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ABSTRAKT

Detekce CNV v datech z celoexomového sekvenovani pacientii s neurogenetickym
onemocnénim

Prestoze je variabilita poctu kopii segmenti DNA (Copy number variation, CNV)
genetickou pficinou vzniku mnoha neurogenetickych onemocnéni, jeji nasledné
detekovani z dat masivné paralelniho sekvenovani ziistavé slozitou vyzvou. Cilem této
prace bylo implementovat a otestovat metodiku pro detekci CNV v datech
z celoexomového sekvenovani. Pro feseni prace byl zvolen pfistup dle doporuceni GATK
v kombinaci s cloudovou aplikaci Terra App. Otestovani bylo provedeno na skupiné
pacient s dédicnou hluchotou. Analyzou dat byly nalezeny CNV varianty, které by
mohly pomoci vysvétlit pfi¢inu onemocnéni vySetiovanych jedinct.

Kli¢ova slova

NGS, CNV, WES, neurogenetickd onemocnéni



ABSTRACT

The detection of CNV in Whole-exome sequencing data of patients with
neurogenetic disease

Although copy number variation (CNV) is a genetic cause of many neurogenetic
diseases, its subsequent detection from massively parallel sequencing data remains a
complex challenge. The aim of this work was to implement and test a methodology for
the detection of CNV in data from whole exome sequencing. For the solution was chosen
the approach according to the GATK recommendations in combination with the Terra
App cloud application. Testing was performed on a group of patients with hereditary
deafness. Analysis of the data revealed CNV variants that could help explain the cause of
the disease in the subjects.

Keywords
NGS, CNV, WES, neurogenetic disorders
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Seznam zKratek

Zkratka Vyznam

AD Autosomaln¢ dominantni

AR Autosomalné recesivni
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BED Browser extensible data
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1 Uvod

Zmény v DNA se vyskytuji v rdmci celé populace, je tedy dalezité zabyvat se jejich
sledovanim. Diky témto zménadm lze objasnit pfi¢iny ¢i ptivod vzniku zdvaznych
onemocnéni. S rozvojem technologii a novych metod molekularni genetiky vyuZzivanych
pro analyzu nukleovych kyselin, pfiSly i nové poznatky ohledn¢ strukturni variability
lidské DNA, konkrétnéji jde o variabilitu poctu kopii segmentii DNA (Copy number
variation, CNV).

CNV je vramci genomu ¢astym a obvyklym jevem a udéva se, ze miize mit na
svédomi pfiblizn€ 12 % variability lidského genomu, coZz zdiraziiuje jeho vyznam

v genetické rozmanitosti a evoluci. [1]

Tato prace se zabyva otestovinim metodiky pro detekci CNV v datech
z celoexomového sekvenovani a jejim ndslednym aplikovdnim na datech pacientt

s neurogenetickym onemocnénim.

1.1 Struktura genu

Gen je zékladni funkéni a fyzickou jednotkou dédicnosti piechazejici z rodic¢i na
potomky. Geny jsou ¢asti DNA uspofadany jeden po druhém na strukturach nazyvanych
chromozomy. VétSina genll obsahuje informace pro vyrobu specifického proteinu. Lidé
maji na chromozomech uspotadanych ptiblizn€ 20 000 geni. [2]

Exony jsou useky DNA, které nesou kodujici informaci genu. Introny jsou useky
nekodujicich sekvenci oddélujici jednotlivé exony (Obr. 1.1). Introny i exony maji velmi
proménlivou délku i pocet, avSak zpravidla jsou introny mnohem del$i nez exony. [3]

Intron

Gene

Obrazek 1.1: Struktura genu. Zdroj: [4]
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1.2 Geneticky kéd

Prostfednictvim ¢tyf bazi (A — adenin, G — guanin, C — cytosin, U — uracil)
obsazenych v nukleovych kyselindich se aminokyseliny koduji (Obr. 1.2) a tfadi do
polypeptidického fetézce. Trojice sousednich nukleotidii vzdy rozhoduje o zatazeni
konkrétni aminokyseliny. Tato trojice se obecné nazyva triplet.

Pomoci 61 tripletd je mozné kodovat 20 aminokyselin, z ¢ehoz plyne degenerace
(redundance) genetického kodu. Znamena to, ze jednu aminokyselinu lze kodovat vice
triplety. [5]

| Ju C A G
U UUU Phe | UCU  Ser UAU Tyr | UGU Cys
UUC Phe | UCC Ser UAC Tyr | UGC Cys
UUA Leu | UCA Ser UAA stop | UGA  stop
UUG Leu | UCG Ser UAG stop | UGG Trp
C CUU Leu | CCU Pro | CAU His CGU Arg
CUC Leu | CCC Pro | CAC His CGC Arg
CUA Leu | CCA Pro | CAA GlIn CGA Arg
CUG Leu | CCG Pro | CAG Gln | CGG Arg

A AUU 1le ACU Thr | AAU Asn | AGU Ser
AUC 1le ACC Thr | AAC Asn | AGC Ser
AUA 1le ACA Thr | AAA Lys AGA Arg
AUG Met | ACG Thr | AAG Lys AGG Arg
G GUU  Val GCU Ala | GAU Asp | GGU Gly
GUC Val GCC Ala | GAC Asp | GGC Gly
GUA  Val GCA Ala | GAA Glu | GGA Gly
GUG Val GCG Ala | GAG Glu | GGG Gly

Obrazek 1.2: Geneticky kod a kodovani aminokyselin. Zdroj: [6]

1.3 Variabilita DNA

V celém genomu dochazi ke zménam na tGrovni sekvence DNA, 1ze je rozd¢lit do
nékolika kategorii. Jednou jsou zmény, pfi kterych se pocet nukleotidli nezméni (t;.
neovliviiuji obsah DNA). Relativné ¢asto je zde napiiklad jeden nukleotid nahrazen jinym
nukleotidem. Tyto typy zmén mohou byt bez fenotypového projevu, nemusi mit skodlivy
vliv — synonymni varianty, nebo naopak mohou mit Skodlivy vliv a zplisobovat
onemocnéni — missense varianty.[7]

V dalsi kategorii DNA zmén dochdzi ke zméné poctu kopii segmentlt DNA, ktera se
pohybuje v rozmezi od 100 nukleotidi az po velké zdmény, pokryvajici 1 celé geny.
O tom, jestli jsou Skodlivé, rozhoduje nékolik faktorti (umisténi, rozsah atd.). V nékterych

ptipadech mohou vést k vyvojovym syndromiim a vyjimecné ke spontdnnimu potratu. [7]

11



Celkové zahrnuji nejcastejsi zmény DNA pouze jediny nebo velmi maly pocet
nukleotidii. Takové zmény, pokud lezi mimo kodujici oblast genu ¢asto nemaji zadny
efekt na fenotyp a v takovém pfipad¢ jsou povazovany za neutralni mutace. Stava se tak
proto, ze DNA toleruje malé zmény v sekvenci bez zjevného G¢inku. Naopak zména i
jediného nukleotidu uvnitf kdédujici oblasti genu mize mit vézny dopad na

organismus. [7] [8]

1.4 Geneticka variabilita jako pri¢ina onemocnéni

Nové mutace se rozd€luji do dvou variant podle mista vzniku — v zarode¢né burice
(germline) nebo somatické (somatic). Zarodecné mutace mohou zplsobit dédi¢né
onemocnénti, jelikoz je u nich mozné pienaSeni do dalSich generaci. Somatické mutace se
na potomstvo neptenaseji. Pfi vzniku v jedné buiice ¢asto nemaji Zadny negativni vliv na
organismus diky kontinudlnimu nahrazovani bun¢k. Obcas ale mohou vést k nddorovému

bujeni, které vede k ohrozeni zivota. [3]

1.5 Monogenné podminéna onemocnéni

Monogenné dédéna onemocnéni vznikaji mutaci pouze v jediném genu a vykazuji

charakteristické vzorce dédicnosti. [9]

muz

postizeny muz O ——— D

planovany snatek

Zena

pribuzensky snatek

zena pienasecka (GR)
postizena zena

dizygotni dvojcata

amrti

nespecifikované pohlavi plodu &

potrat monozygotni
dvojcata

® - OAFO
I

rozvod

D_ RODOVA CARA
I ‘/
SOUROZENECKA CARA
n

Obrazek 1.3: Vybrané symboly pouzivané pfi sestavovani
rodokmenu. Zdroj: [5]
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1.5.1 Autosomalné recesivni (AR) onemocnéni

