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Abstrakt

Tato diplomova prace se zabyva realizaci nastroje na extrakci metylac¢ni tirovné transpo-
zonovych sekvenci. Transpozony jsou prvky DNA schopné mnoZeni nebo premistiiovani
a jejich aktivita je regulovdna mechanismem metylace DNA. Informace o metylovanych po-
zicich jednotlivych sekvenci je uloZena v bisulfitovych datech a pro jejich zpracovani jsou
vyuzivany Casti existujicich nastroji v kombinaci s vytvofenymi moduly. Vznikly nastroj
zohlediiuje unikéatni vyzvy, které transpozdénové sekvence prinasi do procesu analyzy me-
tylace a jeho funkcionalita je prezentovana na sadé experimentt se simula¢nimi a realnymi
daty.

Abstract

This master's thesis deals with the creation of a tool for the extraction of methylation level
from transposon sequences. Transposons are DNA elements with ability to move or copy
themselves and their activity is regulated by DNA methylation. Sequence methylation infor-
mation is stored in the bisulfite data and their processing is done with parts of two existing
tools in a combination with implemented modules. Created tool takes into consideration
unique challenges brought in the methylation calling process by transposable elements and
it's functionality is presented on a set of experiments with simulated and real data.
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Kapitola 1

Uvod

Molekula DNA nachédzajica sa v kazdej bunke zZivych organizmov obsahuje okrem kédu-
jucich oblasti aj sekvencie, ktoré sa po dlhi dobu zdali byt nepodstatné, bez akejkolvek vy-
znamnej funkcie. Tieto sekvencie sa spolo¢ne oznacuju ako transpozény a ide o tiseky DNA
schopné kopirovania alebo zmeny pozicie v ramci genému. Tato transpozicia moze vyustit
na organizmus. Na druhi stranu, transpozény prispievali vyznamne z evoluéného pohladu
k rozsirovaniu genému a bunky vysSich organizmov sa naucili vyuzivat ich funkcionalitu
vo svoj prospech. Regulécia ich aktivity je teda velmi délezitou sticastou tohto stabilného
systému a jednu z najvyznamnejsich Glloh hra v tomto ohlade metylécia.

Metylacia je nastroj reguldcie génovej expresie v eukaryotickych bunkéch siahajuci da-
leko za umlcovanie transpozdénov a jej vyvin sa prikladd préve nutnosti potlacovat parazi-
tické transponovatelné elementy. Nadorové bunky sa ¢asto vyznacuju stratou kontroly nad
tymito parazitmi prave v dosledku neadekvatnej metylacie. Jej aktivita sa lisi v réznych
stadidch vyvoja organizmu a sledovanie tychto zmien moze poskytnit unikatny ndhlad na
niektoré procesy, ktoré st nimi ovplyviiované. Popis mechanizmu metylacie, transponova-
telnych elementov a ich vztahu ku genému bude predmetom 2. kapitoly.

Pre skiimanie a analyzu arovne metylacie DNA sekvencii sa najcastejSie pouzivaju me-
t6dy next-generation sekvenovania (NGS), predovsetkym ide o metédu bisulfitového sekve-
novania vyuzivajucu aplikaciu hydrogénsiri¢itanu sodného, ktora dokaze rozlisit metylované
bazy od nemetylovanych. Postup tychto metdd je sucastou 3. kapitoly.

V stcasnosti existuje mnoho nastrojov venujucich sa problému spracovania bisulfitovych
dat pre odhad metyla¢nych hodnét a postupu vypoctu ich jednotlivych faz je venovana 4.
kapitola. Je v nej analyzovanych niekolko najcastejsie pouzivanych nastrojov vyuzivajucich
odlisné principy a tieto néastroje st medzi sebou porovnavané.

Problém lokalizacie metyla¢nych miest transpozoénov spolu s nadvrhom jeho riesenia je
stucastou 5. kapitoly. Obsahuje taktiez detailny popis kazdej Casti procesu od spracovania
vstupnych dat az po ziskanie vystupov. Tento proces pozostava z dvoch celkov, jeden sa
venuje faze zarovnania vstupnych sekvencii a druhy popisuje princip extrakcie metylaénych
miest a celkovej metylacnej tirovne transpozoénovych rodin.

V 6. kapitole st popisané realizované experimenty s generovanymi a redlnymi datami
a ich vysledky st v nej podrobne diskutované. V zavere je zhrnutie tychto experimentov
spolu s moznostami vyuzitia vzniknutého nastroja a ndvrhmi na jeho vylepSenie.



Kapitola 2

DNA

Deoxyribonukleova kyselina (DNA) je molekula nachddzajica sa vo vSetkych bunkach or-
ganizmov a slizi na uchovanie genetickej informéacie ako podklad pre tvorbu proteinov.
U eukaryotickych buniek sa nachddza v buneénom jadre obklopenom membranou, zatial ¢o
u prokaryot je ulozend volne v cytoplazme.

Jej objav siaha aZ do 19. storocia, konkrétne rok 1869. Vyznamnym objavom v tejto
oblasti bolo odhalenie jej trojrozmernej struktiry Watsonom a Crickom v roku 1953, ktori
predstavili jej dvojzavitnicovy model [51].

2.1 Struktara DNA

Nukleové kyseliny st makromolekuly zlozené z opakujtcich sa podjednotiek nazyvanych
nukleotidy. Kazdy jeden nukleotid pozostava z (1) fosfatovej skupiny; (2) péatfuhlikatého
cukru - pentdzy a (3) dusikatej zlozky - bazy. V DNA sa bezne vyskytuja styri bazy: adenin
(A), guanin (G), thymin (T) a cytozin (C), kde prvé dva sa oznacuju ako puriny a druhé
dva ako pyrimidiny. V molekule RNA sa namiesto T nachddza uracil (U). V obidvoch
polynukleotidoch (DNA aj RNA) st jednotlivé bazy prepojené do dlhych refazcov.

Watson a Crick zistili, Ze takéto dva polynukleotidové retazce sa v bunkich naché-
dzaju ako pravotociva dvojitd zavitnica, tociace sa navzajom okolo seba v $pirdle (obr.
2.2). Vldkna DNA drzia pri sebe pomocou vodikovych vizieb medzi nukleotidami, kon-
krétne medzi purinom a pyrimidinom (A s T, G s C). Na zaklade tejto vlastnosti, tzv.
komplementarity, je mozné z jedného refazca odvodit druhy a vice versa [51].

