

Technologie vyvijend piivodné firmou Solexa, kterou v roce 2007 koupila spole¢nost
[Nlumina (Liu et al. 2012). Vysledkem sekvenace jsou kratké ready (100-300 bp)
s chybovosti < 1% (Schirmer et al. 2015). Princip fungovani je zaloZen na sekvenovani
syntézou. Na fragmenty DNA jsou ligovany k obéma konciim specifické adaptory. Takto
upravené fragmenty jsou nasledn¢ amplifikovany (zmnozeny) pomoci tzv. amplifikace na
mostech (Obr. 1), kdy se na sklenéné desticce vyskytuji ndhodné rozmisténé adaptory
(obsahujici oligonukleotidové sekvence) kompatibilni jak s adaptory na jednom konci
fragmentt, tak i adaptory kompatibilni s adaptory na druhém konci fragmenti. Po navazani
dochdzi k amplifikaci. Sekvenovani probiha na zakladé detekce jednotlivych bazi, které jsou
zaclenovany do fetézce DNA pfi syntéze reverzniho fetézce, jedna se o tzv. metodu cyclic
reversible termination (CRT), pti které se pouzivaji reverzni terminatory neboli nukleotidy
(A, G, C, T), kter¢ jsou fluorescencné¢ znacené a po inkorporaci zastavuji syntézu DNA. Po
inkorporaci daného nukleotidu dojde k odmyti nezaclenénych nukleotidi a provede se
detekce, ktera slouZzi k identifikaci inkorporovaného nukleotidu (Obr. 2). Nasledné probéhne
Stépeni, které odstrani inhibujici skupinu a fluorescenéni barvivo z reverzniho termindtoru.

Pted zahajenim dalSiho cyklu prob&hne jesté promyti (Metzker 2010).

b Illumina/Solexa
Solid-phase amplification
One DNA molecule per cluster

-

Sample preparation
DNA (5 pg)

Template |
dNTPs

and

polymerase

Bridge amplification

Obr. 1: Amplifikace na mostech — Illumina

Fragment DNA s navazanymi adaptory na obou koncich (na kazdém konci je odlisny typ adaptoru) se
inkorporuje na sklenénou desticku posetou adaptory kompatibilni s adaptory na fragmentech DNA.
Nasledné pomoci PCR se namnozi ptivodni fragmenty a ohybaji se k sousednim adaptoriim, které
jsou kompatibilni k danému konci fragmentu (Metzker 2010) .
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Obr. 2: Sekvenovani pomoci CRT

Nézom¢ zobrazeny popis metody CRT, kdy se v kazdém kroku inkorporuje jeden ze 4 reverzibilnich
nukleotidti (A, G, C, T), ktery po inkorporaci vyzaiuje fluorescencni signal, ktery je zaznamenan
detektorem. Nasledn¢ dojde k odmyti ostatnich reverzibilnich nukleotidi a probiha detekce. Po detekei
probéhne Stépeni, pii kterém se odstrani inhibujici skupina a fluorescencni barvivo z nove
inkorporovaného nukleotidu a cely cyklus se opakuje (Metzker 2010).

2.1.2 Nanopore — Oxford Nanopore Technologies

Vroce 2014 byla uvedena na trh prvni sekvenaéni platforma na bazi nanopore
sekvenovani (MinlON od spole¢nosti Oxford Nanopore Technologies). Technologie
nanopore poskytuje dlouhé sekvenaéni ready o velikosti v fadu desitek az stovek tisic bazi
(nejdelsi znamy osekvenovany Usek byl - 2 272 580 bazi (online zdroj €. 1)). Dlouhé ready

fesi problém s repetitivnimi tseky v genomu. Doba sekvenovani zde trva minuty a ndklady



na zafizeni jsou zde mensi nez u sekvenacnich platforem generujici kratké ready. Avsak

jednou z hlavnich nevyhod je vyssi chybovost nez u platformy Illumina.

Kurcéeni potadi jednotlivych bazi dochazi piimou detekci slozeni nativni
jednovlaknové DNA. DNA je zpocatku fragmentovana na useky velikosti 8-10 kb, na které
jsou ligovany dva rizné adaptory tzv. leader (vedouci adaptor) a hairpin (vlasenka). Kvili
neexistenci presného nasmérovani adaptoru na konkrétni konec fragmentu existuji 3 mozné
sekvenacni knihovny: leader-hairpin, leader-leader a hairpin-hairpin. Nejlepsi variantou je
leader-hairpin, nebot’ leader adaptor obsahuje sekvenci pottebnou pro nasmérovani DNA do
pora a hairpin umoziuje sekvenaci dopfedného i zpétného fetézce. U varianty hairpin-
hairpin k sekvenaci nedochézi, nebot’ chybi adaptor, ktery DNA fragment nasméruje do poru
(Goodwin et al. 2016). Samotné sekvenovani probiha pomoci prichodu upraveného DNA
fragmentu s iontovym proudem proteinovym porem (Obr. 3-B), kde kazda baze je specificka
poklesem proudové amplitudy (Bayley 2006). Zménu proudové amplitudy v Case
zaznamenava detektor, ktery je umistény vedle poru. Vysoka rychlost translokace DNA pfes
por zpiisobuje problém ve spravném rozliSeni dané baze, proto sekvenacni data obsahuji
specifickou chybovost. Mira chybovosti se vyvojem nov¢jSich metod, které zpomaluji

prichod bazi pory, zlepsuje (McCombie et al. 2019).
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Obr. 3: Nanopore sekvenovani

A —DNA fragment s navazanym leader a hairpin adaptorem, B — priibéh nanopore sekvenovani, kdy
jedno vliakno DNA prochazi pérem a jednotlivé baze DNA méni amplitudu iontového proudu,
prochazejicim porem, C — vystupni zaznam zmén iontového proudu na zaklad¢ kterého je prectena
sekvence DNA (Metzker 2010)

2.2 Typy sekvenovani
Vystupem sekvenac¢nich platforem jsou ready riiznych délek zavisejici na zvolené

sekvenacni platformé. Existuji 3 zékladni typy readi:

2.2.1 Single-end reads

Nejjednodussi typ readd. Sekvenovani probiha od jednoho konce fragmentu ke
druhému. Délka readl zavisi na piedem zvolené sekvenacni platformé. Jedna se o vysoce
kvalitni data ziskané za kratkou dobu. Nesou informaci o primarni struktufe sekvenované
sekvence a o kvalité nasnimaného signalu pro kazdy nukleotid. Jednotlivé ready jsou
spojeny ptes prekryvajici se oblasti do vétSich oblasti zvanych kontigy. Pti skladani do

vétSich usekd se potykaji s problémy jako jsou repetitivni useky, polymorfismy, chybégjici



data (pfi malém sekvena¢nim pokryti genomu), proto se pfi skladani readi kombinuji jesté

s pair-end nebo mate-pair ready.

2.2.2 Pair-end reads

Typ parovych readu s inzerty délky 200-800 bp mezi obéma konci. Sevence DNA je
sekvenovana z obou koncti fragmentu (online zdroj €. 2). Poskytuji nejen informaci o
sekvenci, ale také o poloze fragmentu, proto se €asto vyuzivaji v kombinaci se single-reads,

nebot’ umoziuji detekovat repetitivni oblasti ¢i strukturni varianty genomu (Li ef al. 2015).

