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ABSTRAKT

Bioinformaticka analyza RNA-seq dat

Bakalarska prace se vénuje analyze sekvenaCnich dat se zvlaStnim zaméfenim
na sekvenovani nové generace (next-generation sequencing), kam se rovnéz ftadi
RNA-seq, béhem kterého dochazi k sekvenovani celého transkriptomu. Cilem prace bylo
zmapovat vyvoj sekvenacnich metod s popisem jednotlivych krokd bioinformatické
analyzy sekvenacnich dat a identifikovat softwarové ndstroje, na kterych je analyza
provadéna. Dil¢imi podcili prace bylo rozvedeni pojmi WES, WGS a RNA-seq, dale
nalezeni soucasnych best practices s RNA-seq daty a provedeni vlastni bioinformatické
RNA-seq analyzy s naslednou interpretaci vysledkd.

Klicova slova
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ABSTRACT

Bioinformatics analysis of RNA-seq data

The bachelor's thesis is devoted to the analysis of sequencing data with a special
focus on next-generation sequencing, which also includes RNA-seq, during which
the entire transcriptome is sequenced. The aim of the work was to map the development
of sequencing methods with a description of the individual steps of bioinformatics
analysis of sequencing data and to identify software tools on which the analysis
is performed. Part of the work was to develop the concepts of WES, WGS and RNA-seq,
to find current best practices with RNA-seq data and to perform its own bioinformatics
RNA-seq analysis with subsequent interpretation of results.
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DNA, RNA, gene expression, next generation sequencing, RNA-seq
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Seznam zkratek

Zkratka Vyznam

bp Komplementarni par bazi (Base pair)

DNA Deoxyribonukleova kyselina

RNA Ribonukleova kyselina

FGS Prvni generace sekvenovani (First-generation sequencing)

NGS Nova generace sekvenovani (Next-generation sequencing)

SGS Druha generace sekvenovani (Second-generation sequecing)

TGS Treti generace sekvenovani (Third-generation sequencing)

FASTA Format souboru vystupnich dat ze sekvenatoru (Fast alignment)

FASTQ Format souboru vystupnich dat ze sekvenatoru s odpovidajicim PHRED
skore kvality

SAM Format souboru po mapovani (Sequence alignment map)

BAM Binarni format souboru SAM (Binary alignment map)

VCF Format souboru po detekci variant (Varint calling format)

WGS Sekvenovani celého genomu (Whole genome sequencing)

WES Sekvenovani celého exomu (Whole exome sequencing)

RNA-seq Sekvenovani celého transkriptomu (RNA-sequencing)

Best practices

Osveédcené postupy




1 Uvod

Sekvenace je souhrnny termin pro biochemické metody, kterymi je mozné urcit
poradi nukleotidii (A, C, G, U/T) v kratkych Gsecich DNA nebo RNA. Béhem poslednich
dvaceti let doslo k vyvoji sekvenacnich metod, které na rozdil od klasickych metod
umoziovaly zpracovani tisicti az miliont sekvenci soucasné. Metody sekvenovani nové
generace (NGS) pomohly ke sniZeni ceny, a rovnéz k urychleni procesu sekvenovani.
Obrovska produkce vystupnich dat si proto zada data nasledné utfidit a analyzovat.

Vystupni data zahrnuji informace o Grovni genové exprese, jejiz vykyvy mohou mit
zavazné klinické disledky. RNA-seq je aktualné povazovana za nevhodnéjsi metodu
NGS pro méfeni genové exprese, nalezeni fiznich genii ¢i data dale zpracovavat
pro modelace transkripcnich regula¢nich siti. O findlnim 1é¢ebném postupu pro dané¢ho
pacienta rozhodne oSetiujici 1ékaf na zakladé informaci zpracovanych bioinformatikem.
Slozitost analyzy RNA-seq dat podnitila rozsahly vyzkum v této oblasti a také vznik
mnoha nastrojii, metod nebo algoritmi pro rizné faze analyzy.

Cilem bakalaiska prace byla podrobna reserSse vyvoje metod sekvenovani DNA
a RNA se zamé&fenim na metodu RNA-seq, ktera se fadi mezi metody sekvenovani nové
generace. Nasledn¢ pak popis ukond bioinformatické analyzy sekvenacnich dat
a identifikace aktudlné pouzivanych softwarovych ndstroji a procest, kterou jsou
soucasti bioinformatické analyzy.

Dil¢imi podcili prace bylo vysvétleni pojma sekvenovani celého genomu (WGS),
exomu (WES) a transkriptomu (RNA-seq). Ve spolupraci s Ustavem hematologie
a krevni transfuze v Praze (UHKT) doslo k identifikaci aktudlnich best practices
pfi dalSich zpracovani RNA-seq dat, kam se fadi analyza diferencialni genova exprese,
genové fize nebo metoda variant calling. V zavéru prace je mozné se seznamit s vysledky
vlastni bioinformatické analyzy, kterou jsem zpracovala jiz zminénou metodou RNA-seq
a poté vysledky interpretovala.

Uvodni prvni kapitola piedstavuje teoreticky zaklad o vybranych zakladnich
pojmech v ramci biologie a sekvenovani. Druha kapitola detailnéji pojednava o vyvoji
sekvenacnich metod, mapuje jednotlivé kroky bioinformatické analyzy a upfesiiuje pojem
RNA-seq. Treti kapitola ptedstavuje praktickou ¢ast a popisuje vlastni provedenou
bioinformatickou analyzu RNA-seq. Ctvrtd kapitola interpretuje  vysledky
bioinformatické analyzy. Pata kapitola je vénovana diskusi a moznosti navaznosti na tuto
praci. V Sesté kapitole je vyneseno rozhodnuti, zda projekt splnil poZzadavky zadani.



1.1 DNA

Vsechny zivé organismy disponuji biologickou paméti, kterd uchovava informace
o sv¢ struktuie a funkci. Matetské buiiky tuto vlastnost piedavaji dal buitkkdm dcetfinym.
Tomuto jevu se fika dédi¢nost, tedy schopnost pfedavat informace obsazené v bunice
do dal$ich generaci. ,, Ve vetsiné organismu je dédicnost fyzicky zajistovana prenosem
genetické informace ve formé molekuly deoxyribonukleové kyseliny (DNA). Informace je
zakodovana v poradi nukleotidi. Informace obsazené v sekvencich nukleotidii jsou
strukturované do jednotek informace, které nazyvame gen. * [7]

U eukaryot nalezneme DNA v bunétném jadfe a semiautonomnich organelach
(mitochondrie a chloroplasty), zatimco u prokaryot se nachazi volné v cytoplazmé.

Jedna se o polymer sloZeny z fetézce nukleotidl, ktery obsahuje dusikaté baze
(purinové (adenin, guanin) a pyrimidinové (cytosin, thymin)), monosacharid
(deoxyriboza) a zbytky kyseliny fosfore¢né. Retézce jsou k sobé navzajem antiparaleln,
tzn. Ze jeden je orientovan ve sméru od 3" do 5" konce a druhy ve sméru opa¢ném.

Dv¢ vlakna DNA po spojeni vytvareji ikonickou dvousroubovici, kde jsou jednotlivé
fetézce vazany vodikovymi miustky (tzv. komplementarnimi bazemi, base pair, zkratka
bp). Diky zakonu komplementarity jsou k sob¢€ vzdy vazany pouze specifické baze a to:

a) A-T (spojené dvéma vodikovymi mustky)
b) C-G (spojené ttemi vodikovymi mustky)

Komplementarni parovani a zapis sledu nukleovych bazi tvoii kod zapisu genetické

informace, ktera je klicova pro sekvenacni analyzu. [5]

1.2 RNA

Ribonukleova kyselina (RNA) ptenasi informace z nukleovych kyselin do proteinii.
Tento pienos probihd v procesu translace a bude popséan v dalsi kapitole. U n¢kterych virh
je namisto DNA hlavnim nositelem genetické informace.

Na Obrazku 1.1 je znazornéna odlisnost od DNA, a to v n¢kolika ohledech:

a) pritomnosti dusikaté baze uracilu, kterd zde nahrazuje thymin. V fetézci je tedy
tvofena vazba A—U, ktera je rovnéz spojena dvéma vodikovymi miustky,

b) monosacharid deoxyribdza je nahrazen ribozou,

c) molekula RNA byva zpravidla jedno vlaknova. [5]
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Obrazek 1.1: Rozdil mezi strukturou DNA a RNA [4]

RNA vznika béhem procesu transkripce a dale se déli na mnoho podtypt, které
plni rozdilné funkce. Pro potieby sekvenac¢ni analyzy jsou klicové tyto tii typy:

a) mRNA (Mediatorova, informacni ¢i messenger RNA)

Tento typ hraje dilezitou roli béhem pfenosu genetické informace, protoze
v prubehu procesu translace kdduje presné poradi aminokyselin v bilkoving.

b) tRNA (Transferova RNA)

Funkci tohoto typu RNA je béhem procesu translace prinaset na spravné misto
komplementarni antikodon odpovidajici kodonu mRNA pro danou aminokyselinu.

c) rRNA (Ribozomalni RNA)

Jak uz néazev napovid4, tento typ tvofi stavebni slozku ribozomu, coz
je nukleoprotein, ktery se u prokaryot nachdzi v cytoplazmé¢ a u eukaryot na povrchu
drsného endoplazmatického retikula, a na jehoz povrchu dochdzi k translaci bilkovin. [6]

1.3 Genova exprese

»Vnitrni biologicka pamet bunky obsahuje vSechny nezbytné informace pro jeji Zivot
a pro jeji reprodukci. Umoznuje buiice samu sebe regulovat, informace z paméti
vyzvedavat, tuto pamét dopliiovat a dedicne predavat. Veétsina téchto vnitrnich informaci
je zapsand ve strukture nukleovych kyselin jako geneticka informace...Cestu, kterou
se geneticka informace vyjadruje, realizuje z molekul DNA az po vznik ruznych znaku

a vilastnosti organismii, nazyvame genovd exprese. “ [6]



Jednosmérny tok genetické informace béhem genové exprese byl popsan uz v roce
1958 britskym biologem Francisem Crickem jako tzv. Ustfedni dogma molekulérni
biologie.

DNA

H

B cenera
CIENA B fpecial1

protein

Obrazek 1.2: Ustiedni dogma molekularni biologie [8]

Na Obrazku 1.2 je znazornéno, Ze tok genetické informace predevs§im z DNA
do RNA, ale nekteré RNA viry (zejména retroviry) jsou schopny pomoci reverzni
transkripce piepsat svou genetickou informaci do DNA.

Vyjadfeni genetické informace z DNA do bilkoviny probiha v né&kolika krocich,
a to replikaci, transkripci a nasledné translaci. [6]

1.3.1 Replikace

U replikace probiha pienos genetické informace vzdy bud’ z DNA do DNA nebo
z RNA do RNA. Puvodni molekula se oznac¢uje jako templat a vznikla kopie se oznacuje
jako replika zdavodu vzniku dvou totoznych molekul. Proces probiha
semikonzervativnim zplsobem, ktery je charakteristicky tim, ze vznikld molekula DNA
nebo RNA vzdy obsahuje jeden fetézec z pivodni molekuly a jeden novy (syntetizovany).

[6]

Replikace zacind na misté¢ zvaném ORI neboli replikacni pocatek, kde jej iniciuje
enzym primaza. Molekula DNA je tzv. antiparalelni, protoze kazdé vlakno plvodni
molekuly je replikovano jinym zplisobem z diivodu opacné orientace. DNA polymerdza
je vedena pouze v jednom sméru a to od 5' konce k 3' konci. V kazdém piipad¢ je vsak
dle templatu pivodni DNA vytvaiena nova DNA, kterd je k puvodnimu fetézci
komplementarni. Enzym DNA polymeraza syntetizuje nové vlakno jen ve sméru 5’ — 3/,
a na druhém fetézci 3’ — 5', vzniknou useky oznacované jako tzv. Okazakiho fragmenty,
které jsou po odstranéni primeru spojeny pomoci DNA ligazy v kontinualni vlakno. Oba
fetézce jsou poté spojeny. [33]



1.3.2 Transkripce

Béhem transkripce dochazi k prepisu genetické informace z DNA do RNA. Tento
proces je zavisly na pisobeni enzymu RNA polymerazy, kterd urychli syntézu RNA dle
matricového (vzorového) vlakna DNA. Poradi nukleotidli v nové syntetizované molekule
RNA je tedy urceno sekvenci bazi matri¢niho vlakna DNA, jak je zndzornéno na Obrazku
1.3.

.Na rozdil od replikace DNA jsou pri transkripci DNA prirazovany
k deoxyribonukleotidiim s adeninem ribonukleotidy s uracilem, protoze v molekulach
RNA je thymin nahrazen uracilem. Vzajemnym spojenim ribonukleotidii pak vznika
polyribonukleotidovy Fetézec, ktery se postupné od molekuly DNA odpojuje.  [6]
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Obrazek 1.3: Prabéh transkripce [9]

Transkripci vznikaji vSechny druhy RNA, s tim rozdilem, Ze mRNA je syntetizovana
transkripci strukturnich (kodujicich) gent a tRNa spole¢né s rRNA transkripci RNA
(nekodujicich) gent.

