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Souhrn

Technologie sekvenovani DNA nové generace maji v soucasné dobé nezastupitelné misto ve
vyzkumu a postupné nachazeji cestu i do oblasti klinické praxe. Sekvenacni piistroje produkuji
velké mnozstvi dat, jejichz analyza metodami bioinformatiky je nezbytna k ziskani relevant-
nich vysledkd. Sekvenovani se tak bez pokrocilého vypocetniho zpracovani specializovanymi
algoritmy naprosto neobejde. V tomto prehledu jsou predstaveny zékladni koncepty vypocet-
niho zpracovani sekvenacnich dat s prihlédnutim ke specifickym aspektim oblasti onkologie.
Rovnéz jsou uvedeny nejcastéjsi problémy a prekazky komplikujici zpracovani a biologickou
interpretaci vysledka.
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Summary

Next-generation sequencing technologies are currently well-established in the research
field and progressively find their way towards clinical applications. Sequencers produce vast
amounts of data and therefore bioinformatics methods are needed for processing. Without
computational methods, sequencing would not be able to produce relevant biological infor-
mation. In this review, we introduce the basics of common NGS-related bioinformatics meth-
ods used in oncological research. We also state some of the common problems complicating
data processing and interpretation of the results.
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BIOINFORMATIKA A SEKVENOVANI NOVE GENERACE

Uvod

Objevem funkce DNA v roce 1944 [1] za-
cala snaha o precteni a rozlusténi dé-
di¢né informace. Objev struktury DNA
v roce 1953 [2] objasnil princip, jakym je
informace uchovavana a prendsena do
daldich generaci. Prvni metody umoz-
nujici relativné Gcinné ¢teni dédicné in-
formace, neboli sekvenovani DNA, se
viak objevily az koncem 70. let 20. sto-
leti [3,4]. Vyvoj téchto metod umoz-
nil v 90. letech 20. stoleti zapocit sek-
venovani lidského genomu [5], v té
dobé extrémné naroc¢ny projekt tézko
predstavitelného rozsahu. Po roce
2000 se zacaly objevovat prvni me-
tody masivné paralelniho sekvenovani,
oznacované jako sekvenovani nové
generace (next-generation sequenc-
ing — NGS) [6]. Ty se vyvijeji dodnes
a v soucasné dobé koexistuji se zcela
novymi pfistupy ke cteni DNA, nékdy
oznacovanymi jako sekvenovani treti
generace [7].

Bioinformatika jako obor zabyva-
jici se zpracovanim rozsahlych moleku-
larnébiologickych dat véetné sekvenci
DNA byla nezbytna jiz od pocatkl sek-
venovani. Dllezitost vypocetnich pfi-
stupl dobfe ilustruji pocatecni nedspé-
chy védca pfi snaze sestavit kompletni
genomy i velmi jednoduchych orga-
nizmd, zplsobené pravé neexistenci
vhodnych pocitacovych programu.
Teprve v roce 1995, pét let po zahdjeni
projektu s cilem sestavit lidsky genom,
se podafilo sestavit prvni kompletni
genom volné Zijictho organizmu, bak-
terie Haemofilus influenzae [8]. Skupina
Craiga Ventera tehdy vyvinula program
TIGR assembler [9], ktery dokazal sesta-
vit 24 000 fragmentl sekvence bakte-
ridlni DNA ve spravném poradi a zkom-
pletovat tak cely 1,8 miliond bazi dlouhy
chromozom. Zminéna c¢isla ukazuji,
Ze i pii praci s jednoduchymi organi-
zmy rucni zpracovani dat nepfipada
v Uvahu a ze sekvenovani DNA se bez
bioinformatiky neobejde.

V dnedni dobé jsou pokrocilé metody
sekvenovani hojné vyuzivany ve vy-
zkumu a své misto si postupné nacha-
zeji i v klinické praxi [10]. Pfistroje jsou
schopné vyprodukovat enormni mnoz-
stvi dat, kterd jsou vsak bez pokrocilého
bioinformatického zpracovani bezcenna.