Pokial tieto dve vldkna DNA zapiSeme pod seba ako dva komplementarne retazce, ktoré
su tvorené abecedou pozostavajicou zo symbolov A, T, G, C, dostaneme sekvencie vldkna
5'-3"' (Watsonove vlakno) a zaroven jeho komplementarne vlakno 3'-5' (Crickove vlakno)
obr. 2.1 [15].

ale WATSON STRAND .
5-CCCTAA TTAGGG-3

3-GGGATT AATCCC-5
CRICK STRAND

CRICK STRAND
5"-CCCTAA TTAGGG-3'

3-GGGATT - AATCCC-5
WATSON STRAND

Obrazok 2.1: Watsonove a Crickove vlakna molekuly DNA [15].
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Obrazok 2.2: Dvojzavitnicovy model molekuly DNA s nukleotidmi A, G, T a C [2].

2.2 Vyznam

Hlavnou tlohou DNA je kédovanie informécii pre syntézu polypeptidovych refazcov alebo
v niektorych pripadoch molekuly RNA. Takéto informécie st zakédované vo funkénych
jednotkéach - génoch. Struktira génu je tvorend regula¢nymi oblastami na jeho zaciatku,
kédujacou oblastou, ktora je pri eukaryotickych génoch prerusovand nekédujicimi sekven-
ciami (intrénmi) a signalnou sekvenciou pre ukonéenie génovej expresie.

2.2.1 Génova expresia

Proces génovej expresie je dvojkrokovy mechanizmus, kde v prvom kroku oznac¢ovanom ako
transkripcia dochadza k prenosu genetickej informéacie z DNA do vlakna RNA - génového
transkriptu. Naviazanim transkripénych faktorov na promotor génu sa vytvoria v DNA
podmienky pre pripojenie RNA polymerézy, ktorej tilohou je syntéza mRNA. Takto vytvo-
renéd molekula je vstupom druhej fazy - translacie. Z mRNA sa v ribozémovych inicia¢nych
komplexoch postupne vytvara cielovy polypeptid, ktory nasledne moze vykonavat rozne
funkcie v rdmci organizmu.

2.2.2 CpG ostrovy

Regula¢né oblasti génov sa taktiez oznacuju ako jeho promotor - miesto, od ktorého zacina
kym na C a G bazy tvoriace Cytozin-fosfat-Guanin dinukleotidy. V literatire st tieto tseky
oznacované ako CpG ostrovy (angl. CpG islands - CGI) a existuje velkd korelacia medzi
CGI a inicializdciou transkripcie. Dovodom tejto funkcionality moze byt zvySena pravdepo-
dobnost naviazania transkripénych faktorov na GC bohaté regiény. Ich funkcia vSak siaha
este ovela dalej a iné mechanizmy, v ktorych sa CGI objavuju, sa stale len skimaju. Uz
teraz st ale zname ako dolezité regulacné struktury, ktoré sa vyvinuli selekciou v genémoch,
kde DNA metylacia hra dolezita tlohu (vid sekcia 2.4) [18, 11].



2.3 Transpozony

Molekula DNA nachédzajuca sa v kazdej bunke Zivych organizmov neobsahuje vylu¢ne len
génové sekvencie kddujluce informécie pre vytvaranie proteinov. Z velkej casti je tvorend
transponovatelnymi elementami (TE) oznacujucimi sa ako transpozény. U ¢loveka tvoria
priblizne 45% a u niektorych rastlin dokonca az viac ako 80% celkového genému [41].

Transpozény st mobilné genetické elementy - DNA sekvencie, ktoré sa pohybuji v rdmci
genému pouzivanim odlisSnych mechanizmov $pecifickych pre dand skupinu tychto prvkov
a toto premiestiiovanie sa oznacuje ako transpozicia.

2.3.1 Rozdelenie

V ramci organizmov a ich DNA sekvencii existuje velké mnozstvo TE, takisto ako aj vela
roznych metdd ich kategorizovania. NajznamejSou metrikou je vSak sposob ich mnozZenia
a zacletiovania do molekuly DNA. Na zéklade tohto sa rozdeluji medzi transpozény vyza-
dujtce reverznu transkripciu (transkripcia RNA do DNA) - retrotranspozény, a TE, ktoré
sa Siria bez nej - DNA transpozdny.

Ich zastuipenie v organizmoch sa lisi a je zobrazené na vybranych druhoch na obrazku
2.3.

B Retrotransposons [l DNA transposons

Relative
contribution (%)

Species

Obrézok 2.3: Relativne mnoZstvo retrotranspozénov a DNA transpozénov v roznych euka-
ryotickych genémoch (Sc: Saccharomyces cerevisiae; Sp: Schizosaccharomyces pombe; Hs:
Homo sapiens; Mm: Mus musculus; Os: Oryza sativa; Ce: Caenorhabditis elegans; Dm:
Drosophila melanogaster; Ag: Anopheles gambiae, malaria mosquito; Aa: Aedes aegypti,
yellow fever mosquito; Eh: Entamoeba histolytica; Ei: Entamoeba invadens; Tv: Trichomo-
nas vaginalis) [21].

DNA transpozény

DNA transpozény oznacované aj ako Typ II st mobilné sekvencie DNA, ktoré sa vicsinou
§iria prostrednictvom ,cut and paste“ mechanizmu. Princip ich mnozenia spociva v ¢innosti
proteinu transponazy kdédovaného v géne transpozonov, ktory rozozna obratené koncové
repeticie obklopujice dany TE, vystrihne ho z tejto pozicie a vykoné jeho vlozZenie na nové
miesto v gendme. Pri vkladani sa stc¢asne vytvoria duplikéicie cielového miesta ako dosledok
tvorby posunutych zlomov, ktorymi je dvojrefazcova molekula rozdelend (obr. 2.4) [51].
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Obréazok 2.4: Proces sirenia DNA transpozénov mechanizmom cut and paste [3].
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Retrotranspozony

Replikacia retrotranspozénov je realizovana reverznou transkripciou ich RNA a vysledna
cDNA je integrovana do odlisného lokusu. V eukaryotickych genémoch sa vyskytuje pre-
vazne jedna skupina retroelementov, tzv. retrotranspozony s dlhymi koncovymi repeticiami
(LTR retrotranspozoény). LTR st repeticie, ktoré obklopuji vnutorné kédovacie regiény -
gény zodpovedné za syntézu Struktirnych a enzymatickych proteinov.

Strukturne proteiny st kédované gag génom a ich tlohou je vytvorit ¢asticu podobnt
virom (virus-like particle, VLP), vnutri ktorej prebieha reverzna transkripcia. Proteiny s en-
zymatickou funkciou ako je proteaza pre Pol polyprotein, reverzna transkriptaza kopirujica
RNA retrotranspozénu do cDNA a integraza, ktora integruje cDNA do genému st kédované
génom pol.