Vyskytuje se stejné Casto u muzl i zen. Postizenym byva potomek zdravych rodict.
V pfipadé vzacnych AR onemocnéni jde obvykle o pfibuzensky siatek rodict
postizeného. U jeho sourozencii je riziko onemocnéni 25 %. U potomkl postizeného
probanda zalezi riziko na cetnosti choroby v populaci (malé riziko u vzacnych
onemocnénich). Za typické AR onemocnéni se povazuje cystickd fibréza (porucha
¢innosti zldz s vnéjsi sekreci), fenylketonurie (porucha metabolismu aminokyseliny
fenylalaninu), srpkovitd anémie (porucha struktury hemoglobinu) a dalsi. [5] [10]

- O - O ,

-
‘o
-

‘“

mo
3 4

Obrazek 1.4: Autosomalné recesivni dédi¢nost. Zdroj: [5]

1.5.2 Autosomalné dominantni (AD) onemocnéni

Pravdépodobnost vyskytu je stejnd u obou pohlavi. Typické pro onemocnéni je, ze
se projevuje vétSinou v kazdé generaci. Pro déti postizeného jedince plati riziko 50 % pfi
snatku se zdravym partnerem a pro déti zdravého jedince je riziko onemocnéni nulové.
Typickymi AD chorobami jsou polydaktylie (typ viceprstosti), Huntingtonova chorea
(neurodegenerativni onemocnéni), polycysticka choroba ledvin (nejcastéjsi AD

? g
3 hd

onemocnéni). [5] [10]

I < > ,
]

to

1

Obrazek 1.5: Autosomalné dominantni dédicnost. Zdroj: [5]
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1.5.3 Gonosomalné recesivni (GR) onemocnéni

Postizeni byvaji témé&f pouze muzi. Zeny jsou zdravé pienadecky a onemocnéni se
u nich projevuje malokdy. GR choroby se Casto projevuji ,,ob generaci®. To znamena, ze
vSechny dcery postizeného muze jsou zdravé prenaseCky a jeho synové jsou vSichni
zdravi. U zdravych prenasecek je potom riziko postizeni u syna 50 %. Charakteristickymi
GR chorobami jsou daltonismus (barvoslepost), hemofilie A, hemofilie B (dédi¢na
krvécivost), Duchennova muskularni dystrofie (porucha funkce svalli). [5] [10]

Na obrazcich (Obr. 1.6 a Obr. 1.7) jsou priklady dvou rozdilnych vyskytt
gonosomalné recesivniho onemocnéni v rodokmenu.

- Hom

Obrazek 1.6: Gonosomalné recesivni dédi¢nost. Zena II/3 - pfenasecka.
Zdroj: [5]

- O - O J
~ "

i

! 2 3 4

Obrazek 1.7: Gonosomalné recesivni dédi¢nost. Zena I/1 - pfenasecka.
Zdroj: [5]
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1.5.4 Gonosomalné dominantni (GD) onemocnéni

Riziko postizeni je pro Zeny dvojnasobné nez pro muze. Dcery postizeného muZze
jsou také vSechny postizeny, naopak synové jsou vSichni zdravi. V piipad¢€ postizené zeny
je riziko postizeni pro jeji déti 50 % bez ohledu na pohlavi. Piiklad typické GD choroby
je D-vitamin rezistentni rachitis (kfivice — postizeni kostry). [5] [10]

Obrazky (Obr. 1.8 a Obr. 1.9) vyobrazuji dva odlisné rodokmeny s piitomnosti
gonosomalné dominantniho onemocnéni.

@ O
/ ’ 3 K

1]

Obrazek 1.8: Gonosomaln¢ dominantni dédi¢nost. Zdroj: [5]

/ 2 3 4

/|
on
3 4

! 2

Obrazek 1.9: Gonosomaln¢ dominantni dédi¢nost. Zdroj: [5]

1.5.5 De novo varianta

De novo varianty se 1i8i od zdédénych tim, ze ani jeden z rodi¢ii postizeného jedince
neni nositelem varianty. De novo varianty vznikaji v zarodecné buiice jednoho z rodict

nebo vyjimecné ve vyvijejicim se embryu. [11] Klinicky jsou de novo varianty zajimavé,
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protoze kdyz se potvrdi de novo varianta u jedince, tak je velice mala pravdépodobnost,
ze se vyskytne totozna varianta u dalSiho potomka stejnych rodica.

1.6 DNA varianty a polymorfismy

Pfi mutacich vznikaji alternativni formy DNA, které jsou obecné znamy jako DNA
varianty (DNA variants). AvSak pokud je v populaci bézny vyskyt vétsi nez 1 %, je
varianta popséana jako polymorfismus. Hodnota 1 % plvodné byla navrzena proto, aby
vylucovala opakujici se mutaci. Zbylé varianty jsou Casto popisovany jako vzacné
varianty (rare variants). [7]

1.6.1 Jednonukleotidové polymorfismy (SNPs)

Jako SNP (Single nucleotide polymorphism) se oznacuje nejmensi mozna geneticka
zména, vztahujici se k jednomu nukleotidu. Lépe teceno, kdyz je jeden nukleotid
nahrazen jakymkoliv jinym nukleotidem a ziroven se tato varianta vyskytuje
ve vyznamné Casti populace (Cetnost vyssi nez 1 %), jedna se o SNP. VétSina takovych
zamén je neutralni, jelikoz lezi mimo kddujici sekvence. Diky degeneraci genetického
kodu jsou zpravidla bez vlivu i ty lezici uvniti exonti. Odhaduje se, ze v lidském genomu
se SNP priimérné nachézi jednou za 1000 nukleotida. [10]

Pokud je Cetnost vyskytu téchto variant v populaci naopak mensi nez 1 %, jsou
kvalifikovany jako SNV (Single nucleotide variants).

1.6.2 Inserce delece, variabilita po¢tu kopii segmentii DNA (CNV)

Variabilitu po¢tu kopii (CNV) lze formulovat jako typ strukturni variability
zahrnujici zmény v poctu kopii specifickych tsekti genomu, ty mohou byt bud’ deletovany
nebo duplikovany. Tyto duplikace a delece zahrnuji pomérné velké tseky DNA, které se
ale mohou lisit co do prevalence, tak i1 velikostné. Variabilita v poctu kopii usekiit DNA
muze byt zdédéna, ale vyjimkou nejsou ani CNV vznikajici de novo. [12] [13] Jako indel
(zkr. pro inserce delece) se nazyvaji kratké useky DNA (obvykle mensi nez 50
nukleotidll), které byly insertovany nebo deletovany. Tato prace se zaméfuje pouze na
detekci variability poc¢tu kopii (CNV), jelikoZ pro detekci indelt se pouzivaji zcela
odli$né postupy.

1.7 Mechanismy vzniku CNV

Dva hlavni mechanismy: NAHR a NHEJ, jsou pfi¢inou zmén v uspotadani lidského

vvvvvvvv
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1.7.1 Nealelicka homologni rekombinace (NAHR)

Nealelickd homologni rekombinace (Nonallelic homologous recombination, NAHR)
je zplusobena zarovnidnim a néslednym crossing-overem mezi dvéma nealelickymi
sekvencemi DNA (Obr. 1.10), které maji vysokou vzajemnou sekvencni podobnost. [14]
Pomoci NAHR vznikaji pfevazn¢ chromozomové zmény se shodnou délkou a zlomy na
soustfedénych mistech chromozomu. Naopak jinymi mechanismy vznikaji Castéji zmény
s proménlivou délkou a ndhodnymi zlomy na chromozomu. [15] NAHR je povazovan za

hlavni mechanismus vzniku patogennich CNV vyskytujici se v meoticky i mitoticky
délicich se bunkéach. [16]

Mechanismem NAHR byva nejcastéji postizen gen PMP22, u kterého dochézi
k duplikaci na jednom a deleci na druhém chromozomu. Projevem potom byva dédi¢na
neuropatie. [17]

(A)

A C
A B C D
— ) ————
D B
Inversion
(B)
i B 5 A B C B C D
— — ' , '_ I
— Duplication
W —
AT € D A D
= — _ —
Deletion
(C)
& D i-[)_
-wxr- Deletion
A= 8
—_—
-
Loss