2.2.3 Mate-pair reads

Typ parovych readi s inzerty délky 2-5 kb mezi obéma konci (asi 10x vétsi nez u pair-
end reads). Krom¢ informace o sekvenci poskytuji i informaci o fyzické vzdalenosti mezi
dvéma ready. Usnadnuji sestaveni genomové assembly z kratkych readii (feSeni problému
s repetitivnimi useky v genomu). Pomoci mapovani kontighh na mate-pair reads lze urcit

poradi kontigtli a jejich orientace (Van Nieuwerburgh et al. 2012).



3 Genomove assembly

S rozvojem masivné paralelnich sekvenacnich technologii se zvySuje dostupnost
takzvanych ,,-omics* sekvenacnich dat. I pfes vyznamny posun ve vyvoji sekvenacnich
technologii generujicich dlouhé ready (Oxford Nanopore Technologies (online zdroj €. 3),
PacBio (online zdroj €. 4)), jsou intenzivné vyuZzivané sekvenacni platformy, produkujici
kratké ready (50 — 300bp) napft. Illumina (online zdroj ¢. 5). Sekvenaéni ready je nutné
softwarové sestavit do delSich sekvenacnich celkli pomoci tzv. assemblerti, kde je v idedlnim

piipad¢ vysledkem sestaveny genom na urovni jednotlivych chromozéma.

3.1 Typy assembleri

Rozdilné assemblery jsou vhodné pro rizné sekvenacni technologie a pro rizné velké
sestavované genomy. Assembly délime na tzv. de novo neboli sestavovani genomu bez
referencniho genomu a na tzv. reference based, kdy je k dispozici referencni genom. Tato
bakalafskad prace se zabyva softwary pro de novo sestaveni genomové assembly, nebot’

prakticka ¢ast prace se zabyva de novo assembly.

3.1.1 Assemblery pro kratka cteni

Pii sestavovani assembly jsou v prvni fazi na zakladé prekryvi jednotlivych readt
sestavovany delsi useky (kontigy) neobsahujici mezery, ty jsou dale spojovany pomoci
parovych readii (mate-pair nebo paired-end) do vétsich celk tzv. scaffoldt (Obr. 4). Pokud
mezi sousednimi kontigy ve scaffoldu nedochazi k ptekryvu, tak se mezi nimi vyskytuji
mezery, které jsou vyplnény pomoci dalSich nezavislych readt a tim se dokonci tvorba

assembly (Sohn & Nam 2016).



De novo genome assembly

Short reads o

CDI‘ltigs JINRI R RN IR IRRRNN AR l

Sequence
overlaps

l I i

!

Long
range link

A

Scaffold [AUUR RN LR R @IIIII RUNNRTORUNRR NN AT Ir/\illlllll A R R AR it

LT PRI FETESY S v amhe e Aoween m

Chromosome . e . . )

Obr. 4: Sestaveni de novo genome assembly

V prvnim kroku se kratké ready na zakladé jejich piekryvii skladaji v kontigy. Nasledné jsou
spojovany kontigy do vétSich usekti zvanych scaffoldy. V idealnim piipadé bychom méli dostat
genomovou assembly, ktera je na trovni chromozomul (Shendure ez al. 2017).

Pfi sestavovani assembly se assemblery potykaji s nékolika problémy, které musi co

nejefektivnéji vytesit:

Oprava sekvencnich chyb, kterd musi byt provedena pifed zacatkem
sestavovani assembly nebo béhem sestavovani, nebot’ by se tyto chyby dostaly
do vyslednych kontigh a nésledné do scaffoldii a vytvofily by tam artefakty
(Sohn & Nam 2016). Kazda sekvenac¢ni platforma déla tyto chyby, napft. u
platformy Illumina je znamo, ze generuje kratké ready s < 1% nahodnych
sekvencnich chyb (Schirmer et al. 2015).

Nerovnomérna hloubka ¢teni, kterd je zplisobena tim, Ze nékteré useky
genomu mohou byt osekvenovany vickrat neZ jiné. Nerovnomé&rné pokryti
zpusobuje vznik mezer ve vysledné assembly.

Topologicka slozitost repetitivnich useki, pokud velikost readl je dostate¢né
velkd, ze pokryva tyto repetitivni useky, pak tento problém nenastdva, ale
platformy generujici kratké ready (napt. [llumina) nepokryvaji svou délkou tuto
oblast, proto je vhodné vyuzit kombinace s dlouhymi ready (Sohn a Nam 2016).



e Algoritmicka sloZitost — tvorby grafii a prichody grafy jsou relativné narocné
na pamét’ a na vypocet. De Bruijnovy grafy vyzaduji znaénou ¢ast RAM! paméti
a pocitaji v dlouhych ¢asovych intervalech (n€kolik dnti az tydnti) (Sohn & Nam

2016).

Assemblery pro kratké ready se lisi dle toho, jaky typ algoritmu pro sestaveni assembly
vyuzivaji, délime je na algoritmy vyuZzivajici de Bruijnovy grafy, Overlap layout consensus
¢i Greedy algoritmus. Nekteré assemblery vyuzivaji i kombinaci téchto algoritmt (pf.
MaSuRCA - pracuje na principu Overlap layout consensus a de Bruijnova grafu). Tyto

algoritmy jsou popsany v nésledujici podkapitole (3.2).

3.1.2 Assemblery pro dlouha ¢teni

Dlouhé ready jsou ziskavany z platforem jako jsou napiiklad PacBio a Oxford Nanopore
Technologies. Dlouhé ready mohou vyftesit nékteré problémy, se kterymi se setkdvaji
assemblery pro kratké ready, jako je naptiklad jiz zminény problém s rozpoznavanim
repetitivnich usekt. Tento problém vsak neni uplné vyfeSen, nebot’ existuji tak dlouhé
repetitivni seky, které ani dlouhé ready nepokryji, jako naptiklad: long interspersed nuclear
elements (LINEs) nebo long terminal repeats (LTRs) (Ashton et al. 2015). Platformy
generujici dlouhé ready maji nedostatek spocivajici ve vyssi chybovosti vzniklych readd,
v této dobé se jejich chybovost pohybuje mezi 10-15 % (Vasudevan et al. 2020), proto se
Casto pii sestavovani assembly vyuzivd kombinace s kratkymi ready s chybovosti < 1%
(Schirmer et al. 2015). Na této bazi jsou zalozené hybridni assemblery (Deshpande et al.
2013).

3.2 Algoritmy k sestaveni assembly

Existuje n¢kolik druhti algoritmt pro tvorbu assembly.

3.2.1 De Bruijnovy grafy (DBG)

Jeden z dosud nejlepSich algoritmil pro sestavovani genomové assembly pro kratké
ready ziskané z platforem Illumina a SOLiD (Miller et al. 2010). Funguje na principu
sestaveni orientovaného grafu reprezentujiciho prekryvy mezi ready, kde z kazdého readu
jsou vygenerovany podretézce (k-mery) délky L-k+1, kde L je délka readu a & je dané délka

k-meru. Kontigy a scaffoldy jsou ziskavany inverzni transformaci optimalni cesty

' RAM pamét je operacéni pamét’ po&itatii neboli pamét, ve které jsou uloZeny b&Zici programy a jejich
data, ¢im vétsi kapacita je k dispozici, tim je plynulejsi chod programt
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v sestaveném de Bruijnoveé grafu mezi sekvencemi (Sohn & Nam 2016). De Bruijnovy grafy

rozdélujeme na 2 typy Hamiltonovsky a Eulerovsky (Compeau et al. 2011).