Principy sekvenovani nové
generace

Zakladni myslenkou metod NGS je tzv.
masivné paralelni sekvenovani. Jde o po-
stup, pfi kterém je béhem jednoho ex-
perimentu v jednom okamziku zaroven
sekvenovéno velké mnozstvi samostat-
nych molekul. Vstupni DNA (genomicka
nebo cDNA ziskana reverzni transkripci)
je fragmentovana na Useky o délce ty-
picky nékolika desitek az stovek part
bazi a v ptipadé potteby amplifikovana
pomoci polymerdzové fetézové reakce
(polymerase chain reaction - PCR). Tyto
kratké fragmenty jsou poté ¢teny a zpra-
covavany paralelné. Spole¢nym znakem
téchto metod je ¢teni velkého mnozstvi
(v fadu jednotek miliont az jednotek mi-
liard) fragmentud - ,readd” (pojem nékdy
téz preklddany jako ,Cteni”), které jsou
vsak relativné kratké (typicky v fadu sto-
vek bazi). Takto vysoka mira paralelizace
je hlavni rozdil mezi NGS a klasickym
Sangerovym sekvenovanim, pfi kterém
je zaroven cteno typicky max. 96 mole-
kul DNA.

Princip samotného urcovani bazi DNA
dnes spocivda nejcastéji v tzv. sekveno-
vani syntézou. Vétsina metod vyuziva
DNA polymerdzu postupné syntetizu-
jici vlakno komplementarni k jednovlak-
novému templatu sekvenovaného frag-
mentu. Pouzité chemické slouceniny
zajisti, ze tésné po zaclenéni kazdé nové
baze do fetézce DNA je pfimo z mista
zaclenéni uvolnén urcity druh signalu,
ktery je nasledné zachycen technickym
vybavenim pfistroje. Nejpouzivanéjsi
podobou signdlu je svétlo, existuji viak
i technologie vyuzivajici detekci uvol-
nénych protond H* [11]. Zminény prin-
cip v riznych obménach implementuji
viechny v praxi pouzivané technolo-
gie - pfistroje znacky lllumina (v dnesni
dobé jednoznacné nejpouzivanéjsi), lon
Proton firmy Life Technologies, Roche
454 (v soucasnosti se jiz prestava pouzi-
vat), ABI SOLID (misto syntézy komple-
mentarniho vldkna vyuziva ligaci krat-
kych fragmentd) ¢i pfistroj RS Il firmy
Pacific Biosciences. Ve fazi vyvoje jsou
i pristroje vyuzivajici k urceni sekvence
DNA zcela odlidné pristupy, oviem k je-
jich rutinnimu nasazeni v praxi zatim
stdle nedoslo (asi nejslibnéjsi novou
technologii disponuje firma Oxford Na-

nopore — sekvenovani je zaloZzeno na de-
tekci zmén v elektrickém proudu pro-
chazejicim pres mikroskopické pory,
kterymi jsou translokovany molekuly
DNA).

