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Abstrakt

Hlavnim cilem této bakalarské préace je vyvinout postup automatického zpraco-
vani verejné dostupnych sekvencénich dat nové generace, jez jsou ulozena v databézi
SRA, pomoci nastroji pro nalezeni tandemovych repetic. Screening zahrnuje alespon
jeden datovy soubor pro kazdy (v té dobé) dostupny sekvenovany eukaryontni druh.
Jeho hlavnim tcelem je identifikace kandidati na neobvyklé (zménéné nebo nové)
telomerové sekvence. Cely screening je uzpusoben k provedeni v Narodni gridové
infrastrukture. Druhym tcelem prace je vyuzit kvantitativni informace o zastoupeni
tandemovych repetic v genomech a provést nad vybranou ¢asti dat fylogenetickou
analyzu.

Abstract

The main aim of this bachelor thesis is to develop a procedure of automatic
processing of publicly available next-generation sequencing data stored in the SRA
database by tools for finding tandem repeats. The screening covers at least one data
set for each (at that time) available sequenced eukaryotic species. Its main objective
is to identify candidates for unusual (modified or new) telomeric sequences. The
whole screening is designed to be performed in the National Grid Infrastructure.
The second goal of this thesis is to utilize the quantitative information about the
tandem repeats’ abundance in the genomes and to carry out a phylonenetic analysis
on a selected part of the data.
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Uvod

Telomery jsou nukleoproteinové komplexy na koncich linearnich chromozomu euka-
ryontnich organismi. Podileji se na udrzovani stability genomu (brani nezadoucim
chromozomovym prestavbam) a souc¢asné umoznuji zdarny pribéh replikace deoxy-
ribonukleové kyseliny (DNA) pfi bunééném déleni.

Ze sekvené¢niho hlediska se vétsinou jedna o tandemové repetitivni sekvence (je-
den relativné kratky sekvencni motiv se opakuje mnohokrat za sebou ,hlava k paté“).
Telomerové sekvence byvaji znacné evoluéné konzervované, presto existuji rtizné va-
rianty konkrétni podoby dané sekvence. Smyslem této prace je vyvinout a aplikovat
automaticky bioinformaticky postup hledani takovych vyjimek.

Zkoumani (neobvyklych) telomer je relevantni jednak z hlediska fylogenetického,
protoze zmény v telomerovych sekvencich (a tandemovych repeticich vitbec) souviseji
s evoluci druhti, a jednak potencialné i z hlediska medicinského. Telomery se totiz
vyznamné podileji na procesu starnuti bunék, tedy i celého organismu, a s telomero-
vymi abnormalitami jsou spjaty i vznik a Sifeni nadort. Tato prace je vsak soucasti
zékladniho vyzkumu a necili na ptimé medicinské aplikace ziskanych poznatkii.

V préaci se pti hledani neobvyklych telomerovych sekvenci in silico vychézi z né-
kolika predpokladii:

1. telomerova sekvence ma podobu tandemové repetice,

2. je v genomu hojné zastoupena (vysoka relativni abundance viéi jingm tande-
movym repeticim),

3. kanonicka telomerova sekvence sekvence neni pritomna,

4. neobvykléd telomerova sekvence je ,, podobna“ té kanonické.

V préaci byly pouzity jiz existujici nastroje pro identifikaci tandemovych repetic v sek-
vencnich datech. Screeningem prosel alespon jeden datovy soubor od kazdého do-
stupného! eukaryontniho druhu. V ziskaném seznamu pfitomnych repetic byly pii
nepritomnosti kanonické telomerové sekvence hledany kandidatni sekvence na neob-
vyklé telomery.

Bakalarska préace je ¢lenéna na c¢tyti kapitoly. V prvni, teoretické kapitole jsou
obsazeny zaklady telomerové biologie — strucna historie zékladnich objevi, struktura
telomer, stavba a princip fungovani enzymu telomerazy, ktera telomery syntetizuje,
i alternativni zpusoby prodluzovan telomer. Dale jsou v ni predstaveny principy
sekvenovani nové generace (NGS).

!Mysleno v dobé béhu screeningu, sekvenénich dat velmi rychle piibyva.



Kapitola 2

Ve druhé kapitole je popsana pouzitda metodika, zvlasté postup samotného scre-
eningu, pouzité programy a skripty, ziskavani datovych souborti z databazi, prace
se soubory, ukladani velkych objemu dat (fadové jednotky TB), zptsob identifikace
telomerovych kandidatt, usporadani a razeni vygenerovanych dat, resp. rizné sou-
visejici problémy. Popsan je také postup odesilani déavkovych tloh do planovaciho
systému Narodni gridové infrastruktury (NGI).

Treti kapitola obsahuje vysledky automatického screeningu, jsou v ni uvedeny
nejzajimavéjsi druhy bez obvyklych kanonickych sekvenci a nalezené tandemové re-
petice, které predstavuji nejslibnéjsi kandidaty na sekvencné neobvyklé telomery
danych druhu (pokud takové sekvence byly v datech nalezeny).

Ctvrta kapitola je ur¢itym tematickym doplitkem vychazejicim ze snahy vyuzit
i zbylé informace o zastoupeni tandemovych repetic v genomech, a to pro ucely
orienta¢ni fylogenetické analyzy. Je v ni diskutovan problém predbézné tpravy a
kontroly vstupnich dat, jejich dalsi potfebné predzpracovani a nakonec jsou popsany
vysledky analyzy na konkrétni skupiné sekvenovanych genomni.



Pouzité zkratky

Zkratky jsou uvedeny v abecednim poradku.

A adenin (purinova béaze v DNA nebo RNA)

A* C*, G, T* dana baze se v sekvenci na daném misté opakuje v poctu 0 ¢i vice

AT, CT, G, TT dand béaze se v sekvenci na daném misté opakuje v poc¢tu 1 ¢ vice

ALT yalternative lengthening of telomeres“ — alternativni prodluzovani
telomer

C cytosin (pyrimidinova béaze v DNA nebo RNA)

ddNTP dideoxyribonukleotid

DNA deoxyribonukleova kyselina

dNTP deoxyribonukleotid

emPCR y,emulsion polymerase chain reaction® — emulzni polymerazova
retézové reakce

G guanin (purinova baze v DNA nebo RNA)

HTS ,high-throughtput screening® — vysokokapacitni screening

ITS yintersticial telomeric sequences® — vmezerené telomerové sekvence

NCBI National Center for Biotechnology Information

NGI Narodni gridova infrastruktura

NGS yhext-generation sequencing® — sekvenovani nové generace

NJ yheighbour joining“ — klastrovaci metoda

PCR ,polymerase chain reaction® — polymerazova retézové reakce

RNA ribonukleova kyselina

T thymin (pyrimidinova baze v DNA)

TERC stelomerase RNA component® — telomerova RNA-podjednotka

TERRA ,telomeric repeat-containing RNA*“ — RNA obsahujici telomerové
repetice

TERT ytelomerase reverse transcriptase” — telomerazova reverzni
transkriptasa (katalytickd podjednotka enzymu telomerazy)

TGS ,third-generation sequencing” — sekvenovani treti generace

TRFi Tandem Repeats Finder — nazev softwaru

TRMe Tandem Repeats Merger — nézev softwaru

SRA y»Sequence Read Archive® — Archiv sekvencnich c¢teni

U uracil (pyrimidinova baze v RNA)

WGS ,whole genome sequencing* nebo ,,whole genome shotgun® —

celogenomové sekvenovani



Kapitola 1
Biologické zaklady tématu

V této kapitole bude podan vyklad biologického a bioinformatického pozadi préce.
Nejprve bude objasnéna funkce a struktura telomer, véetné prislusnych evolucnich
souvislosti, potom bude obecné popsan proces vzniku dat, s nimiz se bude zachéazet
v praktické ¢asti.?

1.1 Telomerova biologie

Jaderny genom eukaryontni bunky je tvoren linedrnimi molekulami DNA zvanymi
chromozomy. Na obou koncich chromozomu se nachézi komplex DNA a proteint
ozna¢ovany pojmem telomera?.

1.1.1 Pocatky vyzkumu telomer

Konce mitotického chromozomu® nevykazuji pii mikroskopickém pozorovani zadné
zjevné morfologické odlisnosti od zbytkta chromozomovych ramen. Na zvlastni funkci
koncii chromozomi usoudil teprve ve 30. letech 20. st., nékolik desetileti po objevu
chromozomu, americky genetik Hermann Muller. Prostrednictvim ionizujiciho zareni
dosahoval cilené mutageneze u chromozomi octomilek (Drosophila melanogaster)
a pozoroval, ze rozsadhlé chromozomové aberace’ nenastdvaji u téch chromozomi,
jejichz konce zustaly neposkozeny [63]. Vyvodil zévér, ze ,termindlni gen musi mit
specidalni funkci zapecetit konce chromozomai a chromozom z néjakého divodu nemizZe
pretrvdvat bez takto uzavrenych konci® ([63], citovano v [60], volné preloZeno). Pravé
on také prisel s pojmem ,telomera“.

Rovnéz Barbara McClintock koncem 30. let pozorovala u kukufice (Zea mays)
faze chromozomu s poskozenymi konci a dospéla tak k zavéru o existenci ochranné
struktury na jejich koncich [58], [59]. Budiz podotknuto, ze octomilka a kukufice jsou

2Konkrétni popis postupu ziskani dat a také problematika NGI budou popsany az v kapitole 2.

37 feckych slov Tedos = konec a uepos = East, doslova tedy ,.koncovd ¢ast (chromozomu)*.

4Béhem bunééného déleni (mitdzy, meiézy) chromozomy nabyvaji charakteristického tvaru ,X*
a jsou sndze pozorovatelné i proto, ze jadernd membrana se (u vétsiny eukaryonti) béhem déleni
rozpadé. Béhem interfidze bunééného cyklu je chromatin organizovan jinak, blize napi. v [6].

5Chromozomové piestavby — zejm. delece (ztraty), duplikace (zdvojeni), translokace (pfesuny),
inverze (obraceni sméru) — vSe jako dusledky zlomu a naslednych fizi chromozomd.

,4,
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organizmy fylogeneticky pomérné vzdalené — to naznacuje, ze rozliSovani telomer od
dvoutetézcovych zlomu je obecnou vlastnosti linedrnich chromozomnu [77].

V dobé téchto objevil vsak jesté ani nebylo prokazano, ze DNA je skuteéné nosi-
telkou dédic¢nosti, ani nebyla znama jeji molekularni struktura. Dalsi objevy v oblasti
telomerové biologie proto prisly az s odstupem tii dekad, v 70. letech.

V uvedené dobé poukazali nezavisle na sobé Alexej Olovnikov a Jim Watson
na tzv. ,problém konce replikace® (the end-replication problem) [71], [107]°. Prvni
funkce telomer, udrzeni stability genomu, jiz vyplynula z dfivéjsich objevi. Problém
konce replikace souvisi s jejich druhou funkei jakéhosi ,replika¢niho pufru“. Dany
problém je ilustrovan obrazkem 1.1.

5° =
3' Sipky ukazujl'

nutné smery syntézy

i

zde bude po replikaci chybét
c¢ast chromozomu na 5' konci zde nastal pocatek
replikace

Obréazek 1.1: Zjednodusené schéma replikace linedrniho chromozomu. Obréazek ilu-
struje zkracovani chromozomu na konci 5 a vznik pfesahu na konci 3'".

Enzym DNA-polymeraza zajistujici pfipojovani nukleotidi® syntetizovaného fe-
tézce DNA totiz vykazuje aktivitu pouze ve sméru od konce 5" ke konci 3’, a ne
naopak. Syntéza tedy nemuze probihat obéma sméry. Od mista pocatku replikace
proto syntéza nového vldkna probihd v jednom sméru plynule (tzv. vedouci Teté-
zec), ale ve druhém sméru po kratsich ¢astech zvanych Okazakiho fragmenty (tzv.
vaznouci fetézec). Kazdy z Okazakiho fragmentt zac¢ina kratkym primerem, sekvenci
RNA syntetizovanou enzymem DNA-primézou (tato sekvence je pozdéji ,vystiizena®
a nahrazena DNA). Primery jsou potfebné proto, ze DNA-polymeraza neni schopna
syntetizovat Tetézec DNA de novo, vzdy musi prodluzovat fetézec jiz existujici, za-
timco DNA-priméza’ syntézu fetézce de novo zvlada. Uplnjf konec chromozomu pak

60lovnikov ve skutecnosti publikoval své vysledky pred Watsonem, jiz v roce 1971, ale v rustiné.
Trvalo tedy, nez proniky na Zapad.

"Oznaceni koncti molekuly DNA 5’ a 3’ uréuje pozici volné hydroxylové funkce na cukru v cukr-
fosfatové pateri (,uprostfed“ molekuly DNA totiz na cukru deoxyribose zddné volné skupiny OH
nejsou), 3’ a 5’ misto 3 a 5 se piSe proto, Ze ¢isla bez ¢arek jsou rezervovana pro oznaceni atomu
dusikatych bazi (A, G, C, T v DNA, resp. U misto T v RNA).

8Nukleotid je zakladni stavebni jednotkou DNA, kazdy nukleotid se sklad4 z deoxyribosy, fosfatu
a jedné z heterocyklickych dusfkatych bézi, jejichz poradi je oznacovano jako sekvence DNA.

9Technicky DNA-dependentni RNA-polymeraza.
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nemé dostupny primer pro vlastni replikaci, a tak nékolik desitek nukleotidii neni
replikovano, tim se chromozom zkracuje.

Uz v 60. letech Leonard Hayflick publikoval prace o omezeném case zivota lid-
skych bunéénych linii — ty po ur¢itém pocu generaci (tzv. Hayflickiv limit) stdrnou
a odumiraji, prestoze jsou kultivovany v optimélnich podminkach [35], [36]. Pravé
Olovnikov v roce 1971 (resp. Watson v roce 1972) jako prvni vyslovil hypotézu, ze
Hayflicktiv limit, tj. bunééné starnuti, je dsledkem zkracovani chromozomu pti pro-
cesu replikace DNA. Vyvodil také zavér, ze musi existovat kompenzacni mechanismus
tohoto zkracovani'’. Timto mechanismem je pravé mnoZstvi repetitivni nekddujici
DNA, ta tvori jakysi ,naraznik“ a jejim odbouravanim nejsou naruseny ty ¢asti chro-
mozomu, které nesou genovou informaci.

1.1.2 Znamé telomerové sekvece

V roce 1978 byla objevena prvni telomerova sekvence — hexanukleotid 56’ -TTGGGG-3 7,
a to u prvoka rodu Tetrahymena'' [15]. V roce 1980 byla objevena telomerové sek-
vence jiného nélevnika Stylonychia pustulata — 5’ -TTTTGGGG-3’ [69] a bylo zjisténo,
ze 1 jini nalevnici maji vesmés podobné telomerové sekvence [47]. Tyto sekvence tvaru

vvvvv

vvvvv

byla poprvé izolovana z lidskych bunék v roce 1988, ale je povazovana za spolecnou
vSem obratloveum ( Vertebrata) [61], sdileji ji i nékteré jiné taxony, a to jak z fad
strunatctu (Chordata) [50] a jim piibuznych ostnokozct (Echinodermata) [52], tak i
napi. nékterych hub Fungi [95] nebo nékterych rostlin fadu chiestotvarych (Aspa-
ragales) [110]. Vétsina rostlin obsahuje telomerovou sekvenci 5’ -TTTAGGG-3’ [60],
poprvé byla izolovana z Arabidopsis thaliana v roce 1988 [84]. Pro hmyz je typicka
sekvence 5’ -TTAGG-3" [70], [88], [30], resp. alternativni sekvence 5’ ~TCAGG-3’ u nék-
terych broukt (Coleoptera'?) [62]. Pozndni rtznosti telomerovych sekvenci napiic
eukaryontni fylogenezi se i nadéle rozsituje a stale jsou popisovany nové telomerové
sekvencni motivy, ¢ast téchto objevi pochazi i z PTF MU a pridruzenych pracovist
[80], [29]."

U Drosophila melanogaster, jejimz zkouméanim se po¢ind celd telomerova biologie,
paradoxné ,standardni telomerové repetice nema. Jeji telomery se skladaji z vice
typt retrotranspozont'* [60], [14], [73].

10Je tieba poznamenat, Ze skuteéna rychlost zkracovani telomer je vys$si, nez jaka by odpovidala
pouhym ztratam pri replikaci. Roli totiz hraji i kyslikové radikaly, resp. exonukledzy, jimiz jsou
telomery poskozovany, resp. zpracovavany, a tim je zkracovani urychlovano, jak pisi von Zglinicki
et al. v [115].

HTento prvok byl vybran jako modelovy organizmus, protoze jeho jidro obsahuje tisice jedno-
duchych ,minichromozomi*, tedy nadbytek telomerového materidlu [21].

12Jde zv14sté o brouky nadéeledi Tenebrionoidea.

3Nenf cilem price podat tplny piehled viech znamych telomerovych sekvenci. Pomérné obsahly
prehled, byt dnes jiz neaktudlni a netiplny, 1ze nalézt na http://telomeraze.asu.edu/sequences_
telomere.html [81].

4 Transpozon je mobilni element DNA — m4 schopnost byt enzymaticky vy¢lenén z chromozomu
a zaclenén ne jiné misto chromozomu. Retrotranspozon je bézny typ transpozonu podléhajici tran-
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Pro tplnost je treba zminit, ze i mezi prokaryonty lze nalézt struktury podobné
telomeram. Cirkularni chromozom, diky kterému se prokaryonti bez telomer obvykle
obejdou, je totiz pro né znak obvykly, ale nikoli nutny. Tato prace se se vsak tyka
telomer eukaryontnich, proto tato problematika nebude dale rozvadéna, prehled viz
napr. v [19].

1.1.3 Evoluce telomer

Lze se ptat, jaké jsou fylogenetické vztahy mezi jednotlivymi telomerovymi sekven-
cemi — které jsou evolucné piivodni a které odvozené.'” Za zcela ptivodni telomerovou
sekvenci je nejcastéji pokladana ,,obratlovéi® sekvence 5’ -TTAGGG-3, a to na zakladé
jejitho bohatého zastoupeni naptic¢ eukaryonty a také diky vztahu k predpokladanym
kofeniim eukaryontniho evolu¢niho stromu [26], [31]. Predpoklada se, ze ,hmyzi“
sekvence 5’-TTAGG-3’ se vyvinula z ,obratlovéi* sekvence 5’ -TTAGGG-3’ [106]. Je
velmi pravdépodobné, Ze modifikovana sekvence 5’ -TCAGG-3’ se vyvinula tranzici'®
ze sekvence 5’ -TTAGG-3’.

Podobnou optikou je tfeba nahlizet i na ,obratlovéi” sekvenci v rostlinné risi:
Prevladajici ,rostlinnd® sekvence 5°-TTTAGGG-3’ je v ramci rostlin pokladana za
puvodni a sekvence 5’ -TTAGGG-3’ je z ni odvozena. Shoda s telomerami obratlovi je
tedy evoluc¢né vzato pouhou homopléazii. Rovnéz u jinych rostlin, které maji zcela jiné
telomerové motivy (Cestrum), se predpoklada ztrata ptvodni ,rostlinné“ telomery,
divodem tohoto predpokladu je mimo jiné pritomnost proteintt schopnych vazat
klasickou ,rostlinnou“ telomerovou DNA [79].

,Obratlovcéi® telomerova sekvence je velmi hojné zastoupena i mezi houbami
(Fungi). Dle fylogenetické taxonomie jsou Fungi i Animalia Yazeny do jedné velké
skupiny Opisthokonta'” [94]. Na zakladé toho se lze domnivat, Ze je mezi onémi
sekvencemi homologicky vztah.

1.1.4 Sekundarni struktura telomer

Doposud byla fe¢ o telomerach z hlediska jejich primarni struktury (sekvence). Pro
uplnost vykladu je vSak tfeba struc¢né zminit i jejich vyssi strukturu a jejich interakce
s proteiny. Jak jiz bylo uvedeno, jednou z funkci telomer je odliseni konce linedrniho
chromozomu od dvoutetézcovych zlomi DNA. Z toho plyne, Ze telomera musi vy-
kazovat strukturni odliSnost oproti poskozené dvousroubovici'®. Jinymi slovy, pouh4,
pritomnost nékolika kilobazi telomerova sekvence by nebyla dostacujici pro spravné

skripci do RNA a poté reverzni transkripci do DNA (jeho ,zivotni cyklus“ je podobny Zivotnimu
cyklu retrovirt).

15Samoziejmé neplati, Ze druhy se stejnou telomerovou sekvenci tvoii vzdy monofyleticky taxon —
vzdyt napt. Homo sapiens, Aspergillus fumigatus i Zostera marina maji tutéz telomerovou sekvenci.

6 Tranzice je typ bodové nukleotidové substituce, tedy typ mutace, a to takové, pfi niz se purinové
baze (A, G) méni za purinovou ¢i pyrimidinovd (C, T) za pyrimidinovou. (Druhym typem bodové
substituce je transverze, pri niz se purinova baze méni za pyrimidinovou nebo pyrimidinova za
purinovou.)

7 FPungi a Animalia nejsou sesterské skupiny.

8Genomy obecné vykazuji tendenci k cirkularizaci. To se tyka vétsiny bakteridlnich genomt,
prokaryontnich i eukaryontnich plazmidia, vétsiny DNA v mitochondriich a plazmidech i DNA
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fungovani konce chromozomu [34]. Je zndmo, Ze pfitomnost dvoufetézcovych zlomi
v DNA spousti regulacni mechanismy zastavujici bunéény cyklus a také reparacni
mechanismy snazici se oddélené konce zpétné spojit, coz vede k chromozomovym
fizim, telomery takovy tcinek nevyvolavaji a jeho dusledky naopak potlacuji [109].

O/

TRF2 TRF1

Obrazek 1.2: Struktura shelterinu savciho typu. Je patrny jednotetézcovy presah na
konci 3’ a jsou vyobrazeny interagujici proteiny. zdroj: [121]

Telomerova struktura je dobfe prostudovana v pripadé savcéich genomu. Tam
dvousroubovice DNA tvoii na konci 3’ jednoretézcovy presah o délce v fadu desitek
az stovek nukleotidi [72]. Tento presah se staci nazpét a formuje tzv. telomero-
vou smycku, zkracené t-smycku (t-loop) [34], pro lepsi predstavu ji lze prirovnat ke
konci lasa. Tato smycka je stabilizovana komplexem proteint zvanym ,shelterin® [51]
nebo ,telozom* [53], tento komplex se skldda z Sesti ruznych typu proteint, chréni
telomeru pred fuzemi konct chromozomi, reparacnimi mechanismy [102], [89] a exo-
nukledzami'” [77]. Tii proteiny (TRF1, TRF2 a POT1) se pifimo vdzou k telomerové
DNA, zbylé tfi (RAP1, TIN2 a TPP1) se vazou ke tfem prve zminénym proteinim a
tim spolutvori strukturu shelterinu [112]. Také ostatni eukaryonti chrani své telomery
komplexem proteint, jeho konkrétni podoba se vsak mtze odlisovat od popsaného
savciho shelterinu [42]. Schematické zndzornéni shelterinu je na obrazku 1.2.

Podrobnéjsi popis struktury shelterinu a jeho roli v regulaci bunécnych signalnich
drah neni namétem této prace a lze jej najit napt. v [97], [5], [98] nebo [72]. Pravé
zminénd tucast telomer v regulaci bunééného metabolismu, zajistovani stability ge-
nomu a souvislost s bunécnym starnutim ¢ini jejich vyzkum vyznamnym i z hlediska
mediciny, véetné onkologie. Pro prehled viz napt. [105], [7], [9], [32].

munohych vira (i viry s linedrni DNA se mohou replikovat pres kruznicové meziprodukty). Linedrni
chromozomy eukaryontti tedy predstavuji jistou anomélii; jejim tcéelem je moznost meidzy [34].

9Nukleaza je enzym stépici nukleovou kyselinu. Exonukledza oddéluje jednotlivé nukleotidy od
konce Tetézce, zatimco endonukleaza $tépi retézec ,,uprostred*.
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1.1.5 Telomeraza

Telomerové repetice se zkracuji pii kazdém bunééném déleni a disledkem tohoto
zkracovani chromozomu je bunécna senescence a bunécna smrt. Uz jen proto, aby se
zivot mohl predavat do dalsich generaci, musi existovat mechanismus, pomoci néhoz
jsou telomery prodlouzeny a tim obnoveny.

Existuje vice mechanismii prodluzovani telomer a jejich rtiznost bude ilustrovat
sekce 1.1.6. V této podkapitole bude Te¢ o ,kanonickém® a patrné nejbéznéjsim zpt-
sobu prodluzovani telomer. Zajistuje jej enzym zvany termindlni transferaza nebo
také telomeraza. Aktivita telomerazy byla poprvé zaznamendna v roce 1985, a to
u téhoz modelového organizmu, u kterého byl o nékolik let diive popsan prvni telo-
merovy sekvencni motiv (prvok Tetrahymena) [33].