Hamiltonovsky de Bruijnuv graf spo¢iva v tom, ze zde kazdy k-mer reprezentuje uzel
v grafu a pokud se jeho (k-7) dlouha ptipona shoduje s (k-7) dlouhou predponou jiného
k-meru, tak mezi témito dvéma uzly bude vést hrana (Obr. 5). Assemblery fungujici na tomto
principu jsou naptiklad: SOAPdenovo (Luo ef al. 2012), SGA (Simpson & Durbin 2012),
ABySS (Simpson et al. 2009), Meraculous (Chapman et al. 2011) a Velvet (Zerbino &
Birney 2008). Algoritmus spoc¢iva v hledani Hamiltonovské cesty v takto vytvoreném grafu,
coz znamena, ze hleda cestu, ktera kazdy vrchol navstivi prave jednou (Sohn & Nam 2016).
Tento problém vsak patii mezi NP t&zké problémy? pro vétsi pocet uzli v grafu (Compeau

et al. 2011). Proto se na vyhledavani takové cesty vyuziva riznych heuristik.

Eulerovsky de Bruijniiv graf reprezentuje uzly a hrany opaénym zplsobem nez
Hamiltonovsky. K-mery jsou zde hrany a prekryvajici se (k-1) dlouhé useky zde reprezentuji
uzly. Zde je feSeni komplikovaného grafového problému takové, Ze se hledaji Eulerovské
cesty, které prochazeji vSemi hranami, z nichz kazdd z hran je navstivena pravé jednou
(Pevzner et al. 2001). Assemblery, které vyuZivaji tento typ grafli jsou naptiklad: EULER
(Pevzner et al. 2001), SPAdes (Bankevich et al. 2012), ALLPATHS-LG (Gnerre ef al. 2011)
a MaSuRCA (Zimin et al. 2013). Tyto assemblery vytvaieji lepsi assembly pro velké
genomy nez assemblery fungujici na zdkladé Hamiltonovskych de Bruijnovych grafti (Earl

etal 2011).

2 NP t&zké problémy je t¥ida problémd, které nejsou feSitelné v polynomialnim Ease pomoci
deterministického algoritmu, takze vykazuji velkou casovou slozitost. Tento problém je pfevoditelny na
jakykoliv jiny NP tézky problém
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(b) De Bruijn graph assembly

(i) Make kmers

Readl: TTCTAAGT Read2: CGATTCTA Read3: GATTGTAA

Kmers: TTC Kmers: CGA Kmers: GAT
TCT GAT ATT
CTA ATT TTG
TARA TTC TGT
ARG TCT GTA
AGT CTA TARZ

(ii) Build graph

(iii) Walk graph and output contigs

B @B B-EE-DAB-®
CGATTCTAAGT

Obr. 5: Priklad sestaveni a priuchodu de Bruijnovym grafem
(i) Tvorba k-merti — na vstupu jsou 3 ready, ze kterych jsou vygenerovany k-mery velikosti 3, (ii)
Tvorba Hamiltonovského de Bruijnova grafu — kazdy ze vzniklych k-merti zde reprezentuje vrchol
v graful a hrany mezi vrcholy reprezentuji prekryvy jednotlivych dvou k-merti (Cervené Casti znaci
polymorfismy, a proto vznika vétev v grafu), ¢isla v uzlech znaci, kolikrat je dany k-mer ve vstupnich
readech zastoupeny, (iii) Prichod grafem — hledani maximalniho priichodu grafem (cesty s nizkym
pokrytim mohou byt ignorovany), priichodem jsou ziskany kontigy — zde kontig: CGATTCTAAGT
(Ayling et al. 2019)

Klicovym parametrem je zde urceni spravné velikosti k-meru. Je tieba zvolit takovou
hodnotu, kterd bude dostate¢n¢ mala na to, aby nebyly opomenuty v§echny mozné piekryvy
readu, ale také dostatecné velkad na to, aby nedochazelo k tomu, Ze budou vznikat falesné
piekryvy (He et al. 2013). Optimalni velikost k-meru nelze piedem spolehlivé urcit, proto
se v praxi Casto Cerpa ze zkuSenosti s podobnymi datovymi soubory (Chikhi & Medvedev

2014).

3.2.2 Overlap layout consensus (OLC)

Tento typ algoritmii se vyuziva piedevSim pfi zpracovavani dlouhych readd, nebot
neptfevadi ready na k-mery. Jedna se o tiikrokovy ptistup, pfi kterém se nejdiive na zaklad¢
piekryvll jednotlivych readt vytvoii overlap graph (graf ptekryvi), jednotlivé délky
piekryva jsou ziskany vypoctem pairwise sequence alignmentu. Ze vzniklého grafu se
odstrani dle transitivniho pravidla (vysvétleno nize) piebyteCné hrany, tzv. layout.
V poslednim kroku probiha hleddni cesty s maximalnim ohodnocenim hran, kterd bude

slouZit jako consensus sekvence (Sohn & Nam 2016). OLC algoritmus se sklada ze tfi ¢asti:
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Overlap graph (graf prekryvii) — kazdy read reprezentuje jeden uzel v grafu a
hrany mezi jednotlivymi uzly jsou na zéklad¢ piekryvi danych dvou sekvenci
¢ili pokud je sufix jednoho uzlu shodny s prefixem druhého uzlu, tak mezi
témito uzly povede v grafu orientovand hrana a bude mit vahu, které je rovna
délce prefixu (sufixu) (Obr. 6 B). Pro zjisténi délky ptfekryvu se vyuziva tvorby
pairwise sequence alignmentu pro kazdy par readll (nejcastéji pomoci algoritmu

Smith-Waterman).

Layout — odstranéni pfebytecnych hran z overlap grafu na zaklad¢ transitivniho
pravidla cili pokud vede hrana z vrcholu i do vrcholu j, z vrcholu j do vrcholu
k a z vrcholu i do vrcholu £, potom je méné ohodnocena hrana vedouci z vrcholu
i vymazéna (Obr. 6 C).

Consensus — hledani nejpravdépodobnéjsi cesty v grafu neboli cesty, ktera bude
mit nejvyssi ohodnoceni. Vysledkem je sestavend consensus sekvence (Obr. 6
D)

A GAATGC TGCTTA CTTACC
n;‘s n2 ﬁ3
n2

3 TGCTTA
B/GAATGC , +
SAATSL ;
\ CTTACC|

n2

/31 TGCTTA |

c |GAATGC \4

n3
" CTTACC

D GAATGCTTACC

Obr. 6: Overlap layout consensus (OLC)

A —navstupu jsou 3 fragmenty DNA, B— Kontrukce overlap grafu: kazdy ze zadanych fragmentii
predstavuje vrchol ve vznikajicim grafu a hodnota hran spojujici dané dva vrcholy se odviji od délky
jejich prekryvu (délka sufixu jedné sekvence shodna se stejnou délkou prefixu druhé sekvence), délka
tohoto piekryvu se da vypocitat pomoci pairwise sequence alignmnetu, C — Layout: odstranéni
prebytecnych hran z grafu na zakladé transitivniho pravidla, D — Hledani Hamiltonovské cesty:

v grafu hledame takovou cestu, ktera projde vSemi vrcholy grafu prave jednou a bude mit nejvyssi
vahu, pomoci této cesty se vygeneruje kontig (zde kontig: GAATGCTTACC) (Chen et al. 2017)
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Softwary vyuZzivajici tento typ algoritmu jsou napiiklad: Arachne (Batzoglou 2002),
Celera Assembler (Myers 2000), CAP3 (Huang 1999), PCAP (Huang & Yang 2005), Phrap
(Bastide & McCombie 2007), Phusion (Mullikin 2003) a Newbler (Margulies et al. 2005).