Pfi NGS experimentech je dulezité
urcit pozadovanou tzv. hloubku (depth,
nékdy oznacovéno také jako pokryti -
coverage, ¢i hloubka pokryti — depth of
coverage). Jedna se o pradmérny pocet
kopii vzorku DNA, které sekvenovanim
ziskame. Naptiklad pfi hloubce 30krat
by se mél s nejvétsi pravdépodobnosti
kazdy usek sekvenované DNA vysky-
tovat v 30 rGznych readech, tedy infor-
maci o tom, jaka baze se na konkrétnim
misté nachdzi, dostaneme v 30 kopiich.
Vétsi pokryti jednak zajisti eliminaci
chyb pfistrojl, které se vzdy nevyhnu-
telné vyskytuji, jednak zvysi citlivost
metody - pokud sekvenujeme DNA
ze smési geneticky odlisSnych bunék,
je mozno vyssim pokrytim dosahnout
detekce vzacnych variant, které se vy-
skytuji pouze ve zlomku zkoumanych
bunék. Na rozdil od idedlni predstavy
ovsem pokryti v praxi nebyva ani zda-
leka rovhomérné. Pii primérném po-
kryti 30krat budou pravdépodobné
stéle existovat Useky, o nichz nebu-
deme mit zadné nebo téméf zadné in-
formace, sekvence jinych oblasti bude
naopak obsaZena ve stovkach readd.
Tato nevyvazenost muze byt zplsobena
mnoha rlznymi faktory, jako jsou roz-
dilnd mira amplifikace pomoci PCR, roz-
dily v uc¢innosti hybridiza¢nich sond pfi
cileném sekvenovani ¢i vliv repetitivnich
oblasti.

Nejcastéjsi aplikace

sekvenovani

Prvni sekvenalni projekty mély za cil se-
stavit do té doby nezndmé genomy r{iz-
nych organizm. Takovy pfistup nazy-
vame de novo sekvenovani genomu.
V ptipadé, Ze referencni sekvence ge-
nomu zkoumaného organizmu byla
jiz drive sestavena, hovofime o resek-
venovani. Referen¢ni sekvence jsou
dnes k dispozici pro mnoho organi-
zm( vcetné clovéka, coZz umoznuje Si-
roké vyuziti resekvenovani. Cilem celo-
genomového resekvenovani je hledani
kratkych variant v kédujicich oblastech
genl i v téch nekddujicich, napt. pro-
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motorovych a regula¢nich oblastech,
pfipadné detekce rozsdhlych chromo-
zomovych prestaveb a hledani struk-
turnich variaci typu CNV (copy number
variations).

Dalsi castou podobu experimentu
predstavuje exomové sekvenovani, pfi
kterém je sekvenovana pouze DNA koé-
dujicich Usekd - exonl. Sekvenacni
knihovna je v tomto pfipadé vytvorena
separovanim fragmentl genomové
DNA pomoci hybridizace s fragmenty
obsahujicimi sekvence komplementarni
k exonové DNA. Tato metoda tedy slouzi
primarné k detekci somatickych mu-
taci a polymorfizmi v kédujicich oblas-
tech gent. Vyhodou metody je znacna
Uspora kapacity i ceny oproti sekveno-
vani celého genomu.

V nékterych pfipadech je tfeba urcit
sekvenci pouze nékolika malo genut ¢i
jejich ¢&asti. V takovych situacich je pou-
Zito tzv. cilené (targeted) sekvenovani,
pfi kterém je izolovana, amplifikovéna
a osekvenovéana pouze DNA z pfesné de-
finovanych oblasti. Cilené sekvenovani
ma dulezité klinické aplikace v onkolo-
gické diagnostice. Mensi pocet presné
definovanych Usekl je totiz mozno za
relativné nizkou cenu osekvenovat do
velké hloubky, bézna je i hloubka vice
nez 1 000krét. Lze tak detekovat i so-
matické mutace v komplexnim bio-
logickém vzorku, jakym je vzorek nddoru
obsahujici smés zdravych a nadorovych
bunék. Citlivost této metody umoz-
nuje detekovat mutace s frekvenci cet-
nosti pod 1 %, coz je citlivost, které kla-
sické Sangerovo sekvenovani zdaleka
nedosahuje.