Princip transkripce je obdobny ve vSech typech bunék, ale u prokaryot a eukaryot
existuji v urcitych detailech rozdily. [6]

V eukaryotické bunce se vyskytuji tzv. sloZzené strukturni geny, které se skladaji
z exont a introntl. Cast obsahujici exony je sice minoritni (pouhych 5 %), ale za to velmi
dilezita, obsahuje kodujici sekvence s genetickou informaci a pouze tyto ¢asti se nasledné
na ribozomech zucastni procesu translace ¢ili mizeme tyto casti oznacit jako
proteinotvorné. Naopak introny tvoii zbyvajicich 95 % genu, za to nejsou piekladany
a oznacujeme je za neproteinotvorné, tedy nekodujici bilkoviny. ,, K cemu jsou tedy
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zdanlive zbytecné casti DNA potrebné? Svoji roli hraly zejména v pocatku evoluce

genii, casto urychlovaly vznik novych bilkovin pomoci rekombinace exonii. *“ [12]

Introns

Genome /'/4 vi\
-~ TN o

Exons Total exons of the
l Genome = Exome
= Protein
1,/ \ ~ /‘\;\ N /
~ NV &

Obrazek 1.4: Znazornéni exonu a intrond [28]

Primarni transkript eukaryotickych gent je velmi dlouhy a obsahuje kopie exont
1 intrond, jak ilustruje Obrazek 1.4, avSak jeSté v jadfe probiha jejich dalsi Uprava,
tzv. sestfih, kdy jsou enzymaticky odstranény (vystiihdny) kopie intront. V takto
upravené molekule mRNA tedy zGstava pouze Cast s exony, které pak slouzi jako
predloha pro naslednou translaci bilkovin. [6]

1.3.3 Translace

Neboli syntéza bilkovin je dalSim krokem genové exprese, b&hem nchoz
je prekladano potfadi nukleovych bazi v mRNA do pofadi aminokyselin, které tvofi
stavebni jednotky bilkovin. Pieklad probihda bud’ na membranach drsného
endoplazmatického retikula nebo v cytoplazmé bunék na ribozomech dle pravidel
genetického kodu.

Na Obréazku 1.5 je zndzornén Qeneticky kod, kterym se pieklada ctyfpismenna
abeceda nukleovych bazi v mRNA do abecedy aminokyselin, ktera obsahuje 20 pismen

zakladnich aminokyselin.
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Obrazek 1.5: Preklad genetického kodu do aminokyselin [10]

Geneticky kod ma dale tyto vlastnosti:
a) je univerzalni, tedy plati pro vSechny skupiny organismil,

b) je tripletovy, tzn. Ze teprve kombinace tfi nukleovych bazi poskytuje dostatecny
pocet variant pro pieklad aminokyselin. Trojici téchto bazi nazyvame kodon,

¢) je nepiekryvny, tj. informaci vyjadienou pofadim nukleovych bazi cteme postupné
vzdy ve sméru 5” -> 3 konce vlakna mRNA,

d) je degenerovany, to znamend, Ze pouze 61 tripletd koduje aminokyseliny. Tti
zbyvajici triplety nekoduji Zddnou aminokyselinu, ale znaci ukonceni procesu translace.
Dle jejich funkce je nazyvame termina¢nimi kodony (stop kodony), a jsou to triplety
UAA, UAG, UGA. Zatimco triplet AUG jako jediny znaci zacatek prubéhu translace

.....

Syntéza bilkovin probihé na ribozomech na téchto tfech mistech:

a) aminoacylovém mist€¢ (A) pro navazani tRNA s komplementarnim
antikodonem,

b) peptidylovém misté (P) pro navazani polypeptidového fetézce,

c) misté pro pripojeni mRNA. [6]
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Pted zah4jenim samotné translace se ribozom navdze na 5 konec mRNA a béhem
procesu translace se posunuje smérem k jejimu 3” konci. Na volny 5° konec mRNA
se ale opét navaze dalsi ribozomy a tim vznikd prechodny utvar polyribozom (polyzom),
ktery se po konci translace rozpada.

.....

.....

antikodonem. V tuto chvili miize mezi témito dvéma aminokyselina vzniknout peptidova
vazba a nasledné vybrana bilkovina Potadi takto nové vzniklych aminokyselin zavisi
piesné¢ na potfadi kodonti v mRNA. Proces probiha stejnym principem az do doby
navazani terminacniho kodonu, kdy je translace ukoncena.

V prokaryoté probihaji procesy transkripce a translace v cytoplazmé vedle sebe
podél chromozomu, ale u eukaryot dochazi k transkripci v bunééném jadie a vytvorena
mRNA se dostava jadernymi pory do cytoplazmy, kde se na drsném endoplazmatické
retikulu vaze na ribozomy. [6]

1.4 Genova fuze

Terminem fuzni gen je oznacen hybridni gen, ktery vznik4 spojenim dvou diive
nezavislych gent. K této abnormalité miize dojit v disledku translokace (vyména dvou
odlomenych segmentl ze dvou chromozomil), intersticidlni delece (delece stfedni Casti
nékterého z ramének chromozomu) nebo chromozomalni inverze (pfeto¢eni segmentu
mezi zlomy a nasledné spojeni s distalnimi segmenty druhého chromozomu) genu, vse
zndzornéno na Obrazku 1.6. Bylo zji§téno, Ze fuzni geny prevladaji ve vSech hlavnich
typech naddorovych tkani. Identifikace téchto fiznich genil tedy hraje vyznamnou roli pro
diagnostiku a predikci nadorovych onemocnéni. [17]

Fuzni geny jsou ¢asto oznacované jako onkogeny, tedy druhy genu, které zptisobuji
rakovinové bujeni. Onkogen vznikd aktivaci urcitého genu, tzv.protoonkogenu,
v diisledku mutaci nebo zvySené hladiny genové exprese. Tyto geny koduji proteiny, které
pomahaji regulovat bunécny rast a diferenciaci. VétSina normalnich bun¢k podstoupi
programovanou formu rychlé bunééné smrti (apoptdzu), kdyZz jsou kritické funkce
zménény a nespravné funguji. Aktivované onkogeny mohou zptisobit, Ze buiiky urcené

ey

pro apoptozu misto toho pieziji a proliferuji (nekontrolované se mnozi). [18]
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Obrazek 1.6: Zptisoby vzniku faznich genti [17]

AR

Prvni fizni gen byl popsan v rakovinnych buiikach na poc¢atku 80. let 20. stoleti. Toto
zjisténi bylo zaloZeno na objevu malého abnormalniho markerového chromozomu v roce
1960 Peterem Nowellem a Davidem Hungerfordem ve Filadelfii u pacientti s chronickou
myeloidni leukémii — prvni konzistentni chromozomovou abnormalitou zji§ténou
u lidského maligniho onemocnéni, pozdéji oznaceného jako Philadelphia chromozom.
[17]

Prestoze genové fuze byly po desetileti uznavany jako dilezité hnaci sily rakoviny,
nase chapani prevalence a funkce genovych fuzi zptsobilo revoluci v disledku vzestupu
sekvenovani nové generace, pokroku v teorii bioinformatiky a rostouci kapacity pro
rozsahlou pocitacovou biologii. Vypocetni prace na genovych fazich byla znacné

riznoroda a soucasny stav literatury je roztfistény. Rostouci synergie bude znamenat
pokroky v identifikaci, charakterizaci a hodnoceni vyznamu genové fuze.

Vcasna detekce onkogenli je velice dillezitd nebot rakovina je celosvétove
odpovédna za jedno z osmi umrti. [11] Detekce fuznich gent se tradi¢né spoléhala
na techniky FISH (fluorescen¢ni in situ hybridizace) nebo RT-PCR (real time polymer
chain reaction). [18]

S rozvojem sekvenovani nové generace se nové zpracovavaji bud’ data vznikla
z celogenomového sekvenovani (WGS) nebo pouze ze sekvenace transkriptomu, tedy
RNA-seq, kterému se tato prace bude dale vénovat.
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2 Prehled soucasného stavu

Tato kapitola ptiblizi vyvoj sekvena¢nich metod od 70. let 20. stoleti az po soucasny
stav.

2.1 Sekvenacni metody

Na Obrazku 2.1 je zobrazen vyvoj sekvenacnich metod. Tato prace se vénuje
metodam sekvenovani nové generace, které reagovaly na pomérné finanéné nakladnou

a zdlouhavou analyzu prvni generace sekvenovani.
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Obrazek 2.1: Vyvoj sekvenaénich metod [11]

2.1.1 Prvni generace sekvenovani (FGS)

Do 70.let minulého stoleti se vétSina onemocnéni zplisobend variacemi genl
identifikovala pozi¢nim a funkénim klonovanim. Pfelomovym se stal rok 1977, kdy byly
shodou okolnosti ptfedstaveny hned dvé nové metody sekvenace DNA. Jednalo
se 0 Maxam-Gilbertovu a Sangerovu metodu sekvenovani. Obé metody byly zaloZeny
na roztfidéni jednotlivych sekvenci pomoci gelové elektroforézy, ziskdni sekvenci
se u téchto metod ale lisi.

Poprvé v historii lidstva bylo mozné ¢ist a zkoumat az celé genomy organismi. Jak
jiz bylo feceno v uvodu kapitoly, jejich hlavni nevyhodou byla a je vysokd cena
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za sekvenovani a limitace v poctu pard bazi (cca 1000 bp), které je mozné precist
najednou. [1]

wHlavnimi vyhodami FGS je nizka chybovost, presnost cteni, nizsi ndklady
na porizeni pristroje a jednoduché navrzeni primeriu pro nové cile. Je vhodné napriklad
pro overovani kandidatnich variant nalezenych pomoci SGS/TGS u dalsich ¢lenui rodiny,
nebo pri overovani uspésnosti vyuziti metod genového inZenyrstvi, jako je napriklad
klonovani...Sangerovo sekvenovani tedy stile ma a nejspis i bude mit ve vyzkumu

i diagnostice své misto. “ [1]

2.1.2 Sekvenovani nové generace (NGS)

Po roce 2004 doslo k vyhlaSeni grantového projektu prostfednictvim National
Human Genome Research Institute, ktery si kladl za cil sniZit cenu sekvenovani do 10 let
pod 1 000 USD. I diky tomuto tlaku se zrychlil vyvoj novych sekvenaénich metod, které
meély byt nejen vykonngjsi, ale také levnéjsi a hlavné rychlejsi.

Nové¢ vznikajici metody NGS jsou zalozeny na principu masivné paralelniho
sekvenovani mnoha nukleovych bazi (béhem jednoho béhu jsou sekvenovany az miliardy
bazi). Nasledkem toho je velkd produkce vystupnich dat, které je potifeba utfidit
a analyzovat. [1]

,, Prvnim krokem NGS je priprava vzorku DNA pro ucely sekvenace neboli priprava
tzv. sekvenacni knihovny. V tomto kroku je vzdy zahrnuta izolace DNA ze vzorku nadoru
(pripadné prepis nadorovée RNA do c¢DNA), fragmentace DNA, navazani
tzv. adaptorovych sekvenci na konce fragmentiic DNA, coz umozni jejich globalni
namnozeni (amplifikaci), a dale jejich fixaci na solidni povrch. Nasledné, ve druhém
kroku, dochazi k vlastni sekvenaci syntézou. K imobilizovanym fragmentiim DNA jsou
komplementarné pripojovany jednotlivé nukleotidy (ACTG), coz je spojeno s emisi vzdy
jiného fyzikalniho signalu zachycovaného detektorem. Takto ziskané sekvence
Jednotlivych fragmentii jsou ve tretim kroku bioinformaticky analyzoviny.” [27]
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Obrazek 2.2: Proces sekvenovani nové generace [27]

Pracovni postup metody NGS je zndzornén na Obrazku 2.2 a bliz§i popis
zpracovani vystupnich dat ze sekvenovani je popsan v nasledujici kapitole, které se
vénuje bioinformatické analyze.

Metody nové generace sekvenovani se dale déli na SGS a TGS.

2.1.3 Druha generace sekvenovani (SGS)

Tato metoda vyzaduje predchozi amplifikaci (namnoZeni) ¢tenych bazi, jejichz
délka se pohybuje v rozmezi 35-500 bp. Vzhledem k tomu, Ze se jedna o baze kratsi nez
u FGS, jsou Casto oznaCovany jako metody sekvenovani kratkych Cteni.

Pted samotnych zacatkem sekvenovani je potieba ptipravit knihovnu se vstupnim
materidlem (ten je potfeba ,nastépit” na mensi fragmenty), tato data amplifikovat
(mustkova amplifikace, emulzni PCR amplifikace na kulickdch oleje, ptipadné
amplifikace rotujiciho kruhu) a nasledné sekvenovat.