3.2.3 Greedy algoritmus

V prvni iteraci algoritmu probihd vypocet prekryvli mezi jednotlivymi ready. Dle
intezity prekryvu se pfifadi ptislusné skore, na zdkladé kterého se iterativné slucuji nejvic
skorujici ready. Tento postup se opakuje do doby, kdy uz nelze dalsi ready sloucit.
Algoritmus se vyznaCuje lehkou implementaci, avSak ta je vykompenzovéana vyraznou
pamét'ovou naro¢nosti, takze pouZzitelnost tohoto algoritmu je omezena pouze na sestaveni

malych genomi (bakterie, jednobunécna eukaryota) (Pop et al. 2002).

Assembler fungujici na tomto principu je SSAKE (Warren et al. 2007), dobie funguje
pro kratké ready. Uklada si kratké ready a jejich frekvence v hasovaci tabulce a hleda
nejlepsi shody prostfednictvim prefix tree neboli stromu predpon. Z SSAKE se odvodily
dalsi assemblery jako naptiklad JR-Assembler (Chu ef al. 2013).

3.2.4 Hybridni algoritmy

Algoritmy kombinujici kratké kvalitni ready a dlouhé chybové ready ziskané z riznych
sekvenacnich platforem jako jsou Illumina a Oxford Nanopore Technologies. D¢li se na dva
typy. Prvni typ assemblert pii opravé chyb vzniklych pii sekvenovani opravuje dlouhé ready
pomoci kratkych readt. Takto opravené dlouhé ready jsou nasledné pouzité k tvorbé
vysledné assembly. Tento proces je vSak vypocetné i Casové narocny (Deshpande et al.
2013). Assemblery vyuzivajici tento pfistup jsou napiiklad PBcR (Koren ef al. 2012) a
Nanocorr (Goodwin et al. 2015). Druhy typ assemblert vytvoii kontigy z kratkych readd a
scaffoldy sestavuji pomoci dlouhych readii (Deshpande et al. 2013). Assemblery tohoto typu
jsou naptiklad Cerulean (Deshpande et al. 2013), hybridSPades (Antipov ef al. 2016), AHA
(Rasko et al. 2011) a DBG2OLC (Ye et al. 2016).

3.3 De novo assemblery
V této podkapitole budou popsany principy dvou de novo assemblerti, kde kazdy z nich

funguje na zaklad¢ jiného druhu algoritmu.

3.3.1 ABySS (de Bruijniiv graf)
Celym jménem Assembly By Short Sequencing. Program vhodny pro sestavovani
assembly z velkého mnoZstvi kratkych readl naptiklad ze sekvenacni platformy Illumina.

Je zaloZen na bazi de Bruijnova grafu (Hamiltonova), ktery umoziuje paralelni vypocet

14



algoritmu rozdé€lit mezi nékolik pocitacti, proto je assembler rychly a i pfesny. Tim, Ze se
vypolty daji paralelizovat na vice pocitact dojde k vyraznému uSetieni mnozstvi paméti

(Simpson et al. 2009). Princip sestaveni assembly probiha ve dvou fazich:

V prvni fazi probihd tvorba de Bruijnova grafu, béhem které jsou z readi délky /
vygenerovany ready velikosti (/-k+1), kde k je velikost k-meru, a sekvence s nezndmymi
bazemi jsou vytazeny. Pfed slouCenim tohoto grafu do kontigii jsou z grafu odstranény
vrcholy a hrany vzniklé chybami v sekvenovani, které obvykle vytvaii v grafu tzv. dead-end
uzly, ze kterych se neda dostat do jinych uzli (slepé ulicky). Tyto uzly jsou zplsobené
spojenim spravnych a chybnych k-mert (Simpson et al. 2009). Tato faze je vyrazné
pamétové narocna, proto novéjsi verze ABySS (ABySS 2.0) vyuziva tzv. Bloom filtr, ktery

fadove snizuje pamétovou slozitost (Jackman et al. 2017).

Ve druhé fazi jsou vyuzity pair-end ready (pokud jsou k dispozici) pomoci nichz
dochazi ke spojovani kontigii do vétSich useki. Na zaklad¢ alignmentu pair-end readi a
kontigl z prvni faze dojde k vytvoifeni sady propojenych kontigli. Tato sada propojenych
kontigh je néasledné filtrovana, aby se piedeslo zaneseni chyb do vysledné assembly. Kazdy
kontig C; mé sadu propojenych kontigi P; pomoci které se provede prichod de Bruijnovym
grafem za ucelem nalezeni jedine¢né cesty vedouci od C; pies vSechny kontigy v P;. Tento
proces se opakuje pro kazdy kontig C; a v poslednim kroku jsou spojeny konzistentni cesty

ke generovani kontigii vysledné assembly (Simpson et al. 2009).

3.3.2 MaSuRCA (de Bruijniiv graf / Overlap layout consensus)

Assembler celym jménem Maryland Super-Read Celera Assembler. Typ hybridniho
assembleru, ktery vyuziva vypocetni efektivitu de Bruijnovych grafti a flexibilitu Overlap
layout consensus metody. Assembly je sestavovano bud’ pouze pomoci kratkych readii, nebo
v kombinaci s dlouhymi ready, kdy jsou vysledné assembly vyrazné kvalitnéjsi. Kombinuji
se naptiklad data z platformy Illumina spolu s dlouhymi ready z platformy PacBio (Zimin

et al. 2013).

V prvnim kroku se z kratkych reada vytvoii tzv. super-ready, coz jsou puvodni ready
rozsifené (na 3° 1 5° konci). V dal$im kroku jsou super-reads rozdéleny na ready délky &
(vétsinou k = 15). Pro kazdy read z této databaze se spocita sequence alignment ke kazdému

dlouhému readu a aplikuje se algoritmus Overlap layout consensus, jehoz vysledkem jsou

3 Bloom filtr — datova struktura, kterd umoZiuje piidavat a ovéfovat piitomnost prvkii v mnoziné
v konstantnim ¢ase bez nutnosti uchovavani danych prvki, ¢imz vyrazné snizuje pamét'ové naroky
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tzv. pre-megareads, coZ jsou dlouhé ready obsahujici mezery. Tyto mezery mohou byt
vyplnény kompatibilnimi useky v dlouhych readech, ale vzhledem k chybovosti dlouhych
readd k tomuto vyplnéni dochéazi pouze, kdyz se v daném useku prekryva vice dlouhych
readl navzajem. Pokud tyto mezery nelze vyplnit (isekem z dlouhého readu), vytvoii se tzv.
linked pair of reads neboli spojovaci vazba mezi ready pieklenujici mezeru. Po ptipadném
vyplnéni mezer a vytvoreni spojovaci vazby pfes mezery vzniknou tzv. mega-reads (Zimin
et al. 2017). V poslednim kroku jsou mega-reads poskladany do kontigii a nasledn¢ do
scaffoldii pomoci assembleru CABOG (Miller ef al. 2008) (Obr. 7).

lllumina reads PacBio reads
e saan
/_A_’ g — errors
"3-\__“‘“' — b
—_—

[

super-reads / \
Index of
—— 15-mers in all
e super-reads '»
1)

; 7 «—— exactoverlap

Poorly allgmng e T 4
super-reads

—

‘ Merging and tiling

pre-mega-reads

', Joining and creating linking mates

mega-reads and linking mates

Obr. 7: Tvorba mega-reads

V prvnim kroku se z kratkych readt vytvoii super-reads, z kterych nasledné je vytvotena databaze
super-readti délky k. Pro kazdy read z databaze je proveden sequence alignment ke kazdému
dlouhému readu. Na zaklad¢ prekryvi kratkych readi jsou sestaveny pre-mega reads. Slouc¢enim
téchto readti a pifpadném vyplnéni mezer pomoci kompatibilnich tisekil v dlouhych readech, ¢i
tvorbou spojovacich vazeb pres mezeru, vznikaji mega-ready (Zimin et al. 2017).