Velmi rozsitend aplikace NGS je i sek-
venovani RNA, které se vyuziva pro kvan-
titativni i kvalitativni analyzu mRNA,
miRNA nebo cilenou sekvenaci variabil-
nich oblasti ribozomalni RNA. V tomto
experimentu je izolovana bud cel-
kovd RNA, nebo pomoci hybridizac-
nich metod specifickda bunécna RNA
(napf. miRNA nebo mRNA). Pomoci re-
verzni transkripce je RNA pfepsana do
cDNA, kterd je nasledné osekvenovana.
Metoda je vyuzivana predevsim k mé-
feniintenzity exprese jednotlivych gend,
k detekci sestfihovych variant a geno-
vych fuzi. Teoreticky je mozno transkrip-
tomovym sekvenovanim detekovat

i germindlni a somatické mutace. Tato
moznost se viak pfili§ nevyuziva, jelikoz
sekvenovani DNA je pro tento ucel vzdy
presnégjsi [12].

Bioinformatické pristupy

v sekvenovani

Bioinformatika je nezbytnd soucast
vsech fazi vyhodnoceni sekvenacnich
dat, od zpracovani signdlu v pfistroji po
finalni studium vysledka.

Zpracovani dat experimentu
resekvenovani

At jde o celogenomové, exomové ¢i ci-
lené resekvenovani, zakladni postup
zpracovani dat je vzdy stejny. Nejdfiv
je tfeba mapovat viechny ready na re-
ferencni genom, tedy najit pokazdé tu
¢ast referencni sekvence, kterd odpo-
vida sekvenci fragmentu. V dalsim kroku
je potreba nalézt a spocitat véechny od-
lisnosti nasekvenované DNA od refe-
ren¢ni sekvence ¢i rozdily mezi jednot-
livymi ready mapovanymi na stejnou
oblast genomu. Na zakladé pokrocilych
statistickych vypoctl je urcena pravdé-
podobnost, s jakou se na pozicich vy-
skytuji skutec¢né polymorfizmy a s jakou
pravdépodobnosti jde jen o chyby v sek-
venaci ¢i v mapovani readl. V pfipadé
cileného sekvenovani v diagnostice je
pozadovanym vystupem casto pouze in-
formace o pfitomnosti ¢i nepfitomnosti
znamych variant, ve vyzkumu jsou data
o variantach dale zpracovavana dalsimi
metodami, napt. se snahou odlisit fidici
(driver) od naslednych (passenger) mu-
taci v nadorovych burkach.

Referen¢ni genom

Prestoze se na referen¢nim lidském ge-
nomu pracujejizod roku 1990, kompletni
a presna sekvence stale neniznama. Pro-
blém je predevsim s uréenim spravného
poctu kopii ve vysoce repetitivnich ob-
lastech, napt. v okoli centromer chromo-
zomuU. DGvodem je nedostate¢nd délka
sekvenacnich readu - v pfipadé mnoho-
nasobného opakovani kratkého useku
DNA, kdy je vysledna repetice podstatné
delsi nez ready, které umi pfistroje vy-
tvofit, je sice mozné ziskat ready zacina-
jici levou hranici repetitivni oblasti a jiné
ready koncici jeji pravou hranici, viechny
ready mezi témito oblastmi vak budou

vzhledem k repetitivni povaze oblasti
témérf nebo zcela totozné. Pocet readl
Ize k uréeni délky repetice vyuzit jen
velmi omezené, takze jedina informace,
kterou takto ziskame, bude fakt, Ze re-
petitivni oblast je vice nez dvakrat delsi
nez jeden read. Dal3i problémy nasta-
vaji u vétsich skupin sekvencné velmi
podobnych genli a pseudogen, jako
jsou napf. geny cichovych receptord.
Pokud jsou napt. rozdily v sekvenci gend
tak vzacné, Ze jeden sekvenacni read
nese pouze jeden (bodovy) rozdil, neni
mozné skladanim readd urcit, do kte-
rého z gen( ktery rozdil patfi.