Sekvenovani je bud’ zaloZzeno na principu SBL (sekvenovani ligaci) nebo SBS
(sekvenovani syntézou). [1]
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2.1.4 Treti generace sekvenovani (TGS)

Od roku 2009 vstupuje na komer¢ni trh metoda TGS, ktera na rozdil od SGS
nevyzaduje predchozi amplifikaci vstupnich dat, pfi které miize dochéazet k zaneseni
chybnych udajt a rovnéz znevyhodnuje oblasti s vysokym poctem guanin-cytosin bazi.
Zaroven je mozné Cist baze v délce az milion bp v realném Case, z tohoto ditvodu se Casto
uvadi jako sekvenovani dlouhych ¢teni.

Jako prvni se na trhu objevila technologie SMRT (Single Molecule Real Time), ktera
byla zalozena na sekvenovani syntézou a kamera Vv readlném case snimala fluorescencné
zabarvené nukleové baze.

O nékolik let pozdéji byla na trh uvedena dalsi nanoporova technologie sekvenovani,
ktera snimé& nanopory zkoumanych molekul a jejich zmény pfi prichodu elektrickym
proudem.

Bohuzel nevyhodou TGS je vysoka chybovost ¢teni (mezi 13 az 15 %), kterou je ale
mozné snizit opakovanim nékolika cyklu za sebou. [1]

2.1.5 Zakladni aplikace sekvenovani nové generace

,,Za dvé zdkladni aplikace NGS Ize povazovat sekvenaci genomové DNA nebo jejich
casti a dale sekvenaci transkriptomu, tzv. RNA-seq, technicky se jedna o sekvenaci DNA
ziskané prepisem nadorové RNA s cilem identifikovat pritomnost fuznich genii. Z hlediska
genomové DNA Ize potom sekvenovat zarodecnou DNA, ziskanou obvykle z perifernich
leukocytit ¢i bukdalniho steru, obycejne pro ucely klinické genetiky, pripadné DNA
nadorovou, ziskanou izolaci ze vzorku nddorové tkané pro ucely terapeutického
planovani. “ [27]

Sekvenace genomové DNA se dale déli na celogenomové a celoexomové
sekvenovani. Pfi pouZiti celogenomového sekvenovani (WGS, whole genome
sequencing) je mozné stanovit kompletni sekvenci genomové DNA. Tim padem je mozné
detekovat mutace napii¢ celym genomem, at’ uz v kddujicich oblastech (exomech) nebo
nekodujicich oblastech (intronech). Tento zplisob umoziuje identifikaci také novych,
diive nepopsanych nadorovych variant. Diky velkému mnozstvi ziskanych dat je pohled
na specifické zmény v nddorovych oblastech komplexni, nicméné na druhé stran¢ spektra
se nachazi velka casova a také finan¢ni naroc¢nost. Velky objem dat rovnéZ klade vysoké
naroky na interpretaci nalezi, a to predevsim v ptipad¢ nalezeni potencidln¢ rizikovych,
ale té€zce interpretovatelnych nalez.

Oproti tomu celoexomové sekvenovani (WES, whole exome sequencing) pokryva
sice pouze kodujici oblasti genomu, tedy pfiblizn€ 1 % z jeho celkové sekvence, ale
vétsina (priblizn€ 85 %) patogennich variant se nachazi praveé v exomech. Vystupy WES

sekvenovani jsou tedy v porovnani s WGS z hlediska interpretace mén¢ naro¢néjsi, za to
umoziuji vétsi hloubku provadénych Cteni a tim 1 vyssi senzitivitu zachyceni nadorovych
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bun¢k. Vzhledem k tomu, ze WES neumoziuje identifikaci variant v intronech, muize
nastat pfipadny problém s interpretaci potencionalné rizikovych nalezi. Z hlediska

klinicky vyznamného informa¢niho obsahu pfedstavuje WES velice dobrou alternativu
k WGS. [27]

Pro sekvenaci celého transkriptomu se pouziva technika zvana RNA-seq, kterou je
mozné stanovit hladinu genové exprese urcitych biologickych objekti za ur€itych
podminek. Jedna se o finanén¢ efektivni zplsob kvantifikace, ktery poskytuje jak
vysokou reprodukovatelnost, vysokou ptesnost tak i siroky dynamicky rozsah. RNA-seq
muze byt aplikovano pfi studiu reakci na léky, detekci biomarkerti, v zakladnim
1ékaiském vyzkumu a vyvoji Iéka. [27] BliZe se této metodé vénuje kapitola 2.3.

2.2 Bioinformaticka analyza sekvenacnich dat

Po ziskani dat prostiednictvim sekvenacnich technologii pfichazi na tadu jejich
zpracovani. Vzhledem k obrovskému mnozstvi vyprodukovanych dat technologiemi
NGS (az TB dat) je nutna znalost programovacich jazykt (napt. Python), které naslednou
analyzu urychli. [2]

Obrazek 2.3 znazornuje vSechny kroky potiebné ke spravnému vyhodnoceni dat.
Samotna bioinformaticka analyza za¢ina krokem base calling.
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Obrazek 2.3: Proces bioinformatické analyzy [2]

19



2.2.1 Primarni analyza

Base calling zpracovava vystupni data ze sekvenatorti, ktera obsahuji markerem
oznacené nukleové baze (dle riznych sekvenacnich metod mizou byt baze oznacené
fluorescencni barvou, svétlem, zménou pH, piipadné elektrickym nabojem). Tato data se
z formy videi a obrazkii zpracuji do tzv. hrubych sekvenacnich dat a jsou ulozena
ve formatu FASTA.

FASTA soubor je v podstaté textovy popis DNA nebo RNA, ktery obsahuje hlavicku
(zaCina znakem ,,>*) s informacemi o daném vzorku, jako napt. ID, nazev, piivod, popis
organismu apod. Data jsou nejcastéji zapsana abecedou nukleovych bazi (A, C, G, T/U)
nebo abecedou aminokyselin (A—X). Pro charakterizaci kvality a porovnani chybovosti
riznych metod sekvenovani se pridava Ciselné hodnoceni, tzv. Q skére (Phred score).
Jedna se o oznadeni pravdépodobnosti chybného uréeni baze. Cim se hodnota Q skore
vys$si, tim niz8i nespravnost zakladniho volani bazi. Do doplnéni Q skore se format
FASTA prepise na FASTQ format, v hlavicce je uvodni symbolem nahrazen znakem ,,@"
a samotné hodnoceni kvality je umisténo zpravidla na ¢tvrtém tadku.

V piipadg, ze bylo v jednom cyklu sekvenovani zahrnuto vice vzorki, vysledna ¢teni
(ready) jsou k nim zpétn¢ pfifazena (demultiplexing) a poslednim krokem primarni
analyzy je tzv. trimming, tedy doslova ,,ofezani* bazi s nizkou kvalitou. [2]

2.2.2 Sekundarni analyzy

Finaln¢ upravené FASTQ soubory se v ramci sekundarni analyzy podrobuji dal§im
upravam, které slouzi ke zpétnému sestaveni vSech sekvenci do piivodni podoby dané¢ho
vzorku. K tomuto ucelu slouzi dv€ metody: alignment (mapovani) ptifadi data z FASTQ
souboru k referencni sekvenci a riznymi algoritmy nehleda ptesnou shodu ale naopak
maximalni moznou shodu vzhledem k tomu, Ze kazdy genom muze mit specifické
odchylky od dané referencni sekvence. Hledani shody probihd ve dvou fazich, kdy
se nejprve vytipuji rizné kandidatni oblasti, kde se mize hledana baze nachazet a ty
nastat 1 situace, kdy neni mozZné ziskana data porovnat s referen¢ni sekvenci. V tomto
ptipadé¢ bude potieba zkoumanou sekvenci sestavit tzv. de novo. [1]

Vystupem mapovani jsou data ulozena ve formatu SAM, kterd obsahuji velké
mnozstvi dat (az 70 GB), zejména diky 11 povinnym udajim jako je piesna poloha baze
vaci referenénim datim a dalSi specifické informace slouzici pro porovnani.
Pro efektivnéj$i praci se tento soubor prevede do binarni podoby a vysledkem je format
BAM, ktery je vyrazné mensi a obsahuje cca 7 GB dat. [2]

Dalsim krokem sekundarni analyzy je tzv. Post Alignment Processing, kdy jsou
data setfidéna na zédklad€é chromozomadlnich soutfadnic a nasledné oznaceny indexem.
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Naésleduje krok, ve kterém jsou ze sefazenych dat odstranény PCR duplikaty (vzniklé
amplifikaci pii ptipravé vstupnich dat do sekvenatoru béhem primérni analyzy), které
maji stejnou délku a sekvenci. Pfipadn€ je mozné provést opétovnou rekalibraci kvality
bazi a tim odstranit systematické chyby sekvenovani nebo zarovnat ready kolem inserci

a deleci (indely) zkoumaného vzorku.

Po téchto upravach pfichdzi na fadu tzv. variant calling, béhem kterého jsou
identifikovany veskeré odchylky zkoumaného vzorku od referencni sekvence. Obvykle
se pozornost sousttedi na mozné polymorfismy a indely. VeSkeré zmény
¢i nesrovnalosti jsou oznaceny u chromozomadlnich pozic, kvalitou ¢i informaci,
ze k sekvenacni zméné nedoslo. Findlnim vystupem sekundarni analyzy jsou data ve VCF

formatu. [1]

2.2.3 Tercialni analyza

Pro dalsi préci a porozuméni ziskanym datim ve VCF souborech je jim potieba dodat
biologicky kontext. Nejprve se provede tzv. anotace, kdy se pomoci anota¢nich programi
(napf. online nastroj Wannovar) urci v jaké genu, v jaké oblasti (kodujici/nekddujici)
a jaky ma vznikajici bilkovina dopad na funkci (inicia¢ni/terminac¢ni kodon, zména/ztrata
smyslu apod.).

V dalsim kroku je potieba nalezené anotace filtrovat, protoze ziskana data jsou stale
velmi objemna (exomové sekvenovani mize mit az desitky tisic variant) a kauzalnich
variant byva zpravidla mnohem méné (v nékterych ptipadech i jedna jedind). Spravné
nastavenym filtrem se eliminuji varianty s nizkou kvalitou genotypu, ready pokryvajici
oblast dané varianty, pfipadné i1 pfedpokladané modely dédicnosti na zéklad¢ rodinné
anamnézy. Zajimavé jsou také varianty nachdzejici se ve funkéné vyznamnych ¢astech
genomu, protoZe jejich frekvence vyskytu je v databazich populaci velmi nizka.

Varianty se néasledné prioritizuji a jsou vybirany ty, které mohou byt kauzalni (idaje
z databazi, odborné literatury, projevy pacienta). K tomuto ucelu je mozné pouzit online
nastroj HPO, ktery obsahuje popis fenotypl. Vysledné varianty jsou poté validovany
funkénimi studiemi (pritkazy rekurence, prokazani rozvoje fenotypu atd.). [1]

2.3 RNA-seq

Tato prace se blize zabyva bioinformatickou analyzou RNA-seq, kdy probiha
sekvenovani celého transkriptomu (bliZze popsano v kapitole 2.1.5 vyse). RNA-seq se fadi
mezi metody NGS, ale jednotlivé kroky samotné bioinformatické analyzy se nepatrné 1isi.

Tato metoda byla pfedstavena v roce 2005 a RNA-seq zahrnuje informace o celém
transkriptomu, ktery obsahuje kompletni informace o vSech transkriptech v celé burice.
Diky tomu poskytuje unikéatni informace nejen o zkoumaném genu, ale také o aktualnim
stavu celé bunky za danych podminek a informace o jejim daném vyvojovém stadiu.
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»Poznadni transkriptomu prindsi celou radu informaci a miize tedy prispét k porozumeni
rozvoje chorob. “ [13]

Pro ziskani téch nejrelevantnéjSich vysledki, je potieba jeSté pred samotnym
zaCatkem sekvenovani promyslet jeho ucel, tedy to, co presné hledame. Dle ucelu
se planuje hloubka jednotlivych ¢teni (opakované ¢teni sekvence za ucelem ziskani
spolehlivych dat), pfipadn¢ mnozstvi fragment (to je potfeba navysit u gent, které jsou

méng¢ piepisované).