Proces zacletiovania retrotranspozénov do DNA zacina transkripciou jeho RNA mole-
kuly s pomocou RNA polymerazy II od promotoru nachadzajicom sa v 5' LTR. RNA je
néasledne vo faze translacie prelozena na proteiny, ktoré formuji VLP a realizuji reverzna
transkripciu a integraciu. V jednej VLP sa typicky nachidzaji dve RNA molekuly, z kto-
rych sa vytvori dlha képia DNA. Najprv sa tRNA naviaze na sekvenciu blizko 5' LTR,
vysledna Ciastocnd cDNA sa premiestni z 5' LTR na 3' LTR, kde reverzna transkripcia
pokracuje. Potom v blizkosti 3' LTR d6jde na ¢cDNA k dal$iemu prenosu vlakna za vzniku
dvojvldknovej cDNA molekuly. V poslednom kroku sa ¢cDNA integruje naspit do hosti-
telskej DNA a vznikne tym dalSia képia tohto retrotranspozénu [25]. Cely tento proces je
prehladne zobrazeny na obréazku 2.5.



Integration

VLP formation
and reverse
transcription

Nucleus Translation

Cytoplasm

Obrazok 2.5: Zivotny cyklus LTR retrotranspozénov. IN - integraza, PR - protedza, RT
- reverznd transkriptaza, VLP - ¢astica podobna virusu, ¢ierne trojuholniky reprezentuju
LTR [25].

Rodiny

Okrem rozliSovania transpozénov do vyssSie popisanych tried na zaklade ich mechanizmu
Sirenia v molekule DNA sa transpozoény radia do skupin v ramci tychto tried oznacova-
nych ako rodiny. Néalezitost do konkrétnej rodiny je zavisla od ich Struktirnych vlastnosti,
zdielanej podobnosti sekvencii (predovsetkym pribuznost transponéz) a velkost a sekvencia
cielovych miest duplikacie generovanych pri vlozeni [12].

Medzi bezné rodiny DNA transpozénov patri napriklad Tcl/mariner, hAT, P element,
CACTA, PiggyBac, Merlin, Helitron, Maverick a iné [21].

2.3.2 Funkcia

Transpozény, Casto oznacované ako sebeckd (angl. selfish) alebo odpadova (angl. junk)
je neaktivnych. Napriek tomuto oznaceniu sa vSak predpokladé, ze TE vyrazne prispievali
v procese evolucie k zvic¢Seniu velkosti genému [17].

Aktivne TE st schopné produkovat rozne genetické zmeny v procese ich zaclenovania do
DNA (inzercia, vy¢lenenie, duplikicia alebo premiestnenie). Ide predovsetkym o deaktiviciu
génov alebo ovplyvnenie génovej expresie pri inzercii do intrénov, exénov alebo regula¢nych
oblasti. Taktiez sa moézu podielat na reorganizicii gendému prostredntictvom mobilizacie
netranspozénovej DNA [411].



Transpozény po zacleneni do génov mozu sposobit muticiu vyustujicu v choroby ako
hemofilia [26] alebo rakovina hrubého ¢reva [10].

2.3.3 Regulacia

Ovplyviiovanie génovej expresie ako hlavny désledok existencie transpozénov v gendéme or-
ganizmov mé negativny vplyv na fitnes daného jedinca. TE st touto skutoc¢nostou taktiez
ovplyviiované, pretoze prezitie hostitela je kritické pre $irenie transpozdénov. Z tohto dévodu
boli vyvinuté ako hostitelom, tak aj transpozénmi rozne stratégie pre minimalizovanie do-
padu transpozicie na fitnes daného organizmu [11].

Z pohladu TE ide napriklad o vkladanie do neesencidlnych oblasti s velmi malym vply-
vom na fyziolégiu [27] alebo aktivitu predovsetkym v embryonalnom s$tédiu, kde len mierne
skodlivé inzercie mozu byt prenesené na nasledujice generécie. Hostitelsky organizmus si
vytvoril vlastné mechanizmy ako redukovat vysokt Groveni aktivity transpozénov. Medzi
najvyznamnejsi z nich patri metylacia DNA [19, 55]. Vysledkom tychto mechanizmov je

.....

.....

tou sticastou evolicie a génovej reguldcie u vSetkych organizmov vyznacujucich sa tymito
sekvenciami [45].

2.4 Metylacia DNA

Conrad Waddington v roku 1946 predstavil pojem ,,epigenetika“ ako stbor interakcii medzi
génmi a okolitym prostredim, ktoré urc¢uja fenotyp alebo fyzické ¢érty v organizme. Pocia-
toény vyskum sa sustredil na genémové regiony ako heterochromatin a euchromatin, pretoze
obsahuju aktivne aj neaktivne gény. Neskor vSak bola objavena rola modifikacie histénov
a predovsSetkym proces metylacie DNA ako kltucové faktory regulédcie génovej expresie. Kon-
trola génovej expresie je nesmierne dolezitd v zivotnom cykle organizmov, ale nie je jedi-
nym dovodom existencie metylacie. Tento mechanizmus slazi z velkej ¢asti pre ochranu
genémovej DNA pred cudzimi DNA inzerciami vznikajacimi napriklad v Zivotnom cykle
transpozoénov alebo virov - spésobuje ich uml¢anie [52].

2.4.1 Popis

DNA metylécia je proces pridania metylovej skupiny (-CHgs) cez kovalentnu viizbu na cyto-
zinovil bazu kostry DNA a metylovany cytozin sa oznac¢uje mC (obr. 2.6). Typicky k nej
dochadza na CpG dinukleotidoch. Této modifikdcia méze zabranit asociacii niektorych fak-
torov viazicich sa na DNA (napr. transkripéné faktory) s ich pribuznymi DNA rozpozna-
telnymi sekvenciami alebo umozni proteinom, ktoré rozpoznaji mCpG, vyvolat potlacovaci
potencial metylovanej DNA.

Metylacia je realizovand a udrzovand prostrednictvom enzymov oznacovanych ako DNA
Metyl Transferdzy (DNMT). Tato velka skupina enzymov sa naviac rozdeluje do niekolko
rodin podla ich sekven¢nej homolégie, pricom niektoré z nich st zdielané naprie¢ roznymi
druhmi a riSami organizmov a naopak, niektoré su Specifické len pre uréité typy (napr.
chromometylazy pre rastlinnt risu) [23]. Prehlad tychto rodin je mozné vidiet na obrézku
2.7.



NH, NH,
é SAMCH,  SAM Jj/:m
l AJ_,,,L |
Oj’\n D OA\H
Cytosine 5-Methylcytosine

Obréazok 2.6: Metylacia cytozinu na 5-metylcytozin katalyzovand DNA metyltransferdzami
(DNMT) [412].