Telomeréza se skladé ze dvou esencidlnich podjednotek. Jednou z nich je telomera-
zova reverzni traskriptaza (TERT), katalytickd podjednotka, ktera zajistuje syntézu
telomerové DNA. Druhou ¢ésti enzymu je telomerazovd RNA-podjednotka (TERC,
nebo také TR — | telomerase RNA“). Ta obsahuje templdt pro syntézu DNA. Ji-
nak feceno: Konkrétni podoba telomerové repetice je urcena sekvenci ribonukleotid
tvoricich ,templatovou ¢ast“ telomerazové RNA-podjednotky. TERC se déle ucastni
i procesu tvorby daného holoenzymu, jeho lokalizace v bunce a regulace jeho aktivity.
S tim souvisi i existence konzervovanych sekundarnich struktur TERC [116], [118],
[20]. Prévé existenci RNA-podjednotky se tak telomerdza lisi od jinych reverznich
transkriptéz, jaké jsou zndmy napf. u retrovirt. Struktura telomerazy je zndzornéna
na obrazku 1.3 Telomerdzu lze, co do jeji funkce, oznacit jako RNA-dependentni

3 5 TR

£

AUC

caayccCh

GGGTTAGj

DNA 1A
G | '
X TERT
Obrazek 1.3: Struktura telomerazy, modre vyznacen konec 3’ chromozomové ssDNA,
zelené TERC (zde popsano TR telomerdze RNA®), s vypsanymi nukleotidy templé-

tové oblasti, velky Sedy ovédl zna¢i TERT, Sedé kolecko je ,kotevni misto“ (,,anchor
site*) zajistujici interakce chromozomové ssDNA a TERT [111]; zdroj: [81]

telomerase.gag edu

DNA-polymerazu. Proces syntézy telomerové DNA probihd tak, ze volny konec 3’
chromozomu hybridizuje k templatové ¢asti TERC a katalytickd podjednotka zajisti
ptipojeni nékolika nukleotida tvoricich jednu repetici. (TERC tedy musi byt o néco
delsi nez jedna telomerova repetice.) Enzym se pak posouvd, syntetizuje se dalsi asek
telomery a cely proces se cyklicky opakuje [118].
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Telomeraza nepatii k proteintim s konstitutivni?" aktivitou. Ve véts$iné somatic-
kych bunék tedy neni aktivni. Telomerazovou aktivitu vsak vykazuji silné prolife-
rujici bunky jako napt. bunky zarodec¢nych linii, kmenové bunky, pripadné bunky
rakovinné. Z tohoto divodu se telomeraza stava cilem kancerostatickych 1é¢iv [108].

1.1.6 Nestandardni zptsoby prodluzovani telomer

V predchozich odstavcich byla fe¢ o ,kanonickém* zptisobu prodluzovani telomer
pusobenim enzymu telomerazy. Pro tplnost zbyva zminit se o ostatnich znamych
procesech, jez mohou k obnové telomer slouzit.

Jak jiz bylo naznaceno v 1.1.2, jednim z organizm, jejichz bunky nevykazuji te-
lomerazovou aktivitu, je Drosophila melanogaster. Jeji telomery jsou rovnéz tvoreny
repetitivnimi sekvencemi, ale délka jedné repetice je tadové tisickrat vétsi nez u ,,béz-
nych“ eukaryonti — obsahuji Sest az dvanact tisic bazi. Tyto telomery jsou udrzovany
pomoci retrotranspozonti*!. Ty jsou tif typi: ,Healing Transposon“ (HeT-A), ,, Te-
lomere Associated Retrotransposon® (TART) a ,Telomere Associated and HeT-A
Related“ (TAHRE) [74].

Vnitini struktura danych repetic zahrnuje promotory*?, geny i regulacni sekvence.
Diky nim se mohou v genomu svépomoci replikovat a tim udrzovat — jinak feceno —
enzymatickd aktivita nutna k replikaci téchto retrotranspozonii je zajisténa geny
v nich obsazenymi [18]. Princip jejich replikace pritom v mnohém pfipomind telome-
razu — replikuji se totiz pres ribonukledzovy meziprodukt a déle reverzni transkripci
do DNA, ktera je poté zaclenéna do genomu. Tato podobnost s telomerdzovym me-
chanismem naznacuje spole¢ny evolu¢ni puvod obou retroelementu [78].

Dalsim prikladem organizmu s netypickym prodluzovanim telomer je bourec mo-
rusovy (Bombyxz mori). Je zvlastni tim, ze na koncich jeho chromozomi se nachazeji
tisice kilobazi kanonické hmyzi telomery (5°-TTAGG-3’), ale TERT je v jeho bun-
kach exprimovana v malé mife a jeji aktivitu neni mozné detekovat. Pritom se pti
koncich chromozomii nachézi i velké mnozstvi subtelomerickych retrotranspozont.
Takova spoluprace telomerazy a retrotranspozonu do telomerové oblasti lze z funkc-
niho hlediska povazovat za evoluéni meziclanek obou typt udrzovani telomer [57].

Tretim typem prodluzovani telomer (vedle telomerdzy a retrotransposonil) je
tzv. alternativni prodluzovani telomer (,alternative lengthening of telomeres®, ALT).
Tento mechanismus se vyskytuje u rakovinnych bunéénych linii — z nich asi 10 az
15 % vykazuje ALT, ostatni prodluzuji telomery kanonickou cestou. Cetnost ALT se
lis1 v zavislosti na ptivodu daného nadoru — napr. u mezenchymalnich tumort se ALT
vyskytuje castéji nez u epitelidlnich. Vyskyt ALT je také mozné korelovat s prezitim
pacientii, ale tato korelace se lisi dle typu nadoru ¢i skupiny pacientti, nejdend se
tedy o jednoduchy, obecny vztah [117].

Mechanismus ALT je zaloZzen na homologni rekombinaci, proto muze byt indu-
kovan napt. dvoutetézcovymi zlomy DNA [87]. Pro bunécné linie s ALT jsou typické

20Stale stejnou, nepodléhajici regulaci.

21Jinym typem mobilnich element jsou tzv. DNA-transpozony, ty se ale pii pfesouvini v genomu
nekopiruji, pouze méni polohu, zatimco u retrotranspozonu se vzdy vytvareji nové kopie, zatimco
templat zustava na miste.

22Promotor je mistem, kde za¢ind transkripce.
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dlouhé a heterogenni telomerové motivy v ramci repetitivniho tiseku telomerové DNA
s ruznymi odchylkami od kanonické sekvence (napt. 5’ -TCAGGG-3’, 5’ -TGAGGG-3’
¢ 57 -TTGGGG-37) [104].

1.1.7 Telomerové transkripty a vmezerené telomerové sek-
vence

Telomerové repetice nekdduji zadné proteiny, presto vSak dochazi k jejich transkripci
do RNA. Tyto transkripty se nazyvaji ,telomeric repeat-containing RNA®“ neboli
RNA obsahujici telomerové repetice (TERRA) a jsou zna¢né variabilni co do své
délky. Existence TERRA byla objevena az v roce 2007 [4]. Sekvence TERRA ma
v ptipadé kanonické telomery podobu 5°-UUAGGG-3 2.

V této souvislosti budiz zminéno, ze chromatin — komplex DNA a proteini
(zvlasté tzv. histonu), ktery tvori strukturu chromozomu — se muze vyskytovat ve
dvou stavech: jako ,rozvolnénéjsi“ euchromatin, vyznacujici se vyssi mirou tran-
skripce, nebo ,kompaktnéjsi“ heterochromatin s niz$i mirou transkripce.?* Telome-
rové transkripty vznikaji v subtelomerickych oblastech chromozomi, které vykazuji
pravé povahu heterochromatinu® [23] (u samotnych telomer je epigeneticky status
chromatinu dosud predmeétem diskusi, ackoli ma znaky heterochromatinu, vyznacuje
se dynamikou pro heterochromatin neobvyklou [22], [43]).

Promotory TERRA mivaji povahu oblasti bohatych na CpG (tj. mista obsahujici
sekvenci 5°-CG-3’; ta se napr. v lidskych bunkach nachéazeji i v subtelomerovych
oblastech), nicméné i mezi témito promotory existuje zna¢na heterogenita, coz muze
souviset se zminénou ruznosti délek TERRA [83].

Bylo zjisténo, ze TERRA mohou asociovat s riznymi proteiny, jmenovité i s pro-
teiny shelterinu TRF1 a TRF2 (viz 1.1.4), stabilizuji je a zprostfedkovavaji jejich
dalsi interakce. Ubytek TERRA miize mit za nasledek patnou funkci telomer [25],
[23]. TERRA vsak mohou dle uvedenych studif interagovat i s jinymi proteiny hete-
rochromatinu, ibytek TERRA byl asociovan se snizenim methylace histonti (TERRA
interaguje s methyltransferazou zajistujici methylaci histont). To naznacuje kauzalni
vazby mezi transkripci telomerovych repetic a organizaci chromatinu, tedy mirou
genové exprese. Metodami kvantitativni hmotnostni spektrometrie?® bylo identifi-
kovdno mnozstvi proteint, které se specificky vazou k TERRA [96], coz naznacuje
komplexitu regulaci, jichz se tyto molekuly RNA tcastni.

237e se 57 -TTAGGG-3" piepise jako 5’-UUAGGG-3’, a ne jako 5°-CCCUAA-3’ je déno tim, Ze dana
sekvence se vzdy prepisuje z komplementarniho C-bohatého retézce DNA.

24Na prechod mezi obéma formami chromatinu maji vliv zvlasté methylace histonfi — podpo-
ruje heterochromatin — nebo acetylace histonti — podporuje euchromatin. Tyto chemické déje patii
k dulezitym epigenetickym regula¢nim mechanismim.

25V tomto ohledu byla zjisténa souvislost mezi mirou methylace subtelomerovych oblasti chro-
mozomu a mirou transkripce TERRA. [114]

26Hmotnostn{ spektrometrie (mass spectrometry, MS) je skupina analytickych metod, jejichz
principem je fragmentace vzorku zkoumané latky za vzniku iont (pozitivné, ¢i negativné nabitych —
dle typu metody), ty jsou urychleny v elektromagnetickém poli, detekoviny a je stanovena jejich
hmotnost (presnéji — pomér hmotnosti a ndboje). Podstatou je specifita frangmentace ruznych latek,
¢ehoz lze vyuzit k jejich presné identifikaci, a to i za podminek extrémné malych mnozstvi vzorku.
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Jako priklad lze uvést souvislost s aktivaci opravnych mechanismii v oblasti telo-
mer (jakozto domnélych dvouretézcovych zlomt). U laboratornich mysi bylo pozoro-
vano, ze ubytek exprese TERRA z jedné konkrétni telomery vedl k Siroké dysfunkci
telomer napri¢ celym genomem dané bunky, a to pravé kvili aktivaci (nezddoucich)
opravnych mechanismu [99)].

7 hlediska sekvencni bioinformatiky spoc¢iva vyznam telomeromych transkripti
v moznosti identifikovat telomerové repetice také v transkriptomickych datech. Této
varianty vSak pri screeningu nebylo plosné vyuzito.

Zavérem této ,epigenetické vsuvky* zbyva zminit se o tzv. vimezerenych telomero-
vych sekvencich (intersticial telomeric sequences, ITS). Jejich existence byla poprvé
popsana jiz v roce 1992 [76].

Telomery se ex definitione vyskytuji na koncich chromozomii. Bylo vsak zjisténo,
ze u vice druht obratloven se prislusné telomerové motivy (5’ -TTAGGG-3’) vyskytuji
nejen v terminalnich ¢dstech chromozomi, nybrz i na jinych mistech. [16] Mohou byt
nalezeny blizko centromery?’ ¢i pifmo v jeji oblasti (tzv. (peri)centromerické ITS).
Mohou se ale také nachazet v oblasti mezi centromerou a telomerou (takto jsou nékdy
chapény ITS v uzsim slova smyslu).

ITS mohou tvorit az desitky procent vsech telomerovych repetic daného genomu.
Jednim z rozdilt oproti pravym telomeram je to, ze ITS ziidka tvori , dokonalé“
tandemové repetice, jsou méné sekvencéné konzervovany nez pravé telomery a bézné
telomerové repetice jsou v nich proklddany nepravidelnymi motivy [22].

ITS jsou asociovany s genomovou nestabilitou. Bylo zjiSténo, Ze jde o frekvento-
vand mista (tzv. hotspots) chromozomovych zlomu, rekombinaci, prestaveb a jinych
strukturnich zmén. Jejich sekvence se mohou v genomu amplifikovat, mista jejich
vyskytu jsou fragilnéjsi a maji i podil na regulaci genové exprese [16].

Prestoze biologické funkce ITS dosud nejsou zcela objasnény, je patrné, ze se skrze
svou tcast na pusobeni genomové nestability podileji i na evoluci chromozomi [16].

1.2 Sekvenovani DNA

Utelem podkapitoly o sekvenovani nukleovych kyselin (stanoveni poradi jejich nuk-
leotidi1) je objasnit puvod dat, s nimiz se zachézi v praktické ¢asti prace.

Prvni metody stanoveni priméarni sekvence nukleovych kyselin byly popsany uz
v 60. letech 20. stoleti [38] Zprvu se jednalo o sekvenace malych molekul RNA a
sekvenacni metody byly zaloZzeny na uplné, nebo ¢astecné degradaci téchto molekul
[37].

1.2.1 Klasické sekvenacni metody

Prvni generaci sekvenac¢nich metod predstavovaly metody vyvinuté ve druhé polo-
viné 70. let. Jednou z nich bylo Maxamovo—Gilbertovo sekvenovani, jehoz principem

2TCentromera je mistem chromozomu, v némz jsou pii bunééném déleni spojeny dvé sesterské
chromatidy. Je také mistem pripojeni mikrotubuld déliciho vieténka pri mitotické fazi bunééného
cyklu.
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je stépeni malé molekuly DNA na fragmenty, jejichz konce jsou opatfeny radioaktiv-
nimi znackami. Délkami znacenych fragmenti?® jsou pak urceny pozice jednotlivych
nukleotidt na polyakrylamidovém gelu s rozliSovaci schopnosti jeden nukleotid [55].

A7 do nastupu sekvenovani nové generace byla velmi hojné vyuzivana metoda
Sangerova sekvenovani [90]. Principem je vyuziti tzv. dideoxyribonukleotidi (dANTP) —
od béznych deoxyribonukleotidi (ANTP) v DNA se lisi absenci hydroxylové skupiny
na pozici 3. Je-li takova béaze pti syntéze komplementarniho fetézce zaclenéna do
sekvence, komplementarni fetézec uz se v.daném misté nemuze prodluzovat. Reakéni
smés obsahuje jak ANTP, tak i ddNTP — tyto se ndhodné zaclenuji na rizna mista
v syntetizovaném fetézci, ¢imz ukonci jeho prodluzovani. Tim jsou (pouze na zakladé
pravdépodobnosti) ziskany Fetézce ,vsech moznych* délek. Fluorescenéni nebo radi-
oaktivni znaceni ddNTP umozni rozligit koncovy nukleotid kazdého fragmentu (zda
jde o A, G, C, & T) a tim rekonstruovat puvodni sekvenci.

V 80. letech pak jiz vznikaly automatické sekvenatory schopné ¢ist fragmenty
dlouhé Fadové stovky bazi [2]. Pokud bylo tieba sekvenovat delsi tisesk DNA, byla
pouzita metoda zvana ,shotgun sequencing“. Ta spociva v sekvenovani dil¢ich frag-
menti puvodni molekuly DNA. Tyto fragmenty se ovsem prekryvaji. Vysledek sek-
venovani je tak nutné sjednotit do jediné souvislé sekvence (tzv. kontig) na zakladé
zjisténych prekryva [1]. K tomuto sestavovani byly jiz ,od poc¢atku“ uzivany pocita-
¢ové programy [101].

Béhem 80. let byla vyvinuta i jina, velmi citlivd metoda, ktera nevyuziva flu-
orescencni ani radioaktivni znaceni, ale pracuje na principu chemiluminiscence —
pyrosekvenovani*’, jehoZ pritkopnikem byl Pal Nyrén [68].

Podstatou je, ze kazdé pripojeni nukleotidu je nasledovano emisi svétla, intenzita
emitovaného svétla je imérnd poctu zaclenénych ANTP (vzdy v poctu 0 nebo vice).
Metoda pracuje v cyklech, v kazdém cyklu je pridan vzdy jen jeden typ dNTP a jejich
typy se postupné sti{daji*’. Metoda tedy de facto sleduje aktivitu DNA-polymerazy
a z této informace rekonstruuje podobu sekvence [67], [40].

Podobné jako Sangerovo sekvenovani, a na rozdil od Maxamovy-Gilbertovy me-
tody, pracuje pyrosekvenovani na principu syntézy komplementarniho retézce. Pres-
nost této metody trpi tim, Ze pri zaclenéni vétsiho poctu (¢tyt a vice) nukleotidi
roste intenzita emitovaného zareni nelinearné, a jejich pocet tak nemusi byt spravné
detekovéan [85].

1.2.2 Sekvenovani nové generace

Kdyz se po prelomu tisicileti ujala metody pyrosekvenovani biotechnologickd spo-
lec¢nost 454 Life Sciences, stala se tato metoda prvnim zastupcem sekvenovani nové

28Délku fragmentt lze méfit experimenty na bézi tzv. elektroforézy — migrace zdporné nabitych
molekul DNA gelem, jimz prochézi stejnosmérny proud, rychlost migrace pritom zdvisi na velikosti
daného fragmentu.

29N4zev pochézi od slouceniny pyrofosfitu — to je anion kyseliny difosfore¢né (PgO‘%_), tato
molekula vznika pti kazdém zaclenéni ANTP do syntetizovaného fetézce DNA.

30V ptivodnim provedeni bylo vzdy tfeba piivodni smés s nukleotidy vymyt. Tento ponékud ne-
prakticky krok byl pozdéji optimalizovan zavedenim enzymatické degradace nezddoucich nukleotida
[85].
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generace (NGS)*'. Prvni komerc¢ni platforma pro NGS vznikla v roce 2005 [75].
Obecny princip NGS spo¢iva v masivni paralelizaci sekvenac¢nich reakei [8] (mysleno
po milionech). K provedeni takového sekvenovani musi byt nejprve ptipraven soubor
fragmenti DNA, kazdy z nich v mnoha kopiich, tento soubor fragmentii se nazyva
knihovna DNA (DNA library).

Pti sekvenovani metodou 454 je DNA nejprve fragmentovana a ke koncim jed-
notlivych tseki jsou pripojeny kratké sekvence zvané adaptory. Kazdy z téchto frag-
mentl je posléze podroben klonalni amplifikaci metodou emulzni polymerazové te-
tézové reakce (emPCR) [54]. Principem emPCR je ptiprava emulze vody v oleji —
kazdé kapicka vody obsahuje (mé obsahovat) pravé jeden unikatni fragment DNA a
kulicku, na které je onen fragment jednim svym retézcem imobilizovan pomoci zmi-
néné adaptorové sekvence, cely tento objekt se nékdy oznacuje jako ,,mikroreaktor®.
Proces emPCR probihd pravé v téchto kapickach (mikroreaktorech) a jeho vysledkem
je, 7e kazda kulicka obsahuje ¥adové 107 identickych kopii ptivodniho fragmentu®?
[64], [49], [54].

Pripravena knihovna DNA pak miize byt umisténa na tzv. pikotitrac¢ni desticku
(picotiter plate) obsahujici jamky (picotiter wells)**. Do kazdé jamky by méla zapad-
nout praveé jedna kulicka s imobilizovanymi (identickymi) fragmenty DNA. Do jamek
jsou poté pridavany dalsi potiebné reaktanty, probéhne pyrosekvenovani dle vyse po-
psaného principu a emitované fotony jsou snimany ¢ipem CCD, ¢imz je stanovena
sekvence DNA.

Ve srovnani s jinymi metodami NGS je protokol 454 velmi rychly. Dalsi vyhodou
je, Ze poskytuje velmi dlouhd ¢teni (pres 700 bp [56]). Nevyhodou je vysokd cena
potiebnych reaktant a také jiz zminéna nizka spolehlivost sekvenovani homopoly-
mernich tseka.

Metodé 454 je podobna platforma ,Ion Torrent“. Ta je specifickd zplisobem, ja-
kym je detekovano zacélenéni prislusného nukleotidu do vznikajici sekvence. Vétsina
ostatnich metod k tomu vyuziva fluorescenci nebo jinou luminiscenci, zatimco me-
toda Ton Torrent vyuzivd méteni pH, inkorporace nukleotidu je totiz doprovazena
uvolnénim protonu. Ve srovnani s 454 umoznuji absence optickych komponent v sek-
venatoru a elektronickd detekce vznikajici sekvence snizit ndklady na sekvenaci a
cely proces zrychlit. Metoda je schopna produkovat pomérné dlouha c¢teni. Problém
se sekvenaci homopolymernich tseki vSak pretrvava [86].

Nejpouzivanéjsi soucasnou metodou NGS je platforma Illumina®?. Jejim princi-
pem je vyuziti fluorescencné znacenych terminac¢nich nukleotidovych analogti. Po-
dobné funguje i tradiéni Sangerovo sekvenovani. V pripadé platformy Illumina ale
nejsou pouzity nevratné terminac¢ni ddN'TP, nybrz nukleotidy opatiené odstranitel-
nou terminac¢ni skupinou.

Fluorescencni substraty enzymu DNA-polymerazy opatiené reverzibilné vazanou
chranici skupinou na konci 3’ byly popséany jiz v roce 1994 [17]. Trvalo vsak vice jez

3INékdy se tyto metody oznadujf i jako ,high-throughput sequencing*.

32Jedn4 se o jednofetézcové kopie.

33Pocet jamek na jedné desti¢ce je v Fadu jednotek milion@t — tim je ddna droven paralelizace
prislusné sekvenacni reakce — kazda jamka je sniména zvlast.

34P{avodné uvedena na trh firmou Solexa, ta zéhy piesla pod firmu Illumina.
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jedno desetileti, nez byl uvedeny princip vyuzit v komerénim sekvenatoru a nez byl
poprvé viznamné zuzitkovan pro NGS [93], [13].

Zékladni postup je podobny jako u pyrosekvenac¢ni platformy 454 — je tfeba frag-
mentovat geneticky material, provést jeho amplifikaci pomoci PCR a poté jej para-
lelné sekvenovat — opét se jedna o sekvenovani syntézou komplementarniho fetézce.
Metoda opét zacina rozstépenim DNA a pripojenim kratkych sekvenci — adaptora —
ke koncim vzniklych fragmentii.

Pro klonalni amplifikaci na rozdil od sekvenovani 454 neni uplatnéna emPCR,
ale amplifikace na pevném povrchu. Amplifikace probihd v reakéni komirce (flow
cell), na jejimz povrchu jsou imobilizovany oligonukleotidy, jez posléze slouzi jako
primery pro PCR. Tyto oligonukleotidy jsou soucasné komplementarni k adaptorim
prichycenym k fragmentum DNA, které se diky tomu prichyti k povrchu reakéni
komitrky. Piipadné neprichycené fragmenty jsou ze smési odmyty. Ke smési jsou
poté pridany reaktanty potfebné pro PCR a enzym DNA-polymeraza syntetizuje
komplementarni fetézec k tomu prichycenému. Poté dojde k denaturaci, puvodni
fetézec se odmyje pry¢ (protoze nebyl imobilizovan, pouze nekovalentné vézan ke
komplementdrnimu adaptoru) a reverzni fetézec zustava.

Amplifikace dale probiha metodou , premosténi®, ta spoc¢iva v hybridizaci vol-
ného adaptoru syntetizovaného fragmentu ke komplementarnim adaptortm, jimiz je
povrch reakéni komutrky husté pokryt — aby k tomu doslo, musi se tento fragment
ohnout a vytvofit strukturu podobnou mostu®’. DNA-polymeraza potom synteti-
zuje komplementarni fetézec, zvySenim teploty retézce denaturuji a cyklus se mize
opakovat. Vysledkem PCR je stav, v némz je povrch reakéni komtrky pokryt shluky
(clusters) fragmenti DNA. VSechny fragmenty v ramci jednoho shluku jsou identické
(reverzni komplementy se odstépi a odmyji, zistavaji pouze piima ¢teni) [49].

DNA-polymeraza vykazuje pti zaclenovani jednotlivych nukleotidti jistou chybo-
vost, inkorporaci Spatného nukleotidu mohou nastavat bodové substituce, a to zvlasté
na koncich 3’ [44].

Vlastni sekvenace probihd pfidanim smési ANTP?® s fluorescentni skupinou na
pozici 3. DNA-polymeréza zacleni prislusny nukleotid, ale potom uz zadny dalsi, pro-
toze skupina 3’ je blokovana fluoroforem. Teprve az po chemickém odstépeni chranici
skupiny dojde k pripojeni dalstho nukleotidu. Sekvenovani tak muze probihat syn-
chronizované [103]. Nez je ale fluorofor odstépen, kamera CCD identifikuje, o ktery
nukleotid se jedné (kazdy nukleotid nese jiny fluorofor). Tim je stanovena sekvence
DNA.

V porovnani s jinymi metodami je platforma [llumina cenové prizniva. Jednotlivé
sekvenacni béhy ovSem poskytuji jen kratsi ¢teni — délka zde zavisi na typu pouzi-
tého pristroje, obvykle 200, 250, 300, nékdy az 600 bp [49]. Dal$im nedostatkem
je vychylené pokryti sekvenovanych fragmentia bohatych na AT, nebo GC. Metoda
také vykazuje pomérné vysokou chybovost [49]. Rovnéz chemické odstépeni floroforu
miuze na molekule DNA zanechat ,,jizvu*, ktera ztizi dalsi prubéh chemickych reakci
[41]. Za svou rozsifenost Illumina vdééi hlavné zminéné nizké finanéni narocnosti

35V angli¢ting se proto tato metoda oznacuje ,bridge amplification®.
36P§i pyrosekvenovani byly v kazdém cyklu piidany dNTP jen jednoho typu, u tohoto postupu
se pridavaji vsechny CtyTi typy soucasné.
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a schopnosti produkovat velké objemy dat, které se pri spravné nastavenych stan-
dardech mohou vyuzivat i pro citliva stanoveni, napt. klonalni variabilitu tumor,
detekce SNP v sirokém méritku apod.