Na Obrazku 2.4. je znazornén pracovni postup u RNA-seq. Pired zahajenim
samotného sekvenovani dochazi k pripravé knihovny, kdy se nejprve
ze vzorku tkané se izoluje RNA, které se rozStépi na fragmenty a piepiSe na CDNA
(chromozomalni DNA). Tento krok se provadi pomoci reverzni transkripce z dtivodu
nasledného pouziti pracovniho postupu NGS. cDNA se poté fragmentuje a na kazdy
konec fragmentl se ptidaji adaptéry. Tyto adaptéry obsahuji funkéni prvky, které
umoziuji sekvenovani, naptiklad amplifikacni prvek (ktery usnadiiuje klonalni
amplifikaci fragmenti) a primarni sekvenac¢ni primarni misto. Po procesech amplifikace,
vybéru velikosti, ¢iSténi a kontroly kvality je pak knihovna cDNA analyzovana pomoci
NGS za vzniku kratkych sekvenci, které odpovidaji celému nebo ¢asti fragmentu,
ze kterého byla odvozena. Pfed zahajenim bioinformatické analyzy je jeste zkontrolovana

kvalita upraveného vzorku. [29]
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Obrazek 2.4: Proces RNA-seq [29]

Ziskand RNA-seq data je mozné dale zpracovavat pfi analyze diferencialni genové
exprese, pii analyze genové fuze ¢i pro zjisténi transkripénich regulacnich siti nebo
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u metody variant calling, coz je proces identifikace pozic nukleotidi vici referencnimu
genomu.

2.3.1 Soucasné metody analyzy RNA-seq

Aktualni best practices jsem konzultovala na Ustavu hematologie a krevni
transfize v Praze na oddéleni molekularni genetiky (UHKT), kde se mimo jiné provadi
sekvenovani pacientt s akutni lymfoblastickou leukemii (ALL). Nejéastéj$i malignita
se objevuje u déti ve véku od 1-5 let, coz znamena, ze détsti pacienta jsou v raném véku
diagnostikovani v Motolské nemocnici v laboratoti Childhood Leukaemia Investigation
Prague (CLIP), ktera je urCena pro pacienty do 18 let. Po dovrSeni této v€kové hranice
pacienti piechazeji do pé¢e UHKT.

Jak jiz bylo zminéno v kapitolach vyse, RNA-seq se pouziva nej€astéji pro detekci
faznich gent nebo pro stanoveni diferencidlni genové exprese. Oba tyto jevy se zkoumaji
u onkologickych pacientt, kdy je nejprve provedeno vstupni vysetieni, béhem kterého je
za pomoci sekvendatorti urcen podtyp onkologického onemocnéni, na jehoz zakladé mtze
byt Iékafem zvolen vhodny lé¢ebny postup. U onemocnéni ALL se konkrétné jedna
o potvrzeni pfitomnosti fizniho genu BCR-ABL1, ktery je pfitomen cca u 20 % ptipadi
ALL ve starSim véku.

Vzhledem k vysoké cené sekvenovani a bohuzel také problémim s proplacenim
zdravotnimi pojistovnami (slozitd priprava podkladi a dokazani prospéchu pro daného
pacienta), neni mozné provadét pravidelna kontrolni sekvenovani pacienta, to je mozné
pouze Vv ptipadé, ze stanovena lécba selze.

Metoda RNA-seq je na UHKT provadéna bud’ interné pomoci HemaVision, coz
je tfada in vitro diagnostickych testd pro rychlou a citlivou detekci chromozomalnich
translokaci spojenych s leukémii. Timto testem je mozné analyzovat aZ 28 translokaci
a vice nez 145 klinicky relevantnich translokacnich zlomt v jediném testu. Vychozim
materidlem pro testy je celkovda RNA extrahovand z krve nebo kostni dfené. Vysledky
testu jsou znamy cca do 4 hodin, ale jedna se pouze o rychlou analyzu a je zapotiebi dalsi
ovéteni a provedeni potvrzujicich testil. Dalsi testy je potfeba provést externé, v ptipadé
UHKT se sekvenovani provadi na piistroji NovaSeq, kdy se vzorky RNA posilaji bud’
do laboratofe do Olomouce nebo do Plzné. Vystupy jsou z laboratoti dostupné vétSinou
do 24 hodin a nasledné¢ se vysledky zpracovavaji v Metacentru (virtualni organizace,
ktera sdruzuje vypocetni a ulozné kapacity hostované v nékolika institucich jako
napt. Fyzikélni Gistav AV CR, CESNET, Zapadod&eska univerzita v Plzni a jiné). Vystupni
data se dale zpracuji jednim z dostupnych softwarovych nastrojti na UHKT, jedna
se 0 nastroje Arriba, StarFusion, Cicero nebo komercni SoftGenetics (placena licence).
V dalsich kapitolach této prace je zminén nastroj FusionCatcher, jehoZ nasazeni UHKT
také zvazovalo, ale po provedeni reSerSe jeho pouziti zamitli kvili vysokému poctu
fale$né€ pozitivnich nalezl. Findlni vysledky jsou dostupné cca za tyden a poté nasleduje
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interpretacevysledkti, na které se podili jak bioinformatik, tak lékafi. Pfi anotaci je
potieba zjistit i pozadi ptipadné nalezené¢ho fuzniho genu, kdy se mize objevit v databazi
fuzi, ale jiz chybi blizsi popis toho, zda se jedna o klinicky relevantni mutaci.

Na UHKT by ocenili potizeni vlastniho vypoéetniho zdroje, ktery by zkratil dobu
¢ekani na finalni vysledky a také usnadnil administrativni naro¢nost sdileni citlivych
udaju tteti strané. Rovnéz by usnadnil ziskani grantu, prostiednictvim kterého by bylo
mozné snadnéjsi proplaceni sekvenovani ze strany zdravotnich pojistoven.

Co je pro bioinformatiky naopak matouci, je mnozstvi nové generovanych
sekvenacnich nastrojii na akademickych puadach, které nemaji komer¢ni vyuziti ani
ptislusnou zékaznickou podporu v ptipadé poruchy nebo komplikaci.

2.3.2 Analyza diferencialni genové exprese

V kapitole 1.3 jsou popséany principy genové exprese. Tato kapitola se bude vénovat
detailngj§imu popisu metod, zejména kvantitativni genové expresi, a naslednému
vyhodnoceni vysledkii pomoci tzv. diferencidlni exprese jednotlivych transkriptt
za pomoci vybranych programu.

Genova exprese je velmi komplikovany dégj, ktery probiha ve vSech buiikéch. Krok
po kroku jsou informace obsaZzené v DNA nejprve transkripci pfepsdny do RNA
a nasledn¢ translaci pielozeny do aminokyselin z jejichz peptidového fetézce vznika
vysledny produkt — bilkovina neboli protein. ,, Poznani, jaké geny jsou prepisované
v buiice v konkrétnim okamziku, nam pomuze odhalit, co se v burice déje v riiznych

vyvojovych stadiich, pri vzniku nemoci, pri piisobeni cizorodych latek a podobné. “ [13]

Na Obrazku 2.5 je znazornén proces analyzy RNA-seq dat, kdy se nejprve zpracuji
tzv. raw data (hruba data). Vramci primarni analyzy dochdzi standardné
Ktzv. trimmingu, ktery zvys$i rychlost mapovani ¢teni odstranénim nekvalitnich
nukleotidii. Musi byt pouzivan neagresivné, spolu s dobie zvolenou délkou ¢teni, aby
se zabranilo nepfedvidatelnym zméndm v genové expresi a transkriptomové sestave.
Trimming je ndpomocny jak pii porovnavani referencnich sekvenci, tak pfi metodé
»de novo®. ,, U nemodelovych organismii, pro nedostupnost sekvence genomu, a tedy
i ¢ipu (které jsou zaloZeny na imobilizovanych sonddach o znamé sekvenci), predstavuje
RNA-seq jedinou moznost, jak ziskat néjaka data. “ [13]

Jakmile jsou ready zmapovany, musi byt piifazeny ke genu nebo transkriptomu
v procesu znamém jako counting neboli kvantifikace. Nejjednodussi zptisob kvantifikace
genové exprese pomoci RNA-seq je seéteni readt, Které se mapuji (tj. zarovnavaji se)
ke kazdému genu (poctu readli) pomoci programd, jako je napt. HTSeq-count.

24



Poté nasleduje krok tzv. normalizace béhem n¢j se identifikuji a nasledné odstrani
baze, které by mohly finalni vysledky zkreslovat (sequencing bias). [14]

| RNA-seq data analysis workflow
(1) Raw gene expression quantification (2) Differential gene expression|
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Obrazek 2.5: Proces RNA-seq [14]

Naésleduje vyhodnoceni diferencidlni genové exprese, kde, jak uz samotny nazev
napovidd, zkoumame urcité rozdily. Tyto rozdily se tykaji Cetnosti vyskytu genovych
transkriptli v celém transkriptomu a jsou porovnavany s vyskytem daného fenotypu
1 podminek, za jakych sekvenovani probihalo. Cilem toho porovnani je pfesné rozliSeni
gent, u kterych exprese probihd za stejnych podminek, ale v odlisné mifte. ,,Je diilezité
si uvédomit, ze gen je povazovan za diferencialné exprimovany, pokud je pozorovany
rozdil hladiny jeho exprese mezi dvéma experimentalnimi podminkami statisticky
vyznamny, tzn. pokud je rozdil vétsi nez to, co by se dalo ocekavat jen kviili nahodnym
zméndm. “* [15]

Diferencidlni genova exprese se svym charakterem fadi mezi statistické metody
a z toho plyne, Ze k zajisténi validnich vysledki je nezbytné dodrZovat nékolik pravidel:

a) Pro spravné porovnani dat musi byt zajistény minimalné dvé skupiny vzorku
s alespoii tfemi replikaty na skupinu.

b) Jasné stanoveni referen¢ni a vysledné skupiny (neplati v ptipadé ,,assembly
de novo*

c) V pfipadé nasledného porovnani s referencni skupinou je vhodné tato data
Cerpat z vetejnych databazi (napf. National Center for Biotechnology
Information) [15]
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K tcelu zjisténi hladiny rozdilti genové exprese bylo vyvinuto mnoho nastrojt. Tyto
nastroje slouzi k tomu, aby porovnaly vysledky vétSiho mnozstvi vzorkl napfi¢ raznymi
cDNA knihovnami. Zjednodusen¢ fe¢eno, porovnavaji primérné rovné¢ exprese raznych
gentl a hledaji mista, kde dochazi k rozdilim, tedy k mutacim gent. [14]

Metody pro diferencialni analyzu genové exprese lze rozdélit do dvou hlavnich
podskupin: parametrické a neparametrické.

Parametrické metody zachycuji vSechny informace o datech v rdmci parametru.
V téchto ptipadech je mozné ptredpovédét hodnotu neznamych dat z pozorovani
adoptovaného modelu a jeho parametri. Pokud jsou parametrické metody aplikovany
na diferencidlni genovou expresi, predpoklada se, ze obvykle po normalizaci je kazda
hodnota exprese pro dany gen mapovana do uréité distribuce nebo je negativné
binomicka. Nastroje zaloZzené na parametrickych metodach s negativnim binomickych
modelem jsou napt. DESeq2 nebo baySeq.

Na druhou stranu neparametrické metody mohou zachytit vice podrobnosti
o distribuci dat, protoZe nevychazeji z pevné definovanych (tedy omezenych) parametru,
takze mnozstvi informaci o datech se mlze zvySovat s jejich objemem. Tuto metodu
vyuziva napf. nastroj SAMseq.

V soucasné dobé& neexistuje mezi v€dci shoda o tom, kterd metodika je nejvhodné;jsi
nebo jaky ptistup zajistuje nejrelevantnéjsi vysledky, pokud jde o robustnost, piesnost
nebo reprodukovatelnost. [16]

Nastroje pro analyzu diferenciilni genové exprese

V této praci jsem se zaméfila na tfi nastroje: baySeq, SAMseq a DESeq2, a to
zdtvodu porovnani vysledki mezi parametrickymi (baySeq a DESeq2)
a neparametrickymi (SAMseq) metodami. Ve vétSiné piipadi vSechny tfi nastroje
dosahuji velmi dobrych vysledki. Piistroj DESeq2 se fadi mezi nejcitovanéjsi nastroje
pro vyhodnoceni diferencialni genové exprese.

Prostfednictvim vybranych studii byly srovnavany vyhody a nevyhody vétSiny
dostupnych néstroji pouzivanych k vyhodnoceni diferencidlni genové exprese.

Prvni vybrana studie byla publikovana v listopadu 2020 na odbornych strankach
www.nature.com pod nazvem Systematic comparison and assessment of RNA-seq
procedures for gene expression quantitative analysis. Na celkem 17 rtiznych nastrojich
testovala vzorky dvou lidskych bunéénych linii. Jednalo se o vzorky mnohocetného
myelomu, znamého pod oznacenim KMS12-BM, osetiovanych dvéma riznymi léky.
Na tomto vzorku bylo detekovano celkem 107 genti udrzujicich referen¢ni expresi.

Z Obrazku 2.6 nize je zfejmé, ze ze dvou bunécnych linii byly namnozeny
3 replikaty, celkem bylo tedy pouzito 6 vzorkl s oznaéenim CLA-TO a CLB-TO a ty byly
nasledné porovnavany mezi sebou. Dalsi kritériem zkoumani byla tzv. false discovery
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rate (FDR) neboli mira falesnych zjisténi, ktera byla udavana v téchto hodnotach: FDR
<0,05, FDR <0,01 a FDR <0,001. Z vybranych 3 nastrojii dopadl nejlépe baySeq, ktery
spole¢n¢ jesté s jednim ndstrojem, dosahl nejlepStho mozného skore napti¢ vSemi
pozorovanimi.