4 Hodnoceni kvality genomové assembly

K sestaveni assembly je k dispozici mnozstvi programt, u kterych ma uzivatel navic
moznost nastaveni riznych parametri vyrazn€ ovliviiujicich vysledek. Nastaveni
jednotlivych parametrt je tfeba na konkrétnich datech optimalizovat a vysledkem je tedy

mnozstvi riznych assembly, které je tieba z hlediska kvality vyhodnotit.

Pro porovnavani assemblert byla v roce 2011 spusténa soutéz Assemblathon 1, kde na
simulovanych datech byla vyhodnocena kvalita jednotlivych assembly od rtznych
assembleri (Earl et al. 2011). Tvirci assemblerii nejdiive sestavi assembly s defaultnim
nastavenim a nasledné se pokousi vylepSovat parametry tak, aby byla vytvofena co nejlepsi
assembly. Simulovana data se vSak od redlnych dat mohou lisit, proto assemblery sestavujici
nejlepsi assembly dle Assemblathonu 1 nemusi vykazovat stejné dobré vysledky na redlnych
datech (Baker 2012). Proto vroce 2013 byla spusténa soutéz Assemblathon 2, kde
assemblery pracuji s redlnymi daty (Bradnam et al. 2013). Vysledky Asseblathonu 2 ukazuji,
ze vétSina assemblert vykazuje dobré vysledky v jedné urcité metrice, zatimco v jinych
metrikach ma vysledky horsi. Déle bylo ukdzano, Ze assembler, ktery sestavil nejlepsi
assembly jednoho organismu, tak u jiného organismu sestavil mnohem hor$i assembly.
Sestavend assembly také zdvisela na velikosti genomu daného organismu. Je dobré si
uvédomit k jakému ucelu genomové assembly bude slouzit a dle toho se zaméfit na

konkrétni hodnotici metriku (Bradnam et al. 2013).

4.1 Metriky hodnoceni kvality genomové assembly

Kvalitu genomové assembly je mozné hodnotit z hlediska technickych a biologickych
parametrt. Technické parametry reprezentuji spojitost neboli continuity vysledné assembly
a zahrnuji metriky délky kontigh a scaffoldd, pocty misassemblies v kontizich
(reprezentujici strukturni chyby) a funk¢ni elementy v assembly (pokryti genomu, procento
GC nukleotidil a dal$i). Technické parametry vSak dostate¢né nereprezentuji tiplnost neboli
completness vysledné assembly, kterd je vyhodnocena pomoci biologickych parametri na
zakladé ortolognich gen®*, které se v danych organismech vyskytuji. Tyto ortologni geny

jsou ulozeny v databazich CEGMA (Parra et al. 2007) a BUSCO (Simao et al. 2015).

4 Ortologni gen — typ genu, ktery se vyvinul od spole¢ného piedka, ktery si zachovava stejnou funkci
v prubéhu evoluce
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4.1.1 Technické parametry
Nejpouzivanéjsi metriky, které predstavuji standartni métitko pro hodnoceni kvality.

Dle téchto parametrii jsou jednotlivé assemblery navzajem porovnavany.

Délka a pocet kontigu a scaffoldi

Typ metriky, ktery mize byt spocitan pro hodnoceni assembly s i bez referencniho
genomu (vyjimkou je NGx — zde je referen¢ni genom potiebny). Vyhodnocuje se zde
celkovy pocet kontigli, ¢im mé assembly mén¢ kontigl, tim je kvalitngj$i, nebot
osekvenovany genom je mén¢ rozfragmentovany, idedlni pocet kontigli by se rovnal poc¢tu
chromozoémi dané¢ho organismu. Kvalita nezavisi pouze na poctu kontigt, ale také na délce
nejdelsiho kontigu, kde s délkou roste kontinualni informace o genomu. Podobny princip

plati i pro vyhodnocovani scaffoldi.

e Pocet kontigi — celkovy pocet kontigli ve vysledné assembly
e Nejdelsi kontig — délka nejdelSiho kontigu v assembly
e NejdelSiho scaffold — délka nejdelSiho scaffoldu v assembly
e Pocet scaffoldii — celkovy pocet scaffoldli ve vysledné assembly
e Metrika Nx — metrika vyjadtujici délku kontigu takovou, zZe soucet kontigti této
délky a kontigt vétsich je roven nebo vétsi nez x% (0 <x < 100) délky sestavené
assembly (souctu délek vSech kontigii), pokud x = 50, tak se jednd o median
délek kontigti (Earl et al. 2011)
o nejpouzivangj$i hodnotou je N50, postup ziskani této hodnoty je
nasledujici:
1) Sefazeni kontigh dle jejich velikosti (Obr. 8 a) od nejvétsiho po
nejmensi
2) Scitani délek kontigli (od zacatku), dokud se soucet nerovnd poloving
délky celkové assembly, délka kontigu, u kterého se soucet zastavil, je
vysledna hodnota N50 (Obr. 8 b)
o podobnym zplisobem lze vypocitat tuto hodnotu pro rizné hodnoty x
(N25, N80, N90) — setazeni kontigii dle velikosti probiha vSude stejné,
ale sCitani se zastavi dle zadané hodnoty x (az hodnota souctu obsahuje

alespon x% délky assembly) (Videvall 2017)
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e Metrika NGx — normalizovana metrika Nx, vypocet hodnoty probihé stejnym
zpusobem jako u Nx metriky, akorat velikost assembly je nahrazena velikosti
referen¢niho genomu

e Metrika Lx — metrika vyjadiujici pocCet kontigt jejichz soucet délek je vetsi ¢i
roven hodnoté x (0 < x < 100). Nejprve se provede setazeni kontigi dle jejich
délky (od nejdelsiho po nejkratsi). Nasledné se provadi stejny soucet jak u Nx
metriky, akordt se nezaznamenava délka kontigu, u kterého se soucet zastavi,

ale pocet kontigti, které tento soucet tvoti (Obr. 8 c) (Videvall 2017).

a) Serazeni kontigu dle jejich velikosti

[ 100 ] 70 | e | 5 | s0 | 40 | 30 |

b) Vypocet hodnoty N50
100 70 | 60 [ 50 | s0 | 40 | 30 |

A
Y

200

[ 1
Y

400

¢) Vypocet hodnoty L50
# #2 #3 [ #a | #5 | #e | #7 |

A
Y

200

f
Y

400

Obr. 8: Vypocet hodnot N50 a L50

a) sefazeni kontigt dle velikosti od nejvétsiho po nejmensi, b) vypocet hodnoty N50 pomoci s¢itani
délek kontigti, dokud se soucet délek nerovna poloving délky vysledného assembly (zde se uvazuje
polovina, nebot’ se provadi vypocet hodnoty N50, pokud by se provadél vypocet napiiklad N70, tak se
s¢itani délek provadi do doby, dokud se soucet délek nerovna 70% délky vysledného assembly) a
hodnota N50 odpovida hodnot¢ 60 kbp, ¢) vypocet hodnoty L50 stejn¢ jako u vypoctu hodnoty N50
se s¢ita délka kontigti, dokud se soucet délek nerovna poloving délky vysledné assembly, ale nebere

se v uvahu délka assembly, nybrz pocet kontigii, které tento soucet tvoii (Videvall 2017)