Obrazek 1.10: Nealelickd homologni rekombinace (NAHR). Vysledky této rekombinace mohou
generovat: (A) Inverzi, kterd se povazuje za neutralni strukturalni variantu vzhledem
k variabilité poctu kopii segmentit DNA. (B) Duplikaci na jednom chromozomu, zatimco se
kopie odstrani z druhého. (C) Deleci a prstencovity isek DNA, ktery bude ztracen
v nasledujicim bunécném deleni. Zdroj: [18]
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1.7.2 Spojovani nehomologickych koncii Fetézcii DNA (NHEJ)

Mechanismus zaloZzeny na spojovani nehomologickych konci DNA fetézct
(Nonhomologous end joining, NHEJ) je jednim ze dvou hlavnich mechanismi
pouzivanych eukaryotickymi butikami k opravé dvouietézcovych zlomt (Double-strand
DNA break, DSB) a byl popséan v organismech od bakterii po savce. [19] [20] DSB v téle
vznikaji plisobenim napf. ionizujiciho zafeni nebo reaktivnich forem kysliku. [21] NHEJ
(Obr. 1.11) je rovnéZz momentalné povazovan za zdkladni mechanismus spojujici

translokované chromozomy u rakoviny. [22]

NHEJ
DSB

1. Detection of DSB

2. Molecular bridging of
the broken DNA ends

3. Modification of the
ends to make them
compatible and ligatable

4. The final ligation

Obrazek 1.11: Spojovani nehomologickych konci fetézcti DNA (NHEJ) se sklada ze ctyt
krokda: 1. detekce DSB, 2. molekularni pfemosténi obou zlomenych koncti DNA, 3. modifikace
konct tak, aby byly kompatibilni a ligovatelné, 4. konecna ligace. [20] Tento proces definuje
dvé vyznamné vlastnosti NHEJ. Zaprvé, pro NHEJ nejsou vyzadovany DNA segmenty
s vysokou sekven¢ni podobnosti. Zadruhé, NHEJ zanechava ,,informacni jizvu® v miste
opétovného spojeni v podobé¢ ptidani nebo odebrani n¢kolika nukleotidi. [23] Zdroj: [24]

1.7.3 DalSi mechanismy vzniku CNV

Za dalsi dulezité, ale dosud nedostateéné prostudované principy vzniku lidskych
genomickych zmén jsou povazovany mechanismy na bézi replikace — blokovani
replikacni vidlice a zména templatového vlakna (Fork stalling and template switching,
FoSTeS) a replikace vyvoland zlomy mikrohomologickych segmenti DNA
(microhomology-mediated break induced replication, MMBIR). [25] Genomické zmény
zpusobené FoSTeS (Obr. 1.12) nebo MMBIR (Obr. 1.13) mohou vést ke zdvojeni ¢i
trojnasobeni jednotlivého genu nebo dokonce ke zméné v uspotadani jednotlivych exont,
coz naznacuje dulezitou roli pii vyvoji genu i celého genomu. [26]
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Obrazek 1.12: Mechanismus FoSTeS. Obrazek 1.13: Mechanismus MMBIR. Pii

V replikacni vidlici dojde ke zlomu fetézce replikaci se pfechdzi do jinych pozic genomu,
a jeho uvolnéni. Uvolnény fetézec se poté dokud nedojde k navratu na pivodni vlakno
zacleni do jiné replikacni vidlice. Tato chromozomu. Vysledny produkt obsahuje

zmeéna fetézce se mize neékolikrat useky z jinych regionti genomu. Zdroj: [26]

opakovat, dokud nedojde zase k replikaci
na puvodni vidlici. Zdroj: [25]

1.8 Masivné paralelni sekvenovani (MPS)

Sekvenovat lidsky genom pomoci ptivodnich sekvenaénich metod by bylo, kviili jeho
obrovské velikosti, velice ndkladné a ¢asové narocné. Aby bylo toto omezeni prekonano
byly vyvinuty sekvenacni metody nové generace (Next generation sequencing, NGS),
které umoznuji rychlé sekvenovani velkych segmentli nukleovych kyselin i celych
genomtl. [27]

Masivn¢ paralelni sekvenovani (Massive parallel sequencing, MPS) vyuZziva
technologie, které jsou schopny paraleln¢ zpracovavat vice sekvenci DNA najednou,
¢imz ziskavame veliké mnozstvi dat v relativné kratkém casovém useku. [27] Nové
platformy jsou schopny vygenerovat az 120 Gb dat za 27 hodin, coz umoziiuje
osekvenovat cely genom béhem 24 hodin. [28]
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Princip, kterym se takto velky objem dat generuje, je vesmés velice podobny.
Fragmentovand DNA se sekvenuje dvakrat (jednou v opaéném sméru) po kratkych
usecich o délce priblizné 150 bazi. Jednotlivé piectené fragmenty jsou poté fazeny za
sebe a zarovnavany s referenénim genomem. Diky sekvenaci v obou smérech je metoda
presnéjsi v detekovani inzerci a deleci. Naopak nevyhodou je jeji vétsi chybovost. [28]

1.8.1 Platforma Illumina

Platforma Illumina [29] je momentalné nejrozsitenéjsSim MPS systémem, ktery byl
uveden na trh v roce 2006 firmou Solexa, pozdéji byl odkoupen spole¢nosti Illumina.
Princip metody sekvenovani vyuzivany platformou Illumina je zalozen na sekvenaci
syntézou. [30]
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Cile prace

Implementovat bioinformatické postupy (workflows) pro detekci CNV dle
doporuceni GATK
Vytvoftit zakladni CNV modely v ,,cohort” rezimu
o Testovaci model z WES dat alesponi 10 pacienti
o Finéalni model z WES dat alesponi 40 pacientl
Otestovat oba modely a porovnat jejich vysledky na skupiné alespoil 10 pacientt

s dédi¢nou hluchotou
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3 Metody

3.1 Datové formaty

Pro nasledné zpracovani dat, ziskanych ze sekvenatorl, je dilezité zvolit jejich
spravnou podobu. MéI by ji totiz rozumét jak pocitac, tak i expert, ktery vyhodnocuje
vysledek.

V kazd¢ ¢asti analyzy se pouziva jiny vhodny datovy format. Pro zpracovani genomu
pocitacem a porovnavani s referencni sekvenci je vyuzivana podoba dat, kterd je 1épe
zpracovatelna pocitacem (formaty FASTQ a BAM). Naopak pfi reprezentaci vysledku je
potfeba mit data ve formatu ¢itelnéj$im pro ¢loveéka (VCF).

3.1.1 FASTQ

Soubory ve formatu FASTQ jsou standardem pro vystup ze sekvenatori. Obvykle se
pracuje se dvéma soubory pro kazdy vzorek. Prvni je pro dopiednou (forward) a druhy
pro zpétnou (revers) sekvenci.

Forméat FASTQ je v dneSni dobé velmi vyuzivany, jelikoz dokaze k informaci
o prectené sekvenci ukladat ¢iselné skore kvality Cteni spojené s kazdym nukleotidem.
Tato ptfidana informace ndm pomaha zjistovat s jakou pravdépodobnosti je ¢teni na
daném useku chybné. [31]

V datovém formatu jsou definovany Ctyii typy tadka (Obr. 3.1). Nejprve fadek
zaCinajici znakem ,,@", jenz Casto obsahuje pouze identifikdtor zdznamu. Muze ale
i zahrnovat libovolné komentare, anotace ¢i délku sekvence. Druhym typem tadku je
prectend sekvence. Zatteti, zaCina sekce znakem ,,+*, ktery znaci ukonceni sekvencnich
radkl. Vétsinou se sestava pouze z tohoto jednoho znaku, ¢imz se vyznamné zmensSuje
velikost souboru, ale mtize obsahovat alternativni identifikatory. Posledni typ musi byt
stejné dlouhy jako sekvence a vyjadiuje skére kvality éteni kazdého nukleotidu. Ciselné
hodnoty jsou zde kviili kompaktnosti a vétsi prehlednosti dale kodovany pouze jednim
znakem. [31]

@SRR014849.1 EIXKN4201CFU84 length=93
GGGGGGGGGGGGGGGGCTTTTTTTGTTTGGAACCGAAAGG
GTTTTGAATTTCAAACCCTTTTCGGTTTCCAACCTTCCAA

AGCAATGCCAATA

+

3+ n7REQ7 o ,C? ,B;?GB; ‘EA1EA
1EA5’9B: 7 : #9EAODQ2EAS’ : >57:7A; A8A; 79B; D@
/=<7T7=9<2A8==

Obrazek 3.1: Priklad datového formatu FASTQ. Zdroj: [31]
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3.1.2 SAM/BAM - Sequence alignment map / Binary alignment map