Diky pokrokdm v technologii sek-
venovani se délka readU i jejich pres-
nost neustale zvétsuji, a proto se i sek-
vence referen¢niho genomu neustéle
vyviji. Prvni verze referen¢niho genomu
obsahovala 150 000 regionl s nezna-
mou sekvenci. Devatendctd verze z roku
2009 uz obsahovala pouze 357 takovych
mezer. Nejnovéjsi verze, znama jako
hg38 nebo GRCh38, pochazi z prosince
roku 2013 a mimo jiné jako prvni obsa-
huje i pfiblizné odhady poctu centrome-
rickych repetic [13].

Mapovani na referen¢ni genom

Hledani pozice na referencni sekvenci,
ktera pfislusi sekvenci readu, je obtizné.
Nejjednodussi zpUsob, jak k nému pfi-
stoupit, je porovnat read postupné se
vsemi pozicemi v genomu. Takovy pfi-
stup by pro genom délky a a read délky b
vyzadoval pfiblizné a x b porovnani bazi.
Situace je oviem jesté slozitéjsi, protoze
jednoduchym porovnanim vsech moz-
nych pozic nebereme v tvahu moznost
existence mezer — pokud by read obsa-
hoval malou deleci ¢i inerci, jeho sprav-
nou pozici bychom timto zplsobem
vibec nenasli. Existuji oviem algoritmy,
které dokazou najit optimalni zarovnani
sekvenci v¢etné mezer taktéz s pouzitim
a x b kroku. Problém mapovani na refe-
rencni genom je ovsem tak rozséhly, ze
ani tyto algoritmy nelze jednoduse vyu-
zit. Pokud bychom napf. provedli resek-
venovani lidského genomu s hloubkou
20krat, ziskali bychom zhruba 600 mi-
lionl read(l o délce 100 bp. Pro nama-
povani kazdého z nich by bylo potfeba
asi 3 x 10" krokl, dohromady, tedy
1,8 X 10% porovnéni nukleotid(. Sou-
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¢asné procesory pracuji s frekvenci
okolo 4 GHz, tudiz provedou 4 x 10° tikt
za sekundu. Kdyby procesor zvladl v jed-
nom tiku vykonat jedno porovnani nuk-
leotidd, trvalo by mapovani genomu
4,5 x 10" sekund, tedy 1 427 let.

Proto se pfi mapovani pouziva néko-
lik technik vyrazné zkracujicich potfebny
¢as. Hlavni technika je indexovani. Nad
sekvenci genomu je vytvoren index cili
rejstfik. Ten je potom vyuzit pfi prohle-
davani genomu velmi podobnym zptso-
bem, jakym ¢lovék vyuziva rejstiik v kni-
hach. Tvorba indexu je naro¢nj, ale staci
jej pro kazdy genom vytvorit jednou
a poté je mozno jej pouzit pro viechna
budouci mapovani. V soucasnosti nej-
pouzivanéjsi technikou tvorby rejstfiku
je tzv. Burrowsova-Wheelerova transfor-
mace, kterd je vyuzivdna mimo jiné také
v kompresi dat. Dalsi urychleni je dosa-
Zeno snizenim pozadavkd na pfesnost
zarovnani genomu a readu — nehleda
se vzdy optimalni zarovnani, coz postup
velmi urychli, oviem za cenu moznosti
vyskytu malého mnozstvi chybné nama-
povanych readd [14].

Urcovani variant

Ve chvili, kdy jsou ready namapovany na
referen¢ni genom, je mozno urcit pres-
nou sekvenci DNA celého vzorku. V nej-
jednodussim pfipadé bodového po-
lymorfizmu v podobé substituce by
(u heterozygotniho organizmu) mély
v misté homozygotniho genotypu obsa-
hovat vSechny ready namapované k da-
nému Useku genomu stejny nukleotid,
v misté heterozygotniho by polovina
readll méla obsahovat jednu variantu
a polovina druhou. Situaci vsak kompli-
kuje fakt, ze sekvenacni pristroje pro-
dukuji nezanedbatelné mnozstvi chyb
a jak jiz bylo zminéno, nékteré ready
mohou byt chybné zarovnany. V di-
sledku téchto faktord tak mohou byt
urceny fale$né pozitivni varianty v mis-
tech, kde se ve skutec¢nosti nevysky-
tuji. Aby byla pravdépodobnost chyby
snizena, vyuziva se pokrocilé statistiky
(v pfipadé bodovych mutaci jde typicky
o bayesovské metody) k urceni pravdé-
podobnosti vyskytu skute¢né varianty
a chyby [15]. Ke zpFesnéni vysledkl
muze také poslouzit analyza vice vzork(
zaroven — mUze napt. existovat varianta,