Misassemblies a strukturni variace

Misassemblies jsou oblasti v sestaveném assembly, které obsahuji rozsihlé inzerce,
delece, inverze ¢i preskupeni, které jsou diisledkem Spatného sestaveni assembly. Jedna se
o metriky popisujici strukturni chyby vzniklé pfi sestavovani kontigh a jsou zavislé na
referencnim genomu (Muggli et al. 2015). Nalezeni téchto chybnych oblasti je

problematické, nebot’ skute¢né biologické sekvence mohou vykazovat podobné znaky a
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nemusi se zrovna jednat o misassembly (Salzberg & Yorke 2005). Zde se uvadi informace
jako je pocet kontigh obsahujici misasembly, celkovy pocet bazi v kontigu obsahujici

misassembly a informace o lokalnich misassemblies.

Reprezentace funkcnich elementii genomu

Metriky, které jsou vétSinou zavislé na existenci referenéniho genomu (kromé procenta
GC nukleotidti). Zde se jiz hodnoti funk¢ni aspekty slozeni genomového assembly jako jsou
procento pokryti genomu, pocet duplikaci, procento GC nukleotidli, po¢et mismatches na

100 kb a pocet deleci a inzerci na 100 kb (Gurevich ef al. 2013).

4.1.2 Biologické parametry

Technické metriky nemohou poskytnout zadné informace tykajici se genového slozeni
assembly. Tyto metriky popisuji tzv. completeness neboli uplnost genomové assembly, coz
je velmi dulezity hodnotici parametr. S rostoucim poctem osekvenovanych genomi roste
pocet znamych gend, které jsou pfitomny u konkrétnich druht organisma (Seppey et al.
2019). Prvni publikovanou databazi slouzici k mapovani ortolognich genti v assembly byla
databaze CEGMA (Parra et al. 2007), které byla v roce 2015 ukoncena podpora z divodii
ukonceni financovani (online zdroj €. 6) a byla nahrazena databazi BUSCO (Simao et al.
2015). Databaze poskytuji ortologni geny, které by se v dané assembly mély vyskytovat.
Pokud v assembly nelze identifikovat vétsi mnozstvi danych BUSCO gent, tak je to znamka
toho, Ze vyslednd assembly je Spatné sloZzend nebo dany organismus je nedostate¢né

osekvenovany.

CEGMA (Core Eukaryotic Genes Mapping Approach)

Jedna se o vypocCetni metodu slouzici k anotaci genii v nové sestavené assembly.
Obsahuje databazi konzervovanych proteinovych rodin vyskytujicich se v eukaryotickych
organismech jako jsou: Homo sapiens, Drosophila melanogaster, Arabidopsis thaliana,
Caenorhabditis elegans, Saccharomyces cerevisiae a Schizosaccharomyces pombe. Gen
patii do databaze, pokud je pfitomen pouze v jedné kopii minimalné u 4 z téchto organismda.
Pro zajiSténi spolehlivosti anotace genti zahrnuje CEGMA pouziti skrytych Markovovych
modeltt (HMM)® proteinovych rodin (Parra et al. 2007)

5 HMM - pravdépodobnostni modely, které zapouzdiuji evoluéni zmény, ke kterym doslo v sadé
souvisejicich sekvenci pomoci multiple sequence alignmentu, zachycuji informace specifické pro danou
polohu v kazdém sloupci alignmentu
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Anotace genl zahrnuje vyuZiti nékolika bioinformatickych ndéstroji. Pomoci
TBLASTN se provede porovnani vstupni sekvence s databazovymi sekvencemi a
identifikuji se odpovidajici kandidatni oblasti v sekvenci, které mohou obsahovat ortologni
geny. Nasledné se pro kazdy gen v databazi vytvori skryty Markovoviiv model pomoci
softwaru HMMER (Eddy 1998). Kazdy tento profil je nasledné zpracovan pomoci
anota¢niho systému GenWise (Birney 2004) a dochazi k vytvoteni predikce genu pro kazdou
kandidatni oblast v sekvenci. Tyto predikce jsou dale zpracovany programem Geneid (Parra
2003), pomoci n¢hoz se provede porovnani s kazdym skrytym Markovovym modelem a
dochdzi k filtrovani, béhem n¢hoz se zachovaji jen ty genomové predikce, které jsou lepsi
nez zadany treshold. Treshold hodnota je hodnota maximalniho skore zarovnani vSech genti

nevyskytujicich se v jadre se skrytymi Markovovymi profily (Parra et al. 2009).

BUSCO (Benchmarking Universal Single-Copy Orthologs)

Databaze obsahujici tzv. single-copy genes neboli geny vyskytujici se v jedné kopii na
konkrétnim misté v genomu, které mohou mit ortology u riznych druhl organismii. Geny
jsou zatazeny do kategorii. Gen patii do dané kategorie, pokud se vyskytuje v alespoii 90 %
organismil dané kategorie. Verze 3 obsahuje 28 eukaryotickych datovych soubori a 16
prokaryotickych datovych soubord. Pii hodnoceni kvality assembly z dané kategorie
organismu by tyto geny mély byt nalezeny. Pokud ve vysledné assembly existuje vétsi
mnozstvi BUSCO gend, které zde nelze identifikovat, tak je to zndmka toho, Ze sekvenacni

piistupy nedokéazaly pln€ zachytit o¢ekavany obsah genu (Seppey et al. 2019).

Vyhledavani v této databazi pracuje na principu hledani motivii pomoci skrytych
Markovovych modeld, které byly vytvofeny z multiple sequnce alignmentu ortolognich
genil z této databaze a zachycuji konzervovanou sekvenci genu. Jako vstup pfijima bud’
genom, genomovou sadu nebo transkriptom. V prvnim kroku probiha analyza vstupni
sekvence s konsenzudlnimi sekvencemi databdze pomoci lokélniho alignmentu. Dle
nalezené¢ shodné oblasti (candidate region) se extrahuji genové modely na zakladé
blokovych profili® a nakonec se uréi skore zadané sekvence proti skrytym Markovovym

modeltim konkrétnich BUSCO gent (Seppey et al. 2019).

¢ Blokové profily — matice, ktera obsahuje polohové specifické frekvence blokovych sloupcii v multiple
sequence alignmentu

21



4.2 Programy hodnotici kvalitu genomové assembly

Jednim z prvnich z programl zamétenych na kontrolu kvality genomovych assembly je
Plantagora (Barthelson et al. 2011). Tento program je vsak urcen jen pro hodnoceni
rostlinnych genomti. Dal§im vhodnym néstrojem je CAGE (Salzberg et al. 2012), ktery
vyhodnocuje technické parametry (popsané v predchozi podkapitole) a pro vyhodnoceni je
nutnd existence referencniho genomu. Nevyhodou CAGE je, Ze neni paralelizovany
(Gurevich et al. 2013). Nize jsou popsan¢ dva ¢asto pouzivané nastroje k hodnoceni QUAST
(Gurevich et al. 2013) a SQUAT (Yang et al. 2019), ktery zahrnuje i hodnoceni kvality

vstupnich reada.