S vyjimkou Maxamova—Gilbertova sekvenovani byly vsechny doposud zminéné
postupy zalozeny na sekvenovani syntézou, tedy na pouziti DNA-polymeréazy. Exis-
tuji vsak i metody NGS spocivajici v principu ligace — spojeni nukleotidi jinym
enzymem, DNA-ligdzou®".

Sekvenovani pomoci ligace bylo poprvé uplatnéno v roce 2005 u bakterialniho
genomu a uz tehdy byla pozorovana jeho vysokd presnost (podil chyb okolo 107)
[91].

Protokol opét obnasi fragmentaci DNA, pripojeni adaptort, klondlni amplifikaci
pomoci PCR a vlastni sekvenovani. Amplifikace je provadéna podobné jako u metody
454 — je uplatnéna emPCR. Fragmenty jsou upevnény na malych kulickach, ty jsou
imobilizovany na sklicku a sekvenovany [82], [3].

Komeréni platforma vyuZivajici sekvenovani ligaci se nazyva SOLiD**. Zatimco
pripravou knihovny DNA muze SOLiD pripominat 454, princip sekvenovani je od-
lisny. Sekvenacni reakce spo¢iva v pouziti oktamertt DNA®?, Kazdy oktamer je tvoien
dvéma bazemi DNA na konci 3’ (je tedy tfeba 16 ruznych typu oktamera — pro
vSechny variace), dale tfemi ,univerzalnimi“ bazemi (které hybridizuji s libovolnym
templdtem) a tfemi nukleotidy nesoucimi fluorofor jedné ze ¢tyt barev. V prvnim
sledu dochazi k hybridizaci oktameru k sekvenované molekule DNA. DNA-ligdza
kovalentné spoji konec 3 daného oktameru s koncem 5’ jiz pripravené ¢asti komple-
mentarniho fetézce. Nasleduje detekce barvy prislusného fluoroforu a odstépeni tii
nukleotidii nesoucich tento fluofor. Z oktameru tak zlstava pentamer dvou znamych
bazi a tii univerzalnich bazi. Proces se poté opakuje.

Je patrné, ze timto algoritmem nelze ziskat tplnou informaci o dané sekvenci,
protoze nelze zjistit, k jakym bézim hybridizovaly univerzalni baze v oktameru. Ce-
lou reakci je tak nutné jesté nékolikrat opakovat, pti kazdém opakovani se ale ¢teci
ramec posune o jeden nukleotid. Spojenim dil¢ich informaci ze vSech iteraci lze re-
konstruovat ptvodni sekvenci [92].

Sekvenovani pomoci ligace se oproti jinym metodam vyznacuje vysokou pres-
nosti — vzdyt z povahy metody musi byt kazdy nukleotid prec¢ten dvakrat, nejbéznéjsi
chybou je substitce nukleotidu [49]. Jeho slabinou je ovSem $patna schopnost sekveno-
vat deld{ palindromatické sekvence*'. Tyto sekvence totiZ tvor{ neZzaddouci sekundarni
struktury — tzv. vlasenky (hairpin) — jedna polovina vlasenky hybridizuje s jeji dru-
hou polovinou, a kvili tomu k nim uz nemuze hybridizovat oktamer [39]. Nepresnost

3TRozdil mezi DNA-polymeradzou a DNA-ligdzou zilezi v tom, ze DNA-polymerdza kovalentné
pripoji nukleotid k ¢asti uz hotového komplementarniho vlakna, zatimco DNA-ligaza potfrebuje,
aby se k ¢dsti téhoz vldkna hybridizaci (vodikovymi mustky) pfipojil néjaky oligonukleotid a ona
poté vytvori fosfodiesterovou vazbu mezi timto oligonukleotidem a predchiidné syntetizovanou ¢asti
komplementarniho fetézce.

38Sequencing by Oligonucleotide Ligation and Detection, uvedena na trh nékdejsi spole¢nosti
Applied Biosystems v roce 2007 [3].

390ktamerem se zde rozumi oligonukleotid délky 8.

40 Jedna barva tedy miize znamenat étyfi riizné variace piislusného dinukleotidu.

“1Palindromaticka sekvence se v piimém sméru éte stejné jako v reverznim sméru, napi.
5’-TAGGCATGCCTA-3".
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muze byt zpusobena i ,smésnymi* fragmenty DNA na jedné kulicce, prilisnou bliz-
kosti kulicek pti sekvenaci ¢i ubyvanim fluorescencniho signalu pii opakovani cyklu
[3], [46]. Jinym nedostatkem platformy SOLiD je mald délka sekvencnich cteni [39].

Platformé SOLiD se podoba i sekvenacni metoda ,,DNA Nanoballs“ vyvinuta
nékdejsi firmou Complete Genomics. Tato metoda je unikatni provedenim replikace
DNA. Pri pripravé knihovny totiz fragmenty DNA tvori kruhové molekuly, jez jsou
replikovany mechanismem otacejici se kruznice s vyuzitim fagové polymerazy. Tim
vzniknou dlouhé tandemové repetice daného fragmentu. Tyto tiseky se usporadaji do
podoby ,nanokulicek” a v této podobé dochazi k jejich sekvenaci podobnym princi-
pem jako u platformy SOLiD. Nevyhodou této metody je kratka délka sekvencnich
Cteni. [28]

1.2.3 Sekvenovani treti generace

Tato préce je postavena predevsim na zpracovani dat pochézejicich z ,klasickych*
metod NGS. V poslednich letech se ale rozvijeji i postupy tzv. sekvenovani treti
generace (third-generation sequencing, TGS), nékdy se oznacuje i jako jednomoleku-
lové sekvenovani (single-molecule sequencing). Tyto metody se od NGS lisi absenci
amplifikac¢ni faze. Tim se snizuji jak finanéni naklady, tak i chybovost zptisobena
amplifikaci [49]. V databézi SRA se jiz nachazeji data pochazejicich z TGS — zvlasté
pak z platforem PacBio SMRT a Nanopore. Jejich spolecnou vlastnosti je produkce
velmi dlouhych cteni [37].



Kapitola 2

Metodika

Tato kapitola popisuje, jak bylo postupovano pri provedeni screeningu. Bude v ni
uvedeno, které databaze tato sekvenéni data obsahuji a spravuji, jak byla data ex-
trahovana z databaze a jak s nimi bylo dale zachazeno.

Jelikoz se jedna o popis metodiky, neni cilem specifikovat zde vysledky prace. Je
vsak tfeba fici, ze mnohé metodické pristupy vznikaly pribézné jako reakce na diléi
mezivysledky a potfebu jejich vylepseni, proto museji byt takové vysledky naznaceny
uz v této kapitole, ackoli jejich systematicky a tiplny popis bude podéan v kapitole 3.

2.1 Databaze sekvenc¢nich dat

Veskerd dostupnd sekvenacni data jsou ulozena v databézich zastieSenych projek-
tem , The International Nucleotide Sequence Database Collaboration“ (INSDC) [45].
Tato platforma zahrnuje tii velké databaze, mezi nimiz denné probiha sdileni vSech
sekvencnich dat i dalsich pridruzenych informaci. Jsou to

o ENA (European Nucleotide Archive) pod EMBL-EBI (European Molecular
Biology Laboratory’s European Bioinformatics Institute),

o GenBank pod americkym NCBI (National Center for Biotechnology Infor-
mation) [10],

« DDBJ (DNA Data Bank of Japan).

Vzhledem k tomu, ze ,fyzicky“ obsah vSech tii databéazi je identicky, rozdil mezi nimi
je spise otazkou uzivatelského rozhrani a nabidky nadstavbovych nastroji.

V ramci platformy INSDC existuje rozsahld databaze zvana Archiv sekvencnich
¢teni (Sequence Read Archive, SRA), kterd se rovnéz podili na zminéné politice
sdileni dat [48].

Databaze SRA se soustieduje na shromazdovani ,,surovych* sekven¢nich dat po-
chazejicich z nejriznéjsich laboratori. Vysoka kapacita sekvenatort a snizujici se na-
klady na sekvenace maji pochopitelné za nasledek rychly nartst objemu dostupnych
dat. Valna vétsina téchto dat je pritom vefejné pristupna komukoli na Internetu.
Kolem 80 % sekvencnich dat v SRA v soucasnosti pochdzi ze sekvenacni platformy
[llumina.

~ 18-
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Kromé vlastniho datového souboru je obvykle k dispozici i mnozstvi metadat
zahrnujicich informace o organismu, zpusobu sekvenace a (dulezitych) detailech jejtho
provedeni, prispivajici laboratoti apod.

Ackoliv se nejednd o absolutné otevienou databazi, protoze jeji obsah je instituci-
onalné spravovan, relevance dat, spravna anotace a spolehlivost tidaji v metadatech
je ponechana prispivajicim autorim dané studie s pripadnym odkazem na publikace.
Tento zptsob je skvéld prilezitost pro sdileni vstupnich dat, ovérovani jejich vyuziti,
a pripadné recyklaci pro studie jiného zaméreni nez bylo ptivodni. Takova otevienost
systému nicméné prinési i riziko tzv. zmate¢nych soubort (napf. kontaminace hou-
bovymi sekvencemi v sekvenacnich datech muzejnich a herbarovych polozek, zaména
pojmi genome/transcriptome, piiprava sekvena¢ni knihovny random/selection, se-
lection/size selection atd.)

Databaze obsahuje i obecnéjsi metadata, napt. ohledné taxonomie vSech dostup-
nych organismi. V dobé piipravy dat pro screening (podzim 2018) v ni bylo zhruba
Ctyti sta tisic eukaryontnich genomt, objem dat vSak stale rychle roste.

2.2 Tandem Repeats Finder

Tandem Repeats Finder (TRFi) je program urceny k vyhleddvani tandemovych re-
petic v sekvenc¢nich datech [11]*2. Existuje i fada jinych podobnych progrant, napt.
Repeat Explorer, ale v ramci navaznosti na predchozi projekty a jiz zc¢asti imple-
mentovanou nastavbu nad TRFi byl pro analyzu pouzit pravé tento program [66].
Program TRFi poskytuje internetové uzivatelské rozhrani pro zpracovani sekvenci ve
formétu FASTA (https://tandem.bu.edu/trf/trf.submit.options.html). Sem
mohou uzivatelé své sekvence primo kopirovat, pripadné nahravat z pripravenych
textovych souborti. Takovy postup je ale vhodny pro malé objemy dat a jeho au-
tomatizace by byla neschiidna. Proto byla pro screening pouzita volné dostupna
instalace ve verzi pro Linux.

MetaCentrum, v jehoz ramci byly analyzy provadény, poskytuje TRFi v jednom
ze svych modultl, v ramci této prace ale byla pouzita vlastni kopie programu, protoze
spousténi predchystané verze provazely technické obtize. Pti screeningu byla pouzita
verze programu 4.07b*3.

2.2.1 Princip a algoritmus programu TRFi

TRFi funguje na principu sekvenéniho priloZeni (sequence alignment) [113] (str. 31
az 35), [24] (str. 28 az 30). Alignment je metoda k urceni miry podobnosti dvou
sekvenci.** Dvé piiloZené sekvence mohou vypadat napi. takto:

GTGGCGTGGAATATTATTAGGC---
GTC-CGTGGTA-ATTATTCGGCAAA

427, citované Bensonovy préce [11] (popifpadé ze stranek TRFi pro vyssi aktudlnost — [12]) po-
chazeji témér vsechny informace o TRFi uvedené v téchto sekcich.

43Existuje jiz novéjsi verze 4.09, kterd se lisf schopnosti zachdzet s centromerovymi sekvencemi,
ty vsak pro tuto praci nejsou zasadni.

44V tomto pifpadé nukleotidovych, ale piikladat lze i sekvence jiné, nap¥. proteinové.


https://tandem.bu.edu/trf/trf.submit.options.html
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Casto se rozliuje parové prilozeni (pairwise alignment, pouze dvé sekvence) a vi-
cenasobné prilozeni (multiple alignment, obecné vice nez dvé sekvence). Kvalita alig-
nmentu se hodnoti pomoci riznych skore. To je kvantita zohlednujici pocet shod
(matches), neshod (mismatches) a mezer (gaps) v prilozenych sekvencich. Kazdy
z téchto jevi aditivné prispiva k celkovému skore. Konkrétni ,kladné body“ za shody
nukleotidi, pripadné penalizace za riznost sekvenci, jsou do zna¢né miry arbitrarni
zalezitost. Skoére proto miize slouzit spise k porovnani vice riiznych alignmenti a na-
lezeni nejlepsiho nezli k ,separdatnimu® urceni objektivni kvality konkrétniho align-
mentu.

Protoze je sekvenc¢ni prilozeni (zvlasté vicendsobné) vypocetné narocné, softwary
nehledaji zcela optimalni alignment, ale vyuzivaji heuristickych metod dynamického
programovani.

Algoritmy sekvencniho prilozeni se déli na lokalni a globdlni. Mame-li dvé sek-
vence podobné délky, které si maji vzajemné odpovidat (napf. dvé sekvence téze
funkce z pfibuznych organismi), muzeme pouzit globalni pfilozeni (tak je tomu napft.
v prikladu uvedeném vyse). Muze vSak nastat situace, ze chceme kratkou sekvenci
prilozit k néjaké mnohem delsi sekvenci. Pritom nas zajima jen to, nakolik presné
je kratsi sekvence obsazena v té delsi. Pouziti globalniho prilozeni by nevyhnutelné
vygenerovalo velmi dlouhé mezery, coz by bezduvodné snizovalo skore alignmentu.
V takovém pripadé pouzijeme lokalni prilozeni, viz priklad:

GCATTAGCAGTCTTTGGTTA--TTACGTGGAGGGATTCGATCCGTT
TTAGGTTAGGTTAGG

Sekvené¢ni prilozeni (ve své lokdlni verzi) hraje zasadni roli i v TRFi: Program
nejprve pomoci statistickych kritérii najde kandidatni repetice (dle piuvodni Benso-
novy terminologie tzv. detekéni ¢ast programu) a takto vygenerované tiseky se pokusi
prilozit k ptvodni sekvenci (analytickd ¢ast programu). Jestlize méa vysledny align-
ment dostatecné vysoké skore, program repetici vyhodnoti jako pritomnou v datech
a zapise do vystupniho souboru.

Detekce tandemovych repetic probiha na zakladé skenovani vstupni sekvence
kratsim tsekem (sondou — ,probe®), pricemz program hledd tplné shody pouzité
sondy se vstupni sekvenci. Pritom jsou zaznamenavany indexy nukleotid, u nichz
se dand sonda vyskytla. Pti jejim opakovaném vyskytu se pak hodnoti vzdalenosti
indext nukleotidii a tato vzdalenost se pripadné stava délkou periody prislusné repe-
tice. Pouziti statistickych kritérii k vyhodnoceni pritomnosti repetice souvisi s tim, ze
TRFi uplatnuje jistou toleranci vici ,nepravidelnostem* v repetitivnich sekvencich.

Jestlize nalezeny kandidat na repetici projde statistickymi testy, analyticka cast
TRFi se pokusi dany vzor prilozit k sekvenci. Pokud jsou k sekvenci tispésné prilozeny
alespon dvé opakovani daného vzoru a prilozeni mé dostateéné vysoké skoére, program
tuto sekvenci stanovi jako repetitivni a zapise do vystupniho souboru.

2.2.2 Nastaveni parametri TRFi

Program je spoustén z prikazové tadky piikazem trf, ptri pouziti vlastniho spus-
titelného binarniho souboru je volan pfimo nézev souboru (vcetné pripadné cesty
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k nému — trf409.1linux64, trf407b.1linux64 apod.), za timto piikazem nésleduji
parametry. Priklad volani programu je:

$ ./trf409.1inux64 ./SRR7003228.fasta 2 7 7 80 10 50 35 -h -ngs

o Prvnim nutnym parametrem je ndzev vstupniho souboru (SRR7003228.fasta).
V uvedeném prikladé se predpokladd, ze spustitelna kopie programu i vstupni
datovy soubor se nachézeji v témze adresari, ktery je soucasné aktualnim pra-
covnim adresarem.

o Dalsi tii parametry definuji nastaveni alignmentu (2 7 7). Dokumentace je na-
zyva ,match”,  mismatch“ a ,delta“. Matouci muze byt skutecnost, ze shoda
zde ma vahu 2, zatimco neshoda ¢i indel 7 — jde o to, ze hodnoty 7 algoritmus
interpretuje jako zaporna cisla, tedy jako —7. Uvedené hodnoty jsou doporu-
¢ené v dokumentaci programu, mohou vsak byt zménény.

» Hodnoty 80 a 10 se tykaji predem stanovenych pravdépodobnosti shody (py =
0,8), resp. indelu (pyy = 0,1). Pravdépodobnosti model detekéni ¢asti TRFi
s nimi pracuje v ramci statistickych kritérii. Zména téchto hodnot mtze dle
dokumentace nékolikandsobné zvysit ¢as potfebny pro vypocet.

o Dalsi parametr (50) se nazyva ,minscore“. Je to nejmensi skére alignmentu,
pri jakém je dany repetitivni motiv reportovan do vystupu. Pro ptriklad uvazme
tento alignment s 28 shodami, jednou neshodou a jednou mezerou:

TTTAATTTATTTTACCCTAA-CCTAACCCTAACCCTAAGCCTAAC
CCCTAACCCTAACCCTAACCCTAACCCTAA

Jeho skoére je pri nastaveni parametrii napi. 2 3 7
28:2+1-(=3)+1-(=7)=56—-3—7=146.

Pfi tomto nastaveni (minscore=50) by repetice CCCTAA nebyla programem
identifikovana. (Je asi zfejmé, Ze mira ,benevolence® pii hodnoceni aligmentii
v TRF1i je prevazné véci uzivatelovych zkusenosti a preferenci.)

o Posledni povinny parametr je nazyvan ,maxperiod“ (zde 35). Je to maximalni
délka periody repetice, kterou program uvazuje. Minimalni délka je vzdy 1.
Maximélni hodnota tohoto parametru je 2000*°. Dle zkuSenosti pii vypoctech
se jeho snizenim celé zpracovani i nékolikanasobné urychli.

Program dale nabizi pouziti prepinacii, ty vSak jiz nejsou povinné. Mezi nimi
napr.:

o Volba -m vede k vygenerovani tzv. maskovaného souboru (,,masked sequence
file*), v némz jsou nukleotidy, které byly v rdmci analyzy zarazeny do tande-
mové repetice, nahrazeny znakem N.

45 Je tieba uvazit, jaké je délka sekvencnich ¢teni a podle toho parametr snizit.
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Volba -h potlacuje vystup ve formatu HTML.
o Prepina¢ -u vypise napovedu.
o Parametr -v vypise verzi TRFi.

» Volba -ngs je uréena zvlasté pro vstupni datové soubory s velkym mnozstvim
dil¢ich sekvenci. Vystup je pak kompaktnéjsi, sekvencni ¢teni bez repetic nejsou
v souborech .out za tcelem Setfeni paméti viibec uvadény.

2.2.3 Vystupy programu TRFi

Hlavnim vystupem programu je soubor s priponou .out, ktery obsahuje informace
o zpracovanych sekvencnich ¢tenich. Jestlize byla v daném ¢teni identifikovana tan-
demova repetice, program ji zapise do vystupniho souboru, a to véetné rtznych sou-
visejicich kvantitativnich tdajia. Tento vystup je ale jednak velmi objemny (zvlasteé,
byl-li piivodni soubor . fasta velky jednotky az desitky GB) a jednak pomérné Spatné
¢itelny. NiZe je uvedena ukdzka takového vystupu (jedna se o genom motyla Papilio
ambraz, ktery se vyskytuje v Oceénii): 0

O@SRR5879299.481 481 length=200

158 187 1 30.0 1 100 0 60 100 0 O O 0.00 a“AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA
AAAA AGAGCGTCGTGTAGGGAAAGAGTGTAGATCTCGGTGGTCGCCGTATCATT GATGAACAATACA
O@SRR5879299.483 483 length=200

69 103 7 5.0 7 85 0 52 17 25 28 28 1.97 TATGCGC TATGCGCTATGCGCTATGCAC
TATGCGGTATGCGC TATGCGATTTTCGAGTTTCGACTTTCGAGTTTTTGATAAGCGATACGCGT GTA
TCGCTTATCAAAAACTCGAAAGTCGAAACTCGAAAATCGCGTATCGC

163 200 7 5.4 7 87 0 58 31 26 23 18 1.97 ATAGCGC ATAGCGCATACCGCATAGTG
CATAGCGCATAGCGCATA ATCAAAAACTCGAAAGTCGAAACTCGAAAATCGCGTATCGCGTTATGCAA .
O@SRR5879299.485 485 length=200

1138 2 72.0 2 82 8 90 36 2 1 59 1.19 TA TATATATATATATATATATATATATATA
TATATATATTATAATATTTGTATATTTTTTTTTTTTTTTCTATTATCTATATTGTATTATTTTTCTTAT
TTATATATATATATATATATATATATATATATATATATATA . ATTGAGAGTTGTGCGTGTAGAGAGT
GTGTGTCTATCTTTTTGATCGATAT

O@SRR5879299.487 487 length=200

46 90 7 6.4 7 84 0 63 15 24 28 31 1.96 TATGCGC TATGCGCTATGCGCT
ATGCGCTATGCACTGTGCGGTATGCGCTAT GATTTTCGAGTTTCGACTTTCGAGTTTTTGATAAGCGA
TACGCGT TTGCATAACGTATCGCTTATCAAAAACTCGAAAGTCGAAACTCGAAAATC

Jsou zde uvedeny vysledky pro Gtyii ¢teni: 481, 483, 485 a 487. Cteni s &isly spa-
dajicimi do uvedeného rozmezi, kterd zde nejsou uvedena, program nevypsal proto,
ze v nich nenalezl Zaddnou repetici. Kazdy vystup zac¢ind symbolem @, ndzvem zpra-
covavaného souboru, identifikdtorem sekvenc¢niho ¢teni a tidajem o jeho délce.

Nasleduje tabulka s idaji o nalezené repetici. Tabulka bude interpretovana napf.
pro ¢teni ¢. 483 (to je zde pro srovnéni uvedeno ve své puvodni, vstupni podobé):

46Jde o kompaktndjsi vystup za pouziti prepinace -ngs.
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>SRR5879299.483 483 length=200
GCTATTTGCATAACGCGATATGCGATTTTCGAGTTTCGACTTTCGAGTTTTTGATAAGCGATACGCGTTA
TGCGCTATGCGCTATGCACTATGCGGTATGCGCGTATCGCTTATCAAAAACTCGAAAGTCGAAACTCGAA
AATCGCGTATCGCGTTATGCAAATAGCGCATACCGCATAGTGCATAGCGCATAGCGCATA

Ciselné idaje 69 103 7 5.0 7 85 0 52 17 25 28 28 1.97 maji nasledujici vy-
znam:

o Prvni dvé ¢isla (69, 103) jsou indexy nalezené oblasti s repetici, jsou vztazeny
k zacatku daného sekvenc¢niho ¢teni.

o Treti ¢islo (7) predstavuje délku periody, s niz se dand repetitivni sekvence
opakuje.

« Ctvrta polozka (5.0) miiZze byt chipina jako délka celého tiseku tvoreného
repeticemi v jednotkach poctu period. Presnéji — je to pocet kopii nalezené
repetice, které byly prilozeny k originalni sekvenci.

o Paty tdaj (7) znaci délku konsenzu v puvodni sekvenci, jenz byl pouZit pro
alignment s nejlepsim skore. Obvykle méa stejnou délku jako je délka periody
prikladané repetitivni sekvence, ale miize se i lisit.

o Sesté a sedmé ¢islo (85 a 0) znamenaji procenta shody v daném alignmentu,
resp. procenta malych inzerci a deleci (indelt).

o Osmy udaj (52) predstavuje souhrnné skore alignmentu.

« Dalsi ¢tyfi polozky (17, 25, 28, 28) udavaji procentudlni zastoupeni jednotli-
vych nukleotidi v dané repetici.

« Posledni tdaj (1.97) je entropie vypoctend z nukleotidového slozeni piislus-
ného tuseku. Nejvyssi entropie bude dosazeno pfi zcela rovnomérném zastoupeni
nukleotidti, naopak homopolymerni tsek (napft. ,,polyA*) ma nulovou entropii.

V prehledu uvedeném vyse byla vypisovana ¢isla prislusejici motivu TATGCGC.
Ve cteni 483 vSak byla identifikovana jesté jina repetice — ATAGCGC. Pti prohlédnuti
pocatecniho tseku ptivodniho ¢teni si lze vSimnout naznaku treti repetice — TTTCGAG,
jeji pritomnost vsak program nevyhodnotil jako vyznamnou, proto ve vystupu neni
uvedena. Srovnanim popsaného vystupu s vystupem pro ¢teni 481, v némz se na-
chazi dlouhy homopolymerni tsek adeninti, je patrné, ze tento tsek byl programem
vyhodnocen jako repetice délky 1.

Zbyva dodat, ze dalsim vystupem programu jsou soubory s alignmenty, na zakladé
nichz byly prislusné repetice identifikovany.
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2.2.4 Tandem Repeats Merger

Tandem Repeats Finder neni nastavitelny pro paralelni zpracovani vétstho mnoz-
stvi datovych soubort. Navic v pripadé velkého mnozstvi ¢teni v jednom vstupnim
souboru (u NGS bézné jednotky, ba desitky milioni) postrada struéné a prehledné
shrnuti nalezenych tandemovych repetic.