Naopak dalsi 2 vybrané nastroje, DESeq2 a SAMseq, skon¢ily aZ na samém chvostu

hodnotici skaly. SAMseq dosahl nejhorsiho mozného skore (17 bodi) hned v 4 z osmi
moznych hodnoceni. [14]

Performance by number of DEG scenario Performance by statistical significance cut-off
Method Overall CLATO CLAT1 CLAT2 CLB-T1 CLB-T2
performance vs. vs. vs. vs. vs. FDR < 0.05 FDR < 0.01 FDR < 0.001
CLB-TO CLA-TO LCATO CLB-TO CLB-TO
Ballgown 11 5 4
baySeq 9 4 4 5
Cuffdiff| 10 9 I 9 i
DESeq2 11 12 8 ¥ 12
EBSeq 8 10 8
edgeR exact RLE 8 11
edgeR exact TMM [ 10 12 11 10
edgeR exact UQ 12 11 6 11 1
edgeR GLM RLE 5 ] 7 8 11 7
edgeR GLM TMM 8 9 12 8 5
edgeR GLM UQ 8 5 8 10
limma trend 7 8 5 4 6
limma voom| 10 5 | 4 4 6 4 8
NOISeq FPKM 8 6 8 4 7
NOISeq TMM 10 8 11 10 6
NOISeq UQ 9 4 10 4
SAMseq 12 9
[ -
1 17
Good performance Bad performance

Obrazek 2.6: Vysledky prvni studie [14]

Jako druha srovnavaci studie byla zvolena RNA-seq differential expression analysis:
An extended review and a software tool, ktera byla publikovana v prosinci 2017
na strankadch www .journal.com. Testovani probihalo na 11 rliznych nastrojich, kde byly
analyzovany dva biologické vzorky: Ambion (RNA nachazejici se v lidském mozku)
a Stratagene (univerzalni lidska RNA). Na tomto vzorku bylo zjisténo celkem 997
unikatnich gent.

K hodnoceni byly pouzity celkem 4 kategorie a to: TPR (True positive rate neboli
pravdivé pozitivni mira), SPC (Specifity v piekladu Specifita), PPV (Positive Predict
Value neboli Pozitivni predikéni hodnota) a ACC (Accurancy Vv piekladu ptesnost).
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Tool TPR SPC PPV ACC F, measure

edgeR 0.71 0.94 0.90 0.85 0.79
baySeq 0.92 0.40 0.52 0.61 0.66
DESeq 0.44 0.59 0.43 0.53 0.44
NOlseq 0.80 0.95 0.92 0.89 0.86
SAMseq 0.44 0.52 0.39 0.49 0.42
limma-+voom 0.81 0.93 0.89 0.88 0.85
EBSeq 0.68 0.55 0.52 0.60 0.59
DESeq2 0.84 0.95 0.92 0.90 0.88

sleuth 0.77 0.54 0.54 0.63 0.64

Obrazek 2.7: Vysledky druh¢ studie [16]

Na Obrazku 2.7 je mozné si vSimnout, zZe z vybranych nastroji naopak
na DESeq2 dosahl konzistentnich a kladnych vysledkti ve vSech ctyfech zkoumanych
kategoriich. Oproti tomu néstroje baySeq a SAMseq, které dosahly skvélého hodnoceni
v predeslé studii, tak v této jejich hodnoceni nebylo moc kladné. baySeq dosahl nevyssiho
hodnoceni v kategorii TPR (92 %), ale v ostatnich tfech kategoriich vysledky klesly mezi
40-60 %. SAMseq ani v jedné kategorii neptesahl 53 %. [16]

2.3.3 Analyza genovych fazi

V kapitole 1.4 jsou popsany principy genové flze. Tato kapitola se bude vénovat
detailngj$§imu popisu analyzy vyslednych hodnot a naslednému filtrovani relevantnich
nalezi za pomoci Siroké Skaly softwarovych nastroju, kdy kazdy znich pracuje
na zéklad¢ rozlisnych algoritmu.

Za poslednich 10 letech byly vyvinuty desitky softwarovych nastroju pro detekci
faznich geni pravé na zakladé vystupnich dat RNA-seq. Tyto nastroje jsou zpravidla
zalozeny na jedné z téchto metod: mapping-first approach nebo assembly-first approach.
[19]

Mezi piedni strategie pro detekci genové fuze se fadi metoda mapping-first, kterd
byla vyvinuta jako jedna z prvnich a stile nebyla pfekondna z hlediska spotieby
vypocetnich zdroji, rychlosti a presnosti. Tato metoda je zaloZzena na zarovnani
(alignment) readi k referenni sekvenci RNA a na vzorku identifikuje rozdilné
alignmenty.

Miuzou nastat dvé€ situace, prvni moznost se oznacuje pojmem spanning read
a nastava v ptipad¢, kdy jsou sparované ready synchronizovany inverznimi stranami
a zaroven nedochazi k ptimému piekryvani oblasti dvou rozdilnych genti. Druha moznost
se oznacuje jako split (rozdélené) ready a oznaCuje mista fuzniho spojeni (fusion
junction), tedy mista, kde dochazi k navaznosti readi z rozdilnych vzorkd. Rozdily mezi
spanning a split ready jsou znazornény na Obrazku 2.8. [21]

K identifikace fuzniho spojeni za pomoci split readi je potfeba nejprve ready rozdélit
na mensi fragmenty, nalézt vhodny alignment a ten opakovat do nalezeni pfesného
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umisténi fizniho spojeni. Spanning ready 1ze rovnéz pouzit k nalezeni fuznich spojeni,

a to pomoci zpétného ovéfeni pomoci split readi.

Pro eliminaci velkého mnozstvi faleSné pozitivnich readii obsahuji nastroje pro

detekci genové fuze velké mnozstvi riznych filtrovacich funkci.

Zjednodusen¢ feCeno, metoda mapping-first nejprve zarovna ready k referencniho
genomu a mapované ready jsou pak sestavovany do exonti a piipadné transkripti. Naproti
tomu metoda assembly-first nejprve sestavi ready na zaklad¢ jejich prekryvani a takto
sestavené sekvence (odpovidajici sadam exonl) jsou pak zarovnany s referen¢nim
genomem.

Dlouho se piedpokladalo, ze metoda mapping-first je omezena pouze na nemodelové
druhy, kde neni k dispozici zadny (nebo aspon odpovidajici) referencni genom, a navic
se zdala byt nedostatecna i v ptipadech, kdy byl k dispozici anotovany referenéni genom.
Nedavny pokrok v sestavovani transkriptomi formou ,,de novo* tento pohled na véc jasné
méni. Aplikace metody assembly-first s datasetem lidské RNA vSak stale ziistdva vzacna,
ackoli nékteré studie jiz ukazaly jeji potencial pro detekci novych biologicky relevantnich
variant splicingu, coZ je proces, kterym jsou introny, nekodujici oblasti genti, vystiiZzeny
z primarniho transkriptu mRNA a exony (tj. kodujici oblasti) jsou spojeny dohromady
za vzniku zralé mRNA, ktery nasledné slouZi jako pfedloha pro syntézu specifického
proteinu. [21]

(a) i v (b)
l Raw Paired-end RNA-Seq reads l
Paired-end reads —_— — Paired end ready ~e—
for mapping to —— for de novo asssembly P
lirveas reds l
l de novo a1sembled .
Spanning reads transcriptome contig

7 N\ | |

Gene A ) (AR (O O [N N O ) BN Ceoc 8

Split (junction) reads Genomic region A Genomic regien 8

Obrazek 2.8: Srovnani Mapping-first approach (a) vs. Assembly-first approach (b)[20]

Nastroje pro analyzu genové fuze

Jak jiz bylo feceno v ptedchozich kapitolach, pritomnost fiznich gend je spojovana
S iniciaci a progresi nddorového bujeni. OvSem spravné urCeni a hledani fiznich genti
v datasetech RNA-seq komplikuje velka mira falesné pozitivnich nalezi. Fuzni geny
se ale vétsinou nachazeji v nemocnych bunkach, a proto se ocekava, ze pocet fuznich
gent nalezenych ve zdravych vzorcich bude nulovy nebo velmi blizky nule. [22]
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Pro identifikaci fiznich gend s vyuzitim vystupnich dat RNA-seq bylo vyvinuto
velké mnozstvi vypoCetnich nastroji, jako je mnapf. FusionSeq, FusionMap,
Tophat-fusion, PRADA, SOAPfuse, JAFFA, ChimPipe, FusionCatcher nebo Arriba. [18]

Vsechny nastroje vyjmenované v odstavci vySe, pracuji na zéklad¢€ tzv. zarovnavaci
neboli aligners, které jsou nejdilezitéjSim softwarem pouzivanym v oblasti
transkriptomickych studii a ptibuznych oborech. VSechny alignery mohou byt
nakonfigurovany tak, aby poskytovaly dobré vysledky, ale pfesto vyzkumnici a védci ¢eli
vyzvam pii vybéru piesného, citlivého, vyzadujiciho méné hardwarovych zatizeni,
a nakonec vhodného pro jejich vyzkumné cile. [25]

V ramci mé bakalaiské prace provadim analyzu genovych fuzi z dat RNA-seq.
Pro provedeni této analyzy jsem si zvolila 2 algoritmy, provadé&jici hledani fuzi — Arriba
a FusionCatcher. V nasledujicich podkapitolach je blize ptedstavim.

FusionCatcher

V této Casti predstavim softwarovy néstroj FusionCatcher, ktery hleda nové ale také
jiz znamé fzni geny, translokace a chiméry (jedinec se nevyvinul z jedné bunky (zygoty)
ale ze dvou bungk) v datech RNA-seq (read na parovém konci (paired-end)) nebo
na jednom konci(single-end)) a pracuje s anota¢nimi daty dostupnymi v databazi
Ensembl.

Hlavnimi ucely tohoto nastroje je rychlost validace PCR v realném case (tj. pfesnost),
ktera umoznuje praktické ovéteni kandidatnich fuznich gend, ale také rychlost detekce
(tj. senzitivita) fuznich gend.

Pro detekci genové fuze nastroj FusionCatcher nejprve na datech RNA-seq provede
predbéZzné zpracovani a filtrovani. Kvalitni filtrovani readii se provadi pomoci:

a) Odstranéni readd, které se zarovnavaji na ribozomalni/transferovou RNA,
mitochondridlni DNA, HLA geny nebo znamé genomy virl, fagl nebo bakterii,

b) ofiznuti readl obsahujicich adaptéry a poly-A/C/G/T koncovky,

C) ofezavani readi na zaklad¢ skore kvality,

d) odstranéni readd, ktera jsou sekvenatorem oznacéena jako nekvalitni. [22]

FusionCatcher automaticky vybere nejlepsi parametry pro nalezeni kandidatnich
faznich gent, napt. automatické vyhledani adaptéri, kvalitni ofiznuti readii, automatické
vytvoreni spojeni exon-exon na zakladé délky vstupnich readu atd.

Nemapované ready, coz jsou ready, které prosly filtraci kvality a nemapuji
se na transkriptom nebo na genom, se uchovavaji pro dalsi analyzy.

Ready, které prosli filtraci se dale pouzivaji k sestaveni pfedbéZného seznamu
(tzv. preliminary list) fiznich gend, a to hledanim genovych part z gent A, B, kdy jeden
read mapuje oblast transkriptomu genu A, ktera odpovidd readu na parovém konci

(paired-end) genu B.
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Z predbézného seznamu jsou nésledné odstranény pary genli pomoci znamych
a novych kritérii, kterd davaji biologicky smysl, jako napt:

a) Oba geny jsou paralogem toho druhého v databazi Ensembl,

b) nalezeny gen je pseudogen toho druhého v databazi Ensembl,

c) flze je a priori znama jako faleSné pozitivni udalost,

d) jiz dfive nalezena ve vzorcich od zdravych osob, jako naptiklad z dat sekvenovani
RNA Illumina Body Map 2.0 nebo vlastni databaze RNA-seq zdravych vzorkd,

e) oba geny se navzajem piekryvaji na stejném fetézci podle jedné z veiejné
znamych databazi, jako jsou databaze Ensembl, UCSC nebo RefSeq,

f) par genl s velmi vysokym mnozstvim simultinné mapovanych readd. [22]

K identifikaci fuznich spojeni se dale pouziva jedna ze Ctyf riznych metod a Ctyt
ruznych aligneri. Kazdd metoda odpovida jednomu aligneru (Bowtie, BLAT, STAR
a Bowtie2).