Soubory forméatu SAM obsahuji prectenou sekvenci zarovnanou s referencni
sekvenci. BAM soubory jsou v praxi vice vyuzivané, protoze jsou témeét totozné jako
soubory SAM, ale na rozdil od nich jsou komprimované a indexované. Diky tomu jsou
soubory mensi a nezabiraji tolik mista v paméti pocitace. Indexovani v praxi znamena to,
ze je soubor rozélenény do mensich blokl. Poté je vytvoren indexovy soubor, ktery
odkazuje na kazdy blok ve velkém souboru. Kvili tomu je ale zpracovani BAM soubort
pomalejsi. [32]

Kazdy soubor se sklada ze dvou casti, a to hlavicky a zarovnani sekvence na
referenci (Obr. 3.2). Radky v hlaviéce zadinaji znakem ,,@“ a obsahuji informace
o formatu/verzi souboru, referen¢ni sekvenci (ndzev, délka atd.), identifikaci vzorku (ID
pacienta, sekvenacni platforma) a pouzitém algoritmu (parametry). Sekce zarovnani
sekvence, pak obsahuje nejméné¢ 11 oddill véetné prectené¢ sekvence, zarovnani na
referencni sekvenci, kvality ¢teni a fetézce CIGAR (Compact idiosyncratic gapped
alignment report). CIGAR popisuje operace, které¢ algoritmus provedl a definuje tii
oznaceni: (M) kolik nukleotidi bylo stejnych s referenci, (D) — kolik nukleotidii bylo
oproti referenci deletovano nebo (I) insertovano. [32]

HD VN:1.3 SO:coordinate

SQ SN:ref LN:45

@5Q SN:ref2 LN:40

reel 163 ref 7 30 8M4I4M1D3M 37 39 TTAGATAAAGAGGATACTG = XX:B:S5,12561,2,20,112
ree2 2] ref 9 30 1D2I6M1D1I1D1I4M2I = 2] 0 AAAAGATAAGGGATAAA *

rees 2] ref 9 30 5SD6M * <] 0 AGCTAA =

roe4 (] ref 16 30 6M14D1I5M * 0] 2] ATAGCTCTCAGC .

rees 16 ref 29 30 6I5M * c] 0] TAGGC *

reel 83 ref 37 30 9M 7 -39 CAGCGCCAT *

D B ®

Obrazek 3.2: Piiklad datového formatu SAM/BAM. Zdroj: [32]

3.1.3 VCF - Variant calling file

Soubor formatu VCF byva strukturovan do tabulky a pouzivd se jako vystup
bioinformatické analyzy. Obsahuje 3 casti: meta-informace, hlavicku a tadky, z nichz
kazdy obsahuje informace o dané varianté¢ (Obr. 3.3). Jednd se tak o seznam vSech
nalezenych variant/odchylek od referenéni sekvence. Diky struktuie 1ze pomérné snadno
filtrovat varianty podle udajt v tabulce. [33]

Kazdy tadek v prvni ¢asti (meta-informace) musi zacinat znakem ,##“. Nasledu;ji
informace o verzi VCF, piedeSlém filtrovani, referencni sekvenci atd. Dale je
doporuceno, aby meta-informace obsahovaly udaje o kazdém parametru vyskytujicim
se ve sloupcich FILTER, INFO a FORMAT. Na kazdém fadku by mély byt udaje pouze
o jednom parametru (identifikator, datovy typ a popis). Hlavicka se skladd z nazva
sloupcti, z nichZ prvnich osm musi byt v kazdém souboru:
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1. #CHROM - oznaceni chromozomu z referencni sekvence
POS — pozice varianty na chromozomu

ID — jedine¢ny identifikator, pokud je k dispozici

REF — baze podle zvolené referencni sekvence

ALT - alternativni baze z ptectené sekvence

QUAL - skore kvality precteni baze

A T

FILTER —hodnota ,,PASS* jestlize varianta prosla ptes vSechny filtry, pokud
varianta neprosla n¢jakym filtrem, nastavi se hodnota na jeho nazev
8. INFO — dodate¢né informace o varianté, vS§echny parametry zde pouzité musi

byt definovany v meta-informacich

V dalsich sloupcich mtize format také obsahovat genotypové informace pro kazdy
vzorek. [33]

##fileformat=VCFv4.2

##fileDate=20090805

##source=myImputationProgramV3.1
##reference=file:///seq/references/1000GenomesPilot-NCBI36. fasta
##phasing=partial

##INFO=<ID=NS ,Number=1,Type=Integer,Description="Number of Samples With Data">
##INFO=<ID=DP,Number=1,Type=Integer,Description="Total Depth">
##INFO=<ID=AF ,Number=A,Type=Float ,Description="Allele Frequency">
##INFO=<ID=AA ,Number=1,Type=String,Description="Ancestral Allele">
##INFO=<ID=DB,Number=0,Type=Flag,Description="dbSNP membership, build 129">
##INFO=<ID=H2,Number=0, Type=Flag,Description="HapMap2 membership">
##FILTER=<ID=q10,Description="Quality below 10">
##FILTER=<ID=s50,Description="Less than 50% of samples have data">
##FORMAT=<ID=GT,Number=1,Type=String,Description="Genotype">
##FORMAT=<ID=GQ, Number=1,Type=Integer,Description="Genotype Quality">
##FORMAT=<ID=DP, Number=1,Type=Integer,Description="Read Depth">
##FORMAT=<ID=HQ, Number=2, Type=Integer,Description="Haplotype Quality">

#CHROM POS 1D REF ALT QUAL FILTER INFO FORMAT NA00001
20 14370 rs6054257 G A 29 PASS NS=3;DP=14;AF=0.5;DB;H2 GT:GQ:DP:HQ 0/0:48:1:51,51
20 17330 . T A 3 q10 NS=3;DP=11;AF=0.017 GT:GQ:DP:HQ 010:49:3:58,50
20 1110696 rs6040355 A G,T 67 PASS  NS=2;DP=10;AF=0.333,0.667;AA=T;DB GT:GQ:DP:HQ 112:21:6:23,27
20 1230237 . T . 47 PASS  NS=3;DP=13;AA=T GT:GQ:DP:HQ 010:54:7:56,60
20 1234567 microsatl GTC G,GTCT 50 PASS NS=3;DP=9;AA=G GT:GQ:DP 0/1:35:4

Obrazek 3.3: Priklad datového formatu VCF. Zdroj: [33]

GVCF - Genomic VCF

Zakladni specifikace je totozna jako u VCF. Rozdil je v tom, ze obsahuje informace
o vSech sekvenovanych usecich véetné¢ téch, kde nebyla nalezena varianta. Format
se vyuziva pfi vyvolavani variant u vice vysetfovanych jedinct. [34]

3.1.4 BED - Browser Extensible Data

Format BED je pouzivany ke stanoveni ur¢itych tisekli chromozomu, na kterych ma
probihat analyza. Format je strukturovan do sloupcti (Obr. 3.4), z nichz jsou povinné
minimalné 3:

1. chrom — oznaceni chromozomu
2. chromStart — zacatecni pozice/baze intervalu (baze jsou Cislované od 0)
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3.

chromEnd — kone¢na pozice/baze intervalu (nepocitd se do intervalu)

Dulezité je déavat si pozor na Cislovani bazi. Napiiklad, prvnich 100 bazi

chromozomu se definuje jako: chromStart = 0, chromEnd = 100. Interval bude zahrnovat
baze 0-99. [35]

Obrazek 3.4: Priklad datového formatu BED.
Zdroj: [35]

3.2 Proces zpracovani bioinformatickych dat

VétsSina ndstrojit na bioinformatické zpracovani dat dostupnych v dne$ni dobé

pouziva metodiky zaloZené na stejném principu, a tim je zarovndni prectené sekvence na

sekvenci referenéni (alignment) a nasledné vyvolani variant (variant calling). Pracuje se i

s identickymi datovymi formaty, takze kazdé zpracovani dat zacind ziskdnim dvou

FASTQ soubort ze sekvenatorti a kon¢i vystupnim VCF souborem se seznamem variant.

Cely proces zpracovani bioinformatickych dat je zndzornén na Obr. 3.5.

3.2.1 Zarovnani (Alignment)

1.