Obrazok 2.7: Prehlad jednotlivych enzymov a ich rodin podielajtcich sa na metylacii DNA
v roznych organizmoch [23].
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2.4.2 DNA metylacia v rastlinach

V cicavéich DNA prebieha metylacia véicsinou v kontexte CG (tiseky bohaté na nukleotidy
C a G). Nejedna sa vSak o jediné mozné kontexty, v ktorych moze dochadzat k tomuto
procesu. Okrem CG existuju este aj CHG a CHH DNA kontexty, kde H reprezentuje jeden
z nukleotidov A, C alebo T. U zivodichov je v tychto dalsich kontextoch pravdepodobnost
viskytu metylacie radovo mengia ako u CG, avak u rastlin je situacia odlisna. Uroven
metylacie moze pri rastlindch dosahovat v CG kontexte priblizne rovnakej tirovne ako pri
cicavéich genémoch (80-90%), ale kontexty CHG, respektive CHH sa mo6zu vyrazne lisit
v zé&vislosti od druhu rastliny a $tadia vyvoja pohybujtce sa od 20% do 90%, respektive 5%
az 80%.

Aktivita DNMT bude taktiez odliSna naprie¢ réoznymi kontextami a medzi najvyznam-
nejsie enzymy podielajice sa na metylacii u rastlin patri DNA metyltransferdzal (MET1)
zabezpecujuca zachovanie CG metylacii pri DNA replikacii. Pre rastliny Specifické Chro-
mometylaza2 (CMT2) a CMT3, kde CMT2 metyluje obidva kontexty CHG a CHH de novo
a CMT3 udrzuje CHG metylaciu a zabezpecuje jej propagéiciu cez delenie buniek [29].

2.4.3 Demetylacia a deaminacia

Metyléaciou sa potlaca aktivita daného tseku sekvencie DNA, ale pre tipravu uz stanoveného
metyla¢ného vzoru musi existovat samostatny mechanizmus. V sucasnosti sa vie o dvoch
procesoch vykonavajucich tato funkciu a to pasivna demetylécia, ku ktorej dochédza, ked
DNMT zlyhaja pri udrziavani existujicej metylacii. Druhym je aktivna demetylécia reali-
zovana specidlnym enzymom - demetylazou.

S-methyl Cytosine

S-adenosylhomocysteine
CNA Methyliransferase

S-adenosyimethionine

NFE ﬁ
N¢C\C DNA N/C\C/CHa
| ¢ || METHYLATION | T
OéC.\N/C O,;C\N/C
Cytosine a Thymidine
i
04/6 N/C\C Q\\?\Z‘f‘;\d\
| v || &
67Cy
Uracil

Obrazok 2.8: Schématicka reprezentacia biochemickych ciest pre metylaciu cytozinu, deme-
tylaciu a deamindaciu cytozinu a metylcytozinu [49].
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Metylované C mozu naviac prejst na molekuly T alebo U v procese deaminécie - od-
straneni amino skupiny z molekuly. Tento princip je vyuzivany pri sekvenovani DNA pre
ziskanie trovni metylacie a bude popisany v kapitole 3. Vysledkom deaminécie C v DNA
je redukcia mnozstva CpG ostrovov a trvala deaktivacia prislichajucich sekvencii. Pocas
evolicie boli prave procesom deaminéacie dinukleotidy CpG postupne eliminované z genému
vyssich eukaryot a s pritomné iba z 5% az 10% ich predpokladanej frekvencie [19].

Obrézok 2.8 zobrazuje $tadia, ktorymi moze cytozin prechadzat v molekule DNA v kon-
texte metylaénych zmien.
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Kapitola 3

Sekvenovanie DN A

DNA sekvencia reprezentuje forméat, z ktorého je mozné extrahovat Siroké spektrum biolo-
gickych informaécii. Ziskava sa prostrednictvom sekvenac¢nych metéd, ktorych histéria siaha

.....

chémie a tvoria metédy prvej generdcie pouzivané az priblizne 25 rokov [48, 40].

3.1 Next-generation sekvenovanie

Potreba zlepsenia procesu sekvenovania viedla k vyvoju metéd druhej generacie, oznacova-
nych aj ako next-generation sequencing (NGS). Hlavnym cielom vyuzitia tychto metdd je
zrychlenie sekvena¢ného procesu, moznost paralelnej sekvenacie a zniZzenie nakladov, ktoré
boli v pripade Sangerovej metédy velmi vysoké. NGS produkuje obrovské mnozstvo sekvenc-
nych ¢itani (readov), ¢o st kratke nasekvenované tiseky DNA. U niektorych pristrojov je
uvedend dokonca miliarda readov v jednom behu. Schopnost takto rozsiahlej sekvendcie
celého genému roéznych organizmov prispela k rozvoju vyskumu, ktory bol predtym nerea-
lizovatelny [16].

Mnohé vyhody NGS metdd st v stucasnosti sprevadzané aj niekolkymi nevyhodami.
Najv§znamnejsou z nich je dizka readov (kratsia ako u konvenénych sekvenacif) a presnost
(aspon desatkrat menej presné ako Sangerova metdda). Ide vSak prevazne o relativne nové
metédy a je mozné ocakévat, ze ich vykonnost sa bude len zlepsovat s ohladom na tieto
parametre, takisto ako to bolo u metéd prvej generacie.

Rozne platformy NGS sa od seba liSia biochemickymi postupmi, ich proces vykonava-
nia je vSak principidlne podobny. Priprava kniznice - fragmentov DNA dlzky rddovo stovky
béazovych parov - sa dosiahne ndhodnou fragmentaciou DNA nasledované ligaciou adaptero-
vych sekvencii (kratkych oligonukleotidov). V dalsej faze dochéddza ku klonovaniu sekvencii
a tieto molekuly skoncia priestorovo oddelené v zhlukoch. Samotné sekvenovanie pozostava
zo striedajucich sa cyklov enzymatickych reakcii (prostrednictvom polymerazy alebo ligdzy)
a detekciou toho, akd baza sa zaclenila do vznikajuceho retazca v aktudlnom cykle [48].

3.1.1 454 pyrosequencing

454 bol prvou NGS sekvenacnou platformou dostupnou ako komerény produkt. Kniznica
moze byt zostrojend akoukolvek metddou, ktorej vysledkom st kratke, adapterom ozna-
¢ené fragmenty. Proces klonovania je realizovany emulziou PCR na mikrogulic¢kach (beads),
kde sa na ich povrch naviazu jednotlivé amplikény. Na mikrogulickach obsahujtcich ampli-

13



kény sa sekvenény primer hybridizuje k adapteru na pozicii prilahlej k zaciatku neznime;j
sekvencie.