Arriba

Nastroj Arriba byl vyvinut pro detekci genovych fuzi z dat RNA-seq pro pouziti
v prostiedi klinického vyzkumu. Proto byly kratké doby b&hu a vysoka citlivost
dalezitymi kritérii ndvrhu. Je zalozen na ultrarychlém zarovnava¢i STAR a doba
alignmentu je obvykle n¢kolik desitek minut az hodinu. Kromé genovych fazi muze
Arriba detekovat dalsi strukturalni prestavby s potencialni klinickou relevanci, jako jsou
virova integracni mista, interni tandemové duplikace, duplikace celych exonil, zkraceni
gent (tj. body zlomu v intronech a mezi genovych oblastech). [23]

Aligner STAR (Spliced Transcripts Alignment to a Reference) je zaloZen na diive
nepopsaném algoritmu zarovnani RNA-seq, ktery pouzivd sekvencni vyhledavani
v nekomprimovanych  oblastech. = STAR  piekonava  ostatni  alignery
faktorem >50 v rychlosti mapovani, ptirovnava k lidskému genomu 550 miliont 2 x 76
bp parovanych readd za hodinu a zaroven zlepSuje citlivost a presnost alignmentu. Kromé
de novo detekce je také schopen mapovat sekvence RNA v plné délce. [24]

Arriba je vittzem DREAM SMC-RNA Challenge, mezinadrodni soutéZze
organizovan¢ ICGC, TCGA, IBM a Sage Bionetworks s cilem urCit soucasny zlaty
standard pro detekci genovych fizi z dat RNA-seq. [23]

Pracovni postup néstroje Arriba, ktery je znazornén na Obrazku 2.9 je o poznani
jednodussi ve srovnani s nastrojem FusionCatcher, ktery kombinuje 4 riizné metody
a 4 alignery. Arriba provadi detekci fuznich gent ve tfech krocich s pouZzitim jediného
aligneru STAR:

a) Nejprve dochazi k detekci chimérickych readii za pouziti aligneru STAR, tim se
vygeneruje dalSi vystupni soubor obsahujici vSechny chimérické alignmenty
(rozd€lené¢ ready a nesouhlasné vazby). Tento soubor obsahuje dukazy

31



o translokacich, inverzich, duplikacich a delecich vétsich, nez je obvykla velikost
intronu.

b) Soubor extract-read-through-fusions je  vystupem skenu normalni
zarovnani/alignmentu pro ready, které potencialné indikuji prectené transkripty
nebo delece mensi nez obvykla velikost intronu. Vystupy jsou do samostatného
BAM souboru read-through alignments.

€) Nastroj Arriba zpracovava chiméricky a read-throuh alignmenty. Aplikuje sadu
filtrt k odstranéni artefaktti (uméle vznikla nebo pozménéna struktura bunék)
a prepist pozorovanych ve zdravé tkani. Kone¢nym vystupem je seznam vysoce
spolehlivych predpovédi faze. [23]

2 FastQ files

o)

m 2
= chimeric gene fusion g
g | alignments predictions  ©
- —
= M tu
g STAR » —>» Arriba —» 2
z | A o
S \ 3
< extract w
&« —»read-through —> o
2 fusions =
& normal read-through

® alignments alignments

Obrazek 2.9: Workflow softwaru Arriba [23]

Tento vysledny seznam je fazen dle tzv. confidence scoring neboli tfid spolehlivosti,
kdy je kazdy read oznacen bud’ nizkou, stfedni nebo vysokou hodnotou moznosti vzniky
genové flze. Je mozné upravovat dle preferované rovnovahy mezi senzitivitou
a specificnosti vybérem udélosti nad urcitou tfidou spolehlivosti. Toto hodnoceni
reflektuje tfi aspekty, konkrétné pravdépodobnost, Ze:

a) Transkript je aberantni (nebyl zaznamenan ve zdravé tkani),
b) jedna se o zménu v nekodujici oblasti tzv. tichou mutaci, ktera se vétSinou
neprojevuje,
C) nejedna se o artefakt. [26]
Pii hledani recidivujicich fuzovanych gend ve vystupnich datech je vhodné brat
v tvahu pouze stiedné a vysoce spolehlivé predpovédi, jinak budou vysledky obohaceny

o fale$né pozitivni vysledky. Ale v situacich, kdy je citlivost rozhodujici, mohou mit
piredpovédi s nizkou spolehlivosti vysokou hodnotu. Napiiklad v onkologii zalozené
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na HTS je pfijatelny zvySeny pocet faleSné pozitivnich predpovédi jako kompromis
za vysS$i citlivost, pokud jsou potencidlné relevantni predpovedi nasledné validovany.

Cvwr

pravdépodobnost vyskytu. Pofadi je nejvice ovlivnéno poctem podpurnych readi, ale
bere v uvahu také mnoho dalSich funkci, jako je blizkost bodli zlomu (intragenni
vs. read-through vs. distalni), vice variant transkripti mezi stejnym parem gend nebo
hladina Sumu pozadi v daném genu (e-hodnota). [23]

Piestoze byly v prubéhu let vyvinuty rizné vypocetni nastroje pro detekci genové
fuze, stile neexistuje zadny =zlaty standard. Spolehliva predikce genovych fuzi
Z RNA-seq se ukdzala byt obtizna kvili nesCetnému mnozstvi artefaktii, které byly
zavedeny béhem piipravy knihovny a zarovnani sekvenci, jako je popsano v piedchozi
kapitole o néstroji FusionCatcher. Aby byl pocet falesSn¢ pozitivnich ptedpovédi nizky,
implementuji algoritmy pftisné filtry s nezddoucim vedlej$im Gc¢inkem, kdy jsou bohuzel
obcas vyfazeny drivery fuze a dikazy jsou nasledné v datech RNA-seq zcela ztraceny.
Soucasna praxe aplikuje vzdy alespoil dva nastroje a vyuziva spojeni nebo priniku jejich
pfedpovédi. Tento piistup je vypocetné nakladny, protoze ptiprava kazdého néstroje
obvykle trva mnoho hodin, nez se spusti. S technologii vysokokapacitniho sekvenovani
identifikaci cilenych zmén, roste poptavka po algoritmech, které jsou piesné a ucinné.
Neptesné predpoveédi komplikuji interpretaci vysledkid zalozenych na HTS a v ptipadé
onkologické studie se jedna o kritické zpomaleni bioinformatickych procest zpracovani.

2.3.4 Dalsi vyuziti RNA-seq dat

Ziskana data z RNA-seq Ize pouzit i pro mnozstvi dal$ich aplikaci. Pfikladem téchto
aplikaci je modelace transkripénich regulacnich siti (transcriptional regulatory networks)
nebo sledovani variaci po¢tu kopii na genomu (copy number variation).

Zmény V pribéhu genové exprese mohou vyvolat fadu onemocnéni, presto vime stale
relativné malo o tom, jak specifické transkripcni faktory (bilkoviny, které iniciuji proces
transkripce genu) tyto zmény nepiimo ovliviiuji. Nedavné pokroky v genomickych
technologiich a vypocetnim modelovani zptsobily revoluci ve schopnosti konstruovat
tyto modely. Zevrubny popis transkripcnich regulacnich siti souvisejicich s danym
onemocnénim muze pomoci objasnit potencialni mechanismy tohoto onemocnéni
a stanovit priority cilti pro vyvoj novych 1é¢iv ¢i 1é¢ebnych metod. [30]

Pokud se na genomu opakuji urcité useky a pocet opakovani se v genomu lisi, jedna
se o strukturdlni variaci poc¢tu kopii, a to bud’ o duplikace (i mnohonasobn¢) piipadné
0 delece. Varianty po¢tu kopii 1ze obecné rozdélit do dvou hlavnich skupin, a to na kratka
nebo dlouhd opakovani. Kratkd opakovani zahrnuji pfedevSim dva opakujici
se nukleotidy (napt. ACACAC...). Dlouha opakovani zahrnuji repetice celych genii.
Lidsky genom se sklada pfiblizné€ az ze dvou tietin z repetic a 4,8-9,5 % lidského genomu
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1ze klasifikovat jako variace poctu kopii. U vSech savct hraji tyto variace poctu kopii
dilezitou roli pfi vytvareni nezbytnych rtiznorodych variaci v populaci a také mohou
ovlivnit fenotyp ve smyslu projevu ur¢itého onemocnéni. [31]

Rovnéz vyuziti RNA-seq dat k filtrovani variant, tzv. variant calling ma
mnohostranné vyuziti. Umoziiuje pouzivat snadno dostupna data RNA-seq k profilovani
vzorkli pro zndmé varianty nebo umoziiuje potvrzeni variant, které byly detekovany
sekvenovanim genomu (napf. validace somatickych mutaci souvisejicich s rakovinou).
Kromé toho umoznuje detekci diive neznamych variant, které by mohly mit dalezité
funkéni dasledky. [32]
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3 Provedeni RNA-seq analyzy dat

V této Casti bakalaiské prace se zaméfim na provedeni samotné bioinformatické

analyzy RNA-seq, konkrétné na provedeni hledani a interpretace fuznich geni, pro kterou

jsem pouzila dva softwarové nastroje. Prvnim vybranym byl nastroj Arriba, ktery se stal
vitézem mezinarodni soutéze DREAM SMC-RNA Challenge a také prvni volbou
i pro UHKT. Druhym néstrojem byl FusionCatcher, ktery UHKT zvaZovalo, ale po

peclivé resersi od jeho pouziti nakonec upustilo, a to z divodu velkého mnozstvi faleSné

pozitivnich nalezii. Bude tedy zajimavé porovnat vysledky z obou nastrojii a potvrdit

¢i vyvratit provedené reSerse.

K provedeni analyzy byl vybran dataset z voln¢ dostupné online databaze obsahujici

¢tyti vzorky, kdy kazdy z nich obsahoval nékolik jiz diive klinicky ovétenych fiznich

gend, které byly pfitomny u pacientek s karcinomem prsu. Jedna se o:

o Vzorek BT474 s ovétenymi fuznimi geny

a)

b)

ACACA--STAC2, DIDO1--TTI1, CPNE1--PI3. GLB1l--CMTM7,
LAMP1--MCF2L, RAB22A--MYQO9B, RPS6KB1--SNF8, SKA2--
MYO19, STARD3--DOKS5, VAPB--IKZF3, ZMYND8--CEP250 [34]
AHCTF1—NAAA, MED1--ACSF2, MED1--STXBP4, MED13--
BCAS3, PIP4K2B--RAD51C, STX16--RAE1, THRA--AC090627.1,
TOB1—SYNRG, TRPC4AP--MRPL45, USP32--MED1 [35]
LIMA1--USP22, ACACA--STAC2, FAMI102A--CiZ1, GLB1--
CMTM7, MED1--STXBP4, PIP4K2B--RADS51C, RAB22A--
MYO9B, RPS6KB1--SNF8, STARD3--DOKS5, TRPC4AP--MRPLA45,
ZMYND8--CEP250 [36]

e Vzorek KPL4 s ovétenymi fliznimi geny

a)

BSG—NFIX, PPP1R12A--SEPT10, NOTCH1--NUP214 [34]

e Vzorek MCF7 s ovéfenymi fliznimi geny

a)
b)

c)

d)

ARA46:A522--SULF2, BCAS4--BCAS3, RPS6KB1--VMP1 [34]
AC099850.1--VMP1, GCN1L1--MSI1, SMARCA4--CARML1 [35]
ADAMTS19--SLC27A6, ARFGEF2--SULF2, ATXNT7L3--
FAM171A2, BCAS4--BCAS3, GCNI1L1--MSI1, RPS6KBI1--
DIAPH3, SULF2--PRICKLE2, MYH9--EIF3D [36]
AHCYL1--RAD51C, ARFGEF2--SULF2, ARHGAP19--DRGI,
BCAS4--BCAS3, PAPOLA--AK7, MY0O9B--FCHOL [37]

e Vzorek MCF7 s ovéfenymi fuznimi geny

a)

ANKHD1--PCDH1, CCDC85C--SETD3, CSE1L--AL035685.1,
CYTH1--EIF3H, DHX35—ITCH, NFS1--PREX1, PREX1--CPNEL1,
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RARA—PKIA, SUMF1--LRRFIP2, TATDN1—GSDMB, WDR67--
ZNF704, KLHDC2--SNTB1 [34]

Seznam vsech prokazanych fiznich gent v téchto vzorcich a odkazy na védecké prace,
kde byla potvrzena pfitomnost U pacientek s rakovinou prsu jsou ulozeny k nahlédnuti

na ptilozeném CD.

Analyza genovych fuzi mé v zdsad¢ dvé faze, samotné nalezeni fiznich kandidati
(potencionalni fuze se danou konfidenci) a jejich intepretace. V prvni fazi je tedy nutné
pro dany vzorek spustit zvolené nastroje.

3.1 Spusténi nastroji pro hledani fazi

K obéma vybranym softwarovym nastrojiim je mozny piistup prostiednictvim
technologie pro kontejnerizaci aplikaci Docker. Ten umoziiuje zabaleni softwaru
do izolovaného prostiedi nezavislého na platformé a odstinéni uzivatelé od problémut
spojenych rozdilnym prostiedim OS, konfiguraci a podobné.