kterd je vzadcnd nebo se vyskytuje v ob-
lasti s typicky nizkou hloubkou pokryti,
a proto se v kazdém vzorku jevi spise
jako chyba pfistroje. Vyskyt ve vice neza-
vislych vzorcich oviem potvrzuje, ze se
jedna o skute¢nou variantu, jelikoz prav-
dépodobnost opakovéni stejné chyby je
mala [16].

V pfipadé nadorovych vzorkd je si-
tuace komplikovanéjsi, protoze DNA
Casto pochdzi z komplexni smési gene-
ticky odlisnych bunék. Je proto treba
vyuzit sekvenovani s velkou hloubkou
a upravit parametry statistickych metod,
protoze i bodové rozdily v malé ¢&asti
readd mohou znamenat skute¢nou mu-
taci, ktera by jinak mohla byt nespravné
povazovana za chybu sekvenacniho pfi-
stroje. Pro odlideni somatickych mutaci
od zarodecnych variant je vhodné sek-
venovat kromé nadorové tkané i zdra-
vou, kterd poslouzi jako negativni
kontrola.

Urc¢ovani kratkych deleci a inzerci je
naro¢néjsi problém nez uréovani bo-
dovych substituci, protoze v mistech,
kde se vzorek lisi délkou od referenc-
niho genomu, je vétsi pravdépodobnost
chybné namapovanych readd. Situace
se casto resi lokalnim provedenim ca-
sové naro¢néjsiho a presnéjsiho zarov-
nani readll pouze v mistech moznych
deleci a inzerci. U nadorovych vzorkd
je situace opét komplikovanéjsi, ze stej-
nych davodu jako v pfipadé bodovych
substituci.

Nejndrocnéjsi ukol je detekce roz-
sahlejsich strukturnich variaci, jako
jsou delece, zmény poctu kopii (CNV)
¢i translokace. 1zolovanou udalost vét-
$iho rozsahu je mozno v dobfe defino-
vaném vzorku detekovat na zakladé po-
rovndani teoretické a skute¢né hloubky
pokryti v postizené oblasti. Pokud je
k nékteré casti referen¢niho genomu
namapovano nezvykle mnoho read(,
mohl byt tento Usek ve vzorku amplifi-
kovan. Je-li naopak napf. hloubka po-
kryti nékterého chromozomu polovi¢ni
nez u ostatnich, mlze se jednat o mo-
noploidii. Dalsi moznost je vyuzit in-
formace ziskané specialnim protoko-
lem sekvenovani (techniky nazyvané
paired-end a mate-pair sequencing).
Tento postup vyuziva technickych
moznosti nékterych sekvenacnich pfi-

stroju, které jsou schopny kazdy frag-
ment DNA ¢ist z obou stran. Pokud napf.
fragmentujeme sekvenovanou DNA
na Useky dlouhé 1 000 bazi, pfistroj
bude schopen precist 100 bazi z kaz-
dého konce fragmentu. Ready pocha-
zejici z jednoho fragmentu potom vy-
tvofi par. Jelikoz délka fragment(i DNA
byla 1 000 bazi, mizeme predpokladat,
Z7e mezi koncem prvniho a zac¢atkem
druhého readu z jednoho péru by vzdy
mélo leZzet 800 bazi. Najdeme-li po na-
mapovani na referenéni genom ready
zjednoho paru v neobvyklé vzdalenosti,
muizeme urdit, Ze v oblasti 800 bazi
mezi konci readd doslo ke strukturni
zméné [17].