Sekvenovanie je realizované metodou pyrosekvenovania. Zaclenenie nukleotidu do vzni-
kajuceho retazca je rozpoznatelné vdaka luminiscencii vyvolanej sériou reakcii enzymov
DNA polymerazy, ATP sulfurylazy, luciferazy a apyrazy. K mikrogulickam sa prida roztok
konkrétneho nukleotidu a pokial dojde k zacleneniu do vytvaraného refazca prostrednic-
tvom DNA polymerazy, uvolni sa pyrofosfat reagujuci s ATP sulfuryldzou. Vzniknutd ATP
pohéria ¢innost enzymu luciferdzy, pri ktorej sa uvolni svetelné ziarenie zachytené snimacou
kamerou (CCD) - informécia o inkorporovanom nukleotide (obr. 3.1) [48, 28].

o Signal image

AGAMIICGGECATGCTAAAGTCA
Anneal pimer
APS g

Sulfurylase

Luciferase \_/_\lf_/

Light + oxy lucifenn

Obrazok 3.1: Sekvenac¢na reakcia pri pyrosekvenovani. Jedna mikrogulicka obsahuje miliény
képii DNA molekual [1].

3.1.2 Illumina Genome Analyzer (Solexa)

Podobne ako u predchadzajtucej platformy, aj tu je mozné vytvorit kniznicu akoukolvek
metédou, ktord produkuje fragmenty oznacené adapterom dizky niekolko stovak bazovych
parov. K amplifikicii sekvencii dochadza tzv. mostikovou PCR, (bridge PCR) za vzniku nie-
kolko miliénov zhlukov amplikénov podla templatovej molekuly. Kazdy zhluk ich obsahuje
priblizne 1000. Amplikény st néasledne linearizované na jednovldknové molekuly a na konce
sekvencii sa naviaze primer.

Samotna sekvenécia prebieha v pristroji Illumina Genome Analyzer, kde jednotlivé tem-
platy sa sekvenované pomocou styroch odlisnych fluorescenénych farbiv. Postupne dochédza
k naviazaniu fluorescenc¢ne znacenych baz na templat a po kazdom kole syntézy st jednotlivé
bazy rozpoznané laserom podla daného fluorescenéného farbiva [418].

3.1.3 Applied Biosystems (AB) SOLiD

KniZnica je vytvorend pomocou fragmentov dlzky 60-90bp, na ktorych obidva konce sa
naviazu adapterové sekvencie. Klonovanie, podobne ako u 454, je sprostredkované PCR
emulziou s amplikénmi zachytenymi na mikrogulickdch. Mikrogulicky sii selektivne vybrané
a umiestnené na pevny rovinny povrch.

Sekvenovanie metédou SOLiD sa od predchadzajucich lisi. Dochadza tu totiz k sekveno-
vaniu ligdciou (sequencing by ligation) a nie polymerazou. Univerzélny primer komplemen-
tarny k adapterovej sekvencii je hybridizovany k mikrogulickdm obsahujucim amplikény.
Potom dochadza k naviazaniu oligonukleotidovych oktamerov, ktoré st strukturované tak,
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aby Specifickd pozicia v rdmci oktameru (napr. béza 5) korelovala s fluorescenénym zna-
¢enim. Po ligacii st daje zozbierané pre jednu rovnaka poziciu zo vSetkjch templatov
mikroguli¢iek a cely tento proces sa opakuje pre vsetky nukleotidy. V druhom kole sa pou-
zije primer o bazu kratsi a celkovo prebehne péft takychto cyklov [48].

3.2 Bisulfitové sekvenovanie

Vdaka schopnosti NGS metdd rozliSovat jednotlivé nukleotidy sa stalo bisulfitové gend-
mové sekvenovanie (BS-Seq) jednou z najvyznamnejsich metdd detekcie DNA metylécie,
pretoze poskytuje kvantitativny, kvalitativny a velmi efektivny pristup k identifikdcii me-
tylcytozinov u jednotlivych bazovych parov. Je zalozené na zisteni, Ze reakcia aminécie na
C a mC prebehne s odlisnym vysledkom po oSetreni sekvencii hydrogénsiri¢itanom sod-
nym (bisulfitom). Cytoziny budt v jednovladknovej DNA po tomto procese konvertované
na uracil a rozozonané ako thymin v naslednom rozmnozeni pomocou PCR a sekvenovani.
Metylované cytoziny su vSak voci tejto konverzii iminne, a teda zostavaju ako cytoziny, ¢o
umoziiuje ich odliSenie od nemetylovanych cytozinov (obr. 3.2) [36].

mC mC

I I
>>CCGGCATGTTTAAACGCT>>
<< GGC(I:GTACAAATTTG(I'.GA< <

Vrchné vlékno/ mC  mGC mC \podné vlakno
Bisulfitova konverzia

>>UCGGUATGTTTAAACGUT>> <<GGUCGTACAAATTTGCGA<<

\L PCR amplifikacia J/

OT >>TCGGTATGTTTAAACGTT>> >>CCAGCATGTTTAAACGCT>> CTOB
CTOT <<AGCCATACAAATTTGCAA<< <<GGTCGTACAAATTTGCGA<< OB

Obrézok 3.2: Efekt aplikicie bisulfitu na DNA. Vysledkom bisulfitovej konverzie genémovej
DNA a néaslednej PCR amplifikdcie st dva PCR produkty a az Styri potencidlne odlisné
DNA fragmenty pre kazdy lokus. Metylované cytoziny st odolné voci bisulfitovej konverzii
a mozu byt pouzité pre uréenie metylaéného stavu DNA. OT, origindlne vrchné vlakno;
CTOT, komplementarne vlakno k origindlnemu vrchnému vladknu; OB, originalne spodné
vlakno; a CTOB, komplementarne vldkno k origindlnemu spodnému vlaknu.

PCR je v tejto faze nutna pre urcenie metylacného stavu Specifického lokusu s pouzitim
Specidlnych metyla¢nych primerov po aplikacii bisulfitu. Skutoény metylacny stav modze
byt zisteny bud pomocou priameho PCR sekvenovania (detekcia priemerného metylaéného
stavu) alebo tzv. ,sub-cloning® sekvenovanim (detekcia metylacie jednotlivych molekil).
Analyzou dat metédy bisulfitového sekvenovania mozeme ziskat metyla¢né vzory ako na
jednovldknovej DNA molekule, tak aj na oboch DNA vldknach, pretoZze konvertované DNA
vldkna uz nie st k sebe navzajom komplementirne a vysledky amplifikdcie mozu byt merané
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individualne. Existuja dva bezné, ale rozdielne protokoly, ktoré sa k tomuto celu pouzivaju:
directional [37] a non-directional [17] protokol.