V nasledujicich kapitolach jsou prezentovany ukazky vzorového kodu pro spousténi
jednotlivych nastroji. Kompletni zdrojové kody jsou k nahlédnuti na ptilozeném CD.

3.1.1 Arriba

Na Obrazku 3.1 je uveden ukazkovy piikaz pro spusténi nastroje Arriba za pomoci
Dockeru. Uvedeny piikaz je pro dataset vzorku s oznacenim BT474 a mimo specifickych
konstruktii Dockeru obsahuje mapovani soubori a slozek pro béh nastroje Arriba:
adresar, kam ma byt uloZen vystup, adresai obsahujici referencni genom a jeho anotace
a cesty ke vstupnim FASTQ soubortim. Ptikazy pro zbyvajici vybrané fuzni geny jsou
vzdy stejné, méni se jen nazev vstupniho FASTQ souboru.

docker run --rm \
-v /home/kbi/data2/irma/data/results/BT474: /output \
-v/home/kbi/data2/irma/data/references/arriba:/references:ro \
-v /home/kbi/data2/irma/data/BT474.Left.fq.gz:/readl.fastq.gz:ro \
-v /home/kbi/data2/irma/data/BT474.Right.fq.gz:/read2.fastq.gz:ro \
uhrigs/arriba:2.2.1 \
arriba.sh

Obrazek 3.1: Ptikazy pro spusténi nastroje Arriba
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3.1.2 FusionCatcher

Na Obrazku 3.2 je uveden ukazkovy piiklad koédu pro spusténi ndstroje
FusionCatcher opét za pomoci Dockeru. Struktura ptikazu pro spusténi FusionCatcheru
je analogicka k ptikazu pro spusténi Arriby.

docker run -d -rm

-v
/home/kbi/data2/references/fusioncatcher_ref/data/human_v102:/reference \
-v /home/kbi/data2/irma/data/BT474.Left.fq.gz:/input/rl.fastq.gz \

-v /home/kbi/data2/irma/data/BT474.Right.fq.gz:/input/r2.fastq.gz \

-v /home/kbi/data2/irma/data/results/BT474/fusioncatcher:/output
irma/fusioncatcher:1.33
fusioncatcher_run.sh

Obrazek 3.2: Piikazy pro spusténi nastroje FusionCatcher

37



4  Vysledky

Pro lepsi interpretaci vysledkti zobou nastroji byl pouzit porovnavaci
software Fusion Combiner, ktery vytvotil vedouci prace Ing. Bohuslav Dvorsky. Tento
software  je ke GitLab
(https://gitlab.com/bdvorsky/fusion-combiner). vystupova

| srovnavaci data v§ech vzorku jsou k nahlédnuti na piilozeném CD.

volné dostupny stazeni  na strankach

Kompletni  vstupni,

4.1 Vzorek BT474

Obrazek 4.1 znazornuje ukazku vyslednych data ze vzorku BT474. V prvnim sloupci
oznaceném jako ,.Detector je vypsan vzdy ten nastroj, ktery fuzni gen zachytil,
napt. na prvnim fadku je zfejmé, Ze stejny nalez zachytily oba nastroje. Sloupec
,oreakpoint1* znaci ¢teni zleva a ,,breakpoint2* ¢teni zprava. Ve sloupci ,,fusion jsou
uvedeny jednotlivé fizni geny, napt. na prvnim fadku se jedna o spojeni geni THRA
a AC090627.1, jejich spojenim vznikl fazni gen s oznacenim THRA--AC090627.1.
Sloupec ,,breakpoints by tool* oznacuje piesné pozice bodu zlomu daného nalezu, coz je
presnéjsi nez jen pouhé oznaceni fizniho genu. Zbyvajici sloupce ,,spanning reads®, ,,split
reads1“ a ,,split reads2* uvadi zachyceni pocet téchto readd jednotlivymi néstroji.

Detector ~ |breakpointl |~ [breakpoint2 - [fusion ~ |break by tool  |spanning reads | * [split_reads] ~ |split_reads ~ [split_read ~
Arriba:THRA--AC090627.1 ;
FusionCatcher:THRA-- Arriba: 17:40086853 -- 17:48294347 ; Arriba: 106 ;
Arriba + FusionC417:40086853  [17:48294347  |THRA1/BTR FusionCatcher: 17:40086853 -- 17:48294347 |FusionCatcher: 101|Arriba: 44 Arriba: 29
Arriba:THRA--AC090627.1 ;
FusionCatcher:THRA-- Arriba: 17:40086853 -- 17:48307331 ; Arriba: 19;
Arriba + FusionC417:40086853  [17:48307331  |THRA1/BTR FusionCatcher: 17:40086853 -- 17:48307331 |FusionCatcher: 101|Arriba: 16 |Arriba: 6
FusionCatcher  |6:73492688 17:39715286  |FusionCatcher:EEF1A1--ERBB2 FusionCatcher: 6:73492688 -- 17:39715286 |FusionCatcher: 8
FusionCatcher 20:34417239  |17:39715286  |FusionCatcher:ITCH--ERBB2 _|FusionCatcher: 20:34417239 -- 17:39715286 |FusionCatcher: 2
FusionCatcher |17:47592545  |17:38191030 |FusionCatcher:NPEPPS--TBC1[FusionCatcher: 17:47592545 -- 17:38191030 |FusionCatcher: 63
Arriba 17:59893325  |17:48943975  |Arriba:RPS6KB1--SNF8 Arriba: 17:59893325 -- 17:48943975 Arriba: 48 Arriba: 8 Arriba: 12
Arriba 17:37122531  |17:39218173  |Arriba:ACACA--STAC2 Arriba: 17:37122531 -- 17:39218173 Arriba: 47 Arriba: 33 |Arriba: 6
FusionCatcher |20:58389517  |17:39788374 |FusionCatcher:VAPB--IKZF3 |FusionCatcher: 20:58389517 -- 17:39788374 |FusionCatcher: 47
Arriba 17:50866058  |17:37520648 |Arriba:TOB1--SYNRG Arriba: 17:50866058 -- 17:37520648 Arriba: 45 Arriba: 7 Arriba: 8
Arriba 20:58389517  |17:39777767  |Arriba:VAPB--IKZF3 Arriba: 20:58389517 -- 17:39777767 Arriba: 40 Arriba: 8 Arriba: 7
Arriba 1:246931578  |4:75925811  |Arriba:AHCTF1--NoneAA Arriba: 1:246931578 -- 4:75925811 Arriba: 31 Arriba: 1 Arriba: 3

Obrazek 4.1: Ukazka porovnani vysledkd vzorku BT474

Na Obrazku 4.1 jsou zluté vyznalené ovétené fuzni geny, kterych se ve vzorku
BT474 nachazelo celkem 23 a z nichZ bylo nalezeno celkem 18 faznich genti (z tohoto
poctu jich 16 nalezl nastroj Arriba a pouhych 5 nastroj FusionCatcher, n¢které fuzni geny
mély rozdilné body zlomu, neni tedy mozné vysledky obou nastroji scitat). Z ¢ehoz
vyplyva, ze 5 ovéienych fuznich gent nebylo nalezeno ani jednim nastrojem.

Ve vysledcich je uvedeno dalSich 28 nenalezenych fuzi, 22 z nich identifikoval
nastroj Arriba pfiznakem ,high* v hodnoceni confidence score. 6 jich nalezl nastroj
FusionCatcher a polovina z nich byla oznacena pfiznakem ,,oncogene*, druhd polovina
jako ,,probably false positive*.
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4.2 Vzorek KPL4

Obrazek 4.2 znazorije ukizku vyslednych data ze vzorku KPL4. Zluté jsou

vyznacené jsou 3 ovéfené fizni geny ve vzorku KPL4 a jejich pfitomnost byla analyzou

potvrzena. Nastroj Arriba nalezl vSechny 3, FusionCatcher pouze 2 ovétené fizni geny.

Detector break 1| breakpoint2 fusion break by tool reads | split_readsl | split_reads2
Arriba: 19:580782 -- 19:13025021 ; Arriba: 23 ;
Arriba + FusionCatcher |19:580782  [19:13025021 |Arriba:BSG--NFIX ; FusionCatcher:BSG--NFIX [FusionCatcher: 19:580782 -- 19:13025021 |FusionCatcher: 19 |Arriba: 1 Arriba: 5
Arriba: 9:136544024 -- 9:131187289 ;
Arriba:NOTCH1--NUP214 ; FusionCatcher: 9:136544024 -- Arriba: 7;
Arriba + FusionCatcher |9:136544024|9:131187289 |FusionCatcher:NOTCH1--NUP214 9:131187289 FusionCatcher: 6 |Arriba: 2 Arriba: 1
FusionCatcher: 17:47592545 --
FusionCatcher 17:47592545 |17:38191030 |FusionCatcher:NPEPPS--TBC1D3 17:38191030 FusionCatcher: 6
Arriba:SMCHD1--
Arriba 18:2707920 |11:92263300 |RPL7AP57(101411),NDUFB11P1(72732) Arriba: 18:2707920 -- 11:92263300 Arriba: 5 Arriba: 1 Arriba: 1
Arriba:RNUGATAC(835),BX649601.1(3370)--
Arriba 9:134165399 |9:137956771 |CACNone1B Arriba: 9:134165399 -- 9:137956771 Arriba: 4 Arriba: 0 Arriba: 1
Arriba 12:79817394|2:109585838 |Arriba:PPP1R12A--SEPT10 Arriba: 12:79817394 -- 2:109585838 Arriba: 2 Arriba: 3 Arriba: 1
Arriba 9:120957285 |9:87156573 |Arriba:C5--C9orf170 Arriba: 9:120957285 -- 9:87156573 Arriba: 1 Arriba: 1 Arriba: 1
Arriba 13:26613058 |9:134822998 |Arriba:WASF3--COL5A1 Arriba: 13:26613058 -- 9:134822998 Arriba: 1 Arriba: 0 Arriba: 1
Arriba 4:1904378  |4:4183499  |Arriba:NSD2--OR7E43P(8261),0TOP1(5304) |Arriba: 4:1904378 -- 4:4183499 Arriba: 1 Arriba: 0 Arriba: 1
Arriba 9:112716461|9:120957368 |Arriba:INIP--C5 Arriba: 9:112716461 -- 9:120957368 Arriba: 1 Arriba: 1 Arriba: 0
Arriba 9:112716461|9:113256548 |Arriba:INIP--CDC26 Arriba: 9:112716461 -- 9:113256548 Arriba: 1 Arriba: 1 Arriba: 0
Arriba 21:39293811|21:9077714 |Arriba:BRWD1--TEKT4P2 Arriba: 21:39293811 -- 21:9077714 Arriba: 0 Arriba: 4 Arriba: 1

Obrazek 4.2: Ukazka porovnani vysledka vzorku KPL4

Ve vysledcich je uvedeno dalsich 9 nenalezenych fazi, 8 z nich identifikoval nastroj

Arriba opét priznakem ,high“ v hodnoceni confidence score. Pouze 1 nastroj

FusionCatcher a tento nalez byl oznacen jako ,,probably false positive®.

4.3 Vzorek MCF7

Na Obrazku 4.3 jsou Zluté vyznacené ovétené fuzni geny, kterych se ve vzorku

MCF7 nachazelo celkem 16, polovina z nich byla nalezena a polovina nikoliv. Nastroj

Arriba nalezl vSech 8 fuzi, nastroj FusionCatcher pouhé 2.