7 téchto duvodu byl jiz diive na skolitelové pracovisti vyvinut nastroj Tandem
Repeats Merger (TRMe) urceny pro dodateéné zpracovani vystupu z TRFi [100].
Je schopen paralelné zpracovat i desitky datovych soubori. Kromé standardnich vy-
stupt TRFi poskytuje seznamy nalezenych tandemovych repetic véetné pocti ¢teni,
v nichz byly identifikovany, a souhrnné tabulky téchto cetnosti pro vsechny zpra-
cované soubory. Tento nastroj ma i funkce, jez nebyly pri screeningu vyuzity — jde
o porovnavani obsahu tandemovych repetic ve vzorcich osetienych nukledzou BAL-31
stépici telomery a ve vzorcich kontrolnich. To nebylo vyuzito, protoze v databazich
zpravidla nejsou vhodna data k takovému porovnavani.

Tato nastavba poslouzila jako zaklad pro provedeni screeningu. TRMe byl vsak
programovan s ohledem na zpracovani spiSe malych skupin souborii, procez jeho
pouziti (zvlasté pro velkd mnozstvi soubort) obnasi néktera uskali:

o Néazvy datovych soubori je v ném nutné (manudlné) zadavat do jednoho ze
skriptu.

e Program generuje vystupni soubory s velmi dlouhymi nazvy. OS Linux je vSak
opatren limitem pro délku nazvu souboru. Pokus o paralelni zpracovani velkého
mnozstvi soubort tedy skonéi chybou.

e Pokud z jakéhokoli divodu program skonci chybou, uzivatel neobdrzi zadné
vystupni soubory. Vypocty totiz probihaji v tlozisti scratch.

e Pro potreby sirokého screeningu mnoha souborii nejsou vystupy optimalni — dil-
¢i seznamy repetic s ¢etnostmi obsahuji nékteré sekvence redunantné, tabulky
jsou misty Spatné formétované (u palindromatickych sekvenci).

o Paralelni zpracovani mnoha datovych soubort je vypocetné neefektivni, vyka-
zuje velmi Spatné skalovani procesorii. Délka vypoctu se totiz odviji od doby
trvani nejkomplikovanéjsiho vypoctu, zatimco mnohé jiné uz jsou hotové a pro-
cesory, na kterych byly spustény, pak bézi ,,naprazdno®.

Z uvedenych divodi byl TRMe v ramci screeningu vyuzit, ale bylo nutné alespon
castecéné obejit zminéné problémy a upravit jeho vystupy.

2.3 Implementace screeningu

Jiz pred timto projektem byly uplatnovany pristupy ke hledani tandemovych repetic
zalozené na TRFi a TRMe, prevazné s vyuzitim sluzeb MetaCentra. V ramci této
prace bylo tfeba navrhnout analyzu tak, aby byly zpracovany radové tisice genomt
(pokud mozno) vSech ruznych eukaryotnich druhii dostupnych v SRA.
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2.3.1 Vybér vstupnich dat

Jiz v dobé spousténi screeningu obsahovala databaze stovky tisic datovych soubort
se sekvenovanymi genomy. Vypocetni kapacita v kombinaci s dostupnymi softwaro-
vymi nastroji a casovym horizontem bakalarské prace neumoznuje zpracovat veskera
dostupna data. Lze vsak provést racionalizaci a vhodnym filtrovinim a ¢astecnym
vzorkovanim dat screening uskutecnit v masivnim rozsahu ve smyslu zastoupeni jed-
notlivych druht.

Uzivatelské rozhrani databaze SRA (v rdmci serveru https://www.ncbi.nlm.
nih.gov) nabizi moznosti filtrace dat podle riznych kritérii. Jestlize je filtrovanych
souboru relativné maly pocet, lze jejich seznam zobrazit v interaktivnim prostredi
»ORA Run Selector“.V ném se zobrazi tabulka datovych souborti, iidaje o jejich
poctu a velikosti, je mozné pokracovat ve filtraci dat, radit je dle jednotlivych krité-
rif (druhu, sekvenacni platformy, prispivajiciho pracoviste, velikosti, ... ), pfipadné
manualné vybirat konkrétni datové soubory pro zarazeni do konecéného seznamu.
Vystupem tohoto rozhrani je tzv. ,SRA Accession List* — textovy soubor o jednom
sloupci obsahujici identifikatory zvolenych datovych soubor, napt:

SRR2154279
SRR4031068
SRR3571026

SRR7699527

SRR7784022

Alternativné lze ziskat i celou tabulku s metadaty (tzv. ,SRA Run Table“ ve formatu
.csv), kterd zahrnuje vSechny zvolené soubory.

Tento zplisob vybéru datovych souborii je vhodny pro mensi projekty zamérené
na relativné tzkou skupinu organismi, a to ze dvou duvodi:

1. Do rozhrani ,Run Selector” lze odesilat jen malé skupiny souboru (fadové
stovky), jsou-li jich tisice a vic, server je zahlcovan a nepracuje optimalné.

2. Z&dny z nabizenych filtrii neobsahuje volbu, kterd by v ramci jednoho kritéria
(napr. druhu) automaticky vybrala zvoleny pocet soubort (napt. pravé jeden)
od kazdé varianty. Pravé to vsak bylo pro screening zapotiebi.

Proto byl vybér dat proveden nize popsanym zptisobem.
1. V ramci webového rozhrani NCBI byly vybrany soubory obecné vyhovujicich
kritérii:
o Byly filtrovany jen eukaryontni organismy.
dotaz: ("Eukaryota"[Organism] OR eukaryotes[All Fields])

« Byla zahrnuta jen vetfejné dostupna data.
dotaz: cluster_public[prop]

o Prestoze telomerové sekvence lze teoreticky zaznamenat i v transkripto-
mickych datech, screening byl omezen na molekuly DNA.
dotaz: "biomol dna"[Properties]


https://www.ncbi.nlm.nih.gov
https://www.ncbi.nlm.nih.gov
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o Byly uvazovany jen celogenomové sekvenace, tj. ne napt. jen sekvenace
konkrétni skupiny genti, zvolené c¢asti chromozomu apod.
dotaz: "strategy wgs" [Properties]

o Telomerova sekvence je v nékterych sekvenacnich experimentech z prin-
cipu ignorovana (napf. sekvenace, pii nichz se vytvaii knihovna z ,vybra-
nych® restrikénich fragmentii klonovanych do knihovny BAC, sekvenace
Lvybranych® restrikénich fragment o konkrétni jednotné délce, sekvenace
genomovych tsekl ,vybranych® vyuzitim PCR nebo jiné amplifika¢ni me-
tody atd.). Proto byly uvazovany jen ty experimenty, v nichz byla priprava
knihovny fragmentti DNA provedena na zptsob ndhodného vybéru (tj.
sekvence ve vysledné knihovné byly zastoupeny optimalné jen vzhledem
k frekvenci vyskytu v genomu, vychyleni zpusobené napt. vyskokym ob-
sahem paru GC a podobného typu je v postupu zanedbévano). Je treba
uvést, ze poskytovatelé hrubych dat zde casto chybuji. Parametr PCR
tu spravné znamenad, ze vstupni populace fragmenti DNA se omezuje na
specifickou frakci genomovych sekvenci. Pritom chtéji jen vyjadrit, ze pri-
prava knihovny obsahuje kroky opatrovani adapterti pomoci PCR a neni
tzv. PCR-free. Dalsi chybou byva, ze pro genomova data uvadéji ,size
selection, coz by pripadalo v tivahu u PCR dat, nebo celotranskripto-
mickych dat. ,,Size selection” v tom pripadé snizuje ,nahodnost® vstup-
nich sekvenci vzhledem k celému genomu. Poskytovatelé chtéji vyjadrit,
ze sekvenacni knihovna obsahovala fragmenty DNA v urcitém rozsahu,
coz je nutné pro efektivni vyuziti sekvenacni technologie, nicméné vybér
cilovych sekvenci je zde ndhodny. Ke zmateni pojmt dochazi i ,,opacnym
smérem®, ale pro ucely této prace byly pouzity jen datové soubory apriori
oznacené random.
dotaz: random[Selection]

« Filtrace na pouzitou sekvenacni platformu nebyla provedena.
Cely dotaz mél tedy tento tvar:

("Eukaryota" [Organism] OR eukaryotes[All Fields]) AND
(cluster_public[prop] AND "biomol dna" [Properties] AND
"strategy wgs"[Properties]) AND random[Selection]

2. Pres tlacitko ,,Send to“, naslednou volbu ,,Choose destination“ jako ,File®,
a vybrany format ,Runlnfo” byl vynenerovan soubor typu .csv o zhruba ¢tyr
stech tisicich tadcich. Ten obsahoval vsechny dostupné informace o vsech fil-
trovanych datovych souborech.

3. Findalni priprava seznamu souborti byla provedena pomoci skriptu v jazyce
Python. Vyvstala otazka, na zakladé které charakteristiky rozlisit riznost druhti
— nabizel se latinsky nézev, nebo parametr ,TaxID“, jimz je v databazi kaz-
dému taxonu prifazeno jednoznacny ciselny identifikdtor. Vyhodou TaxID je
jeho presnost — zadané latinské nazvy obcas obsahuji preklepy ¢i jiné chyby.
Problém ale spo¢iva v tom, ze i ruzné varianty téhoz druhu (poddruhy apod.)
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se mohou lisit v TaxID a screening by mél pti takové filtraci az prilis jemny za-
bér. Proto bylo nadéle zachazeno s latinskymi nazvy jako identifikatory druhi.
Skript prochézel tabulku, na prvnim radku zaradil nazev druhu do iniciovaného
seznamu. Na dalsim fadku porovnal novy nazev druhu se seznamem druhii,
nebyl-li takovy druh dosud zaznamenan, zaradil jej tam a zapsal radek do vy-
stupniho souboru, jinak radek preskocil. V ramci textového fetézce oznacuji-
ctho nézev druhu pak byly vzdy uvazovany jen prvni dvé slova (oddélend bilymi
znaky), protoze mnohdy bylo sekvenovano mnoho poddruhu jednoho druhu, ty
vsak nebylo nutné vSechny do screeningu zahrnovat. Timto zptsobem bylo vy-
brano 5152 radkt. Sloupce s pristupovymi kédy k prislusnym soubortum pak
byly extrahovany pomoci néstroje awk.

2.3.2 Pristup k dattim

Rozhrani databaze SRA popisovand v 2.3.1 neposkytuji (zjevné dostupnou) moznost
primého stazeni sekvencnich dat. Je to dano jejich velikosti — jiz relativné uzka
filtrace soubort® mize snadno nabyt velikosti jednotek i desitek TB. Data je mozné
primo stahovat pomoci adresy URL, kterou lze ziskat z rozhrani ,Run Selector®,
resp. z tabulky ,,SraRunInfo* (viz 2.3.1). Jejim zadédnim do prohlizece se cely datovy
soubor zacne stahovat na lokalni pocitac¢, coz je pochopitelné znacné nepraktické.

Data by bylo mozné stahovat primo na tlozisté NGI prikazem wget, ale pro
pristup k datam (i jejich pfipadné upravy, prevadéni mezi formaty atp.) slouzi pre-
dev§im jiz pfipraveny nastroj SRA Toolkit [120]. Nejnovéjsi verzi programu lze ziskat
z adresy https://trace.ncbi.nlm.nih.gov/Traces/sra/sra.cgi?view=software
Starsi verze byly dostupné pro OS Linux, Windows i MacOS, nejnovéjsi je jiz pod-
porovana pouze pro Linux.

Névod k instalaci a konfiguraci je dostupny na adrese https://ncbi.github.io/
sra-tools/install config.html. Napovéda je dostupna na https://www.ncbi.
nlm.nih.gov/books/NBK158900/, dokumentace na https://trace.ncbi.nlm.nih.
gov/Traces/sra/sra.cgi?view=toolkit_doc.

V rdmci tohoto programu slouzi ke stahovani dat ze SRA ptikaz prefetch. Jeho
pouziti vsak provazely technické obtize a chyby, proto bylo k datiim pristupovano
ponékud nekanonickym zpusobem — pomoci piikazu fastgq-dump. Ten primarné
slouzi k formatovani a jinym tupravam dat, ale dokaze rovnéz stahovat soubory z
databaze. Navic umoznuje nastavit pocet stazenych ¢teni pro prislusny datovy sou-
bor.

Pti screeningu byla pouzivana verze softwaru sratoolkit.2.9.2-ubuntu64. Pri-
kaz fastq-dump (i ostatni piikazy) se nachazeji v podadresati ./bin. Je-li pracovni
adresar nastaven na zminény adresar se spustitelnymi prikazy, lze je volat primo za-
danim jejich nazvu do termindlu, pripadné véetné cesty. Data byla stahovana timto
prikazem:

$ ./fastq-dump -X 10000000 -Z --fasta SRR2154279 > ./SRR2154279.fasta

Cesty k prikazu a vystupnimu souboru je v konkrétnim pripadé vhodné modifikovat.
Argument -X stanovuje maximéalni poc¢et zapsanych ¢teni, v tomto pripadé nastaveno


https://trace.ncbi.nlm.nih.gov/Traces/sra/sra.cgi?view=software
https://ncbi.github.io/sra-tools/install_config.html
https://ncbi.github.io/sra-tools/install_config.html
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK158900/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK158900/
https://trace.ncbi.nlm.nih.gov/Traces/sra/sra.cgi?view=toolkit_doc
https://trace.ncbi.nlm.nih.gov/Traces/sra/sra.cgi?view=toolkit_doc
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na 10 miliont, coz (velmi orientaéné) muze odpovidat tfem GB stazenych dat (jde-li
o kratsi Cteni z platformy Illumina). Pfepina¢ -Z urcuje, ze data maji byt zapsdna
jako standardni vystup (ne napf. jako archiv), argument --fasta definuje format
vystupnich dat. Néasleduje pristupovy kod k datovému souboru. Symbol > slouzi
k presmérovani vystupu do libovolného vystupniho souboru, jehoz nézev (vcetné
piipadné cesty) je uveden za timto symbolem.

Bylo zminéno, %e data jsou ziskavana ve formatu FASTA*". Takovy soubor mtiZze
vypadat napft. takto (jde o genom psenice ( Triticum aestivum)):

>SRR1170582.1 1 length=300
CCCATGCCTTCTTCTTCCTCTGCTCATCCATTCTCCCTCACTTGAGATCTAGCGCCCAAGCTTTCACCTT
CTCCGCAAAGTCATTTCAAGTATGTCCGGAGCGGGAGGCAAGTGGATGGTCTCCTCCGTTACGGAGGAGG
ACATCACGAAAAGGCCTCGCACACGATGATAAACACCGAGATGTTGAGGATGAAATTGGGGGCCAGATCA
TGAAACTCCAGCCTGTAGTAGAACATAAGCCCGCGGATGAATGGGTGGACAGGGAATCCCAGTCCACGGA
CAAAGTGAGAGAGAAACACT

>SRR1170582.2 2 length=300
TGCAAACCGACCACCACACCCATGTCGTCTACCGACAAGATAACAACTGTTGATGGTGAGCTTTTGTCTC
CTGCGGATGCCACAGAGTACAGAAGCATTCTTGGTGGACTTCAGTACTTGACGATCACGAGACCAGATAT
CTCTTATGCTAGCAAAGACTGCACCCAAATAATCTCTGCAGTAGCATTAGCCACAGCCTTGTACTCAGCT
TCAGTACTGCTACGTGACACAGTAGCCTGTTTCCGAGCACTCCAGGCGATCAAATTAGAGCCAAAGAATA
CTGCATAACCCCCCGTGGAT

>SRR1170582.3 3 length=300
AGTCCTTATGCTCACCCAGCAGCTGATGCAGACAAATCTTTGCACATTACTAAGCAAGTAAGCATGCCAC
CGTGATTCAAATATCTCCGTTGATAGGCGATTCAAAATATACCTAGTTCGATCTGTTAGAATACGTATAG
GATAGAGATATGCGGGAGCACGACGGCCTTCCATAGAAGGAAATTTCCCCTTGATAGCTTCTCCTGCGGT
GGTGGTCCGAGAGGAACGGAGCTGCTGCTGGATGATGATGTGAAGGGGGAGGATGTGGGGGGAGAAAGCG
CGCTCATGGTGGACGATAGG

Kazdé ¢teni mé svij identifikacni fadek. Ten vzdy zac¢ind symbolem > a poté (bez
mezer) nasleduje identifikator daného ¢leni. V ptipadé souboru ze SRA mé podobu
nazvu souboru a poradového ¢isla ¢teni oddélenych teckou. Vse, co se nachéazi za
prvnim bilym znakem (mezerou), je komentar. Na dalsim fadku nésleduje vlastni
sekvence. Tento vzor se pak v celém souboru stale opakuje.

Je treba poznamenat, ze poradi ¢teni v souboru .fasta nijak nesouvisi s tim,
ze kterého chromozomu dané ¢teni pochazi, ani s tim, jaké je jeho poradi v genomu
vudi ostatnim fragmentim. Existuji sice metody pro rekonstrukei genomu (ve smyslu
lokalizace dil¢ich tsekn ziskanych ze sekvenace), ale pro tento projekt jsou stézejni
nekédujici repetice, které pro kompletaci genomu predstavuji spise problém. V této
praci proto o rekonstrukei genomii z dat NGS nebylo nijak usilovano.

2.3.3 Spusténi a béh screeningu

MetaCentrum bylo vyuzito jednak jako zdroj vypocetnich kapacit, jednak i jako
velky tlozni prostor (3 TB na celnim uzlu alfrid).

47Jiné bézné formaty pro ukladani sekvencnich dat jsou napt. FASTQ ¢ SAM.
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K pristupu do MetaCentra byly vyuzity programy
e PuTTY pro praci v terminalu a

e WinSCP pro kopirovani souborti na vzdéaleny server a z néj zpét.*®

Zakladem provedeni screeningu bylo jeho rozdéleni na velké mnozstvi dil¢ich mensich

tloh, které byly béhem delsi doby postupné odesilany do davkového systému a jejichz

vysledky byly po skonceni screeningu shroméazdény a souhrnné vyhodnoceny.
Konkrétni postup byl néasledujici:

1. Vzhledem k tomu, ze druhy zarazené do screeningu netvorily zadné prirozené,
primérené velké skupiny, byly fixné rozdéleny na tseky po 10 datovych soubo-
rech. Celkem bylo 516 takovych skupin. Tak vznikly textové soubory (aZ na
posledni) o 10 fadcich, které byly ulozeny vlastniho adresare. To bylo provedeno
ve skriptovacim jazyce bash.*’

2. Bylo vygenerovano 516 adresait, kazdy z nich urceny pro jednu dil¢i tilohu.

3. V kazdém z téchto adresaru byly vytvoreny prazdné adresare data/ a res/
urcené pro vstupni data (soubory .fasta), respektive vysledky TRFi.

4. Skripty, v nichz neni tfeba nastavovat nic specifického pro jednotlivé tlohy,
byly pfimo kopirovany do vSech 516 adresari.

5. TRMe obsahuje skript myScriptTRF.sh v némz je tfeba nastavit ¢tyfi para-
metry:

o Volba data dir urcuje cestu k adresati se vstupnimi daty. Ve vsech pri-
padech bylo nastaveno data dir="data".

o Parametr shortName znac¢i nazev dané ulohy (z pohledu TRMe, nikoli Me-
taCentra). Soubor byl generovan tak, aby byl tento nédzev shodny s ¢islem
ulohy (1 az 516), napf. tedy shortName="423".

e Proménnd minNumberOfRepeats stanovi, jaky musi byt minimalni pocet
opakovani daného motivu, aby jej TRMe zahrnul do findlnich vysledki.
Nastaveno pevné na minNumberOfRepeats="3".

o Parametr minLengthOfPeriod definuje minimalni délku periody tande-
mové repetice, aby byla ve vystupech TRMe uvazovana. Bylo nastaveno
minLengthOfPeriod="3", homopolymerni tiseky (napt. TTTTTT) ani opa-
kujici se dinukleotidy (napt. CTCTCTCT) tak nebyly uvazovany. Obvykla
délka periody telomerovych repetic je totiz v rozmezi 5 az 10 bp°°.

48 Jestlize jsou do MetaCentra kopirovany (textové) soubory vytvoiené pod OS Windows, je tieba
dbat na spravna zakonceni radkt — oba opera¢ni systémy pouzivaji rizna, vzajemné nekompatibilni,
a tato skutecnost se stava zdrojem chyb typu syntax error near unexpected token. Zakonceni
radku lze osetfit pod Windows v pokrocilejsich editorech (napf. PSPad) nebo v Linuxu riznymi
zpusoby — napf. prikazem sed nebo vyuzitim editoru vim je lze hromadné prepsat na ,spravna“
zakonceni.

498kript s ndzvem rozdeleni_datasetu.sh

S0Existuji ale i delsi motivy: 12 u Allium, 25 u kvasinek rodu Kluyveromyces apod.
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6. TRMe rovnéz pouziva skript join.sh, v némz je tieba zadat nazvy zpracova-
vanych soubort ve tvaru

names = ( SRR1800839 SRR1800842 SRR1800844 SRR1800846 SRR1800848
SRR1800849 SRR1800852 SRR1800860 SRR1800869 SRR1800856 )

Tyto soubory bylo tfeba automaticky vygenerovat. Byly proto zvlast vytvoreny
piislugné fadky a ty poté spojovany s ,invariantnimi“ zbytky skriptu.®!

7. Dalsim krokem bylo odesilat po skupinach tlohy do davkového systému Me-
taCentra. K tomu slouzi pifkaz gsub®?. Pomoci néj lze v NGI rezervovat vy-
pocetni zdroje (Tyto pozadavky lze specifikovat pii zaddvani piikazu gqsub,
anebo primo v ddvkovém skriptu.), na nichZ je potom spusténa p¥islusna tloha.
Je tfeba specifikovat zejména nasledujici®*

o Pocet ,vypocetnich jednotek* a pocet procesort se urcuje skrze parametry
select, resp. ncpus, napr.:

-1 select=1:ncpus=10

V pripadé, ze tloha v néjakém okamziku spotiebuje vice procesorového
¢asu, nez je nasobek aktualni doby jejiho béhu a poctu rezervovanych
procesort, planovaci systém vynuti ukonceni tilohy. Proto je tfeba pozadat
o jeden procesor za kazdy datovy soubor zpracovavany béhem jedné tlohy.

« Potfebné mnozstvi paméti se nastavuje volbou mem a docasné tlozni misto
v ulozisti scratch volbou scratch_local, napr.:

mem=90gb:scratch_local=70gb

Pokud by tloha spotfebovala vice paméti, nez kolik bylo rezervovano, je
ukoncena.

e Je tfeba nastavit maximéalni ¢as béhu tlohy parametrem walltime ve
tvaru HH:MM: SS”°, napf. tedy volba

-1 walltime=24:00:00

predstavuje jeden den trvani tlohy. Pokud tloha neskonéi béhem této
lhiity, je ukoncena planovacim systémem. V zavislosti na pozadované dobé
vypoctu je uloha zarazena do nékteré z front a cekd na spusténi. V pri-
padé TRFi/TRMe se jeden den ukézal byt jako dostacujici doba. Nékteré
datové soubory se zpracovavaly i mnohem kratsi dobu, a to v zavislosti
na velikosti souboru a komplexité genomu (vyssi komplexita genomu zna-
mend mensi mnozstvi tandemovych repetic).

51Viz skripty v adresafi generovani.

52N4povéda napf. na https://wiki.metacentrum.cz/wiki/How_to_compute/Batch_jobs [119]
(odkaz funkénf 21. 2. 2020, dokumentace k piikazu dostupnd pfes $ man gsub.

53Spoustét dlouhotrvajici tlohy pifmo na éelnich uzlech je zakazano.

54https ://wiki.metacentrum.cz/wiki/How_to_compute/Requesting_resources, [1 19]

SPrvni dvoj/trojéisli znaéf pocet hodin, druhé podet minut, tfeti podet sekund. Pocet hodin
muze byt i znacné vysoky, napt 480:00:00, ale takova tloha bude velmi dlouho ¢ekat na spusténi,
zvlasté, je-li zadano o mnoho procesori.


https://wiki.metacentrum.cz/wiki/How_to_compute/Batch_jobs
https://wiki.metacentrum.cz/wiki/How_to_compute/Requesting_resources
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« Existuji i mnohé dalsi parametry prikazu qsub. Tykaji se napt. pozadavki
na spousténi tlohy na konkrétnich klastrech (volba cluster=), konkrét-
nich operacnich systémech (volba os=) ¢i v konkrétni lokalité™. P¥{padné
1ze nastavit nazev tlohy (parametr -N) nebo zasilani informac¢nich e-mailt
ohledné stavu tlohy (volba -m).