Directional protokol

Prvy z nich je menej komplexny. Genomickd DNA je najprv ndhodne fragmentovana,
adaptéry su ligované a gélova elektroforéza je aplikovana na vybrané fragmenty poza-
dovanej dizky. Potom je DNA oSetrena bisulfitom a amplifikovand s PCR. Dalsia
sada adaptérov je ligovana pre findlnu cast sekvenac¢ného procesu. Metyla¢né vzory
nie st symetrické na dvoch DNA vlaknach, a preto je nutné rozlisovat medzi vrchnym
a spodnym vlaknom. Pri amplifikacii d6jde k syntéze reverznych komplementarnych
vlédkien k povodnému vrchnému a péovodnému spodnému (obr. 3.2). Directional pro-
tokol zabezpecuje s pomocou Specidlnych adaptérov, ze v pripade single-end readov
su sekvenované iba fragmenty z origindlneho vrchného a spodného vlakna. Neme-
tylované C budt reprezentované ako T vo vsSetkych readoch. U pair-end readov st
naviac sekvenované aj reverzné komplementy k origindlnym vldknam a znovu, vdaka
adaptérom, je zabezpecené, Ze lavé ready budi vzdy pochddzat z origindlneho vldkna
a pravé ready z komplementarneho. Z ich orientécie je mozné urcit odpovedajice
vldkno. V tomto pripade st u pravych readov C>T bisulfitové konverzie zobrazené
ako G>A konverzie, pretoze pochddzaji z reverzného komplementu a pre lavé ready
plati to isté ako pre single-end ready [32].

Non-directional protokol

Non-directional protokol sa odliSuje tym, Ze po odstraneni prvej adapterovej sady
nasledovanej ligaciou dalSej adapterovej sady je vykonana este PCR amplifikdcia.
Vzniknu Styri rézne typy readov ako pre single-end, tak aj pre pair-end ready. Dva
z nich obsahuja informaciu o origindlnych vldknach, kde sa T nachidza na mieste
nemetylovanych C a dva z reverznych komplementov, ktoré mozu obsahovat G>A
konverzie. Hlavnou nevyhodou tohto protokolu je prave strata orientacie - kazdy read
moze pochidzat z Tubovolného vldkna. Tato situécia je ale rieSitelnd, ak mé read
mapovanie na dant orientdciu a uréity pocet pozorovatelnych konverzii bud typu
C>T alebo G>A. Najpouzivanejsim je directional protokol [32].

Existuje niekolko technik na zdklade principu bisulfitovej modifikdcie ako Methylation
Specific PCR (MSP), Combined Bisulfite Restriction Analysis (COBRA), Methylation-
sensitive Single Nucleotide Primer Extension (Ms-SNuPE) a dalsie v zavislosti od roznych
aplikédcii. V porovnani s inymi pristupmi zistovania DNA metylacie (enzymy $pecificky roz-
poznavajice metylované cytoziny) s metédy analyzy metylacie DNA zaloZené na bisulfite
presnejsie, citlivejsie, efektivnejsie a ich pouzivanie je viac rozsirené [36].
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Kapitola 4

Bioinformatické spracovanie
bisulfitovych dat

V sticasnosti neexistuji kompletné bioinformatické nastroje pre efektivnu extrakciu mety-
lacnych miest transpozénov a cely tento proces je realizovany ciste len s pomocou vyssie
popisangch metéd bisulfitového sekvenovania. Ide o zdlhavy, nakladny a nie tiplne prakticky
sposob ziskavania tejto informécie pre velké mnoZstvo sekvencii. Z tohto dévodu je vytvo-
renie nastroja, ktory pracuje priamo s bisulfitovymi readmi a extrahuje z nich metylac¢nu
informaciu pre jej nasledna analyzu, délezitym krokom pri skiimani vplyvu transpozénov
a ich irovne metylacie na organizmy.

4.1 Profilovanie DNA metylacie

Ziskanie tidajov o trovni metylacie z vytvorenych sekvencii je niekolkokrokovy proces roz-
deleny do dvoch hlavnych casti. V prvej z nich sa kontroluje kvalita nespracovanych dat.
Tento proces sa oznacuje ako predspracovanie. Bisulfitové data st nasledne zarovnavané
voéi referenénému genému a po zarovnani moze dochddzat k dodatoénej kontrole kvality
a filtrovaniu ndjdenych vysledkov. Z namapovanych sekvencii st vo faze Statistickej ana-
Iyzy najprv extrahované metyla¢né miesta jednotlivych cytozinov a z tychto idajov je dalej
mozné v Statistickom spracovani zistovat rozdiely medzi odliSne metylovanymi regiénmi
(Differentially methylated regions - DMR). Téato praca je zamerana na cely tento proces
s vynimkou analyzy DMR, a preto nebude tato cast dalej rozoberana (obr. 4.1).
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Obrazok 4.1: Proces profilovania DNA metylacie pozostavajici zo spracovania dat a Statis-
tickej analyzy vysledkov mapovania.

4.1.1 Predspracovanie sekvencii

Predspracovanie sekvencii je predovsetkym proces eliminacie alebo urcitej manipulécie sek-
vencii s nizkou kvalitou a priprava pre nasledujtci krok - zarovnanie. Vytvorené kratke sek-
vencie metédou BS-Seq mozu stracaf na kvalite k 3' koncu, $pecidlne u dlhsich sekvencii,
kedy kvalita nukleotidu na konkrétnej osekvenovanej pozicii (base-call) kleséa s narastajicou
dlzkou readov. Vysledkom tohto procesu je narusena kompozicia baz, ¢o by mohlo neskor
viest k nekorektnej extrakcii metylaénych miest. Existuju dva sposoby ako sa vysporiadat
s tymto problémom. Jednym z nich je nastavenie striktnejsich parametrov vo faze zarovna-
nia za cenu redukcie efektivity mapovania jednotlivych readov. Druhym - lepsim spdésobom
je orezat sekvencie od prvého vyskytu base-call s nizkou kvalitou eSte pred zarovnanim
33, 52].

Zlepsenie vysledkov zarovnania je dalej mozné dosiahnut dodatoénym odstranenim
adapterovych sekvencii, ktoré mozu byt taktiez osekvenované, ak je velkost DNA frag-
mentov mensia ako dlzka readov. Ponechanim tjchto sekvencii by sa narusilo mapovanie
retazcov a u niektorych néstrojov pre zarovnanie je tento krok povinny. Okrem zniZenej
efektivity mapovania st adapterové sekvencie izko spojené s chybami na urovni extrakcie
metylacie. Obecne plati, Ze korektné predspracovanie sekvencii vedie k podstatne kvalit-
nejSiemu mapovaniu a presnejSiemu urcovaniu trovne metylacie [33, 52].