Detector breakpointl | breakpoint2 fusion breakpoints by tool reads |split_reads1|split_reads2
Arriba + Arriba:BCAS4--BCAS3 ; FusionCatcher:BCAS4-{Arriba: 20:50795173 -- 17:61368327 ; Arriba: 136 ;
FusionCatcher 20:50795173 |17:61368327 [BCAS3 FusionCatcher: 20:50795173 -- 17:61368327 |FusionCatcher: 102 |Arriba: 11  |Arriba: 6
FusionCatcher  |20:50795173 |17:61353588 |FusionCatcher:BCAS4--BCAS3 FusionCatcher: 20:50795173 -- 17:61353588 |FusionCatcher: 102
Arriba:ATXN7--
Arriba 3:63913225 [1:106216305 |AL355306.2(91741),AL499605.1(328037) Arriba: 3:63913225 -- 1:106216305 Arriba: 13 Arriba: 2 Arriba: 1
Arriba:ATXN7--
Arriba 3:63913225 [1:106216305 |AL355306.2(91741),AL499605.1(328037) Arriba: 3:63913225 -- 1:106216305 Arriba: 13 Arriba: 2 Arriba: 1
Arriba 20:48922010 |20:47736942 |Arriba:ARFGEF2--SULF2 Arriba: 20:48922010 -- 20:47736942 Arriba: 12 Arriba: 7 Arriba: 7
Arriba:NCOA3--
Arriba 20:47502019 |1:106581397 [AL499605.1(36653),AL596327.1(198826) Arriba: 20:47502019 -- 1:106581397 Arriba: 10 Arriba: 3 Arriba: 4
Arriba 17:59107591 |17:59838295 |[Arriba:AC099850.1--VMP1 Arriba: 17:59107591 -- 17:59838295 Arriba: 6 Arriba: 2 Arriba: 2
Arriba 17:59914703 [17:59839768 |Arriba:RPS6KB1--VMP1 Arriba: 17:59914703 -- 17:59839768 Arriba: 4 Arriba: 2 Arriba: 3
Arriba:BCAS3--
Arriba 17:60747279 |3:63718546 [SNTN(39526),AC104162.1(23281) Arriba: 17:60747279 -- 3:63718546 Arriba: 3 Arriba: 1 Arriba: 4
Arriba 17:60600886 |17:60265583 |Arriba:PPM1D--USP32 Arriba: 17:60600886 -- 17:60265583 Arriba: 3 Arriba: 1 Arriba: 1
Arriba 19:10986593 [19:10904951 |Arriba:SMARCA4--CARM1 Arriba: 19:10986593 -- 19:10904951 Arriba: 3 Arriba: 1 Arriba: 1
Arriba 19:17102557 [19:17770425 |Arriba:MYOQ9B--FCHO1 Arriba: 19:17102557 -- 19:17770425 Arriba: 3 Arriba: 0 Arriba: 1

Obrazek 4.3: Ukazka porovnani vysledkt vzorku MCF7
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Ve vysledcich je uvedeno dalsich 19 nenalezenych fazi, vSech 15 z nich identifikoval
nastroj Arriba s pfiznakem ,high* v hodnoceni confidence score, a pouze 4 nastroj
FusionCatcher, kdy jeden byl oznaCen piiznakem ,probably false positive®, jeden
pfiznakem ,,already known fusion* a dva se jiz dfive nachazely v odlisnych databazich,
kde byly oznaceny jako ,,cancer.

4.4 \zorek SKBR3

Na Obrazku 4.4 jsou zluté vyznacené ovéfené fuzni geny, kterych se ve vzorku
SKBR3 nachazelo celkem 12 a z nichz bylo nalezeno celkem 10 fuznich genti (z tohoto
poctu jich 8 nalezl nastroj Arriba a pouhé 3 nastroj FusionCatcher, n¢které fuzni geny
meély rozdilné body zlomu, neni tedy mozné vysledky obou nastroju scitat). Z ¢ehoz
vyplyva, ze 2 ovétené fuzni geny nebyly nalezeny ani jednim nastrojem.

Detector breakpoint1 | breakpoint2 fusion breakpoints by tool ing reads split_reads1|split_reads2

Arriba:TATDN1--GSDMB ; Arriba: 8:124539025 -- 17:39909924 ; Arriba: 149 ;
Arriba + FusionCatcher |8:124539025 [17:39909924 |FusionCatcher:TATDN1--GSDMB FusionCatcher: 8:124539025 -- 17:39909924 |FusionCatcher: 144 Arriba: 2 Arriba: 170

Arriba:TATDN1--GSDMB ; Arriba: 8:124539025 -- 17:39906271 ; Arriba: 13 ;
Arriba + FusionCatcher |8:124539025 |17:39906271 |FusionCatcher:TATDN1--GSDMB FusionCatcher: 8:124539025 -- 17:39906271 |FusionCatcher: 144 Arriba: 1 Arriba: 30

Arriba:TATDN1--GSDMB ; Arriba: 8:124539025 -- 17:39905985 ; Arriba: 11 ;
Arriba + FusionCatcher |8:124539025 |17:39905985 |FusionCatcher:TATDN1--GSDMB FusionCatcher: 8:124539025 -- 17:39905985 |FusionCatcher: 144 Arriba: 5 Arriba: 53
FusionCatcher 6:73492688 |17:39715286 |FusionCatcher:EEF1A1--ERBB2 FusionCatcher: 6:73492688 -- 17:39715286 |FusionCatcher: 4
FusionCatcher 10:73377445 |12:52898899 |FusionCatcher:ANXA7--KRT8 FusionCatcher: 10:73377445 -- 12:52898899 |FusionCatcher: 2
FusionCatcher 8:12453892817:39909924 |FusionCatcher:TATDN1--GSDMB FusionCatcher: 8:124538928 -- 17:39909924 |FusionCatcher: 144
Arriba 17:78782202 |8:116756019 |Arriba:CYTH1--EIF3H Arriba: 17:78782202 -- 8:116756019 Arriba: 46 Arriba: 8 Arriba: 5
FusionCatcher 17:39730263 |17:39742252 |FusionCatcher:ERBB2--GRB7 FusionCatcher: 17:39730263 -- 17:39742252 |FusionCatcher: 33
Arriba 8:12453892817:39905985 |Arriba:TATDN1--GSDMB Arriba: 8:124538928 -- 17:39905985 Arriba: 32 Arriba: 3 |Arriba: 3
Arriba 20:49072453 | 20:49340320 |Arriba:CSE1L--AL035685.1 Arriba: 20:49072453 -- 20:49340320 Arriba: 24 Arriba: 7 Arriba: 7
Arriba 8:124539025 [17:39909042 |Arriba:TATDN1--GSDMB Arriba: 8:124539025 -- 17:39909042 Arriba: 20 Arriba: 0 Arriba: 1
Arriba 17:78782202|8:116726172 |Arriba:CYTH1--EIF3H Arriba: 17:78782202 -- 8:116726172 Arriba: 20 Arriba: 0 |Arriba: 1

Obrazek 4.4: Ukazka porovnani vysledkti vzorku SKBR3

Ve vysledcich je uvedeno dalSich 19 nenalezenych fazi, 12 z nich identifikoval
nastroj Arriba opét s pfiznakem ,,high* v hodnoceni confidence score, a pouze 7 néstroj
FusionCatcher, z nichz byly dva oznaCeny ptiznakem ,,probably false positive®, dva
pfiznakem ,,already known fusion®, jeden ptfiznakem ,,probably novel fusion* a zbyvajici
dva se jiz diive nachazely v odliSnych databazich, kde byly oznaceny jako ,,oncogene.
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5 Diskuse

Provedend bioinformatickd RNA-seq analyza méla za ukol nejen v praxi ovéfit
informace ziskané piedchozi resersi, ale také potvrdit best practices zjisténé z konzultace

na UHKT, tedy Ze nastroj Arriba produkuje spolehlivéjsi vystupni data pied nastrojem
FusionCatcher, ktery udava velké mnozstvi falesné pozitivnich nalezi.

Vetejné dostupné vzorky sekvenacnich dat, které obsahovaly i klinicky potvrzené
fuzni geny byly pouzity jako vstup pro nastroje Arriba a FusionCatcher, které
automaticky provedly zarovnani k referenci, detekci a selekci moznych fiznich
kandidata.

Vystupni data z obou néstroji byla nasledné jesté softwarové porovnana. Zjistovala
jsem, zda byly vybrané fizni geny nalezeny ob&ma nastroji. Z celkového mnoZstvi
54 ovétenych fuznich genid jich bylo nalezeno celkem 39, celkem 15 jich zlstalo
nenalezeno. V grafu na Obrazku 5.1 je vyjadiena procentualni Gspé$nost naleza.

28%

72%
Nalezeno FG Nenalezeno FG

Obrazek 5.1: Uspé&snost nalezu ovéfenych fiiznich genti [autor prace]

Z celkového poctu 39 objevenych fuznich genii ze seznamu jich celkem 35 objevil
nastroj Arriba. FusionCatcher méd v tomto ohledu o mnoho hor$i Uspesnost nalezli
a to pouhych 12. Nékteré fuzni geny byly identifikovany ob&ma nastroji, proto jejich
soucet neodpovida celkovému poctu nalezenych fiznich genil ze seznamu.

Vystupni data ov§em neobsahovala pouze vybrané fizni geny, ale také dalsi varianty,
kdy se muze jednat o zatim nenalezené fuzni geny. U téchto variant neni mozné
jednoznaéné urcit, zda se jedna o relevantni nalez, protoZe kazdy gen je jinak exprimovan
(ma jiny pocet ¢teni), proto relevantni fiize u malo exprimovanych genti miize mit jenom
jeden spanning read a budeme o relevanci uvazovat a u jiného genu nam jich nestaci ani
200. V ptipade, ze je hodnota poméru souctu spanning reads a split reads vici aplikované
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coverage vyssi nez 0,1, pak se d4 o relevanci uvazovat, ale neni to striktni pravidlo.
Je dulezité mit s vystupnimi daty ptredchozi zkusenost, protoze spousta fuzi se odfiltruje
na zéklad¢ zkuSenosti.

V kazdém ptipad¢ je nutné dalsi zkoumani. To mlze byt provedeno bud’ na dalSim
nastroji (napi. CICERO) nebo ptipadné laboratorni metodou pro potvrzeni piitomnosti
daného readu. Nastroj Arriba tento pocCet spanning a split readli zapocitava
do tzv. confidence scoring. Néstroj FusionCatcher obsahuje knihovnu riznych databazi,
dle kterych je mozné kandidaty na fizni gen ptred vybrat. V ptipad¢€, ze nalez obsahuje
maly pocet dikazl, je mozné se na n¢j zaméfit a pritomnost potvrdit jinym zptisobem,
napt. laboratorné. Dale je potieba Ve spolupraci s oSetfujicim Iékaiem provést anotaci,
tzn. zjistit z védeckych publikaci, zda byla prokazana pfitomnost dané varianty genu u
onkologickych pacientt.

Z celkového poctu 75 nalezenych fuznich genti mimo seznam, jich vétsinu, celkem
58 objevila Arriba. Vsechny tyto nalezy byly hodnoceny ptiznakem high confidence
score, coz znaci potencionalni relevantni nalez fuze. Z celkového poctu jich 18 nalezl
pfistroj FusionCatcher, coZ znaci, Ze stejny gen byl obéma pfistroji identifikovan pouze
V jednom ptipad¢ a jednalo se o fizni gen TBC1D31--ZNF704 ze vzorku SKBR3.

Nastroj FusionCatcher nalezl ve vzorcich BT474 a SKBR3 pokazdé fuzni gen
EEF1A1--ERBB2 s oznacenim ,,oncogene®, zatimco Arriba tento nalez neidentifikovala.

Dale pak FusionCatcher ve vzorcich BT474 a KPL4 pokazdé oznacil fuzni gen
NPEPPS--TBC1D3 jako fale$n¢ pozitivni nélez.

Po provedeni celé bioinformatické analyzy se mi potvrdila best practices pouzivana
na UHKT, tedy Ze néstroj Arriba je v tomto ohledu spolehlivéjsi. FusionCatcher v mnoha
pfipadech nenalezl ani pfitomné ovéfené fuzni geny ze seznamu, ani nalezy fale$né
pozitivnich genti nebyly tak pocetné. Nastroj Arriba ma tedy v piipadé provedeni této
bioinformatické analyzy vyS$si senzitivitu neZ néstroj FusionCatcher, at’ uz pfi zjiSténi
ovétenych fuznich genti nebo pfi nalezech fuznich genti mimo seznam.

V préci se skryva potencidl pro dalsi sméfovani at’ uz bakalarskych ¢i diplomovych
praci. Poskytuje solidni zédklad pro vyzkum v oblasti sekvena¢nich technologii
¢1 zdokonalovani néstroji a metod analyzy zejména v tercidlni analyze sekvencnich dat.
Navazujici prace by také mohly byt zaméfeny na rozvoj metod pro zpfesiiovani tercialni
analyzy RNA-seq dat nebo implementaci a rozvoj technologii pro automatizaci
bioinformatickych procest.
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6 Zavér

Béhem druhé poloviny 20. stoleti byly vyvinuty prvni metody sekvenovani, které
pomohly rozvoji molekularni biologie. Sekvenovani DNA a RNA hraje dulezitou roli
nejen v jejich studiu, ale pifedevs§im v klinickém prostiedi, kde mtze Iékafim pomoci
surcenim vhodného Ilécebného postupu. Tato prace méla za cil priblizit vyvoj
sekvenacnich metod a postup bioinformatické analyzy, pti které je mozné pouzit nékolik
softwarovych nastrojii. Rovnéz méla za tkol vysvétlit rozdily mezi WGS, WES
a RNA-seq aplikacemi a objasnit best practices pro praci s RNA-seq daty. VSechna
ziskana fakta a postupy jsem nasledn¢ aplikovala provedenim vlastni bioinformatické
analyzy a vystupni data interpretovala z pohledu bioinformatika a tim byly vSechny cile
naplnény.

V soucasné dobé se metody sekvenovani neustale vyvijeji, a 1 diky rozvoji vypocetni
techniky, ktera je schopna zpracovat nejen stale vEétsi objem dat, ale pracovat 1 s veétsi
piesnosti, bude v budoucnu role bioinformatika pii stanoveni diagndézy nebo navrhu

vvvvvv

vybéru nastroje k provedeni bioinformatické analyzy, aby praci bioinformatika a 1ékare

nezatézoval, ale naopak ji ulehcil.
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