8. Byl zvolen postup separatniho odesilani tloh pro stahovani dat a pro jejich
naslednou analyzu. Pokud jde o stahovani dat, byl k tomuto ucelu pripraven
skript, jenz vygeneruje zdrojovy kod davkového skriptu, odesle jej do planova-
ciho systému a poté jej odstrani. Data pro jednu kazdou davkovou tlohu byla
ziskavana ze zminénych soubort obsahujicich seznam deseti datovych souborii
(viz krok 1). Pozadavky na zdroje byly specifikoviany takto:

#PBS -N d$cislo_ulohy # 1 az 516
#PBS -1 select=1:ncpus=1:mem=30gb:scratch_local=50gb
#PBS -1 walltime=01:30:00

Ne kazdy datovy soubor se skutecné stahl béhem pozadovanych devadesati mi-
nut. V takovém pripadé bylo do doby ukonceni tilohy stazeno méné dat, ale pro
naslednou analyzu v TRFi jejich konkrétni mnozstvi nebylo klicové. Ve vsech
pripadech bylo nastaveno zapsani maximalné 10 miliont ¢teni, coz by mél byt
dostatecny pocet pro identifikaci telomer, byl-li genom fragmentovan a sekve-
novan opravdu nadhodné. Skript je schopen odeslat najednou i vice tloh (vice
»desetic* datovych souborii) — ¢isla datovych soubort, jez maji byt stazeny, se
nastavuji jako parametry pri jeho spousténi, napt. tedy ptikaz

$ bash download files.sh 341 360

generuje davkové skripty d341.sh az d360.sh, z nichz kazdy obsahuje uvedené
pozadavky na zdroje, primo je odesila do planovaciho systému (spousti prikazy
$ qsub d341.sh az $ gsub d341.sh), ¢imz stahuje skupiny souboru od ¢isla
341 do ¢isla 360 véetné (celkem tedy 200 datovych soubor).

9. Jakmile byla data pripravena, byly spoustény skripty pro TRFi. Opét byl pri-
praven jeden obecny skript (main.sh), jehoZ parametry predstavovaly éisla
zpracovavanych skupin. Napt. tedy:

$ main.sh 341 360

V ramci tohoto skriptu byl zménén pracovni adresar na adresatr dané tlohy, ta
byla odesldna prikazem

gsub -1 select=1:ncpus=10:mem=90gb:scratch_local=70gb
-1 walltime=24:00:00 -N TRFi$cislo_ulohy myScriptTRF.sh

56Geograficks blizkost mist, mezi nimiz probih4 napf. vyména dat, mfize ovlivnit rychlost této
vymeény.
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a totéz bylo provedeno pro vSechny skupiny ze zadaného rozsahu (zde 341 az
360).

10. Po skonceni béhu tlohy byly vysledky dostupné v adreséfi res/ (viz bod 3).

11. Vysledky ze vSech diléich adresaii byly pomoci jiného skriptu®” shromazdény
za Uucelem dalsiho zpracovani.

Zékladnim vystupem screeningu byly soubory o nadzvech ve tvaru ERR1802055_ppr .

jeZ obsahovaly identifikované tandemové repetice a pocet ¢teni®®, v nichZ byla dané
repetice identifikovana. Ptiklad (jde o Nicotiana tabacum):

8338 TAAACCC

3646 CTC

2891 AAT

2171 TTG

2139 TTTTAGGATATGAATTGAAC
1910 CTTTT

2.3.4 Identifikace znamych telomer

Ve stavu, pti némz jsou k dispozici tisice soubort se zaznamy o ¢etnostech tande-
movych repetic v genomech, bylo tfeba naprogramovat skript, jenz by tyto zaznamy
automaticky prosel a stanovil (ne)p¥itomnost zndmych telomerovych motivi.*

Zatimco préci se soubory v rdmci samotného screeningu bylo mozné pohodIné im-
plementovat v jazyce bash, nasledné analyzy zahrnujici i ponékud slozité&jsi (logické)
konstrukce, byly takika vyhradné povadény v jazyce Python.

Vétsina tandemovych repetic nema v genomu zadnou zasadni ilohu, a proto nee-
xistuje (selekéni) duvod, pro¢ by se mély v genomu udrzovat v extrémné hojné mive.
7 tohoto thlu pohledu vynikne srovnani se sekvencemi telomerovymi, které jsou
pro fungovani bunky nutné, a tedy je jejich abundance v genomu obvykle mnohem
vyssi, nez jak je tomu u ostatnich repetic. Identifikace telomer proto vychazi z pred-
pokladu, Ze ve srovnani s jinymi repetitivnimi sekvencemi jich bude v prislusném
datovém souboru velmi mnoho.

Bylo treba sestavit seznam motivil telomerovych sekvenci, s nimiz maji byt
vystupni soubory porovnany. Tento seznam byl zaloZzen na webovych strankach
http://telomerase.asu.edu, nékteré sekvence byly jesté doplnény z jinych zdroju.
Seznam neobsahuje nutné vSechny kvasinkové motivy, které jsou velmi dlouhé a va-
riabilni. Byly na né&j tedy zafazeny tyto sekvence:®

5TViz skript s ndzvem shromazdit_vysledky.sh.

58Budiz zdtirazéno, Ze ackoli je ,,to &islo pied kazdou sekvenci® pro stru¢nost nazyvano abundance,
nejde o celkovy pocet téchto repetic v genomu, ale pocet sekvencénich cteni, v nichz TRFi danou
tandemovou repetici identifikoval.

%9Viz skript s ndzvem telomery_v_datech.py.

60Velmi dlouhé a variabilni motivy, které lze na seznamu vidét, patii kvasinkam.

txt,


http://telomerase.asu.edu
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TTAGGG

TTGGGG

TTGGGT

TTTTGGGG

TTTAGGG

TTAGG

TTAGGC

TGTGGGTGTGGTG

TCTGGGTG
GGGGTCTGGGTGCTG
GGTGTACGGATGTCTAACTTCTT
GGTGTACGGATGTCACGATCATT
GGTGTAAGGATGTCACGATCATT
GGTGTACGGATGCAGACTCGCTT
GGTGTAC
GGTGTACGGATTTGATTAGTTATGT
GGTGTACGGATTTGATTAGGTATGT
TCAGG

TTGCA

TTAGGGTCAACA

TTGTGG

TTTTAGGG

AATGGGGGG

TTTTAGGG

TTTAGG

TAGGG

TTTTTTAGGG

CTCGGTTATGGG

Je tfeba podotknout, Ze tento pristup prinasi jisté obtize:

38

» Sekvence se mohou v datech vyskytovat jako primé (forward) ¢teni, nebo jako

reverzni ¢teni (reverse complement).

« Sekvence se miize na vystupu objevit ve kterékoli své cyklické permutaci, napt.

prima a reverzni ¢teni kanonické sekvence mohou mit tyto podoby:

TTAGGG  CCCTAA
GTTAGG  CCTAAC
GGTTAG  CTAACC
GGGTTA  TAACCC
AGGGTT  AACCCT
TAGGGT  ACCCTA

Je treba zohlednit, Ze se ve vSech uvedenych ptipadech jedna o tutéz jednotku
repetitivni sekvence, pouze zapsanou jinym zpusobem. I kdyz ale program na-
lezne sekvenci v ,neobvyklé“ cyklické permutaci, vypsat by ji mél v , kanonické®

formé (pro ucely prehlednosti).
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o Dalsi problém se tyka uz samotného pojeti ,neobvyklé“ telomery. V ramci to-
hoto prohledani je jako neobvykla nutné brana jen sekvence zcela nova. Je ale
mozné, ze se u néjakého taxonu vyskytuje sekvence sice znama, ale typicka
pro zcela jiné organismy, jako priklad lze uvést ,obratlovéi® telomeru u nék-
terych rostlin (viz 1.1.3). Takové abnormality nebudou planovanym postupem
detekovany a k jejich pripadnému odhaleni bude muset slouzit jesté prace s vy-
stupnimi daty.

« Dalsi otazka souvisi s tim, zda za ,,obvyklé“ telomery nepovazovat jen tti ctyti
nejbéznéjsi motivy a sekvence typu CTCGGTTATGGGY! filtrovat jako neobvyklé.
Tato filtrace vsak byla nastavena spise , prisnéji“, a to i s ohledem na ocekava-
nou vysokou miru falesné negativity. (Ostatné — implementace byla navrzena
tak, aby i méné obvyklé telomery ze seznamu byly vypsany.)

Poslednim aspektem je nastaveni prahu pro ,pritomnost® ¢i ,nepritomnost® dané
telomerové sekvence. Je pritom nutné zohlednit zejména kontaminace vzorku. Jestlize
byl vzorek spravné sekvenovan, telomerova sekvence by méla byt mezi dominantnimi
motivy. Potom mohou takova data vypadat napr. takto:

1733 GGGTTTA
1678 TCTT

482 AAG

210 TTCTTACT
152 TAAGAAAGT

V prvnim zaznamu miizeme rozpoznat standardni rostlinny motiv TTTAGGG, pouze
v jiné cyklické permutaci.

Na to, ze telomerova sekvence bude na vystupu prvni v poradi vsak nelze spoléhat,
protoze genom miize byt Spatné navzorkovany, pripadné v ném z jiného divodu
skutec¢né prevazuje jeSté jind repetice, napf.:

184 AGCCA

172 TGCGACATTGGCCT
122 GCAAGGCCAAGGTC
92 GCCGCATGAGC

84 CACATACT

77 AAGTCCACCGC

67 TCATGCGGTGC

63 GTTTAGG

Opét jde o genom rostliny. Zde vsak vidime rostlinnou telomeru az na osmém misté

a jeji abundance oproti jinym nékolikanasobné zaostava. V ramci tohoto hodnoceni

pritomnosti telomer proto zvolen prah 5 % nejhojnéji zastoupené sekvence jako hra-

nice mezi pritomnosti telomery a ,ndhodnou kontaminaci®, tedy jeji neptritomnosti.
Vysledky tohoto zpracovani budou popsany v kapitole 3.

61 Jedn4 se o ,cibulovou“ telomeru objevenou neddvno na P¥F MU a BFU AVCR [29)].



Kapitola 2. Metodika 35

2.3.5 Implementace identifikacniho postupu

Prvotni vystupy TRFi/TRMe byly zatizeny duplicitnimi vyskyty tandemovych re-
petic, a to kvili existenci jejich reverzné-komplementarnich protéjska. TRMe sice
provadi slouceni napri¢ cyklickymi permutacemi, neslucuje vsak sekvenci s jejim re-
verznim komplementem (alespon u téch soubori, s nimiz bylo déle pracovéno).

Za timto tcelem (kromé hlavniho tucelu identifikace znamych telomer) byl na-
psan skript, jenz tento nedostatek odstranil.®> K tomu bylo vyuZito ndkolik nové
definovanych funkei:

1. Funkce reverzni komplement (), jejimz parametrem je sekvence obsahujici
pouze znaky A, C, T, G. Navratovou hodnotou funkce je opét textovy retézec —
reverzné-komplementarni sekvence k sekvenci zadané. Priklad:

>>> reverzni_komplement ('ACGTT')
"AACGT'
>>>

2. Funkce generuj_cykl permutace(). Jejim vstupem je opét sekvence, funkce
vraci seznam vsSech cyklickych permutaci této sekvence i jejiho reverzniho kom-
plementu. Priklad:

>>> print(generuj_cykl_permutace('TTAGG'))
['TTAGG', 'GTTAG', 'GGTTA', 'AGGTT', 'TAGGT', 'CCTAA', 'ACCTA',
"AACCT', 'TAACC', 'CTAAC']

>>>

3. Funkce test_cykl permutace(vzor, test), ma dva argumenty — vzorovou
a porovnavanou sekvenci. Funkce stanovi, zda porovnavana sekvence je, nebo
neni reverznim komplementem sekvence vzorové. Vraci logické hodnoty True,
nebo False. Patrné nejjednodussi zpusob, jak toto testovat, je polozeni pod-
minky:

vzor_rev = reverzni_komplement (vzor)
if (len(vzor) == len(test)) and (test in vzor*2 or test in vzor_revx2):

Priklady pouziti funkce:

>>> test_cykl_permutace('TTAGGG', 'GGTTAG')
True

>>> test_cykl_permutace('TTAGGG', 'ATCCCA')
False

>>> test_cykl _permutace('TTAGGG', 'ACCCTA')

62Viz skript s ndzvem redukce_duplicit.py.
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True

>>> test_cykl permutace('TTAGGG', 'TTAGG')
False

>>>

Tyto funkce byly spolu s dalsim kédem vyuzity pro dosazeni obou uvedenych
cili. V pripadé redukce duplicitnich reverznich komplementi bylo rovnéz pristoupeno
k jistému vypocetnimu zjednoduseni podle podminky:

if (radek > 2000) or ((abundance < 10) and (radek > 100)):
break

Tj., skript neprochazel radky vystupnich souborti s poradovym c¢islem vyssim nez
2000, pripadné radky s abundanci tandemové repetice pod 10 byly ignorovany, bylo-
li jejich poradové cislo vétsi nez 100. Divodem téchto zjednoduseni bylo, Ze skript
musi de facto porovnat kazdou sekvenci s kazdou (kvadratickd vypocetni slozitost
pro kazdy datovy soubor), coz pii (deseti)tisicich ¥adki znamend, ze jediny datovy
soubor muze byt takto zpracovavan i celé minuty (a celkem mame tisice soubort).
Pfi uvedeném zjednoduseni vypocet trval ,pouze® nékolik hodin (bez vyuzit{ NGI).%

2.3.6 Taxonomické razeni a jiné upravy vystupnich dat

Predchozi algoritmus slouzil prevazné k rozliSeni ,,pozitivnich® datovych soubori,
v nichz byla identifikovana nékterd ze znamych telomer, resp. ,negativnich®, v nichz
takova nalezena nebyla.

Hlavnim vystupem byl seznam negativnich vysledkt, jenz poslouzil jako vstup
do dalsi faze analyzy. Byly rovnéz vygenerovany i textové soubory obsahujici prvni
radky abundanci tandemovych repetic u vsech negativnich datovych soubort, jez
bylo mozné ,,zkusmo® pochazet a ,od oka“ hledat zajimavé kandidaty. Nékolik jich
sice bylo timto zptisobem nalezeno, ale vyvstala nutnost podivat se na data jesté
jinym zptsobem — usporadané dle systému eukaryontni taxonomie. Timto zptisobem
je totiz mozné vidét vysledky v riznych souvislostech, nalézt pripadné skupiny da-
tovych soubort, jez jsou si vzajemné podobné co do (ne)vyskytu néjaké sekvence.
Zajimavé by bylo i nalezeni zménéné telomerové sekvence v ramci néjakého malého
taxonu (napf. na trovni celedi, rodu apod.).

Ptivodni seznam datovych soubort byl zapsan v poradi ur¢eném tudaji o vybéru
soubort ziskanymi ze SRA (viz 2.3.1). Tento seznam ale sim o sobé nemd dobré
taxonomické poradi, je prevazné ,neusporadany*.

Kyzené taxonomické tazeni by se teoreticky dale provadét i rucné, ale u néko-
lika tisic datovych soubort by to trvalo prilis dlouho, a zvlasté pri opakovani scree-
ningu by bylo nutné opétovné setazeni. Proto musel byt nalezen automaticky postup
sefazeni. K tomu poslouzila metadata databaze ,Taxonomy* [122], jez je pfidru-
zena k NCBI. Prislusné data lze ziskat na strance ftp://ftp.ncbi.nih.gov/pub/

63Recené se tyka odstranéni redundantnich reverznich komplementii, samotna identifikace telomer
podle seznamu je pochopitelné mnohem rychlejsi (zhruba linearni vypocetni slozitost).
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taxonomy (dostupné prip. pod volbou , Taxonomy FTP*“ z domovské stranky data-
béaze).
Princip fazeni spociva na téchto predpokladech:

1. Kazdy taxon, jehoz osekvenovany genom je v SRA, ma sviij zaznam v databézi
Taxonomy.

2. Kazdému takovému taxonu odpovida jednoznacné identifikacni ¢islo TaxID.

3. V metadatech databdze Taxonomy existuje soubor, v némz jsou veskera prira-
zend TaxID zapsana, a to v ,usporadaném® poradi.

Takovy soubor se podafilo najit pod ndzvem fullnamelineage.dmp (tehdy (f{jen
2019) mél velikost asi 530 MB a vice nez dva miliony faddki), v némz jsou pro kazdy
taxon zapsany vSechny jeho taxony nadrazené. Kromé toho jsou samoziejmé uvedena
i prislusna identifikacni ¢isla a fazeni taxont bylo vyhovujici — pribuzné taxony blizko
sebe. Tento soubor® byl proto pouzit jako templat pro sefazeni vysledkt HTS.

$ head -5 fullnamelineage.dmp # prvnich pet radku souboru
1 | root | |

131567 | cellular organisms | |

2157 | Archaea | cellular organisms; [

1935183 | Asgard group | cellular organisms; Archaea; |
1936272 | Candidatus Heimdallarchaeota | cellular organisms;

Archaea; Asgard group; |

$ awk '{print $1}' fullnamelineage.dmp | head -8 # extrakce TaxID
1

131567

2157

1935183

1936272

2026747

1841596

2012493

Tato data byla vyuzita k napsani skriptu®’, jehoz vstupem byl ptivodni seznam
zpracovanych datovych soubort a vystupem byl podobny seznam, ale pristupové
kody nyni jiz nebyly fazeny dle implicitnich nasteveni SRA, nybrz taxonomicky:.

Takto ziskany seznam pak bylo mozné vyuzit ke dvéma dalsim vystuptm:

1. K pregenerovani ptivodnich vystupti shrnujcich (ne)ptitomnost telomerovych
repetic. Ukédzka (z ,oblasti“ hlodavci — ve vSech pripadech si lze vSimnout
standardni telomerové sekvence):

64Velké mnozstvi organismf v ném uvedenych jsou Prokaryota, piip. jiné skupiny, které do HTS
nebyly fazeny, coz vSak ni¢emu nevadi.
65Viz skripty ve slozce taxonomicke_serazeni.
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SRR5192253;Callosciurus prevostii;TTAGGG;1223;
SRR5192250;Exilisciurus exilis;TTAGGG;3360;TTTAGG;261;
SRR5192246;Lariscus insignis;TTAGGG;14541;
SRR5192213;Rhinosciurus laticaudatus;TTAGGG;10111;
SRR5192206; Sundasciurus; TTAGGG;3758;
SRR5192209;Sundasciurus brookei;TTAGGG;5935;
SRR5192207;Sundasciurus lowii;TTAGGG;1715;
SRR5192215;Ratufa bicolor;TTAGGG;8592;
SRR099459;Ictidomys tridecemlineatus;TTAGGG;3423;
SRR7878800;Marmota flaviventris;TTAGGG;273472;
SRR7613949 ;Marmota vancouverensis;TTAGGG;7766;TTAGG;473;

2. Predchozi vystup poskytl jen prehled toho, zda byla v datech nalezena zndmé
telomera, nikoli to, jaké dalsi repetice byly identifikovany. Proto bylo tfeba vy-
tvorit tabulku, v niz kazdy sloupec odpovidal jednomu datovému souboru (t;.
jednomu druhu) a v fadcich byly jednotlivé tandemové repetice, at uz telome-
rové, nebo jiné. V kazdém fadku byly repetice sefazeny podle své ¢etnosti.®

Dalsi funkci, kterou bylo tfeba naprogramovat, bylo vytvoreni tabulky podobné
predchozimu bodu (2.), ovSem az na to, Ze jednotlivé tandemové repetice ve sloupcich
nebudou razeny podle abundance v konkrétnim datovém souboru, nybrz podle souctu
abundanci ve vSech datovych souborech®’. To umozni snadné vizudlni srovnani toho,
u kterych datovych soubort se dany motiv vyskytuje, pripadné v jakém mnozstvi.
Tato funkce byla rovnéz naprogramovana a pouzita na nékteré mensi skupiny genomu

(mimo hlavni HTS).

2.3.7 Oveérovani vysledkti na novych datech

Na zakladé pribéznych vysledki vysla najevo necekané vysoka mira negativnich vy-
sledki, tedy datovych souborti, v nichz nebyly identifikovany zadné znamé telomerové
sekvence.

7 tohoto davodu bylo rozhodnuto pristoupit ke druhé viné HTS a automaticky
zpracovat vsechny kandidaty na absenci standardni telomerové sekvence. Opét byl
ziskan (aktualizovany®®) seznam vSech vhodnych eukaryontnich datovych souborti
a byl vygenerovan novy seznam seznam pristupovych kodi, a to podle téchto kritérii:

e Pro kazdy zkoumany druh bylo zjisténo, zda se v databazi nachazeji jiné vhodné
datové soubory od téhoz druhu.

66Cel4 tato tabulka mé v textovém formétu velikost pres 60 MB.

67Tento postup predpoklada alespon fadovou srovnatelnost jednotlivich datovych souborti co do
poctu vsech ¢teni s néjakou tandemovou repetici.

68Bylo zjisténo, ze béhem této doby se v ném objevily vice nez dva tisice novych druht, nezahr-
nutych v puvodnim HTS, ale ty nebyly do jeho druhé faze zarazeny.
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» Jestlize ano, bylo zjistovano, zda pochézeji ze stejného ,bioprojektu® — jestlize
jedna laborator provadi jednu ,varku® sekvenaci, obvykle je v databazi vedena
jako jeden ,bioprojekt“. V ramci snahy o ziskani nezavislych dat byla vzdy
davana prednost datovym soubortim ze vzajemné riiznych bioprojektii.

e Pokud nebyly dostupné soubory z jiného bioprojektu, byla ve druhém sledu
vybrana data z téhoz.

e Vzdy byly vybrany maximéalné tii nové datové soubory. V mnohych ptipadech
ale byly dostupné pouze dva, jeden, ptipadné zadny.

Takto byl vygenerovan seznam asi dvou tisic dalsich datovych soubori, které byly
analyzovany pomoci TRFi/TRMe a pridruzenych ndstroju stejnymi postupy, jaké
byly popsany vyse.

Jistd modifikace byla provedena pouze v ohledu zadani o vypocetni zdroje —
v prvni viné HTS byly vzdy zpracovavany stejné velké skupiny datovych soubort,
ve druhé viné se jejich pocet riznil, protoze spolu byly vzdy analyzovany datové
soubory jednoho druhu. Proto byly prislusné skripty upraveny tak, aby prikaz qsub
zadal vzdy o tolik procesori, kolik je aktualné zpracovavanych datovych soubort.
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Vysledky

V této kapitole bude popsano, jakych bylo dosazeno vysledku pri identifikaci te-
lomerovych sekvenci v datech SRA. V souladu se zaddanim prace budoou uvedeny
jak vysledky HTS, tak i specifictéjsi vysledky zpracovani 0zeji vymezené skupiny
datovych souboru (rostliny ¢eledi Solanaceae).

Na vstupu byl pripraven seznam 5152 datovych soubort ur¢enych ke zpracovani.
U jisté ¢asti vSak v rdmci HTS (zfejmé z technickych duvodi) selhal piistup do
databaze®, ty tak nebyly zpracovdny a na vystup se tak dostalo 4969 datovych

soubortl. Provedeni samotného screeningu trvalo pfiblizné t¥i mésice™.

3.1 Statisticka analyza dat

Prvni vina HTS vyprodukovala asi pét tisic datovych soubort, z nich 1296 pred-
stavovalo negativni vysledky, ve kterych zadna znama telomerova sekvence nebyla
identifikovana v definovaném mnozstvi (viz 2.3.4).

Pouzitd data vsak nebyla zcela srovnatelnda — byly mezi nimi zastoupeny rizné
sekvenacni platformy, rtizné konkrétni sekvenatory, jednotliva ¢teni méla riznou
délku.

Na zakladé toho vyvstava otdzka, zda pozitivitu ¢i negativitu vysledki nelze
asociovat s takovymi technickymi parametry sbéru dat. Cilem nadchézejici analyzy
je tedy:

1. Zjistit, zda existuje asociace mezi pozitivitou vysledkt HTS™ a pfislusnou
sekvenac¢ni platformou.

2. Zjistit, zda existuje asociace mezi pozitivitou vysledki HTS a pfislusnym sek-
venatorem (v ramci platformy Illumina).

3. Zjistit, zda existuje asociace mezi pozitivitou vysledkit HTS a délkou sekvenc-
nich ¢teni v prislusném datovém souboru.

69Takové chyby se objevovaly pribézné béhem screeningu, neslo o jedno vymezené obdobi.

0V zavislosti na intenzité vyuzivani dostupnjch vypocetnich zdroji lze cely proces provést
i béhem nékolika tydnt.

"IPozitivitou se mysli, ze byla identifikovina znidmé telomerova sekvence. Negativitou se mysli
absence znamé telomerové sekvence.

,407
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Na zakladé velké datové tabulky ,,SraRunInfo® byl vytvoren uzsi datovy soubor,
jehoz radky predstavuji zpracované datové soubory. Pivodni tabulka obsahovala de-
sitky riiznych proménnych, mnohé z nich vSak jsou nedostatecné vyplnény ¢i ani
nejsou pro tento projekt relevantni. Proto bylo vybrano jen nékolik nejdilezitéjsich
proménnych (ptistupovy kéd, druh, ¢islo taxonu, kéd bioprojektu, sekvenaé¢ni plat-
forma, sekvendtor, prumérna délka ¢teni a bindrni indikator pozitivity vysledku).

Visledky

Ukéazka dat:

acc
SRR8039422
SRR8049196
SRR8049198
SRR8064813
SRR8064814
SRR8064809
SRR8049186
SRR8049189
SRR8066610
10 SRR8049190

© 00N U WN =

Mezi zpracovanymi daty vyrazné prevazovala platforma Illumina (4347 soubori),
déle PacBio (287 souborit), 454 (234 soubori), na ostatni platformy pripada zbylych

druh TaxID

Panicum hallii 206008
Canis anthus 1707807
Lycaon pictus 9622

Anisolabis maritima 62749
Ara ararauna 9226

Ara glaucogularis 303304
Canis latrans 9614

Cuon alpinus 68730
Canis lycaon 228401
Canis simensis 32534

bioprojekt
PRJNA495658
PRJNA494815
PRJNA494815
PRJNA497080
PRJNA497082
PRJINA497077
PRJNA494815
PRJNA494815
PRJNA496590
PRJNA494815

platforma
ILLUMINA
ILLUMINA
ILLUMINA
ILLUMINA
ILLUMINA
ILLUMINA
ILLUMINA
ILLUMINA
ILLUMINA
ILLUMINA

metoda delka_readu nalezeno

Illumina HiSeq 2500
Illumina HiSeq 2500
Illumina HiSeq 2500

HiSeq X Ten

HiSeq X Ten

HiSeq X Ten
Illumina HiSeq 2500
Illumina HiSeq 2500
Illumina HiSeq 2500
Illumina HiSeq 2500

68 souborti. Toto zastoupeni je zobrazeno na obrazku 3.1.