4.1.2 Zarovnanie

Po osetreni genémovej DNA hydrogénsiri¢itanom sodnym je komplexita sekvencii vyrazne
redukovana, kedze vSetky cytoziny, s vynimkou metylovanych, budi prevedené na thyminy.
Tato redukcia vyrazne komplikuje proces zarovnania (detekcia genémového lokusu odkial
read pochédza). Mnoho existujtcich programov akceptuje iba unikdtne zarovnanie, avsak
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jeden read s univerzdlnym zarovnanim v 4-pismenovej abecede sa moze mapovat na viac
miest v 3-pismenovej abecede. Naviac dochadza k zvicSeniu prehladdavacieho priestoru,
pretoze Watsonove a Crickove vlakno nie st po osetreni hydrogénsiri¢itanom sodnym k sebe
navzajom komplementarne (k zmene dochédza len u cytozinov), a teda obidve vlakna buda
mat svoje vlastné reverzné komplementy.

Na zéklade tychto skuto¢nosti nemoézu byt jednotlivé ready zarovndvané iba voci refe-
rencnej sekvencii. V sticasnosti existuju dva pristupy, ktoré sa pouzivaju pre rieSenie tejto
fazy spracovania bisulfitovych sekvencii. Prvy pristup vyuziva maticu s rovnakymi vahami
pre zhody a pre C/T nezhody (cytozin v referenc¢nej sekvencii a T v reade). Druhy pracuje
s 3-pismenovou abecedou, pomocou ktorej prisposobi referencénti sekvenciu k redukovane;j
komplexite bisulfitovych readov [52].

4.1.3 Analyza metyla¢nych miest

Zo zarovnanych sekvencii voéi referenénému genému je mozné extrahovat metyla¢na infor-
méciu jednotlivych cytozinov. Najprv je vSak nutny prevod naspit do 4-pismenovej abecedy.
Metylované cytoziny st dané C/C zhodami, zatial ¢o nemetylované cytoziny prostrednic-
tvom T/C nezhdd zarovnania. Metyla¢nd troven danej pozicie cytozinu v genéme je uréena
zo vsetkych readov, ktoré prekryvaji tato poziciu ako podiel poé¢tu mC a celkového poctu
takychto readov. Uroveii metylacie je teda ¢islo od 0 (kompletne nemetylované) do 1 (kom-
pletne metylované) a ur¢uje sa vo vSetkych kontextoch CG, CHG a CHH [52].

Postup procesu zarovnania a extrakcie metylacie zo sekvencii je zobrazeny na obrazku
4.2

4.1.4 Kontrola kvality

Kvalitu metylaénych map méze ovplyvnit niekolko zdrojov chyb, ku ktorym predovsetkym
patri (1) nespravne zarovnanie readov, (2) existencia jednonukleotidovych variant (angl.
single-nucleotide variants - SNV), (3) sekvenovacie chyby a (4) bisulfitové zlyhanie.

Nespravne zarovnanie

Redukovana komplexita sekvencii bisulfitovjch readov a existencia sekvenovacich chyb
mozu viest k zarovnaniu sekvencie na genémovu poziciu, z ktorej nepochadza. Toto je
Casty pripad pre vysoko repetitivne DNA sekvencie, ktoré su véésinou bohaté na CGI (ako
napriklad transpozény) a zarovern metylované. Momentalne je najlep$im sposobom pre ob-
medzenie po¢tu nespravnych zarovnani vhodnéd volba parametrov pre dany nastroj. Kazdy
z nich mé svoje vlastné nastavenia, ktoré su Specifické pre rozne algoritmy. Dva konkrétne
parametre budt vsak najdolezitejSie pre nas problém. Ide o pocet povolenych nezh6d a mi-
nimalna dlzka zarovnania. Vy$si podet povolenjch nezhdd a mald dizka zarovnéavacieho
semienka bude viest k mapovaniu viacerych readov na gendém, avSak pocet nespravnych
zarovnani taktiez vzrastie. Na druha stranu, striktnejSie nastavenie parametrov zabrani
zarovnaniu mnohych odpovedajtcich readov a vela genémovych regiénov tak zostane ne-
profilovanych [52].
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Example read TTGTAARGCTGTGATGTCAGTGTAGTTCTGATG

BS-Seq
="l TTGTAAGTTGTGATGTTAGTGTAGTTTTGATG
TTATAALCCTATEATATCAATATALTTCTAAT
3' ... TTGTAAGTTGTGATGTTAGTGTAGTTTTGATG. .. 3'W / \ s> 1
3' . ..ACATTCACACTACA TC CATCAA" CTAC... 5' Reference
:' 5' s TORTARLCTACRATATCARCATAATTCCAATE, oo 31
i LAGTATTTGATGTTATAGTTGTATTAAGGTTAT. .. 5'C
Unique Alignment
C=>T Read TTETAAGTTGTGATSTTAGTGTAGTTTTGATG
Watson C > T Reference 57 TT 3
BSW Read TTGTAAGCTGTGATGT CAGTGTAGTTCTGAT G
Watson Reference 5' . ..TCGTAAGCTGCGATGTCAGCGTAGTTCCGATG. .. 3!
Infering
Methvlation State
5" ...TCGTRAGCTGL GATGTCAGCGTAGTTCCGATG. .. 37

Obrazok 4.2: Profilovanie metylacie z bisulfitom oSetrenych readov. Aby bolo mozné zis-
kat tato informéciu, bisulfitové ready musia byt najprv namapované na referenény gendém.
V tomto procese si nemetylované cytoziny prekonvertované na thyminy. Dochadza tak k re-
dukcii sekvenénej komplexity, ¢o je mozné vyriesit prostrednictvom konverzie referenéného
genému taktiez do 3-pismenovej abecedy. Ready sa mozu mapovat na Watsonove a Crickove
C na T konvertované referencie a sticasne aj na Watsonove a Crickove G na A konvertované
referencie (reverzné komplementy). Preto musia byt ready konvertované v dvoch abecedach:
C na T zmenené ready budi mapované na C na T konvertované referencie (modré Sipky)
a G na A zmenené ready, ktoré budi mapované na G na A konvertované referencie (zlté
sipky). Ak existuje unikdtne zarovnanie, je mozné priamo vyéitat metylaéni informéciu:
C/T nezhoda udéava nemetylovany cytozin (zelena farba) a cytozin v referencnej sekvencii
aj v reade udava metylaciu (¢ervend farba). Pri reverznom komplemente guanin v referenc-
nej sekvencii a adenin v reade zna¢i nemetylovany cytozin, priCom guaninova zhoda udéava
metylaciu [52].