4.2.1 QUAST

Nastroj pro hodnoceni kvality genomovych assembly slouzici k vyhodnoceni de novo i
reference based assembly. Vyhodnocuje vSechny vySe zminéné technické metriky za
pomoci jinych softwarl jako jsou napiiklad Plantagora (Barthelson et al. 2011), GAGE
(Salzberg et al. 2012), GeneMark.hmm (Lukashin 1998), GlimmerHMM (Majoros et al.
2004) a rozsifuje je o dalsi metriky jako je naptiklad pocet genli a operonli v assembly
vyhodnocené na zaklad¢ uzivatelem poskytnutého anotovaného seznamu pozic gend a

operonu v referenénim genomu.

Na vystupu poskytuje souhrnné tabulky a grafy, které jsou velmi uzite¢né pro vzajemné
porovnavani vice zkonstruovanych assembly. Grafy lze rozd¢€lit do nékolika skupin: Nx
grafy (reprezentuji hodnoty Nx, NGx, NAx a NGAx metrik), grafy kumulativnich cetnosti
(kontigy jsou zde usporadany od nejvétsiho po nejmensi — dle poctu bazi), graf vyjadrujici
obsah GC (zobrazena distribuce GC v kontizich), grafy zarovmanych kontigu
(reprezentujici zarovnani neboli alignment kontigl s referenénim genomem a pozice
misassemblies v téchto kontizich) a srovnavaci diagramy nékolika metrik (jako

naptiklad pocet genti, operonti ¢i pokryti genomu) (Gurevich et al. 2013).

4.2.2 SQUAT
Jedna se o nastroj pro vyhodnoceni kvality sestaveného assembly, kdy v procesu pre-
assembly hodnoti kvalitu vstupnich readi a v procesu post-assembly se hodnoti kvalita

sestaveného assembly (Yang ef al. 2019).

V pre-assembly se hodnoti kvalita vstupnich read na zaklad¢ kvality jednotlivych
bazi, ze kterych se read sklada. Nejprve je vypoctena zakladni statistika vstupniho FASTAQ

souboru (pocCet bazi a readli, minimalni/maximalni/primérna délka readu, frekvence
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jednotlivych bazi a distribuce CG bazi) a pro kazdy read se vypocita tzv. base quality score
(skore jednotlivych bazi v readu, jak dobie byly jednotlivé baze osekvenovany). Vstupni
ready jsou dle tohoto skore kategorizovany do 3 skupin. Rozdéleni readii je vizualizovano

v HTML vystupnim souboru (Yang et al. 2019).

V post-assembly procesu slouzi vytvorend assembly jako reference, na kterou se budou
sekvencni ready mapovat. Mapovani probiha na zéklad¢ dvou odlisnych algoritmi BWA -
backtrack (Li & Durbin 2009) a BWA-MEM (Li 2013), které patii do softwaru BWA’.
Béhem mapovani jsou nejednoznacné osekvenované ready (maji nejednoznacny base-
calling) oznaceny typem N. Ostatni ready jsou rozdéleny do Sesti skupin, dle jejich mapovani

na vyslednou assembly (Obr. 9):

e Typ F —ready, které¢ nelze namapovat na assembly (failed to map)

e Typ M —ready, které se vyskytuji na vice mistech v assembly (multi-mapped)

e Typ P —ready, které se vyskytuji pravé na jednom misté¢ v assembly a shoduji
se s assembly v celé délce (perfectly-matched)

e Typ S — ready, které se vyskytuji pravé na jednom misté v assembly, ale
neshoduji se v celé délce (obsahuji néjakou substituci)

e Typ C—ready, které obsahuji na obou strandch alignmentu tzv. clips — read neni
zarovnan k assembly od zacatku do konce, ale koncové cCasti readu jsou
odfiznuty

e Typ O — ostatni ready, které obsahuji inzerce ¢i delece

7 BWA — software uréeny pro mapovani sekvenci proti referen¢nimu genomu. Sklada se z BWA-
backtrack, BWA-SW a BWA-MEM.
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ACGATCAS
P Perfectly-matched reads
ACGATCAG
ALGATCAG
S : Reads with substitution errors
ACGATCGE
ACGATCAG
C Reads containing clips
EEGATCARR
ACATCAG
O Reads with other errors
T
ACGATCG
M - : Multi-mapped reads
F Unm:pped Failed-to-map/Unmapped reads
[
N Reads containing N
ArRNTENG

Obr. 9: Rozdéleni vstupnich readit v SQUAT (Yang et al. 2019)

Algoritmus BWA-MEM provadi lokalni alignment, zatimco BWA-backtracking
provadi globalni alignment. Po rozdéleni vstupni readti do téchto 7 kategorii, probiha jejich
analyza a rozdéleni na $patné mapované a dobie mapované na zéklad€ sloupcového grafu,
kde jsou tyto ready zaneseny (v potadi: P, S, C, O, M, F, N). Vystupem post-assembly je
procentudlni zastoupeni jednotlivych sedmi kategorii readii a zdkladni statistika ziskand z

program QUAST (popsan vyse) ulozené¢ v HMTL formatu (Yang ef al. 2019).
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5 Zavér

Ptedkladana prace pojednavéa o problematice genomové assembly. Popisuje zakladni
principy sekvenovani, algoritmy na jejichz principu pracuji assemblery a metriky, pomoci
kterych probihda vyhodnoceni sestavené assembly. V praktické c¢asti bylo provedeno
sestaveni genomu ptaci motolice Trichobilharzia szidati pomoci dvou odliSnych assemblerti

a zhodnoceni sestavené assembly pomoci softwaru hodnotici technické parametry a softwaru

hodnotici biologické parametry.

Existuje celd fada sekvenacnich platforem, které sekvenuji riizné dlouhé useky genomu
surCitou chybovosti. Neexistence sekvenacni platformy schopné osekvenovat celou
genomovou sekvenci bez chyby vede ktomu, Ze se stejna data osekvenuji na vice

platformach a vyuzije se vyhod daného stroje.

K sestaveni genomové assembly byla navrzena celd fada assemblerl, které skladaji
genomovou assembly jak pouze z kratkych readl ¢i pouze z dlouhych readd, tak pomoci
kombinace obou druhli readii dohromady (tzv. hybridni assemblery). Z experimentalnich
vysledkt pro assembler MaSuRCA vyplyva, ze kombinace kratkych a dlouhych readti dava
kvalitngj$i assembly. VétSina assemblerti umoZznuji nastaveni vstupnich parametri, které
také vyrazné¢ ovlivituji kvalitu vysledné assembly. Vybér assembleru se odviji od
sekvenacnich dat, které jsou k dispozici, a velikosti genomu sekvenovaného organismu.
Nicmén¢ vybrat spravny assembler a nastavit spravné vstupni parametry je slozité, nebot’
neexistuje univerzalni nastaveni, v§e se odviji od povahy zkoumaného genomu a vstupnich
sekvenacnich dat. Doporucuje se vyzkouset vice slozeni genomovych assembly pomoci
odliSnych assemblert s riznymi vstupnimi parametry a tyto assembly nasledn¢ vyhodnotit

dle pfisluSnych metrik (technické, biologicke).