Obréazek 3.1: Pocty zpracovanych soubort dle jednotlivych sekvenac¢nich platforem.

Pro srovnani je uvedeno i zastoupeni platforem mezi vSemi dostupnymi daty™.
Podle datového souboru ziskaného 24. tinora 2020 je dostupnych 619701 soubort
[llumina, 27682 typu PacBio, 11514 typu 454, 7867 typu SOLiD, zbylych je pak

Zastoupeni sekvenacnich platforem
ve zpracovanych datech

pocet datowych souborl
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3934. To je zobrazeno na obrazku 3.2.

"2Rozumi se mezi viemi filtrovanymi podle 2.3.1.

platforma

lllumina
FacBio
454
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Tabulka 3.1: Priméry a medidny délek sekvencénich ¢teni u nejéastéji zastoupenych
platforem v ramci zpracovanych dat.

platforma prumér [bp] medidn [bp]
[llumina 255 208
Pac Bio SMRT 5647 4565
454 542 531
Ton Torrent 209 208

Zastoupeni sekvenaénich platferem
v dostupnych datech

= Fe+05-

=]

O

a platforma
[y] .
= dp+05- llumina
4 FacBio
g 454
@ S0LD
o 2e+05- jing

%]

ELe )

o

=t

Oe+00-

Obrazek 3.2: Pocty dostupnych souborti dle jednotlivych sekvenacnich platforem.

V ramci zpracovanych dat se jednotlivé platformy znaéné lisi vzhledem k primérné
délce sekvencnich éteni. Vzhledem k pouzitym technologiim vykazuji tyto délky poly-
modalni rozlozeni s maximy okolo hodnot 200 bp, 250 bp a 300 bp. Nékteré hodnoty
(zvlasté z TGS) vSak dosahuji i stovek tisic. Jednotlivé platformy se pritom znacné
lisi v pramérnych délkach sekvencnich ¢teni. Tyto hodnoty jsou shrnuty v tabulce
3.1.

Na obrazku 3.3 je zndzornén histogram délek ¢teni z platformy Illumina v ramci
zpracovanych dat a na obrazku 3.4 je uveden histogram délek sekvencnich c¢teni
u vSech dostupnych souboru vsech platforem. Oba histogramy jsou omezené na rozsah
0 az 600, vyssich hodnot je zanedbatelné minimum.
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Délky Eteni zpracovanych souboru typu lllumina
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Obrézek 3.3: Histogram délek sekvencnich éteni u zpracovanych souborii z platformy
[Nlumina.

Délky cteni véech dostupnych souboru
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Obréazek 3.4: Histogram délek sekvencnich ¢teni u dostupnych datovych souborii
vsech platforem.

V celkové bilanci predstavuji pozitivni vysledky asi 74 % vsech zpracovanych sou-
borti. Byly vsak identifikovany rozdily v relativnim zastoupeni pozitivnich vysledki
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mezi sekvenac¢nimi platformami. Nejnizsi mira pozitivnich vysledka byla zazname-
nana u platformy 454. Viz obrazek 3.5.

Podil pozitivnich vysledku u jednotlivych
sekvenacnich platforem

1.00-
0.75-
S 050-
o
- .
0.00-
IIIumma lon anrent F'ac Bio
platforma

Obrazek 3.5: Podil pozitivnich vysledki (soubort se znamou telomerovou sekvenci)
podle jednotlivych sekvenacnich platforem.

Odchylka od oc¢ekavanych hodnot ¢etnosti je patrna jiz z grafu, byla vsak i for-
malné ovéfena testem y? na zdkladé kontingencni tabulky 3.2.

Tabulka 3.2: Pozorované c¢etnosti pozitivnich a negativnich vysledkii u jednotlivych
platforem.

platforma pozitivni negativni
[lumina 3289 1058
Pac Bio SMRT 216 71
454 93 141
Ion Torrent 35 15

Test x? je mozné pouzit, jelikoZ viechny ocekdvané éetnosti jsou dostatecné vy-
soké. Predpokladdme rovnéz nezéavislost jednotlivych pozorovani. Nulova hypotéza
byla zamitnuta (p < 0,001), rovnéz Fisheruv exaktni test vedl k p < 0,001.

Dale je treba zkoumat otazku, zda existuje vztah mezi pozitivitou vysledki
a prumeérnou délkou sekvencnich ¢teni v daném datovém souboru. Median délek
¢teni u pozitivnich souborti je 247.5 bp, u negativnich 300 bp, coz naznacuje znacny
rozdil.
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Tabulka 3.3: Medidny délek sekvencnich ¢teni u pozitivnich a negativnich soubori dle
jednotlivych sekvenacnich platforem, vysledky prislusnych Mannovych—Whitneyho
testlt. Pro rychlé porovnani jsou uvedeny i pocty soubort.

platforma pozitivni [bp] negativni [bp] P n
[lumina 202 208 < 0,001 4347
Pac Bio SMRT 4381 6138 0,095 287
454 509 542 0,064 234
Ion Torrent 191 233 0,498 50

Protoze prislusna kvantitativni proménné evidentné nesplnuje predpoklad nor-
mality (Shapiriv-Wilkuv test: p < 0,001), byly rozdily testovany pomoci neparame-
trického Mannova—Whitneyho testu.”™

Tento rozdil vSak jesté nemusi znamenat, ze urcujici proménnou jsou délky ¢tend,
je tfeba rozlisit jednotlivé sekvenacni platformy. Mediany dle jednotlivych platforem
jsou shrnuty v tabulce 3.3.

Shoda medianta délek sekvencnich ¢teni u pozitivnich a negativnich datovych
soubort byla zamitnuta jen u platformy Illumina. Budiz podotknuto, ze to ziejmé
souvisi s nerovnym pocCtem pozorovani — soubort typu Illumina je v datech nejvice.

Déle proto byly filtrovany radky platformy Illumina a bylo zjistovano, zda nale-
zené rozdily nelze vysvétlit riznosti konkrétnich sekvendatorti. To lze vizualné zhod-
notit pomoci krabicovych grafti — viz obrazek 3.6.

Délky éteni u jednotlivych metod a
u pozitivnich/negativnich vysledka

nalezeno * 0 * 1
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HiSeqX Ten”
lllumina HiSeq 1000°
lllumina HiSeq 1500 «
Humina HiSeq 2000 « = o= e
lllumina HiSeq 2500 «
lllumina HiSeq 3000 «
lllumina HiSeq 4000 «
Nlumina MiSeq”
MextSeq 500

lllumina Genome Analyzer”
lllumina Genome Analyzer |l
lllumina Genome Analyzer [k

metoda

Obrazek 3.6: Délky sekvencnich ¢teni u pozitivnich a negativnich souborti — rozdéleni
dle raznych sekvenacnich metod platformy Illumina.

"3 Testovana je tedy shoda medidn, nikoli shoda stiednich hodnot.
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Lze si vSimnout az prekvapivé shody medidnti u mnohych sekvenétora (napf. Hi-
Seq X Ten, Genome Analyzer II, HiSeq 1000, 1500, 2000, 3000, 4000, MiSeq, Next-
Seq 500), zatimco v jinych piipadech rozdily pretrvavaji (Genome Analyzer, Genome
Analyzer IIx, HiSeq 2500). Nyni je vSak jiz patrné, ze pokles podilu pozitivity s né-
rustem délky ¢teni neni obecnou vlastnosti vsech datovych souborii, ale 1ze jej pripsat
konkrétnimu experimentalnimu postupu. V pripadé zminénych tii ,opticky“ nejod-
p < 0,001).

Lze dale uvazit podil pozitivnich vysledkt v zavislosti na délce sekvenc¢nich ¢teni
(viz obrazek 3.7), z obrazku neni patrnd zadna zavislost, také piislusny linedrni model
(ve smyslu prolozeni pfimkou) vychazi nevyznamny (p = 0,596).

Podil pozitivnich vysledk( v zavislosti
na délce ¢teni u sekvenatori lllumina

podil pozitivnich
05 06 07 08B 08
|

| | | | | |
150 200 230 300 350 400

délky Cteni

Obréazek 3.7: Graf zobrazujici zavislost podilu pozitivnich vysledkti na pramérné
délce sekvencnich ¢teni u daného sekvenatoru.

Jiz z uvedeného bodového grafu lze usoudit, Ze vsechny sekvenacni metody me-
vykazuji stejny podil pozitivnich vysledki, jesté lépe je to vidét z nasledujiciho grafu
3.8. Z néj je patrné, ze nejhorsich vysledki je dosahovano u dat pochézejicich z Hi-
seq X Ten a Genome Analyzer, naopak nejlepsi vysledky davaji HiSeq 1000, Genome
Analyzer 1Ix ¢i HiSeq 4000. Rozdil byl potvrzen i Fisherovym testem na zakladé
prislusné kontingené¢ni tabulky (p < 0,001). Budiz podotknuto, Ze vétSina datovych
soubort pochazi ze sekvenatorti HiSeq 2000, resp. HiSeq 2500, u kterych byl podil
pozitivnich vysledki 0,80, resp. 0,75.
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Podil pozitivnich vysledku u jednotlivych
sekvenatoru typu lllumina
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Obréazek 3.8: Graf zobrazujici zavislost podilu pozitivnich vysledkii na konkrétnim
sekvenatoru typu Illumina.

7 analyzy dat vyplyvaji tyto zaveéry:

1. Existuje souvislost mezi pozitivitou vysledktt HTS a pouzitou sekvenacni plat-
formou — v pripadé platformy 454 je mira pozitivnich vysledkl vyznamné nizsi,
nez jak je tomu u ostatnich platforem.

2. V rdmci platformy Illumina existuji vyznamné rozdily v podilu pozitivnich
vysledkl mezi jednotlivymi sekvena¢nimi metodami.

3. Nebyla zjisténa obecné asociace mezi délkou sekvencnich ¢teni a pozitivitou
vysledktl, z vizudlni inspekce se zda, ze k tomu dochézi jediné v interakci s ji-
nym faktorem, a sice s konkrétni sekvenac¢ni metodou. Pokud vsak jiz takova
interakce nastava, pak se pozitivni vysledky vyskytuji spise u kratsich ¢teni.
Korelace mezi délkou ¢teni a podilem pozitivnich soubort nebyla zjisténa ani
u ruznych sekvendatort platformy Illumina.

3.2 Vysledky HTS

Vysledkem prvniho HTS bylo zpracovani asi péti tisic genom, identifikace znamych
telomerovych sekvenci (dle 2.3.4) a vytvoreni tabulky, v nichz kazda dvojice sloupct
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odpovida jednomu genomu (Cetnosti a sekvence) usporadané pro kazdy genom se-
stupné dle ¢etnosti. Genomy jsou v tabulce usporadany dle taxonomie (popséano
v 2.3.6). V této kapitole ovsem nebude jmenovité uvadén kazdy zpracovany druh.
Skupiny, v nichz prevazuji ocekavané telomerové motivy, budou popsany pouze sou-
hrnné s uvedenim pripadnych vyjimek. Pouze taxony s velkou variabilitou vysledki
budou popsany podrobnéji.

3.2.1 Jednobunécné eukaryontni organismy

Velké variabilita telomerovych motivli byla pozorovana u druhu Plasmodium. Scre-
ening pokryl kolem dvaceti druhti plasmodii (vé. P. malariae — TTAGGG). U dvandcti
z nich byla identifikovana ,rostlinnd“ telomerova sekvence. U Sesti druhii byla kromé
yrostlinné” telomerové sekvence nalezena ve vysoké mite i sekvence TTCAGGG, u dvou
druhi (P. gallinaceum a P. yoelii) pak pouze tato modifikovand sekvence. U ctyr
druhti byla identifikovana kanonicka telomerova sekvence, z toho u druhu P. simio-
vale ,rostlinna® spolu s kanonickou.

U druhtt P. gaboni a P. reichenowi nebyla identifikovina zndm4 telomerova re-
petice, u obou se vSak v hojné mite nachazi kandidatni sekvence AATGG.

Byly zpracovany tifi genomy klistének (Babesia — parazité, puvodci babesioz
u zvitat). U dvou (B. bovis a B. divergens byla nalezena ,rostlinnd“ telomerova
sekvence). U B. bigemina nebyla nalezena ,rostlinna“ telomerova sekvence, pouze
v mensi mite TTTTAGGG, resp. variabilni repetice délky kolem 12 bp s rovnomeér-
nym zastoupenim AT i GC. Stoji za povsimnuti, Ze ze CtyT zpracovanych genomi
B. divergens byla pouze v jednom identifikovana ve vyznamnéjsim mnozstvi ,rost-
linna“ telomerova sekvence, zato ve vsech ¢tyrech byla vyrazné zastoupena sekvence
TTAAGGATGT (ve dvou piipadech druhd nejcetnéjsi).

Byly zpracovany t¥i druhy rodu Theileria (T. annulata, T. orientalis a T. parva).
U poslednich dvou byla nalezena ,rostlinna“ telomerova sekvence, resp. TTTTAGGG,
pouze u T. annulata nebyla v zadném ze ¢ty zpracovanych genomu nalezena znama
ani kandidatni sekvence.

Riznorodé vysledky byly nalezeny v pripadé rodu Cryptosporidium, tyto datové
soubory vykazuji velkou variabilitu telomerovych sekvenci. Bylo zpracovano devét
riznych druht tohoto rodu. U ¢tyt z nich byla nalezena ,rostlinnd“ telomerova sek-
vence, ale mnohdy v kombinaci s alternativnimi motivy TTTTAGGG, TTTAGG, TTTGGGG
nebo TTTTAGG.

Byly zpracovany druh Cyclospora cayetanensis a sedm druhtt Eimeria, u vsech
vyznamné zastoupena ,rostlinna®“ telomerova sekvence. U FE. tenella v mensi mire
TTTGGGG a u F. maxima v mensi mite TTAGGG.

Byly zpracovany ¢tyti druhy rodu Tetrahymena. U T. thermophila a T. elliotti
byla nalezena pouze TTGGGG (v souladu s oc¢ekavanim pro tento rod). Ale u T borealis
byly nalezeny ve zhruba stejné (a velké) mire motivy TTGGGG a TGGGGG. Dale u T.
malaccensis ,,obratlovci“ sekvence TTAGGG.

U ostatnich druhii taxonu Alveolata prevazuje ,rostlinnd* telomerova sekvence,
ta byla nalezena u Hammondia hammondi, Neospora canium, Sarcocystis neurona,
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Gregarina niphadrodes, Besnoitia besnoiti, Vitrella brassicaformis. U Paramecium
tetraurelia a Pseudocohnilembus persalinus byla nalezena sekvence TTGGGG.

Sekvence TTTTGGGG byla nalezena u Ozytricha trifallax a Sterkiella histriomusco-
rum, podobny motiv TTTGGGG pak u Chilodonella uncinata.

Z4dné telomerové sekvence nebyly nalezeny u Colpodella sp. a Azadinium spino-
sum, ve druhém pripadé vSak ziejmé neslo o WGS (chyba anotace).

U druhu Symbiodinium microadriaticum byla nalezena ,,rostlinna“ sekvence TTTAGGG,
ovsem v kombinaci TTTAGGGG a TTTTAGGG. U Amoebophrya sp. byly identifikovany
pouze dlouhé variabilni motivy jako CCTTGGGGCCACCTTGGGCCCA, resp. TTAGGG v malé
mifte.

Zadna (ani kandidatni) sekvence nebyla nalezena u Chromera velia, nejéetnéjsi
jsou ruzné tetranukleotidové mikrosatelity typu TCTG. Podobné je na tom Ichthyo-
phthirius multifiliis, mezi jeho repeticemi prevazuji AT-bohaté motivy. U vSech ¢ty
datovych soubort vsak byla v mensi mire pritomna sekvence TTGGGG.

Bylo zpracovano 13 druhti taxonu Amoebozoa. Prevazuje kanonicka telomerova
sekvence TTAGGG. Telomerova sekvence nebyla identifikovina u Entamoeba nuttalli,
Dictyostelium citrinum, Dictyostelium firmibasis a Dictyostelium intermedium. Ani
u druhu Polysphondylium violaceum nebyla ve vétsi mitre nalezen znamy telomerovy
motiv, pouze v mensi mite TTAGGC.

Vzorek ras popsany jako Cryptophyceae sp. obsahuje prevazné tyto motivy: TTTAGGG,
TTTGGGG, TGTAGGG, TTGAGGG, TTTCGGG, TTCAGGG a TTTATGG. To naznacuje necekané
vysokou rozmanitost telomerovych motivii v rdmci jednoho 1zkého taxonu.

Rod Diplonema je dle vysledkli bez standardnich telomerovych sekvenci. Byly
nalezeny motivy pfipominajici telomerové sekvence TTTTTGACCCC a podobné.

U ostatnich druhi taxonu Excavata prevazuji standardni motivy (TTAGGG) véetné
Fuglena, Leishmania nebo Trypanosoma. Obcas se ,paralelné* vyskytuji sekvence
pripominajici ty telomerové (TTCCGC na 1. misté u Trypanosoma borreli, u Leishmania
infantum na 1. misté ATTTTTTCGGG). Leptomonas seymouri je dle vysledki bez zndmé
telomerové sekvence. Nékteré druhy Trypanosoma ¢i Giardia maji vysoké abundance
dlouhych motivia (i pred 20 bp) pfipominajicich ,zfizované“ a pritom pozménéné
telomerové repetice, napt. TGAACCCTCATTACCTTTACCCCACCA.

Znacné variabilita telomerovych motivii byla zaznamenana i v pripadé taxonu
Haptophyta. Prevazuji kanonické telomerové sekvence, ovsem u rodu Phaecystis se
vyskytuji paralelné s alternativnimi motivy jako TTGGGG, TTAGGC, TTCGGG a jinymi.

3.2.2 Ascomycota

Bylo zpracovano nékolik set druhft Ascomycota. Zadné znamé ani vhodné kandidatn{
sekvence nebyly nalezeny napt. u druhti Salpingoeca rosetta, Leptoxyphium fumago,
Polychaeton citri, Cladosporium herbarum, Mycocentrospora sp. ¢i Myriangium du-
riaet.

U nékterych druhii se kanonicka telomerova sekvence vyskytuje spolu s pripad-
nymi kandidatnimi ¢i znamymi alternativnimi motivy, napt. Lophium mytilinum,
Ammniculicola lignicola, Byssothecium circinans ¢i Beverwykella pulmonaria.



Kapitola 3. Vysledky 50

U nékterych druhti byla identifikovana zajimava kandidatni sekvence TGGTCG —
napt. Leptosphaeria sp., Alternaria sp., Capronia sp., Stachybotrys sp., Xylaria sp.
V nékterych pripadech (napt. Alternaria alternantherae nebo Xylaria hypoxylon)
byla pritomna spolu s kanonickou sekvenci.

Kanonické sekvence nebyly nalezeny u mnohych druhiti rodu Aspergillus: napt.
A. campestris, A. carbonarius, A. awamori, A. lacticoffeatus ¢i A. costaricaensis,
u poslednich t¥{ jmenovanych (a kolem deseti dalsich druhi) navic byla nalezena
mozna telomerova sekvence TTTTAGGG. Stejné nalezena i u dvou analyzovanych druht
rodu Monascus nebo u Thermoascus crustaceus.

V ramci rodu Penicilium byly identifikoviny jak kanonické (napt. Penicillium
janthinellum, Penicillium ozalicum), tak ,rostlinné“ telomerové motivy (napt. Pe-
nicillium lanosocoeruleum, Penicillium swiecickii). V ptipadé druhu Penicilliopsis
zonata byly pritomny oba zminéné motivy soucasné.

U druht Raffaelea quercivora, Diaporthe ampelina nebo Grosmannia penicillata
byla nalezena mozna telomerova sekvence TTAGG, v prvnich dvou pripadech spolu
s kanonickou sekvenci, ve tretim pripadé spolu s kandidatni sekvenci TGGTCG. Stejna
sekvence (TTAGG) pak byla nalezena napt. i u druhtt Tuber melanosporum ¢i Allo-
ascoidea sp.

3.2.3 Basidiomycota

Kanonicka sekvence TTAGGG se opét ukazuje byt prevazujici. Znovu vsak lze nalézt
také znacné mnozstvi rtiznych alternativ.

U rodu Amanita (v¢. A. phalloides) byla identifikovana ,rostlinnd® sekvence
TTTAGGG, kromé A. muscaria se sekvenci TTTTAGGG — tato sekvence se pak vyskytuje
i rodu Hygrophorus. U rodu Termitomyces byla identifikovana sekvence TAAGGG ve
vyssi mife nez kanonickd sekvence. U ¢ésti rodu Pleurotus (P. cystidiosus, P. dryi-
nus, populinus, P. pulmonarius) nebyla nalezena kanonickd sekvence, ale alternativni
TGGTCG.

U nékterych druht (napt. Infundibulicybe gibba, Pholiota highlandensis) byly ka-
nonické a ,rostlinna“ sekvence zaznamenéany v takika identickém mnozstvi. Podobné
u Elmerina caryae, Veluticeps abietina, Heliocybe sulcata ve srovnatelném mmnozstvi
kanonicka sekvence a TTAGG.

Z4dna zndméa ani vhodna kandidatni sekvence nebyla nalezena u Anomoloma
myceliosum (v zadném ze 4 zpracovanych datovych soubort).

U rodu Boletus jsou pritomny kromé kanonickych motivi i TTAGG, u druht B.
bicolor a B. speciosus v mensi mite i TGGTCG.

V piipadé rodu Pazillus (¢echratka) v datech prevazuji ,rostlinné“ sekvence,
ackoli i kanonické jsou v mensi mite pritomny. U roda Pisolithus a Rhizopogon jsou
zastoupeny TTAGG.

Z4dné znamé ani kandidatn{ sekvence nebyly nalezeny mezi dominantnimi u rodu
Suillus (klouzek), kanonicky ¢i kandidatni motiv byl vzdy mélo ¢etny, pfipadné chy-
béjici.

U hadovkotvarych hub Mutinus elegans a Phallus impudicus a u Sclerogaster
hysterangioides v datech prevazuje ,rostlinna“ sekvence.
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U Ctyt z péti zpracovanych druht rodu Auricularia nad vSemi ostatnimi sekven-
cemi vyrazné dominuje TTAGG, kanonicka sekvence neni pritomna, resp. jen v malém
mnozstvi.

Neobvyklé dominantni motivy byly identifikovany u Clavulina sp. (AATGG) a Tu-
lasnella calospora (TAGGGC, hned ,za ni“ TTAGG).

Motiv TTAGG prevazuje nad ostatnimi kandidatnimi také u Postia placenta, Adus-
toporia sinuosa, Antrodia serialis, Fomitopsis pinicola, Piptoporus betulinus, Hyd-
nopolyporus fimbriatus, Irpexr lacteus, Trametopsis cervina, Laetiporus sulphureus,
Taiwanofungus camphoratus a Thelephora sp.

,Rostlinnd* sekvence v datech prevazuje u chorosotvarych Phanerochaete car-
nosa, Phanerochaete chrysosporium a Phlebiopsis gigantea. Rovnéz tak u Lentinellus
vulpinus, Artomyces pyzidatus, Auriscalpium vulgare, Vararia minispora a Lactarius
sp. (ryzec), u néj je navic v mensich zastoupenich ptitomna TGGTCG, nebo také u Rus-
sula sp. (holubinka).

U Lentinus tigrinus mnohonasobné prevazuje motiv TATAAGGG, kanonicka sek-
vence zastoupena v mensi mife. Kandidatni sekvence nebyly nalezeny u Udeniomyces
sp.

Zajimavy je rod Filobasidium. U ¢tyT zpracovanych soubort F. uniguttulatum
byl pritomen dominantni motiv TTTGGGG. U F. elegans pak byl u dvou zpracovanych
soubort vyrazné dominantni motiv TTTACTCCTCGCTAGGGACTTGTGCG, ale rovnéz byl
u obou hojné zastoupen motiv TTAGGGG, ten byl nalezen i u F. wieringae, resp.
u druhtt Naganishia albida ¢i Naganishia vishniacii, u rodu Naganishia jinak mezi
dominantnimi nebyly pritomny zadné zndmé motivy.

U Solicoccozyma aeria byla nalezena kandidatni sekvence TTTTGAG (ve dvou sou-
borech), u Solicoccozyma phenolicus pak TTAGGGGG. Naopak u Solicoccozyma terricola
byla zjisténa kanonicka telomerova sekvence.

U druhti Dioszegia crocea a Dioszegia cryozerica v datech rovnéz dominovala sek-
vence TTAGGGGG, stejné tak u Cryptococcus neoformans. Také u fady jinych druht
rodu Cryptococcus kanonicka telomerova sekvence chybéla. U Cryptococcus depauper-
atus ve ctyrech datovych souborech prevazovala sekvence TTTTCTAGG. Stejnda sekvence
pak byla identifikovana i u druhu Kwoniella europaea.

U druht Phaeotremella skinneri, Phaeotremella fagi, Saitozyma podzolica, Taka-
shimella koratensis, Cutaneotrichosporon curvatum, Trichosporon asteroides, Tri-
chosporon faecale nebo Papiliotrema laurentic v datech dominoval motiv TTAGGGGG.