V nékterych situacich mohla urcitd
¢ast sekvenovaného genomu projit to-
lika strukturnimi zménami, ze ready,
které z ni pochazeji, neni vlilbec mozno
namapovat na referenéni genom, pro-
toZe rozdil skute¢né sekvence proti re-
ferencni je pfilis velky. V téchto pfipa-
dech je Casto jedinou 3anci pokusit se
takové znacné degenerované oblasti
vzorku sestavit z readl de novo, tedy
pouzit metody, které se bézné pouzivaji
k prvotnimu urceni sekvence genomu
nezndmého organizmu.

Obecné lze fici, Zze ur¢ovani variant
v genomech, které se pfilis nelisi od refe-
rencni sekvence, je v soucasné dobé po-
mérné dobfe zvladnuty problém. Situace
je oviem odlisna v pfipadé rakovinnych
bunék, které jsou casto geneticky ne-
stabilni a jejich genomy podléhaji vel-
kému mnozstvi rozsdhlych zmén. Urceni
spravné sekvence u takovych vzork( je
obecné velmi obtizné a cesta k jeho fe-
$eni zatim neni u konce. Aplikace v on-
kologické praxi se omezuji predevsim na
hledani predem zndmych anotovanych
mutaci v Uzké skupiné genli pomoci ci-
leného sekvenovani s velkou hloubkou.
Existuji komercné dostupné tzv. panely
pro testovani nejbéznéjsich mutaci v né-
kolika genech, z nichz nékteré jsou do-
davany i s bioinformatickym fesenim
$itym na miru konkrétnimu problému.
Zacinaji tak byt k dispozici metodiky za-
loZené na NGS, které jsou presné defi-
nované od sbéru vzorku po zpracovani
dat, a maji tak Sanci konkurovat jinym,
v klinické praxi uz dobfe ukotvenym
metodam.
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Zpracovani experimentu
sekvenovani transkriptomu

Pfi zpracovani dat ze sekvenovani mRNA
je opét prvni nutny krok mapovani readd
na referenéni genom, které je ovéem slo-
Dlvodem je sestfih transkriptu. RNA
je izolovédna a sekvenovéna az po se-
stiihu, tim padem se v jednom readu
mohou vyskytnout vedle sebe oblasti,
které jsou v genomu oddéleny dlou-
hym intronem. Mapovani mRNA proto
umoznuje vloZeni mezery reprezentu-
jici intron do libovolného mista readu
a kromé sofistikovanych algoritm( pro
hledani spravného rozdéleni readi mezi
exony vyuziva i anotovany referencni
transkriptom. Situaci nadale komplikuje
moznost alternativniho sestfihu RNA —
v transkriptu maze dojit napf. k vystii-
Zeni jednoho exonu spole¢né se sou-
sednimi introny. Césti read sahajici pres
hranici sestfihu je potom tfeba namapo-
vat na dva exony, které spolu v genomu
nesousedi [18].

Pokud je cilem experimentu hle-
dat genové fuze, situace se dale kom-
plikuje. V disledku flize se totiz do jed-
noho readu mohly dostat oblasti, které
nejsou v genomu oddéleny pouze krat-
$imi oblastmi intrond - mUze se jed-
nat i o velmi vzdalené regiony, nebo
dokonce o oblasti z riznych chromo-
zomU. P¥i fazich navic mlze dojit k in-
verzim, které zméni orientaci jedné ze
spojenych sekvenci. Algoritmy hleda-
jici genové fuze proto nejdfive identifi-
kuji ready, které neni mozno namapovat
béZnym zplsobem. Ty potom rozdéli na
kratsi fragmenty a snazi se namapovat
tyto fragmenty nezdvisle, bez omezeni
jejich vzajemnych pozic. Opétovnym
spojenim fragment se ziska informace
o moznych fazich. Cim vic readd je na-
mapovano obdobnym zpldsobem do
dvou oblasti genomu, tim vétsi je prav-
dépodobnost, Zze zde doslo ke genové
fuzi. Na zavér je jesté tieba odfiltro-
vat vSechny potencialné falesné nalezy
fuze sekven¢né podobnych oblasti -
ready mohly byt namapovany z ¢asti na
jednu, z ¢asti na jinou oblast genomu,
ale pokud jsou toto napf. oblasti dvou
sekvenc¢né velmi podobnych gend, je