Mapovani prectené sekvence na referenéni genom. Reference lidského
genomu ma nékolik verzi. Nej€astéji pouzivané verze maji oznaceni hgl9 a
hg38 (nov¢jsi). Vstupem je dvojice FASTQ soubort a vystupem je BAM
soubor (.bam) a jeho index (.bai) pro kazdy vzorek.

Vyhledavéani a nasledné odstranéni PCR duplikat, pokud se ve vzorku
vyskytuji. Tento krok je volitelny, zalezi na zvolené knihovné.
PCR duplikaty vznikaji pfi sekvenovani jedné nebo vice kopii stejného
useku DNA.

Rekalibrace algoritmem — algoritmus na zéklad¢ piepocitavani skore kvality
cteni detekuje systematické chyby zplsobené sekvencnim piistrojem.
Rekalibra¢nim algoritmem je napiiklad BQSR (Base Quality Scores
Recalibration), ktery je integrovany napiiklad v GATK. [36]
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3.2.2 Vyvolani variant (Variant calling)

1. Kazdy nastroj disponuje svym algoritmem pro vyvolani variant. Algoritmus
se také lisi podle variant, které chceme detekovat. Princip je ale vétSinou
podobny. Vystupem je GVCF soubor pro kazdy vstupni BAM.

2. Spole¢né vyvolani variant pro vSechny spojené GVCF. Spolecnym
vyvolanim se dokazi detekovat i méné Casté varianty ve vzorcich. Vysledkem
je VCF soubor s variantami.

3. Filtrovani variant — tvrdé filtrovani nebo algoritmus (Variant Quality Scores
Recalibration).

4. Vysledny VCF soubor ptipraveny k anotaci dal§imi nastroji.

Spojené VCF pro viechny E]
Nenamapovana DNA 1 l} Soubor pfipraveny k 1 } RIIILL vzor
v analyze - ‘ .
= H : H
1 T 1 T !
H .
[ Mapovini na referenci ] 5 s AT : [ Filtrovint VCF ]
. vzorek po vzorku E 1
+ : : [ Rekalibrace VCF ]
H s .

Namapované tseky : .
1 : : {
. T
l{ Spojeni GVCF

Odstranéni duplikati ]

(
.

H
H VCF soubor pfipraveny
E k analyze m
Joo H:i
H
- 1
H
.
H

Spolelnélvyvolini [ Evaluace VCF ]
‘ variant
Soubor pfipraveny k
l inaﬁi / \.
pojené VCF prov ny @ @
. vzorky ol .
VCF [ Reanalyza J [ Vyhodnoceni ]

Obrazek 3.5: Proces zpracovani bioinformatickych dat. Zdroj: [37]

3.3 Genome analysis toolkit (GATK)

S obrovskym objemem dat generovanym pomoci MPS technologii se zvySily naroky
na nastroje pouzivané k analyze. Neustalé vytvareni ucinnych a robustnich nastrojii by
bylo velmi obtizné i

pro profesiondly v oboru. Proto byla ve spolupraci

s 1000 Genomes Project vytvotena sada néstroji GATK.

GATK je zkratkou pro Genome Analysis Toolkit. Jednd se o sadu ndstroji pro
ptikazovy fadek pouzivanou k analyze dat ze sekvenatorti. Primdrné je sada zaméfena na
zjiStovani variant, ale obsahuje i mnozstvi dalSich nastroji (zpracovani dat z MPS,
filtrovani, vyhodnocovani variant atd.), které je mozné vyuzivat zietézené do uplnych
pracovnich postupti (workflows) nebo 1 jednotlivé. GATK poskytuje komplexni feSeni
postupti nazvané GATK Best Practices, kde lze nalézt konkrétni piipady pouziti. [37]

Vyhodou pouzivani GATK je to, ze 1ze pomérné snadno, rychle a efektivné vytvaret
standardizované postupy zpracovani dat s reprodukovatelnymi vysledky. Pristup dle
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doporuceni GATK si zvolilo a aplikovalo jiz n¢kolik vyznamnych studii (The Cancer
Genome Atlas ¢i gnomAD). [38]

3.4 Detekce zarodeénych CNV pomoci GATK

Princip detekce zarode¢nych CNV se z ¢asti 1isi od principti detekce jinych variant.
Jednotlivé vzorky se porovnéavaji s modelem, ktery se nejprve vytvoii na zdkladé vSech
vstupnich vzorki.

3.4.1 Postup analyzy zarode¢nych CNV

1. Ze vstupnich BAM souborti se vytvoii model pro analyzu CNV.

2. VBED souborem definovaném intervalu se pomoci algoritmu
CollectReadCounts urci pocet usekt ¢teni. Pro kazdy vzorek vznikne vystup
v podobé HDF5 souboru.

3. Algoritmus DetermineGermlineContigPloidy uréi pro kazdy vzorek
mnozstvi kopii kazd¢é informace. Vytvofi tak zédkladni model potiebny pro
vyvolani CNV.

4. Nasledné se porovnavaji jednotlivé casti sekvence dle intervald a jejich
pokryti — algoritmus GermlineCNVCaller pak vytvoifi model pokryti
(,,coverage model”). Na zékladé odchylky od modelu lze detekovat rozdil
v poctu kopii.

5. Vyvoléani jednotlivych CNV provadi algoritmus
PostprocessGermlineCNVCalls. Vystupem pro kazdy vzorek je soubor
ve formatu GVCF, ve kterém jsou CNV oznaceny c¢iselnou hodnotou
(0 — normalni vysledek, 1 — delece, 2 — duplikace).

Kvili velkému mnozstvi detekovanych CNV se doporucuje zaméfit se jen na ty,
spojované s onemocnénim vysetiovaného jedince. Pomoci BED souboru, se hledani
omezi jen na pozadované oblasti. [39]

Cela analyza se déli na dva rezimy/mody. Prvni cohort mode, ptipravi data do
potiebné podoby a nésledné generuje zakladni model. Druhym rezimem je case mode,
ktery analyzuje kazdy vzorek samostatné na zéklad¢ jiz vytvoreného (cohort) modelu.
Stejny postup se vztahuje jak na data z celoexomového sekvenovani (WES), tak i na data
z celogenomového sekvenovani (WGS).

Cely proces analyzy zarode¢nych CNV je znazornén na Obr. 3.6.
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Obrazek 3.6: Schéma analyzy zarodecnych CNV dle doporuceni GATK. Zdroj: [40]

3.5 Jiné nastroje pro detekci CNV v datech z MPS

Dal$im néstrojem, vhodnym k detekci CNV, je metaSV. Pomoci metaSV lze
detekovat strukturdlni varianty (véetné CNV) na zaklad¢ seskupovani vystupt z dalSich
nastrojii. [41] Nastroje, které se pouzivaji k analyze dat pied vstupem do metaSV, jsou:

e CNVKkit — univerzalni nastroj pro detekci CNV ve vSech typech sekvenacnich
dat. Principem hledani CNV je zjisténi primérné hloubky ¢teni v celém BAM
souboru a nasledné vyhledavani vyznamnych odchylek od primérné hloubky
v BED souborem definovanych oblastech. [42]

e C(CNVnator — hledd CNV vyuzitim mean-shift algoritmu. Ve zvoleném okné
se podle primérné hloubky pokryti vypocita signdl. Pti velkych rozdilech
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mezi hodnotami signdlu se velikost skoku/rozdilu porovna s primérnymi
hodnotami v genomu a na zéklad¢ toho se detekuji CNV. [43]

e Pindel, BreakSeq2 — nastroje fungujici na principu hledani mist v sekvenci,
kde doslo k inzerci/deleci genetické informace. Algoritmus zarovnava useky
prectené sekvence na referenci, pokud ¢ast iseku neodpovida referencni
sekvenci, je tato ¢ast posunuta dal, dokud nedojde k zarovnani celého zbytku
useku na referenci. Vznikla mezera je detekovana jako potencialni varianta
vznikla deleci. [44] [45]

3.6 Analyza dat v cloudu

Zabyvat se bioinformatickymi analyzami na omezeném vypocetnim vykonu je
Casové velice narocné. S pfichodem technologii masivné paralelniho sekvenovani,
se generovani obrovského objemu dat jesté zrychlilo. Pro feSeni této situace se zacalo
vyuzivat cloudovych sluzeb.