V pripadé rodu Apiotrichum nedominovaly zadné znamé motivy, pouze u Apiot-
richum loubieri kandidatni sekvence TTGGTG a u Apiotrichum veenhuisii TTAGGGGG.

U druhu Trichosporon asahii ve vSech tfech zpracovanych souborech dominoval
motiv TGGACGGGG. U druhu Cystobasidium byl nalezen dominantni motiv TTTTAGGG.
U druhtt Erythrobasidium hasegawianum a Erythrobasidium yunnanense vzdy vy-
razné¢ dominoval motiv TTTACAGAGGG.

Dalsim zajimavym rodem je Malassezia. Napr. u ¢ty souboru M. furfur nebo
u ti soubort M. japonica je vidy dominantni ATTAGG, podobné u M. yamatoensis.
S vyjimkou Malassezia vespertilionis, Malassezia slooffiae a Malassezia cuniculi pak
kanonicka sekvence v datech nikdy neni mezi dominantnimi.
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3.2.4 Ostatni houby a organismy jim podobné

Skladba nalezenych (kandidatnich) telomerovych sekvenci odpovida predchozim po-
psanym skupinam — kanonickd sekvence je nejcetnéjsi, ale vyskytuji se i mnohé od-
chylky, pfipadné u mnohych organismi zadné vhodné kandidatni sekvence nebyly
nalezeny.

U druht Catenaria anguillulae a Synchytrium endobioticum byla zjisténa dominu-
jici sekvence TTTAGG. U Spizellomyces palustris se tato sekvence vyskytuje v mnozstvi
podobném kanonické sekvenci.

U rodu Nosema (hmyzomorka) prevazuje v datech motiv TTAGG. Podobné je tomu
u parazita Encephalitozoon cuniculi. Je tfeba uvazit, ze muze jit o kontaminaci.

V pripadé druhu Gamsiella multidivaricata dominuji dlouhé sekvenéni motivy
AATTCCCTAAACAT a GTTTAGGGGATTTC pripominajici ,zfizované® telomerové motivy.

Z4dné kandidétni sekvence nebyly nalezeny u rodtt Haplospora a Cunninghamella
(jen u Cunninghamella elegans v mensi mife ,rostlinnd sekvence®).

,Rostlinnd* sekvence byla nalezena u rodu Hesseltinella, Circinella, Fennellomy-
ces, Lichtheimia, Phascolomyces, Thamnostylum, Apophysomyces nebo Umbelopsis.
Naopak u rodu Mucor, Actinomucor, Pirella, Conidiobolus, Entomophaga, Zooph-
thora ¢i Pilobolus prevazuje sekvence kanonicka.

Bez plauzibilnich kandidatnich sekvenci ziistava rod Rhizopus (vyjimkou je TTGTGG
u Rhizopus stolonifer). Taz sekvence je pritomna i u Sporodiniella umbellata.

U rodu Mortierella byla identifikovana kandidatni sekvence TTTAGGGATTT a u druhu
Kickzella alabastrina sekvence TTTTGGGG.

3.2.5 Ostatni Metazoa

vz

U Salpa thompsoni byla pritomna kanonicka sekvence jako nejhojnéjsi, ovsem v mnoz-
stvi srovnatelném s TTAGG.

Kanonickou sekvenci se nepodatilo identifikovat u tasemnice Taenia solium a
u Schistocephalus solidus, u néj byl hojnéjsi spise motiv TGGAA, dale pak u Schisto-
soma intercalatum ¢i Schistosoma mansoni. V pripadé druhu Tethya wilhelma byla
nalezena kandidatni sekvence TAGGGC.

3.2.6 Nematoda

U veétsiny rodt, napt. Plectus, Pristionchus, Caenorhabditis, Ancylostoma, Heteror-
habditis, Cylicostephanus, Strongylus, Anisakis, Parascaris, Anguina, Tozocara a da-
Isich, byl identifikovan telomerovy motiv TTAGGC. Ten, zd4 se, u taxonu Nematoda
obecné prevlada.

Z4dné kandidétni sekvence nebyly nalezeny u dvou druht rodu Dranunculus.
Mize jit o chybu anotace.

Obvykly motiv TTAGGC nebyl nalezen u rodit Rhabditophanes, Parastrongyloides,
Strongyloides ¢i Aphelenchus. Mezi jejich telomerovymi repeticemi dominuji relativné
dlouhé, variabilni motivy jako napt. ACTTCCTAACCGGTTAACC u Aphelenchus avenae.

Zvl1asti vysledky poskytl rod Heterodera, v datech dominoval ,rostlinny* motiv
TTTAGGG.
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Plauzibilni kandidatni sekvence nebyly nalezeny u druhtt Haemonchus placei,
Teladorsagia circumcincta, Nippostrongylus brasiliensis nebo Trichinella sp.

3.2.7 Panarthropoda

V ramci ¢lenovcei je prevladajicim telomerovym motivem TTAGG.

Necekané vysledky poskytuje rod Izodes (klisté), u druht I. ricinus, I. ovatus a I.
persulacatus nebyla sekvence TTAGG identifikovana mezi dominantnimi. Naopak u 1.
scapularis byla nalezena v relativné vysokém mnozstvi. Moznou kandidatni sekvenci
u ,negativnich druhti“ je TAAGC.

U nékterych druhti bez nalezeného motivu TTAGG byla identifikovana kandidatni
sekvence TGGTCG, napt. Cheiroseius sp., Penaeus stylirostris, Epinotia vertumnana,
Helicoverpa armigera, Ostrinia nubilalis, Carpelimus sp., Phlebotomus papatasi a Po-
disus maculiventris.

Standardni motiv nebyl nalezen u mnohych pavouki, napt. Araneus bicentena-
rius, Nephila clavipes, Lozosceles reclusa a dalsich. U téchto druhtt dominuji dlouhé
variabilni motivy jako TTTTTCCCCAACT, ATGAAAATGG apod.

U druhu Calanus glacialis byla identifikovana kandidatni sekvence TTTAGGGG.
U druha Lepeophtheirus salmonis a Pandarus rhincodonicus byla identifikovana ka-
nonické sekvence TTAGGG.

V pripadé druhu Chrysodeixis includens nebyla nalezena sekvence TTAGG, ale byl
v mensi mite nalezen motiv TTGGG, jako nejhojnéjsi pak AGTCCGAGCCA.

U rodu Heliconius (babocka) je vétsinou pritomna obvykld ,hmyzi* sekvence,
ovSem Casto je pritomen i motiv TTTAGG, nékdy (H. elevatus) je dokonce ¢etnéjsi nez
obvykla sekvence nebo je zastoupen v podobném mnozstvi (H. pardalinus). U néko-
lika druhi (H. elevatus, H. hecale, H. pachinus aj.) je v mensi mife pfitomen i motiv
TTAGGC.

U druhu Ornithoptera priamus nebyla nalezena ,hmyzi“ sekvence, pouze v mensi
mife ,rostlinnd“ sekvence.

U druhu Lionepha erasa vyrazné a konzistentné™ dominuje motiv TGGAA. Naopak
u L. lindrothellus byl nalezen standardni ,,hmyzi“ motiv.

V piipadé rodu Dendroctonus (jde o skidce stromi) konzistentné dominuje sek-
venéni motiv TTAGTTTGGG.

U druhti z taxonu Tenebrionoidea je je bézna telomerova sekvence TCAGG, ne vSak
u vsech. Napr. u Gridelliopus subsquamosus byl zjistén dominantni motiv TGGAA,
u Loensus sp. a Melambius mideltensis byla zjiSténa simultanni pritomnost kanonické
a ,rostlinné“ sekvence.

Bez nalezené kandidatni sekvence zustavaji Oryctes borbonicus, resplendens, Po-
pillia japonica, rod Polystes a Anisolabis maritima.

U nékterych druhu celedi Scarabaeidae (Canthidium sp., Onthophagus taurus,
Pachysoma striatus) byla nalezena kandidatni sekvence TTGGG.

Vhodné kandidétni sekvence nebyly nalezeny u nékterych dvoukfidlych (Diptera),
v¢. Drosophila melanogaster, ale u jinych druhti, napt. D. anomalata, D. ananassae
nebo D. parapallidosa, byla nalezena kandidatni sekvence TTGACC, stejna sekvence

" Konzistentné ve smyslu potvrzeni na nezavislych datovych souborech.
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byla nalezena napt. i u Gnoriste bilineata. Mezi Diptera s nalezenou ,,hmyzi“ sekvenci
patii napt. Cirrula hians, Themira minor ¢i Haematobia irritans.

Z4dna kandidatni sekvence nebyla nalezena u rodu Bombus (¢meldk). U druhii
Nannotrigona testaceicornis a Scaptotrigona postica byla identifikovana kandidatni
sekvence TTAGGTTTGGG.

Standardni , hmyzi“ sekvence nebyly nazeleny u druhti taxonu Parasitoida. Napt.
u rodi FEupelmus a Eurytoma je pritomna ,rostlinna“ sekvence, u Furytoma na-
vic TTCAGGG, ovSsem dominantni jsou dlouhé motivy jako napi. CCCTAAACCCATAAA
u Fupelmus urozonus. U rodu Nasonia byla nalezena kandidatni sekvence TTATTGGG.
U druhu Megaphragma amalphitanum byla nalezena kandidatni sekvence TTATGGGG,
u Aulacidea tavakolii pak AATAGGGG.

U druhu Gerris buenoi (bruslaika) byla identifikovana kandidatni sekvence TTAGA-
GGTGG, v pripadé Photuris sp. byla zjisténa kandidatni sekvence TTGGTAGG, u rodu
Chinavia pak sekvence TTGAG, u Dichelops melacanthus TTAGGTTTGGG, u Euschistus
heros TTATTGGG, u rodu Columbicola TTGGG s vyjimkami C. claytoni ¢i C. hoogstraali
bez kandidatni sekvence a C. ezilicornis s kandidatni sekvenci TTTGG.

3.2.8 Lophotrochozoa a Gnathifera

V pripadé taxonu Lophotrochozoa prevazuje kanonicka sekvence TTAGGG. U druhu
FEisenia fetida je kanonickd sekvence pritomna v mnozstvi srovnatelném s mnoz-
stvim repetic typu TTTTTAGG. U rodu Crassostrea je kanonicka sekvence pritomna
spolu s TTGACC, u Pecten mazximus ¢i Idiosepius paradoxus pak spolu s ,rostlinnou*
sekvenci, u Haliotis tuberculata s ,hmyzi“ sekvenci, u Notospermus geniculatus se
sekvenci TCAAGG, u Brachionus calyciflorus s TTGGGG.
U druhu Placopecten magellanicus byla zjisténa kandidatni sekvence TTTGG. U Octo-

pus sp. pak dominuji motivy TTTAGGC a TTTTAGG. U Adineta vaga byla nalezena
kandidatni sekvence TGTGGG. Bez vhodné kandidatni sekvence zlstava rod Littorina.

3.2.9 Cnidaria

U taxonu Cnidaria (zahavci) prevazuje kanonickéd telomerova sekvence. V pripadé
druhu Phymanthus crucifer prevazuje nad kanonickou sekvenci ,rostlinna“ sekvence,
ktera je v mensi mite pritomna i u fady jinych druht, napt. Acropora sp. ¢i Stylophora
pistillata.

U nékterych druha (napt. Chrysaora quinquecirrha, Carybdea marsupialis) je
kromé kanonické sekvence ptritomna i ,hmyzi“ sekvence. U duhu Kudoa iwatai byla
nalezena kandidatni sekvence TTTAGG.

3.2.10 Vertebrata

Obecné lze Tici, ze u doposud popsanych skupin je variabilita telomerovych motivi
vyssi nez u obratlovcei, kteri vykazuji znaénou konzervovanost kanonického telome-
rového motivu.

Jistou pozornost muze vzbudit Xiphophorus sp. (mecovka). Ze sedmi zpracova-
nych druhi kanonickd sekvence dominovala u ¢tyr. V pripadé Xiphophorus cortezi
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byly dominantni dlouhé, variabilni motivy jako GGATGCGTGTTTGGGGCGTTAGACGGTT,
které by mohly pripominat ,zfizované® telomerové motivy. U Xiphophorus malinche
byla kromé kanonické sekvence identifikovana i TTGGGG o srovnatelné abundanci.
U Xiphophorus nezahualcoyotl pak nebyla nalezena zadna kandidatni sekvence, ale
negativita nebyla povrzena jinymi datovymi soubory.

Dalsi anomalie se tykéa rodu Cyprichromis (cichlida) a Xenotilapia. Nebyly u nich
identifikovany kanonické telomerové sekvence, ale byly nalezeny kandidatni sekvence
TGTGGG.

Kanonické sekvence nebyly nalezeny u dvou soubort rodtu Ariopsis, dale u Aspis-
tor, Bagre a jinych z celedi Ariidae, vSechny vzorky ale pochazeji z téhoz projektu a
jde pravdépodobné o chybu anotace.

Kanonické sekvence dale chybi u Macroscelides proboscideus a Dolichotis patago-
num, jde o tyz sekvenacni projekt a patrné je to opét chyba anotace.

U Rattus andamanensis také chybi kanonicka sekvence, ale v anotaci je v po-
znamce napsano, ze ma jit o resekvenaci houbového genomu, tudiz nejde o duvéry-
hodny vzorek.

Necekané vysledky byly pozorovany u datovych soubori opic (Gorilla, Pan,
Pongo). Kanonické sekvence nebyly mezi dominantnimi, ptipadné zcela chybély. Vy-
razné dominantnim motivem pak byl ¢asto TGGAA (napt. u Pan paniscus u (vSech)
¢tyt zpracovanych souboru). Nelze vsak z toho vyvozovat radikalni zavéry, napf.
u Rhinopitecus bieti byla v jednom pripadé také dominantni TGGAA, zatimco u da-
Istho vzorku téhoz druhu byla identifikovana kanonickd sekvence, podobné tomu
bylo u vyhynulého koné Haringtonhippus francisci. Na druhou stranu, vysledky scre-
eningu jsou v tomto ohledu (dominance TGGAA a nizka pritomnost nebo nepfitomnost
TTAGGG) pomérné konzistentni, data pritom byla vybirdna z ruznych experimentii.

Mnohé negativni vysledky u rtznych druhti obratlovcti pochézeji z bioprojektu
oznaceného PRJEB20997, jedna se patrné o chybné anotovany bioprojekt.

Ponékud anomaélni vysledky byly pozorovany u sudokopytniki. Napt. Bos taurus
sice ma kanonické telomerové sekvence, ale vzdy v relativné malém mnozstvi. U roda
Owvis nebo Capra se v datech vyskytuji kanonické telomerové sekvence v abudancich
srovnatelnych s motivem TCAAGG. (Jako dominantni se je u nich pfitomen motiv
TTTCCCACGAGGC.)

Kanonické telomerové motivy se nepodarilo identifikovat u Lama glama a Vicugna
PAcos.

U kaloné Eidolon helvum byl jako dominantni nalezen ,rostlinny“ motiv. Asi jde
o kontaminaci jeho rostlinnou potravou.

Netypickym se jevi Pavo cristatus, kanonicka sekvence je pritomna v nizké mire
a ve zpracovanych souborech dominuje motiv ATTCTATG.

Kanonické sekvence nebyla nalezena u zelvy Emydura macquarii, jsou vsak pri-
tomny motivy TTGGGG, TTTGGGG nebo TTGGG — posledni jmenovand sekvence je v me-
nsi mife pritomna napt. i u Shinisaurus crocodilurus (krokodylovec ¢insky, u néj vsak
byla detekovana kanonicka sekvence).

V prfipadé Thamnophis elegans a Thamnophis sirtalis (uzovka) byla kromé kano-
nické sekvence v mensi mire zaznamenana i sekvence TTTAGG. U Pseudonaja textilis
(pakobra vychodni) byla kromé kanonické sekvence v mensi mife nalezena TTGGGG.
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Kanonickou sekvenci se nepodarilo dostatecné zietelné identifikovat u Protobothrops
flavoviridis, ve ¢tytech zpracovanych souborech se vzdy vyskytovala ve velmi malém
mnozstvi. Nepodatilo se ji identifikovat ani u Python molurus ¢i Aneides lugubris,
u jeho pribuzného Aneides aeneus pak pritomna byla, ale nikoli mezi dominantnimi.

3.2.11 Stramenopila

V této skupiné se hojné vyskytuje jak kanonicka sekvece, tak i ,rostlinna“ sekvence.

Kanonicka sekvence se vyskytuje napt. u rodu Nitzschia, Fistulifera, Phaeodacty-
lum, Nannochloropsis, Ectocarpus ¢i Saccharina.

,Rostlinnd* sekvence se vyskytuje napt. u rodi Albugo, Hyaloperonospora, Pe-
ronospora, Phytophthora (vyjimkou je Phytophthora nicotianae u niz kanonicka sek-
vence prevazuje nad ,rostlinnou“) ¢i Pythium

U rodu Schizochytrium ¢i Labyrinthulid byla nalezena ,hmyzi“ sekvence. U rodu
Aphanomyces byla nalezena kandidatni sekvence TTTCGGGG.

Bez vhodné kandidatni sekvence ztstavaji rody Thalassiosira a Saprolegnia.

3.2.12 Chlorophyta

Za prevazujici lze povazovat ,rostlinnou” sekvenci, ovsem mira jeji konzervovanosti
se z vysledki zda byt relativné nizka. Chybi napt. u Chlamydomonas reinhardtii,
u které byly identifikovany kandidatni motivy TTGGGC a TTTTAGGG. U Helicospori-
dium sp. dominuje ,hmyzi“ sekvence. V pripadé rodu Prototheca je pritomna kano-
nicka sekvence, u Prototheca stagnorum pak kanonicka sekvence spolu s kandidatni
sekvenci TTAGGC.

3.2.13 Streptophyta

Za nejobvyklejsi telomerovou sekvenci lze v ramci tohoto taxonu povazovat TTTAGGG.

Zajimavé jsou nékteré druhy rostlin jako Cycas revoluta (Cycadaceae), Ephedra
altissima (Ephedraceae) ¢i Gnetum gnemon (Gnetaceae), u kterych se ,rostlinnd*
sekvence vyskytuje spolu se sekvenci TTCAGGG. ,,Rostlinna“ sekvence nebyla nalezena
ani u Amborella trichopoda (Amborellaceae).

,Rostlinné“ motivy nebyly v dominantnim zastoupeni identifikovany ani u rost-
lin celedi Cupressaceae (cyprisovité). U vétsiny byla (spiSe v mensi mife) zjisténa
kandidatni sekvence TGGTCG. U rodu Juniperus (jalovec) byly ,rostlinné“ motivy
nalezeny, ovsem spolu s kanonickymi motivy TTAGGG, které byly pfitomny v jesté
vétsim mnozstvi.

Jinou atypickou skupinou je ¢eled Pinaceae (borovicovité). U rodu Picea (smrk)
konzistentné dominuje motiv TAGGC, ,rostlinnd“ sekvence je zastoupena v malé mite.
V pripadé rodu Pinus (borovice) dominuje standardni ,rostlinnéd“ sekvence, ale motiv
TAGGC je rovnéz pritomen. Vyjimkou je Pinus lambertiana, u které je ,rostlinnd“
sekvence pritomna v nizké mite a dominuje motiv TTAAGG. Znamé telomerové motivy
nebyly v dostatecném mnozstvi identifikovany ani u druhtt Pseudotsuga menziesii a
Abies sibirica.
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,Rostlinny* telomerovy motiv nebyl nalezen u nékterych zastupcu celedi Aralia-
ceae (aralkovité) jako napt. Meryta sinclairii ¢i rod Panaz.

Netypické jsou rody Calycadenia, Hemizonia a Osmadenia (vSechny patii do ta-
xonu Madieae Celedi Asteraceae), ,rostlinnd“ sekvence se zda byt nahrazena motivem
TGGTCG. Zadné kandidatni sekvence nebyly nalezeny ani u rodu Tragopogon (kozi
brada).

Zvlastnimi druhy jsou Camellia sinensis (Cajovnik ¢insky, Theaceae), u néjz
vyrazné prevazuje sekvence TTAGG, ¢i Eremocarya lepida (Boraginaceae), u néjz
dominuje motiv TTAGGC, i kdyz ,rostlinnd“ sekvence je v mensi mire rovnéz pii-
tomna. U rodu Asclepias (klejicha, Apocynaceae) sice dominuje ,rostlinnd“ sek-
vence, ovsem v mensi mite je ¢asto pritomen i motiv TTCAGGG, pripadné TGGTCG,
TTAGG ¢i TTAGGG. Kandidatni sekvence nebyly nalezeny u rodu Psychotria (Rubia-
ceae), ,rostlinné* sekvence jsou u néj zastoupeny v pomeérné malé mire. U druhu
Cassinopsis madagascariensis (Icacinaceae) dominuji dlouhé, variabilni motivy jako
AATACCCCTAGTTGGTCAAATTTGACCAA. Kandidatni sekvence dale nebyly nalezeny u rodu
Anemopaegma (Bignoniaceae).

Urcité odchylky byly zaznamendny také u celedu hluchavkovitych (Lamiaceae).
U druhu Ocimum tenuiflorum dominuje ,rostlinna“ sekvence, ovSem v mensi mite
jsou zastoupeny i motivy TTTTAGGG, TTCAGGG ¢i TTTCGGG. Podobné u druhu Clero-
dendrum bungei a Rotheca myricoides je kromé ,rostlinné“ sekvence v mensi mitre
zastoupena i sekvence TTCAGGG, u Cornutia pyramidata kromeé ,rostlinné“ i TTAGGG,
u Genlisea nigrocaulis kromé ,rostlinné* i TGGTCG.

V pripadé druhu Jasminum sambac (Oleaceae) je ,rostlinna* sekvence pritomna
v relativné malém mnozstvi a dominuje sekvence TTTAGG.

Z4dné vhodné kandidatni sekvence nebyly nalezeny u druhit Schwalbea americana
a Lindenbergia philippensis (Orobanchaceae). Atypicky je rod Erythranthe (kejklitka,
Phrymaceae), u néhoz byl nalezen alternativni motiv TTTCGGG.

U druht Solanum melongena a Solanum scabrum (Solanaceae) dominuje sekve-
néni motiv TTCAGGG, ackoli u ostatnich druhti rodu Solanum prevazuje standardni
srostlinnd“ sekvence. Rostlina Cestrum elegans (Solanaceae), u niz byla popsana te-
lomerova sekvence TTTTTTAGGG tuto sekvence v datech obsahuje, ovSem v relativné
malém mnozstvi, dominoval naopak motiv TTTTTAGCAG [79].

V pripadé rodu Echinocereus byla jako dominantni zjisténa kanonicka telomerova
sekvence. U druhu Aldrovanda vesiculosa je ,rostlinna“ sekvence pritomna v mensi
mife a je co do poctu prevysena moznymi kandidatnimi sekvencemi TTAGGG, TTGGGG
a TTTTGGGG.

Vhodnéa kandidatni telomerova sekvence nebyla identifikovana u druhu Fagopy-
rum tataricum (pohanka tatarska, Polygonaceae).

V pripadé druhti Leucomphalos mildbraedii, Canavalia cathartica a Lupinus texensis
(Fabaceae) byla nalezena kandidatni sekvence TGGTCG, ,rostlinna®“ sekvence nebyla
v daném datovém souboru viibec pritomna.

Netypickym je rod Arachnis (Fabaceae), u néhoz prevazuje ,rostlinnd* sekvence,
ale v mensi mite je pritomna i sekvence TTTTTAGGG.
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V pripadé druht Chrysolepis sempervirens, Fagus crenata a Fagus sylvatica (Fa-
gaceae) byla nalezena kandidatni sekvence TGGTCG. Stejné je tomu u rodu Fuscospora,
Lophozonia, Nothofagus ¢i Trisyngyne (Nothofagaceae).

Znéamé telomerové motivy nebyly nalezeny u ¢eledi Chrysobalanaceae (zlatoplodo-
vité), u dvou zastupcu ( Chrysobalanus icaco a Licania alba) byla nalezena kandidatni
sekvence TTTATAAGGG.

,Rostlinnd*“ telomerova sekvence nebyla nalezena u rodu Euphorbia ( Euphorbia-
ceae), misto ni byly nalezeny kandidatni sekvence TGGTCG (Euphorbia marginata) a
TTAGGG (Euphorbia esula).

U rodu Rafflesia (Rafflesiaceae) byla identifikovana kandidatni sekvence TCAGGC.
U druhu Trema micrantha (Cannabaceae) byla nalezena kandidatni sekvence TGGTCG.

V pripadé rodu Prunus (Amygdaloideae) byla vzdy pfitomna ,rostlinnd“ telome-
rova sekvence, ale u nékterych druha (P. armeniaca, P. davidiana, P. ferganensis,
P. persica, ...) vyrazné dominovala sekvence TTGCC.

U rodu Brassica (Brassicaceae) se kromé dominantni ,rostlinné“ sekvence vysky-
tovaly i alternativni motivy TTTCGGG a TTTGGGG.

Kandidatni sekvence TGGTCG byla nalezena u Limnanthes douglasii ( Limnantha-
ceae), Viviania marifolia a Wendtia gracilis (Francoaceae), u rodu Erodium a Gera-
nium ( Geraniaceae). Vyjimkami jsou Erodium moschatum s nalezenym ,rostlinnym*
motivem a Erodium chrysanthum se dvéma dominantnimi motivy — ,rostlinnou® sek-
venci a sekvenci TTCAGGG. Z celedi Geraniaceae byla kandidatni sekvence TGGTCG
nalezena jesté u Monsonia vanderietiae a Pelargonium capitatum.