povani a ready ve skute¢nosti pochazi

celé bud z jednoho, nebo z druhého
genu [19].

NejcastéjSim cilem sekvenovani tran-
skriptomu je uréeni miry exprese jed-
notlivych gend. Po namapovani soft-
ware spocitd, kolik readd se mapovalo
na ktery gen a tuto hodnotu norma-
lizuje na délku genu a celkovy pocet
readl. Vysledkem je hodnota oznaco-
vand jako RPKM (reads per kilobase per
million), popt. FPKM (fragments per ki-
lobase per million, tato hodnota se pou-
Ziva u paired-end sekvenoviéni). Jednd
se o Cislo vypoctené nezavisle pro kazdy
gen, které urcuje miru jeho exprese.
V pfipadé sekvenovéni bunécnych linif
nebo laboratorné péstovanych organi-
zm( to mUze byt dostacujici vysledek,
ovsem v pfipadé experimentud s klinic-
kymi vzorky lidskych tkani byva vétSinou
cilem spise porovnani hladiny exprese
mezi dvéma tkdnémi, napf. zdravou a na-
dorovou [20]. Je proto potreba provést
a zpracovat dva experimenty, kazdy pro
jeden druh tkané a vysledky porovnat.
Situaci komplikuje potencidlné vysoka
mira variability mezi klinickymi vzorky.
Problém je zpUsoben tim, Zze hladina ex-
prese nékterych genl je pfirozené silné
variabilni, zatimco u jinych gen( je velmi
pfisné regulovéana. Velky rozdil v hla-
diné exprese jednoho genu tak muze
byt biologicky méné vyznamny nez r3-
dové mensi rozdil v hladiné exprese ji-
ného genu [21]. Re$eni spocivé ve sbéru
vice dat a v pokrocilé statistice. Experi-
ment je potreba replikovat - zpracovat
nékolik nezavislych vzorkl z obou tkani.
Na zakladé rozdild mezi hodnotami ex-
prese v ramci vzorkl z jednoho druhu
tkdné je potom stanovena Uroven va-
riability exprese kazdého genu a teprve
poté jsou porovnany hodnoty mezi tka-
némi a vysledna vyznamnost rozdilG
v expresi je urena s pfihlédnutim k na-
mérené variabilité [22,23]. Pfestoze re-
plikovani experimentu znacné zvysuje
jeho cenu, je to nejspis jediny pouzi-
telny pfistup, protoze na vysledky expe-
rimentl bez dostate¢né miry replikace
se nelze spolehnout [24].

Zaveér

NGS je v soucasné dobé hojné vyuzi-
vano ve vyzkumu a postupné si nachazi
cestu i do klinické praxe. Aplikace v kli-

nické molekuldrni onkologii jsou zatim
pfes slibné prognézy pomérné ome-
zené, mimo jiné z dlvodu nedostatku
pfenositelnych a dobfe validovanych
protokold a metod zpracovani sekve-
nacnich dat. Sestavovani a interpre-
tace genetické informace nadorovych
bunék patii k viibec nejslozitéjsim uko-
[Gm moderni genomiky a vyvoj novych
bioinformatickych metod v této oblasti
tak bude pro jejich uplatnéni v klinické
praxi naprosto nezbytny.
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