Uzivatel nahraje data do cloudového ulozisté a nasledné analyza probihé na serverech
(Google, Amazon) s mnohonasobn¢ vys§im vypocetnim vykonem, nez maji lokalni
stroje. Velkou vyhodou takového feSeni je rychlost, skterou analyzy probihaji.
Nevyhodou je zpoplatnéni za pouzivani cloudovych sluzeb a povinnost uzivatele zajistit

anonymizaci dat.

3.6.1 Terra App

V roce 2019 byla spusténa cloudova aplikace Terra App béZici na platformé Google
Cloud Platform [46], kterd umoziiuje jednoduchou analyzu dat s jiz predpfipravenymi
pracovnimi postupy (workflows) podle doporuc¢eni GATK. Tzv. workflows jsou dostupné
pro detekovani nékolika typl variant a obsahuji uz pfedem nastavené parametry.
Za sluzbu se plati formou poplatkl (hrazenych ptes Google Billing Accounts) za vyuzité
ulozisté a vykon.

Pro feSeni Casti mé prace jsem také zvolil aplikaci Terra App, jelikoz vytvoreni
vétsiho/finalniho modelu (potfebného k detekovani zarodecnych CNV) je diky velkym
vypocetnim naroklim neproveditelny proces pro lokéalni pracovni stanici.

3.6.2 Praces Terra App

Pro pfistup do cloudové aplikace Terra App je nutnost mit k dispozici Google ucet.
Po piihlaseni ma uzivatel moznost vytvaret vlastni, klonovat ¢i spravovat jiz existujici
pracovni prostory (workspaces). Dale mtize uzivatel prohlizet, ptipadn€ vyuzivat vetejné
analyzy (skripty, dokumentace) a data z velkych studii (napt. 1000 Genomes, Human Cell
Atlas, ENCODE Project atd.). V kazdém jednotlivém workspace je n¢kolik oddilt:
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1. Dashboard (Obr. 3.7) — Zde by méli byt obsazeny veskeré diilezité informace
potiebné k reprodukci analyzy jako naptiklad ucel (,,Co se bude analyzovat®),
oc¢ekavani (odhadovana cena a ¢as, pouzivané nastroje, o¢ekavany vystup) a
postup popsany krok po kroku.

2. Data (Obr. 3.8) — V tomto oddile Ize prohliZet a upravovat data, kterd jsou
vizualizovéana v tabulkové strukture.

3. Notebooks (Obr. 3.9) — Moznost vytvafeni a sdileni poznamek i s Gryvky
kédu. Vyuziti Notebooks je velice U€inné pro lepsi pochopitelnost a
reprodukovatelnost vytvarené analyzy.

4. Workflows (Obr. 3.10) — Zde si uzivatel mize vytvaret, spravovat a spoustét
celé analyzy ale 1 jednotlivé kroky analyzy. V pododdile Script se nachazi
cely kod a lze s nim libovolné pracovat. DalSimi dvéma pododdily jsou Inputs
a Outputs, kde se daji upravovat vstupni, respektive vystupni parametry a
jejich hodnoty.

5. Job History (Obr. 3.11) — Piehled vSech uspésné i netispésné probehlych a
souCasn¢ spusténych analyz. Uzivatel miize podrobné kontrolovat, co se
zrovna déje a najit pfimé odkazy na vSechny zicastnéné vstupni a vystupni
soubory.

V mém piipad¢ nad daty pobézi dvé Casti analyzy (workflows). Prvni ma za ukol
vytvoreni zakladniho modelu (cohort mode) a druhd porovnavani jednotlivych sekvenci

s vytvofenym modelem a nasledné detekovani variant (case mode).

BeTA Workspaces > . COVID-19 P> Notebook Runtime gy
WORKSPACES ngl072020cnv/Germline-CNVs-GATK4 copy Data & Tools s NONE
DASHBOARD DATA NOTEBOOKS WORKFLOWS JOB HISTORY @
ABOUT THE WORKSPACE #* WORKSPACE INFORMATION
GATK Best Practices for Germline Copy Number Variation TR A
An analysis to detect germline copy number variants in exome sequence data using GATK's GermlineCNVCaller. SuBMISSIO! NS ACCESS LEVE
7 Reader

* cnv_germline_cohort_workflow :
Calls a cohort of samples and builds a model for denoising further case samples

OWNERS
* cnv_gernline_case_workflow : neurogenetickalaborator@gmail.com
Calls case samples using a previously built model for denoising
For tool documentation and parameters please visit the GATK Tool Documentation site. TAGS ©
For a step by step walkthrough of detecting germline copy number variants using GATK tools please review How-to-Call- CNV' copy number
common-and-rare-germline-copy-number-variants. Copy Number Variation gatk Germline

Google Bucket

fc-84647d5f-00c6-4766-b2fc-82296.. [
Open in browser @

Important note on Featured Workspace configuration limitations

The workflows are configured to run the plumbing samples only. The configurations in this workspace do not represent the
correct method of running the workflow for a germline CNV analysis. Please use the correct configurations from the GATK
Tool Documentation or use the default settings for optional parameters when running on real samples.

Obrazek 3.7: Terra App — Dashboard. Zdroj: vlastni
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Workspaces > ngl072020cnv/Germline-CNVs-GATK4 copy > ’ Notebook Runtime *
NONE

1€M@ | \WORKSPACES

Data

DASHBOARD DATA NOTEBOOKS WORKFLOWS JOB HISTORY @
e e | orezomcere [sexen [
participant (40) O~ sample_id bam bam_index participant °
sample (40) I [m] 2834_WES 2834 remdup_recal.bam 2834 remdup_recal.bai 2834
sample_set (3) (] 3180_WES 3180_remdup_recal.bam 3180_remdup_recalbai 3180
REFERENCE DATA o [m] 3368_WES 3368 remdup_recal.bam 3368 remdup_recal.bai 3368
OTHER DATA [m] 3719_WES 3719_remdup_recal.bam 3719_remdup_recal.bai 3719
Workspace Data a 4572_WES 4572 remdup_recal.bam 4572 _remdup_recal.bai 4572
D Files a 5209_WES 5209 _remdup_recal.bam 5209 _remdup_recal.bai 5209

[m} 5389_WES 5389 _remdup_recal.bam 5389 _remdup_recal.bai 5389

[m] 5390_WES 5390 remdup_recal.bam 5390 _remdup_recal.bai 5390

1-250f 40 « <

m: 0

Items per page:

Obrazek 3.8: Terra App — Data. Zdroj: vlastni

T BETA Workspaces > ngl072020cnv/Germline-CNVs-GATK4 copy > COVID-19 ’ Notebook Runtime c
€18 | WORKSPACES Notebooks Gata & Tool None
DASHBOARD DATA NOTEBOOKS WORKFLOWS JOB HISTORY @
NOTEBOOKS SEARCH NOTEBOOKS ] Sort By: [ Most Recently Updated v ]
To get started, click Create a New Notebook
Create a
New Notebook What's a notebook?

Drag or Click to
Add an ipynb File

o

Obrazek 3.9: Terra App — Notebooks. Zdroj: vlastni

sea Workspaces > nglo72020cnv/Germline-CNVs-GATK4 copy » e P> Notebook Runtime gy
WORKSPACES Workflows Data & Tools = NONE
DASHBOARD DATA NOTEBOOKS 'WORKFLOWS JOB HISTORY @
WORKFLOWS [ SEARCH WORKFLOWS ] SortBy: [Alphabetlca\

Find a Workflow cnv_germline_cohort_workflow cnv_germline_cohort_workflow

(4]

cnv_germline_case_workflow

V.4.150 V.4.150 8
Source: dockstore @ Source: dockstore @ Source: Terra @

Obrazek 3.10: Terra App — Workflows. Zdroj: vlastni

‘Workspaces > ngl072020cnv/Germline-CNVs-GATK4 copy >

COVID-19
Data & Tools

Ie@ | \WORKSPAC

Job History
DASHBOARD DATA NOTEBOOKS WORKFLOWS ~ JOB HISTORY ®
[ooomn ]

Submission (click for details) Data entity No. of Workflo... Status Actions Submitted Submission ...
iscjé:i‘if‘/:g‘{);qe"m""e—"°’!°"—"’°"kﬂ°w o cnv_germline_cohort_w.. 1 +/ Done 28.7.2020..  eB8cBO946-..
broad-fi d
i —cohort- workflow ¢, germiine_cohortw.. | 1 A ~vorted 21.7.2020.. | 26e9d0d6-..
broad-firecloud
BT coiofoworidiow cnv_germline_cohortw.. | 1 A oone 20.7.2020.. = 944ebSf4-6..