Z4dna kandidétni telomerové sekvence nebyla nalezena u Daphne pseudomeze-
reum ( Thymelaeaceae). V pripadé rodu Oenothera (Onagraceae) byla ,rostlinnd* sek-
vence pritomna v pomérné malém mnozstvi a vyrazné dominovala sekvence ATGTTCAT-
CC. V pripadé druhu Pistacia vera (Anacardiaceae) dominovala ,rostlinnd“ sekvence,
ale soucasné s ni byla pritomna i pozménénd sekvence TTTTAGGG. Vhodné kandidatni
sekvence nebyla nalezena u druht Azadirachta indica (Meliaceae) a Acer miyabei
(Sapindaceae). U druht Tetrastigma cruciatum a T. leucostaphylum ( Vitaceae) byla
yrostlinna® sekvence pritomna spolu s motivem TTTTAGGG.

V piipadé druht Zostera marina (Zosteraceae), Agapanthus africanus, Scadozus
cinnabarinus (Amaryllidaceae), Agave tequilana, Aphyllanthes monspeliensis, Aspa-
ragus officinalis, Dichelostemma ida-maia, Lomandra longifolia, Sansevieria trifas-
ciata (Asparagaceae), Haworthia cymbiformis (Asphodelaceae), Ledebouria cordifolia
(Hyacinthaceae) a Crocus sativus (Iridaceae) byla nalezena kanonicka telomerova
sekvence.

U rodu Cymbidium ¢ Dendrobium (Orchidaceae) dominuje ,rostlinnd® telome-
rova sekvence, ale soucasné byly nalezeny i odlisné motivy jako TTTAGG, TTTTAGG,
TTTTAGGG, TTAGGG a jiné. U druhtt Dendrobium falconeri a D. moschatum dokonce
kanonicka sekvence vyrazné prevazuje nad ,rostlinnou, u druhtt D. lituiflorum a D.
parishii jsou zastoupeny v priblizné stejném mnozstvi ,rostlinna“ sekvence a motiv
TTTTAGG.

V pripadé druhu Festuca arundinacea (Poaceae) dominuji kanonicka a ,,rostlinna“
sekvence, jsou pritom zastoupeny ve srovnatelném mnozstvi. ,,Rostlinny* motiv ne-
byl v dostatecném zastoupeni detekovan u druhia Triticum dicoccoides a T. spelta
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(Poaceae). U rodu Sorghum (Poaceae) se kromé dominantniho ,rostlinného* motivu
vyskytoval i motiv TTCAGGG, u rodu Tripsacum (Poaceae) se kromé rostlinného*
motivu vyskytoval i motiv kanonicky.

Z4dné kandidétni telomerové sekvence nebyly identifikovany u éeledi Zingibera-
ceae a u rodu Fritillaria (Liliaceae).

V pripadé rodu Liriodendron a Magnolia (Magnoliaceae) se ,rostlinnad“ telome-
rova sekvence vyskytovala spolu s alternativnim motivem TTTAGG.

U druhu Papaver somniferum (Papaveraceae) byla nalezena kandidatni sekvence
TTCAGGG.

V pripadé rodu Isoetes (Isoetaceae) byla ,rostlinnd® sekvence zastoupena mino-
ritné. Kromé ni byly nalezeny kandidatni sekvence TTAGGG a TTTTGGGG.

3.3 Analyza repetic u rostlin celedi Solanaceae

Dle zadani prace byly v ramci projektu dale zpracovana sekvenacni data rostlin ¢eledi
lilkovitych (Solanaceae). Celkem se jednalo o 112 genomt.” Informace o taxonomic-
kém zarazeni vzorki byly poskytnuty na tirovni rodu, rizné druhy v ramci rodu byly
v nazvech rozliSeny pouze identifika¢nimi ¢isly. Data byla analyzovana pomoci TRFi
dle prikazu

trf407b.1linux64 2 7 7 80 10 50 50 -h -ngs

a byly hledany tandemové repetice o minimalni délce 3 a minimalnim poctu opako-
vani 3.

Nejcastéjsim telomerovym motivem byla sekvence TTTAGGG. U rodu Salpiglossis
vsak byl nalezen alternativni motiv TTCAGGG. Tentyz motiv byl nalezen u jednoho
druhu rodu Solanum, dle vysledkt HTS by se mohlo jednat o S. melongena nebo S.
scabrum. Navzdory ocekavani nebyla u rodu Cestrum nalezena jeho telomerova sek-
vence TTTTTTAGGG, u néj a u rodu Sessea nebyly nalezeny zadné zndmé telomerové
motivy. U fady zpracovanych soubort byla zjisténa pritomnost jak TTTAGGG, tak
TTCAGGG, pricemz standardni ,rostlinny“ motiv zpravidla prevazoval. V nékterych
piipadech vsak byla jejich mnozstvi srovnatelnd (Rahowardiana, Nicandra, Eriola-
rynz, Dunalia, Vassobia, ¢tyti druhy Solanum). U jednoho druhu Solanum a u Sal-
pichroa byla nalezena kanonické telomerova sekvence. Jelikoz byly v obou ptipadech
pritomny i ,rostlinné* motivy, jde pravdépodobné o kontaminaci vzorku, nejspise
,houbovym*® organismem.

"5Sekvenacni data byla poskytnuta ze zahrani¢niho pracovisté v ramci vyzkumné spoluprace.



Kapitola 4

Fylogeneticka analyza

Vedlejsim cilem prace bylo zjistit, zda a nakolik mnozstvi tandemovych repetic v ge-
nomech zjisténa programem TRFi koresponduji s evoluci pfislusnych taxont, tedy
zda bude mozné registrovat vétsi rozdily mezi evoluéné vzdéalenéjsimi druhy a vétsi
podobnost mezi pribuznéjsimi druhy. Analyza byla provedena v softwaru R.

Data byla zpracovana pomoci metody nejblizsiho souseda (neighbor joining, NJ).
Bylo vybrano jedenact druhti obratlovet, v jejichz genomech byly pomoci TRFi iden-
tifikovany tandemové repetice zptisobem analogickym difve provedenému HTS. Slo
o druhy: Rattus norvegicus, Pan troglodytes, Corvus corniz, Corvus brychyrhynchos,
Mus caroli, Pygoscelis adeliae, Parus major, Aptenodytes forsteri, Pan paniscus, Mus
musculus a Thamnophis elegans. Kvili srovnatelnosti bylo za kazdy datovy soubor
zpracovano stejné mnozstvi (1 milion) sekvencnich ¢teni. VSechny datasety poché-
zely ze stejné sekvenacni platformy a mély srovnatelnou prumérnou délku éteni (199
az 201).

Pred vypoc¢tem matice vzdalenosti bylo nutné provést standardizaci dat (druhy
jsou pozorovani a sekvenéni motivy jsou proménné). Byly vyzkouSeny t¥i varianty
standardizace. Jednak logaritmizace pfi zakladu 10 (ve tvaru log(z+1) kvali ,,nulam*
v datech), déle normalizace ,,min-max“ podle vzorce

T — Tmin
Tnorm = ———
Tmax — Lmin

kde x,;n predstavuje minimalni hodnotu v rdmci proménné z a ., maximalni
hodnotu v ramci proménné x, a za tfeti kombinace obojiho.

Déle bylo tfeba vypocitat matici vzdalenosti. Bylo tfeba fesit tzv. problém ,,double-
zero“, tedy aby soucasnd nepritomnost sekvenci mezi dvéma datovymi soubory ne-
byla intepretovana jako jejich podobnost.” Pro srovnani tedy byla matice vzdalenosti
vypoctena s vyuzitim eukleidovské metriky, ktera problém ,double-zero“ neresi, a
dale pomoci tzv. Brayovy—Curtisovy nepodobnosti, kterd tento problém fesi.

Eukleidovskd vzdélenost dvou bodil (vzorkt) z = (z1,...,z,)  ay = (Y1, ., yn)"
v n-rozmérném prostoru byla pocitana podle vztahu

"6Tlustrativni piiklad problému ,double-zero“ z jiné oblasti: Bude-li sledovan vyskyt tygra, zebry,
krokodyla a slona na dvou lokalitich — v CR a v Arktidé, nelze ze sou¢asného nevyskytu pifslusnych
organismu usuzovat na podobnost obou lokalit. Ze soucasné pritomnosti téchto druhi na néjakych
dvou lokalitach vSak na jejich podobnost usuzovat lze.

— 60—



Kapitola 4. Fylogenetickd analijza 61

n

dewa(@,y) = (| D _(x: — ;)%

=1

Brayova—Curtisova nepodobnost byla poc¢itana podle vztahu

i lmi — yil
i (i +yi)

Celkem tak bylo vytvofeno Sest riiznych matic vzdalenosti. Na zakladé nich byly
vykresleny fylogenetické stromy metodou NJ (funkce ape: :nj()). Sest riiznych fy-
logenetickych stromt je na obrazcich 4.1, 4.2, 4.3, 4.4, 4.5, 4.6.

Celkové vysledky nelze hodnotit jako uspokojivé. Je patrné, ze klastrovani je
schopno poskytovat dostatecné spolehlivé vysledky pouze na trovni nékterych re-
lativné ptribuznych taxont, napf. oba druhy rodu Corvus ¢i Pan jsou konzistentné
razeny k sobé, naopak ptaci jako takovi ani savci jako takovi v zadném sestaveném
stromu neutvorili monofylum. Ani nékteré blizce pribuzné druhy (Mus musculus a
Mus caroli) nebyly v zadném z fylogenetickych stromu uvedeny jako sesterskeé.

Neprokéazalo se tedy, ze by bylo mozné vyuzit informaci z vystupia TRFi jako
alternativni metodu k tvorbé fylogenetickych stromi. Zmény v poc¢tu a slozeni tan-
demovych repetic v genomech patrné nelze takto primocare korelovat s fylogenetic-
kym vyvojem. Jiz diive bylo sice zjisténo, ze tandemové repetice nesou fylogeneticky
signél, ale k jeho presnéjsi interpretaci je zapotiebi sofistikovanéjsich metod [27], [65].

dBC(xa y) =

——Corvus brychyrhynchos

E— s LT =R ol s T TV
Farus major
Pan paniacus
Pan froglodvies
Thamnophis elegans
Mus caroll

Mus musculus

Rafius norvagicus

Fygosceiis adaliag

Aptanndylas forsfan

Obréazek 4.1: Fylogeneticky strom sestaveny pomoci eukleidovskych vzdalenosti na
zlogaritmovanych datech.
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———Conus brvchyrhynehos

E— s LT = ol s T TV
I Farus major
Fan paniacus
Fan froolodvies
Thamnophis glegans
Mus caroll

Mus musculus

Fafius norvegicus

Fygosceiis adaliae

Aptanodylas forstan

Obréazek 4.2: Fylogeneticky strom sestaveny pomoci eukleidovskych vzdalenosti na
normalizovanych datech.

Pygoscells adeliae

Thamnophis elegans

Mus caroll

Mus musculus

Ratfus norvegicus

Haris major

Fan paniscls

Fan roglodyfas

——————nnvus hrychyrhynchos

—————————Cohls corhix

Apfenodifes farsten

Obréazek 4.3: Fylogeneticky strom sestaveny pomoci eukleidovskych vzdalenosti na
zlogaritmovanych a poté normalizovanych datech.
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Fygoseelis adaliaa

Aptanndylas forsfan

———————Convus bnschvrhynchos

E——— O LTI =N a7 LY 4

Fan paniscus

Pan froglodyies

Thamnophis elegans

Mus caroll

Mus musculus

Raffus norvegicls

Farus malor

Obrazek 4.4: Fylogeneticky strom sestaveny pomoci Brayovych—Curtisovych nepo-
dobnosti na zlogaritmovanych datech.

Pyooscelis adeliae

Aptenodyias forsten

o s bnechyrhynchos

—————————————C0nvus comix

Pan paniscus

Han troglodytes

Thamnophis alagans

s caroll

Mus muscuing

Haffus norvegicus

Paris major

Obréazek 4.5: Fylogeneticky strom sestaveny pomoci Brayovych—Curtisovych nepo-
dobnosti na normalizovanych datech.
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Fygosceiis adaliag

Fan paniscus

Pan froglodvies

Tharmnophis elegans

Mus caroll

Mus musculus

Raffus norvegicus

Aptanodylas forstan

orvus brsehyrivnehos

L OUE COFRIX

Farus major

Obrazek 4.6: Fylogeneticky strom sestaveny pomoci Brayovych—Curtisovych nepo-
dobnosti na zlogaritmovanych a poté normalizovanych datech.
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Diskuze

Cely proces vybéru, ziskani, zpracovani a vyhodnoceni dat byl spojen s riiznymi ob-
tizemi. Prvnim ucelem této kapitoly je uvést tyto problémy a pokusit se o zhodnoceni
jejich zavaznosti. Dale bude uvedeno celkové zhodnoceni dosazeni vysledkii.

5.1 Mozné priciny chybnych vysledki

Prvnim problém souvisi se samotnou kvalitou ziskanych dat. Data pochézeji od , kon-
covych® uzivatell, tedy z rtiznych sekvenacnich laboratori. Neexistuje proto zadna
zaruka kvality provedené sekvenace ani spravnosti anotace prislusného datového sou-
boru.

S ohledem na kvalitu sekvenovaného vzorku je tfeba upozornit zejména na pro-
blém kontaminace ,muzejnich® vzorkti houbovymi organismy, u jinych vzorkt pak
jde i o zbytky potravy zkonzumované sekvenovanym organismem. Kvili tomu byly
zaznamenany pripady falesné pozitivity — napt. v genomech hmyzu mohly byt za-
znamenany , houbové” telomerové motivy nebo v genomu zelvy ¢i kaloné ,rostlinné“
telomerové motivy. Konkrétnim prikladem mtze byt datovy soubor SRR5062042 —
genom plisné Futiarosporella tritici-australis napadajici obili, genom byl izolovan
z obilnych zrn a obsahujici hojné mnozstvi rostlinnych telomerovych motivi.

Dilezitym zdrojem falesné pozitivnich ¢i falesné negativnich vysledki jsou i chyby
v anotacich. Jako priklad lze uvést datovy soubor SRR6500911, organismus je veden
jako Boodlea composita a uvedend anotace je Strategy: WGS, Source: GENOMIC,
Selection: RANDOM. Soucasné je vSak v popisu experimentu uvedeno, ze se jedna
o sekvenaci chloroplastové DNA. Uvedend anotace je tedy vzhledem k provedeni ex-
perimentu nespravna, zejm. Selection: RANDOM mélo byt nahrazeno adekvatéjsim
vyrazem vystihujicim povahu provedené sekvenace.

Diivodem falesné pozitivity mtze byt kromé kontaminace ¢i jiné chyby v priprave
knihovny také pritomnost ITS. Jejich abundance bude patrné nizsi nez u pravych
telomerovych sekvenci. Je vsak tézké rozlisit, zda malo zastoupend znama telomerova
sekvence je skute¢nou telomerovou sekvenci podhodnocenou kvili chybé v pripravé
dat, zda jde o I'TS nebo o kontaminaci.

Mezi vysledky byly nalezeny i pripady falesné negativity ,maskované“ fales-
nou pozitivitou. Jako piiklad lze uvést datovy soubor Simpanze (Pan paniscus)
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ERR032779, pri prvnim screeningu nebyla identifikovana standardni telomerova sek-
vence, ale motiv TGGAA jako nejhojnéji zastoupeny. Pii druhém béhu screeningu byly
analyzovany dalsi t¥i soubory (ERR032310, SRR740808, ERR032964), v nich jiz byla
identifikovana kanonickd sekvence, ale ne mezi dominantnimi motivy. Na prvnim
misté byl vzdy motiv TGGAA. Pritomnost standardni telomery vSak byla u Simpanzi
experimentalné ovérena, proto se spise jedna o chyby v pripravé vzorka nez o ,velky
objev* [61].

Chyby v anotacich se déle tykaji i sekvenacnich platoforem, napt. datovy soubor
SRR3303112 ma pochazet z platformy [llumina (HiSeq 2000), ale priamérné délka sek-
vencnich ¢teni presahuje 24 tisic bp. Pravdépodobné tedy pochazi z jiné sekvenacni
platformy:.

Problém falesné negativity rovnéz souvisi s pouzitou sekvenacni platformou. Nej-
méné ,vhodna“ je platforma 454, u niz byla zaznamanéna nejvyssi mira negativnich
vysledki. Divod miize souviset napr. s vysokou chybovosti sekvenaci homopolymer-
nich tuseki. Ostatni rozsitené platformy (Illumina, Ion Torrent, Pac Bio) poskytuji
srovnatelné vysledky co do poméru pozitivnich a negativnich vysledki. Lze si klast
otazku, zda tato mira pozitivity zavisi na délce sekvencnich ¢teni. Z logiky véci tomu
tak musi byt, protoze repetitivni motivy dlouhé napt. 30 bp nemohou byt identifiko-
vany v sekvencnich ¢tenich dlouhych napt. jen 50 bp. Rovnéz zpracovani dat ukazalo
jistou souvislost mezi podilem pozitivnich vysledku a délkou ¢teni (i u relativné krat-
kych sekvencnich motivii), ale z toho nelze primocare usuzovat na kauzdlni vztah,
protoze zavadéjicim faktorem muze byt (a nejspis také je) pouzity sekvendtor, nejde
tedy o artefakt algoritmu TRF1i, alespon ne tehdy, pokud délka ¢teni nékolikandsobné
presahuje délku vyhledavaného sekvenéniho motivu.

Je také treba podotknout, ze provedeny screening ma ,orientacni“ povahu, a
zvlasté u negativnich vysledkt, véetné téch s kandidatni telomerovou sekvenci, nemtze
slouzit jako néstroj spolehlivého potvrzeni pritomnosti ¢i nepritomnosti telomerové
sekvence, ale spise jako nastroj predbézné bioinformatické explorace schopné nazna-
¢it slibné sméry dalsiho vyzkumu.

5.2 Problémy spojené s provadénymi vypocty

Dalsi problematicka oblast, kterou je tfeba zminit, je samotné ziskavani dat a prova-
déni vypocti. Stazeni dat pomoci néstroje SRA Toolkit muze selhat (jsou stazeny
prazdné soubory), aniz by o tom program informovat chybovym hldsenim. Vzhle-
dem k relativné velkému objemu stahovanych dat bylo toto stahovani provadéno
pomoci davkovych tloh, ale to vedlo k malé efektivité vyuziti rezervovanych vy-
pocetnich kapacit (na druhou stranu, spoustét tyto tlohy na ¢elnim uzlu nebylo
prijatelné vzhledem k relativné dlouhé dobé stahovani). Rovnéz davkové lohy spou-
stéjici TRFi nevyuzivaly rezervované zdroje optimalné (vyuziti procesoru mnohdy
v ,malych desitkach® procent). P¥i prvnim béhu screeningu bylo vzdy zpracovavéano
10 datovych soubort soucasné, ale kazdy z nich se zpracovaval rtiznou dobu, tloha
proto neskoncila, dokud nebyl zpracovan posledni z nich.
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5.3 Souhrnna interpretace dosazenych vysledkt

Telomerové sekvence jsou obvykle prezentovany jako sekvenéné konzervované tseky
genomu. 7Z tohoto divodu bylo prekvapenim, Ze z péti tisic zpracovanych genomu
v ramci prvniho béhu HTS bylo bezmala 1300 bez dominantné zastoupené znamé
telomerové sekvence (tj. asi § vysledki).

Pri druhém béhu HTS byl celkovy pocet negativnich vysledkt asi 260, ovsem toto
¢islo neni zcela smérodatné, protoze jednak ne vsechny negativni vysledky bylo mozné
ovéfit na jinych datovych souborech (nebyly vzdy dostupné) a jednak identifikovany
znamy telomerovy motiv prekrocivsi prislusny ,prah“ pozitivity nemusi byt jesté
pravou telomerovou sekvenci.

Samotna pozitivita a negativita vysledki navic sama neurcuje, zda se jedna o ,,za-
jimavy*“ vysledek, protoze ten mtze mit i povahu zamény jedné znamé telomerové
sekvence za jinou znamou sekvenci. Takové pripady nebyly druhym béhem HTS po-
kryty, protoze byly hleddny a nalézany postupné pri ru¢nim zpracovani fylogeneticky
usporadanych dat, zatimco ,ovérovaci® screening probeéhl jiz diive a byl zalozen na
plné automatizované praci s daty.

Souhrnné je mozné ftici, ze jedinou ,velkou® skupinou organismi, u niz byla
v ramci HTS pozorovana silna konzervovanost telomerovych motivi, jsou obratlovei
(Vertebrata). U jednobunéénych eukaryot, ,bezobratlych®,  houbovych® organismu
a ,nizsich® i ,vyssich“ rostlin byla zaznamendna necekané vysoka cetnost riznych
modifikaci béznych telomerovych motivli nebo i prostych negativnich vysledkt, tj.
nenalezeni zadné kandidatni sekvence.

O variabilité telomerovych motivi sved¢i i nalezené rozdily mezi telomerami na-
pri¢ riznymi druhy v ramci jednoho rodu, jako je tomu napf. u roda Plasmodium,
Cryptosporidium, Tetrahymena, Penicilium, Prunus ¢i Solanum. Z toho lze vyvodit
zaveér, ze telomerové sekvence se nelisi jen mezi ,rozsahlymi® a evoluéné vzdalenymi
taxony, ale i mezi taxony blizce pribuznymi.

Obcasna pritomnost vice ruznych telomerovych motivii mize vést k vysloveni
hypotézy, ze u nékterych organismu se mize soucasné vyskytovat vice ruznych funk-
¢nich telomerovych sekvenci, prikladem takovych organism by mohly byt nékteré
rostliny ¢eledi Solanaceae, v ivahu pripadaji napt. Capsicum annulum, Rahowardi-
ana sp. ¢i Nicandra sp. Podobna situace byla zjisténa i v genomech nékterych hub
(napt. Infundibulicybe gibba, Pholiota highlandensis) nebo u zastupct hmyzu (napf.
babocky Heliconius evenatus a H. pardinalis), ale v téchto ptipadech jde o kano-
nickou a ,rostlinnou* sekvenci, resp. o TTAGG a TTTAGG, které se navic lisi délkou
repetitivniho motivu.
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Hlavnim cilem této bakalaiské prace bylo provést plosny screening telomerovych
sekvenci ve verejné dostupnych datech NGS ulozenych v databazi SRA. Prace cilila
na nalezeni neobvyklych telomerovych sekvenci — at uz zcela novych kandidatnich
motivli, nebo motivi jiz znamych, ale netypickych pro prislusny taxon. Vedlejsimi
cili prace pak bylo zjistit, zda lze ze stanovenych abundanci tandemovych repetic
v genomech jednoduse sestrojit smysluplny fylogeneticky strom metodou NJ, a dale
analyzovat poskytnuta sekvenac¢ni data rostlin celedi Solanaceae.

Préce byla provedena v prosttedi MetaCentra, screening byl implementovan na
bazi diive vzniklych softwarovych nastroji Tandem Repeats Finder a Tandem Re-
peats Merger a bylo zpracovano po jednom genomu od kazdého tehdy dostupného
sekvenovaného eukaryontniho druhu.

Bylo provedeno vyhledani znamych telomerovych motivii v nalezenych repeti-
tivnich motivech, a pokud nebyla nalezena zadna telomerova sekvence, negativita
vysledkl byla ovérovana na jiném datovém souboru, byl-li takovy k dispozici.

Zpracovana data byla automatickym zpiisobem sefazena dle taxonomie a bylo
provedeno jejich vizudlni zhodnoceni s cilem nalézt kandidaty na neobvyklé telo-
merové sekvence. Vysledkem zpracovani péti tisic genomii bylo nalezeni nékolika
desitek druhti, u nichz je k dispozici kandidat na novou ¢i jinak neobvyklou telo-
merovou sekvenci. Pfiblizné sedm set druht zistalo jako ,negativni“ vysledky bez
kandidatni telomerové sekvence pritomné v dostatecném mnozstvi (af uz ocekdvané,
nebo neobvyklé), vétsina z toho jsou vsak pravdépodobné vysledky falesné negativni.

Na zakladé cetnosti nalezenych tandemovych repetic byl dale sestaven fylogene-
ticky strom s vyuzitim rtznych metod normalizace dat a vypoctu matice vzdale-
nosti, ale vysledky nebyly uspokojivé. Nepotvrdilo se, ze by popsanym zptsobem
bylo mozné sestavovat spolehlivé fylogenetické stromy.

Hlavni prinos prace spociva v rozsireni poznatki o pestrosti a variabilité telomero-
vych motivil napri¢ systémem eukaryot; a této souvislosti lze zavérem lze konstatovat
nasledujici.

1. Vysledky prace ukazaly necekané velké mnozstvi vyjimek, odchylek a jinych
abnormalit u telomerovych sekvenci napri¢ systémem eukaryot. Telomerové
motivy se tak ukazuji byt ze sekvenéniho hlediska ménlivéjsimi, nez se oceka-
valo a predpokladalo.

2. Vysledky prace naznacuji, ze telomerové sekvence se mohou pomérné casto lisit
i mezi fylogeneticky pribuznymi taxony, napt. i mezi riznymi druhy v ramci
jednoho rodu.
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3. Na zékladé relativné castych nalezl vice riznych telomerovych motivi pritom-
nych ve srovnatelném mnozstvi v ramci jediného genomu lze vyslovit hypotézu,
ze u nékterych organismii miize existovat vice riiznych funkénich telomerovych
sekvenci.
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