K vyhodnoceni kvality genomové assembly byly navrzeny technické a biologické
parametry, které obsahuji hodnotici metriky. Ukazalo se, ze zadna z metrik plné nepopisuje
kvalitu vysledné assembly, nebot” technické parametry hodnoti assembly pouze na zakladé
délky sestavenych kontigli, scaffoldii a poctu strukturnich variaci a neberou v tivahu
biologicky funkéni elementy genomu. Biologické parametry zase nevystihuji spojitost
sestavené assembly. Proto pii vyhodnoceni kvality je vhodné divat se na vysledky jak

z technickych, tak z biologickych metrik.
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K vyfteSeni problémd, které se vztahuji k tvorbé genomovych assembly by bylo vhodné
vymyslet sekvenacni platformu, kterd bude sekvenovat co nejvétsi fragmenty sekvenci
s nizkou chybovosti. Tento proces by vyfesil problém s repetitivnimi useky v genomu a

tvorba genomové assembly by nebyla tak vypocetné naro¢na.
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6 Prakticka cast

6.1 Uvod

Cilem praktické casti bylo zjistit na stejné datové sad¢, ktery z assemblerti (ABySS,
MaSuRCA) sestavi kvalitnéjsi assembly. K hodnoceni kvality sestavenych assembly byly
vyuzity softwary QUAST a BUSCO.

Analyza probihala na datech — ptac¢i motolice Trichobilharzia szidati ziskanych v ramci
projektu 50 Helminth Genomes Intiative (online zdroj €. 7). Z divodu nedostatecné kvality

vysledného assembly vSak nebyl sestaveny genom publikovan.

Trichobilharzia szidati je ptaci motolice z Celedi Schistosomatidae. V ramci zivotniho
cyklu stfida 2 hostitele. Mezihostitelem je vodni plz Lymnaea stagnalis a kone¢nym
hostitelem je vodni ptactvo fadu Anseriformes. Tato motolice miZe infikovat i savce véetné
¢lovéka, kde ndkaza zpiisobuje alergickou koZzni reakci tzv. cerariovou dermatitidu (Horak

et al. 2002).

Pro T. szidati neni k dispozici referenéni genom, proto probihala tvorba de novo
genomové assembly. Pro ptfedstavu velikosti genomu, zastoupeni GC parti a dalSich
informaci byly vyuzity blizce pfibuzné organismy Trichobilharzia regenti a Schistosoma

mansoni (Tab. 2), ke kterym je k dispozici referencni genom.

K sestaveni assembly byly vybrany assemblery ABySS a MaSuRCA. ABySS je vhodny
pro sestavovani assembly velkych genomi a je vhodny pro zpracovani dat ze sekvenacni
platformy Illumina. V soutézi Assemblathon 2 sestavil kvalitni assembly, konkrétné pro
sestaveni genomu hada (Boa constrictor) dosédhl nejvysSiho celkového skore kvality
genomoveé assembly (Bradnam e al. 2013). MaSuRCA je hybridni assembler, ktery je
vhodny jak pro kratké ready, tak pro dlouhé ready. Funguje na bazi de Bruijnovych grafti a

Overlap layout consensus algoritmu.
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Tab. 2: Zakladni charakteristiky genomt Trichobilharzia regenti a Schistosoma mansoni

Trichobilharzia regenti Schistosoma mansoni
Velikost genomu: 701 762 036 bp 409 579 008 bp
Délka scaffoldi: 702 Mb 410 Mb
Nejdelsi scaffold: 141,1 kB 88,9 Mb
Délka N50: 7,7 kb 50,5 Mb
Procento GC part: 37,4 35,5

6.2 Metodika

Vypocetni kapacita byla vyuzivana v ramci infrastruktury Metacentrum.
Tvorba assembly

Pro sestaveni assembly byla pouzita data z Whole Genome Sequencing of

Trichobilharzia szidati (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra/ERR119617). Sekvenacni data

byla ziskana z platformy Illumina HiSeq 2000 a jedna se o pair-end ready o velikosti 100
bp. Celkem je k dispozici 91 000 000 pair-end readu. Pro zkonstruovani vysledné assembly
byly vybrany assemblery ABySS a MaSuRCA.

Assembler ABySS byl spustén ve verzi abys-2.2.3 s ndsledujicimi parametry: -pe;

-k=64; zbytek parametri ponechdn na defaultnich hodnotéch.

Assembler MaSuRCA byl spustén ve verzi masurca-3.2.6 s nasledujicimi parametry:
JF_SIZE = 8191580160; GRAPH_KMER SIZE = auto; USE_LINKING MATES = 1;
EXTENDED JUMP READS =0

Hodnoceni kvality assembly

Pro vyhodnoceni kvality sestavenych assembly byl pouzZity softwary QUAST a
BUSCO.

Software QUAST byl spustén ve verzi quast-4.6.3

e ABySS: quast.py t szidati-scaffolds.fa

e MaSuRCA: quast.py final.genome.scf.fasta
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Software BUSCO byl spustén ve verzi busco-3.0.2 a pouze na vyslednou assembly od
assembleru MaSuRCA (dle QUAST kvalitn€j$i assembly) a byla zvolena databaze
eukaryota odb9

run BUSCO.py -m genome -1i final.genome.scf.fasta -o BUSCO OUTPUT
-1 /software/busco/3.0.2/src/db/eukaryota odb9

6.3 Vysledky a diskuze

Hodnoceni kvality sestavenych genomovych assemblery bylo provedeno pomoci
softwaru QUAST (Tab. 3). Z vysledk je patrné, ze assembler MaSuRCA sestavil podstatné
kvalitnéj$i assembly, a proto bylo na téchto datech provedeno i hodnoceni biologickych

metrik pomoci softwaru BUSCO (Tab. 4).

V porovnani s ptibuznymi organismy (7richobilharzia regenti a Schistosoma mansoni)
je genomovée assembly ziskané z assembleru MaSuRCA podobné assembly Trichobilharzia
regenti, v metrice N50, nejdelsi scaffold a v procentu GC pari. Ale i tak vysledné genomové
assembly nedosahuje pozadované kvality, coz mize byt zptisobeno tim, ze pied praci s t€émi

ready nebyla provedena zadna prava vstupnich read?.

Tab. 3: Vysledky hodnoceni kvality assembly pomoci softwaru QUAST

ABySS MaSuRCA
Délka scaffolda 9691 788 bp 1 196 066 613 bp
Nejdelsi scaffold 13,7 kb 106,9 kb
Délka N50 0,67 kb 6,4 kb
Procento GC part 37.24 37.46
Celkovy pocet scaffoldi 13232 303407
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Tab. 4: Vysledky hodnoceni kvality assembly pomoci softwaru BUSCO

MaSuRCA
Complete BUSCOs! 51
Complete and single-copy BUSCOs 43
Complete and duplication BUSCOs 8
Fragmented BUSCOs? 68
Missing BUSCOs® 184
Total BUSCO groups searched 303

'Complete BUSCOs jsou geny, které se ve vysledné genomové assembly vyskytuji jak single-copy, tak na
vice mistech (duplication), jedna se o geny, které skorovaly v celém ocekdvaném rozsahu skore (zahmuyji
Complete and single-copy BUSCOs a Complete and suplication BUSCOs)

ZFragmented BUSCOs jsou geny, jejichz BUSCO skore nebylo piili§ malé ani dostatecné velké na to, aby
pattily mezi Complete BUSCOs

3Missing BUSCOs jsou geny, které nevykazuji zadné shody, nebo jejich BUSCO skore je pilis malé
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