Obrazek 3.11: Terra App — Job History. Zdroj: vlastni
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3.7 Pacienti a data

U vybranych pacientil se v prvni fad¢ zacind odbérem vzorku DNA a zjisténim co
nejvice souhrnnych informaci o pacientovi (celkovd anamnéza). Poté je zjisténa celkova
anamnéza obou rodi¢l v¢etné odebrani vzorku DNA.

V nékterych ptipadech se u pacienta pfistupuje pouze ke klasickému sekvenovani
vybraného genu. Pfi nenalezeni patogenni varianty se vyuziva metod masivné paralelniho
sekvenovani pomoci panelu gend, tzn. ze se hledaji patogenni varianty v piedem
definované mnozin¢ (= panelu) genl. Jestlize neni ani tentokrdt nalezena patogenni
varianta pristupuje se k celoexomovému (Whole exome sequencing, WES) ptipadné
k celogenomovému sekvenovani (Whole genome sequencing, WGS). Prostfednictvim
WES u pacienta a obou rodi¢ti je mozné hledat de novo varianty v genech, které¢ nemaji
stale zadnou souvislost s lidskymi onemocnénimi. WES se pouziva v ptipadé€, pokud
nebyla pii MPS panelem genli nalezena kauzélni patogenni varianta. Vyhodou WES
oproti sekvenovani panelem genu je pokryti vSech kodujicich oblasti gend, naopak
nevyhodou jsou vyssi naklady.

Nize v tabulkdch Tab. 3.1 a Tab. 3.2 jsou uvedeny piehledy pacientd, jejichz data
z WES byla pouzita v této praci pro vytvoieni modeld pro analyzu zdrode¢nych CNV. Na
grafickych ptehledech Obr. 3.12 a Obr. 3.13 jsou znazornény poméry mezi diagnézami a
také poméry mezi pocty muzi a Zen.

Diagnoza Muzi Zeny Celkem
CMT 5 1 6
Epilepsie 2 5 7
Jinad 1 1 2
Celkem 8 7 15

Tabulka 3.1: Ptehled pacientt dle diagn6z a pohlavi. Jejich data byla pouzita k vytvofeni

testovaciho modelu.

Diagnoza Muzi Zeny Celkem
CMT 9 2 11
Hluchota 0 1 1
Epilepsie 11 13 24
Jinad 2 2 4
Celkem 22 18 40

Tabulka 3.2: Ptehled pacientl dle diagn6z a pohlavi. Jejich data byla pouzita k vytvofeni

finalniho modelu.
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m Mu? mZena m CMT = Epilepsie mJind

Obrazek 3.12: Poméry pacientt dle pohlavi a diagndz z testovaciho modelu. Zdroj: vlastni

2@

m MuZ mZena m CMT m Hluchota = Epilepsie = Jind

Obrazek 3.13: Poméry pacientt dle pohlavi a diagndz z finalniho modelu. Zdroj: vlastni

3.7.1 Skupina ,,monoalelickych® pacienti s dédicnou hluchotou

Pro otestovani vyslednych CNV modeld byla vybrana skupina pacientli s dédi¢nou
hluchotou. Jedna se o 28 pacientil u kterych bylo provedeno celoexomové sekvenovani.
To odhalilo heterozygotni variantu na pozici ¢.35delG v genu GJB2. Dalsi krok analyzy
tedy spociva v hledani dal$i varianty v oblasti genu, popt. CNV zplisobujiciho
deleci/duplikaci blizké oblasti genu GJB2. Rutinni analyzou variant nebyla nalezena
patogenni varianta v souboru dat, proto je pristoupeno k CNV analyze tohoto vzorku.

CNV analyza bude provedena porovndvanim dat vybranych pacientl s obéma
modely, poté bude hledani omezeno na oblast chromozomu 13, na kterém se nachazi gen
GJB2. Cilem tohoto kroku je identifikovat mozna CNV v definované oblasti.
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4 Vysledky

V ramci bakalafské prace bylo analyzovéano 28 pacientli pomoci testovaciho modelu

a 11 pacientli pomoci finalniho modelu. Testovacim modelem bylo v priiméru na jedince
nalezeno 471 CNV vzniklych deleci s primérnym skore kvality 258,07 a 261 CNV
vzniklych duplikaci s primérnym skore kvality 25,66. U findlniho modelu je primérny
pocet CNV deleci 1910 (skore kvality: 202,20) a duplikaci 58 (skore kvality: 33,56).
V tabulkach Tab. 4.1 a Tab. 4.2 jsou celkové piehledy detekovanych CNV pro jednotlivé
vzorky. Varianty nalezené na chromozomu 13 a v oblasti genu GJB2 jsou graficky

znazornéné na Obr. 4.1 a Obr. 4.2.

Sample_ID Total Total Average Average Number of  Average quality Average quality
number of numberof quality score quality score DEL on score of DEL on score of DUP on

DUP of DEL of DUP
D1003 269 163 204.80 12.10 1 0 29.82 0
D1228 290 158 272.80 25.90 0 2 0 15.02
D1275 317 150 398.46 24.26 1 1 4969 11.9
D1342 295 144 274.78 24.88 0 1 0 5.32
D150 288 130 308.49 18.77 2 1 1822 6.63
D194 310 168 289.79 9.73 0 2 0 4.59
D311 294 115 310.08 16.51 0 3 0 22.08
D42 316 132 344,23 14.47 0 1 0 3.75
D476 298 158 384.30 19.45 1 1 33.35 33.7
D50 250 176 282.86 12.88 1 1 3439 8.24
D618 2067 1801 137.14 95.53 49 1 120.55 8.54
D622 2215 965 198.43 227.81 44 6 143.03 19.86
D715 332 156 318.15 13.72 0 3 0 15.24
D740 318 145 402.37 20.09 2 2 151.0 18.94
D78 606 132 160.90 16.72 1" 2 77.76 9.29
D914 264 134 319.86 16.53 1 1 58.48 15.23
D969 276 148 274.37 20.57 1 1 54.0 3.09
122017 267 119 161.54 11.54 1 3 18.73 3.78
1461217 277 117 210.20 10.22 2 1 11.66 11.32
866514 203 128 328.93 21.11 1 2 1244 14.29
219008 475 2N 180.42 8.75 1 4 19.7 8.7
268911 551 278 111.27 8.94 7 5 30.10. 6.54
281706 469 293 206.27 9.75 1 5 1492 7.75
32318 267 145 281.28 10.24 1 2 1441 517
339713 432 291 219.08 10.68 2 3 30.26 11.77
345211 290 131 204.33 16.78 2 2 24 85 25.98
687813 434 282 229.28 10.61 0 3 0 9.03
704010 429 279 211.56 9.96 0 5 0 5.99

Tabulka 4.1: Vysledky analyzy na zéklad¢ testovaciho modelu. Celkové pocty detekovanych

CNV s primérnym skore kvality i pro chromozom 13.

34



Chromosome 13

704010 A ] . - -— -
687813 | ] -—
345211 .
339713 A T -—
32318 | = -
281706 | 1w -—
268911 ' - = - - - - -
219008 | ' . - -—
866514 | = -
1461217 A = -
122917 ] - -
O D969 - =
— D914 A -
Q£ D78 - - N == - - - - - -
o
£ D740 | n o=
& D715 4 [ -
(%] D622 | s SmE S o EEE s EmE - - - — - eme — —
D618 WE A W RS O W R e . - - — - —— — — —
D50 | =
D476 L] ]
D42 | .
D311 - LI ]
D194 - -
D150 =
D1342 - .
D1275 A - —— deletion
D1228 A . L] —— duplication
D1003 . area of GJB2 gene
20000000 30000000 40000000 50000000 60000000 70000000 80000000 90000000 100000000 110000000 120000000
| [ Position (bp)
Area around GJB2 gene
704010 A
687813 -
345211 A -
339713 A —
32318 -
281706 A =
268911 -
219008 -
866514
1461217
122917
D969
a D914
@ D78 -
Q D740 4 - =
E  prns -
& pe221 - —
D618 - — — -
D50
D476 - -
D42
D311 = -
D194
D150
D1342
D1275 A —— deletion
D1228 - ' —— duplication
D1003 4 area of GJB2 gene
v — T T T v — T T T ,,
b1 8 2 a 0 58 32 3 3 8 35
3 2 = 2 B 2 2 Position(bp) £% & 2 q 28
N f- ] P 2 2 58 1 B3 R
a a2 R ] R B 8 ] R ] = & /R
704010 —
687813 1 —
D1228 4 - 345211 1
339713 —
32318
281706 1 —
268911 4 —
219008 1 —
866514 1
1461217
122917
D969
a 2 o
L 51003 4 < D78 4
o Q D740
% E D715
w0 0 D622
D618
D50
D476
D42
D311
D194 A
D150
D1342
—— deletion D1275 A —— deletion
—— duplication D1228 + —— duplication
area of GJB2 gene D1003 area of GJB2 gene
2 - § . 2 g 3
28 Position (bp) 5 Position (bp) & £ 8
B g g & R

Obrazek 4.1: Grafické znazornéni testovacim modelem nalezenych CNV na chromozomu 13
pro kazdy ze 28 vzorki a ptiblizeni na oblast kolem genu GJB2. Zdroj: vlastni
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122017 1843 61 199.65 23.75 34 0 15127 0
1461217 1843 61 244.38 16.49 35 0 178.04 0
219008 1959 61 168.42 40.06 34 1 116.28 4.18
268911 1950 64 159.10 34.29 35 1 116.41 5.72
281706 1970 57 180.05 39.08 34 1 125.10 52.32
32318 1868 61 221.78 21.06 34 0 146.78 0
339713 1950 49 176.64 47.34 35 0 11410 0
345211 1857 62 246.67 40.87 35 0 183.49 0
687813 1958 54 177.84 41.27 34 0 119.93 0
704010 1929 51 180.14 41.78 34 0 12232 0
866514 1883 62 268.72 23.16 35 0 18043 0

Tabulka 4.2: Vysledky analyzy na zéklad¢ findlniho modelu. Celkové pocty detekovanych CNV
s prumérnym skore kvality i pro chromozom 13.
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Obrazek 4.2: Grafické znazornéni findlnim modelem nalezenych CNV na chromozomu 13 pro
kazdy z 11 vzorki a ptiblizeni na oblast kolem genu GJB2. Zdroj: vlastni
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5 Diskuse

Pii porovnani vysledkii z obou modeld, je vidét, Zze finalni (vétsi model) je
senzitivnéj$i na detekovani CNV vzniklych deleci, kdyz na jeho zéklad¢ bylo nalezeno
4krat vice variant oproti testovacimu modelu. Rozdil podle mé zptisobuje vétsi citlivost
findlniho modelu na chyby sekvenacnich metod. Na Obr. 4.2 je patrny vyskyt CNV
v kazdém vzorku podle urcitého schématu. Je velice nepravdépodobné, aby 11 pacientli
mélo podobny pocet variant na témeét identickych pozicich chromozomu 13. Data
pacientl navic pochézeji ze stejné¢ho cyklu sekvenovani.

V ¢lanku [46] je zminéno, ze primérny pocet CNV vyskytujici se v celém genomu
kazdého jedince je roven 12. Ackoli jsem vychazel pouze z WES dat, primérny pocet
mnou detekovanych CNV na jedince je n¢kolikanasobn¢ vyssi. Rozdil je pravdépodobné
zpiisoben nepfesnostmi sekvenacnich metod, chybami algoritmt v pribéhu analyzy nebo
pouzitim WES dat. Data z celoexomového sekvenovani maji nekontinualni pokryti,
skladaji se totiz jen z kodujicich oblasti genomu, a tim se zvySuje pocet detekovanych
CNV. To je patrné i z Obr. 4.1 a Obr 4.2, kde varianty vyskytujici se v kazdém vzorku na
stejnych pozicich mohou nejspise byt zminéné chyby. Vysledky analyzy mohou byt tim
padem snadno ovlivnitelné nekonzistenci vstupnich dat.

Jelikoz nebylo mozné, kvili vysokym technickym pozadavkim, vytvofit na lokalnim
zafizeni findlni (velky) model, muselo se pfistoupit k jinému feSeni. Po konzultaci
s vedoucim prace jsem se rozhodl pro vyuziti cloudové aplikace Terra App. Vyhodou
pouzivani cloudovych sluzeb je obrovsky vypocetni vykon, ktery je k dispozici. V tivahu
jsem ale musel brat, Ze pracuji s daty té nejcitlivéjsi povahy a pii pouzivani cloudovych
sluzeb uzivatel nema nikdy tplnou jistotu, kdo vSechno mé k jeho datiim pfistup. Proto
je dilezité se pii praci s daty chovat obezietné. Data zpracovavana v rameci této prace byla
po celou dobu uchovavdna v zabezpeCeném, Sifrovaném ulozi§ti a byla oznacena
¢iselnym kodem, ktery znemozioval identifikaci pacienta.

Postup detekce zarodecnych CNV pouzity v této praci se da povazovat za relativné
kvalitni, ale vzhledem k tomu, ze se jedna stile o ,,beta* verzi, je vypocetné, a tudiz i
Casové velice narocny. Velké mnoZstvi ¢asu pii vytvareni modeld zabralo upravovani
parametrii a komunikace s podporou GATK, nez se vibec povedlo cohort workflow
spustit. Problémem také byla v podstaté neexistujici dokumentace k obéma workflow.
Vysledkem prvniho uspésného spusténi byl model rozdeleny na 11 000 ¢asti, jehoz
vytvoreni trvalo bezmala 8 dni a stalo pfiblizné 135 $. Postupnym ,,ladénim* se ¢asové i
finan¢ni naroky snizovaly az do stavu, kdy byl kone¢ny finalni model vytvotfen béhem 2
hodin za necelych 5 $.

Do budoucna se jako perspektivni jevi vytvofeni modelu z WES dat od ptiblizné 250
pacientli, ktery by byl dostate¢n& kvalitni pro rutinni béhy analyzy. Casovy odhad
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vytvofeni modelu pomoci cloudové aplikace Terra App je zhruba 15 hodin a cenové
naklady by se pohybovaly v rozmezi od 50 $ do 70 $ za ptedpokladu pouziti podobnych
parametrt jako pfi vytvoreni finalniho modelu. Dalsi pfipada v Givahu vytvoteni vétSiho
modelu z dat celogenomového sekvenovani (WGS) pacientl. Detekovani CNV by bylo
poté kvalitnéjsi a pfesnéjsi, jelikoz by k analyze byl k dispozici cely genom pacienta, a
ne jenom jeho kodujici oblasti, jako je tomu u WES. Nevyhodou jsou mnohondsobné
vy$$i naklady jak finan¢ni, tak i casové.

V oblasti genu GJB2 bylo obéma modely detekovano né€kolik CNV, jejichz klinickou
interpretaci provede zkuSeny expert, ktery se na problematiku zamé&fuje.
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6 Zavér

Cilem bakalatfské prace bylo otestovat soucasnou metodiku pro detekci variability
poctu kopii segmenti DNA a nasledné ji aplikovat na data z celoexomového sekvenovani
pacientil s neurogenetickym onemocnénim. Splnéni jednotlivych cilti bylo dosazeno
pomoci nejmodernéjSich néstroju a technologii, které jsou v dnesni dobé¢ k dispozici.

Hlavnim zamérem této prace bylo zavést do praxe bioinformatické postupy pro
detekci zarode¢nych CNV, které budou jednoduchym zpisobem opakovatelné a budou
schopné generovat reprodukovatelné vysledky. Pro splnéni tohoto cile byl vytvoten skript
v programovacim jazyce Python, ktery po spusSténi s jedinym argumentem, cestou ke
slozce s BAM soubory, zkontroluje spravnost a uplnost vstupnich dat a nasledné spusti
analyzu zarode¢nych CNV v obou rezimech (cohort i case). Pouzivani skriptu neni pro
uzivatele nijak slozité, staci zdkladni znalost piikazové fadky. Skript je volné k dispozici
na pfilozeném CD a muze byt bez omezeni vyuzivan a upravovan.

Pro dalsi postup v praci bylo nutné v cohort rezimu vytvotit CNV modely. Testovaci
model byl vytvofen z dat celoexomového sekvenovani 15 pacientll. Findlni model byl
nakonec kvili naro¢nosti vytvoiren z WES dat od minimalniho pozadované¢ho poctu 40

pacientd.

Otestovani probéhlo na skupiné pacientii s dédi¢nou hluchotou, pro testovaci model
jich bylo 28 a pro model finalni 11. Vybér skupiny byl vhodny vzhledem k tomu, Ze bylo
mozné piipadny vyskyt CNV predpokladat v pfedem definované oblasti.
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