Detekcia SNV

V prirode maji metylované cytoziny viésiu Sancu zmenit svoju Struktiru na thymin alebo
uracil (vid sekcia 2.4.3) ako nemetylované C. Kvoli tejto reakcii je C>T najcastejSou va-
ridciou medzi referenénym a sekvenovanym genémom (C u referenéného sa ¢asto objavuje
na rovnakej pozicii ako T pri reade). Takéto varidcie sa oznacuju ako Single Nukleotide
Variants (SNV). Specidlne pri bisulfitovych datach, kde dochddza k meraniu C>T kon-
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vertovanych baz, moze mat tato skutocnost velmi vyrazny vplyv, pretoze takito varidcia
moze byt Tahko chybne interpretované ako bisulfitova konverzia. Ignorovanim pritomnosti
podobnej sekvencnej variacie by viedlo k oznaceniu cytozinu v referenénom genéme ako ne-
metylovany. Spravne by vSak nemal byt ndjdeny Ziadny cytozin a nemal by byt detekovany
ziadny metyla¢ny stav. Tento problém je eSte vyznamnejsi u transpozonov, u ktorych sa
C>T mutécia vyskytuje s vyssou frekvenciou [52].

Sekvenovacie chyby

Dalsou moznou chybou pri ziskavani metyla¢nych map je chybné oznacenie bazy ako thymin
namiesto cytozinu. Tato chyba by bola nespravne interpretovanéd ako nemetylovany cyto-
zin. Sekvenovacie chyby vznikaji behom sekvenacného procesu a mozu sa prejavit ako zle
oznacené baza alebo naviac pridané alebo odobrané bazy. Dohromady je redlnych dvanast
roznych substituénych chyb, ale analyza eukaryotickych datasetov ukazuje iba 2% pre C>G
substiticie, zatial ¢o T>C substituéna chyba sa objavuje vo viac ako 15% pripadov. C>T
substittcie sa objavuju znova len s nizkou 4% frekvenciou [32]. Z dévodu C>T konverzie
bisulfitovych dét obsahuji sekvenované data velké mnozstvo T a sekvenacné chyby by tak
mohli sposobit odchylku pri extrakcii metylacie, a preto musia byt adresované. Napriklad
C>T alebo T>C (na konvertovanych cytozinoch) sekvenaéné chyby by boli nespravne in-
terpretované ako nemetylované respektive metylované, a tym ovplyviiovali iroveni metylacie
k nizs§im alebo vyssim hodnotam. Nagtastie technoldgie pre NGS ¢asto poskytuju pre kazda
bazu readov kvalitu sekvenovania vo forme tzv. PHRED skére, ktoré sa interpretuje ako
pravdepodobnost, ze dand baza bola nespravne urcend [52]. Bazové kvality st dané podla:

Q = —10log;o P(basecall_chyba) (4.1)

Tato informécia je ulozené spolu so sekvenciou readu vo FASTQ formate (vid sekcia

5.3.1) a moze byt dalej pouZita pre zabranenie ovplyviiovania vysledku chybnymi bazami.
Bisulfitové zlyhanie

Chybné bisulfitové konverzia moéze byt sposobend nekompletnou denaturaciou pred apliko-
vanim hydrogénsiri¢itanu sodného a niektoré cytoziny tak zostan nekonvertované nezavisle
na ich metyla¢nom stave. Ak nie je tato situacia detekovana, vSetky takéto cytoziny budu
oznacené ako metylované [52].

4.2 Bioinformatické nastroje

Extrakcia metylacnych méap je viackrokovy proces, kde kazda jednotliva faza vyzaduje od-
lisnt funkcionalitu. V sticasnosti existuje mnoho réznych nastrojov realizujtcich jednu alebo
viac ¢asti tohto procesu a obecne ich moézeme rozdelit do troch kategdrii:

1. Bisulfitové néastroje vykondvajice len zarovnanie, ktoré nedokdzu extrahovat mety-
la¢né mapy.

2. Nastroje umoznujice len extrakciu metylacie na Specifickych poziciach.

3. Nastroje realizujtce cely vyssie popisany proces (niektoré aj s chybovou kontrolou).
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Neexistuje vSak nastroj, ktory by bol cely priamo zamerany na analyzu metylému ras-
tlinnej DNA s vySsim podielom transpozénovych sekvencii a nukleotidovych mutacii. Na
zéklade tychto skutocnosti je dolezité vytvorenie ndstroja zohladiujiceho tieto vlastnosti.

Vyuzivanie NGS metdd s bisulfitovou konverziou umoznuje meranie irovne DNA mety-
lacie celého genému, ale zaroven predstavuje unikatne vyzvy pre spracovanie a interpretaciu
metylacnych tdajov z dovodu ich velkého objemu a dosledkov bisulfitovej modifikécie. Pre
tieto ticely vzniklo vela programov, ktoré zvladaji spracovanie jednotlivych faz. Ich vykon,
pouzitelnost a presnost sa vSak ¢asto odlisuju. Hlavné rozdiely, ktoré je mozné pri nich
pozorovat si predovSetkym v kontrole kvality sekvenovanych readov a vysledkov jednotli-
vych procesov, sposob zarovnania sekvencii k referenénému genému a v principe extrakcie
metylacnych miest.

Zoznam dostupnych néastrojov pre spracovanie a analyzu bisulfitovych dat je mozné
najst v [20, 14]. Analyza ich vykonu je véi¢Sinou zamerana na relevantnost mapovania readov
v roznych sekvenénych kontextoch a vytvaranie presnych metylaénych map (unikatne ma-
povanie, globalna trovern metylécie), vypocetné prostriedky a doba behu algoritmu. Ide
predovsetkym o vysledky fazy zarovnania sekvencii a extrakcie metyla¢nych miest, pricom
kontrola kvality v predspracovani je vacSinou realizovana Specidlnymi néstrojmi pre urcenie
skére kvality (napr. FastQC [10]) a spravnej dlzky readov (napr. Cutadapt [39]).

4.2.1 Bisulfitové mapovanie

Z hladiska mapovania bisulfitovych readov rozlisujeme celkovo dva odlisné pristupy pri
spracovani bisulfitovych dat: (1) mapovanie s divokou kartou (wild-card) a (2) 3-pismenové
mapovanie.

Wild-card mapovanie

Prvy z nich vyuziva vSetky dostupné informécie a mapovanie genomického C a T readu
poéita ako zhodu, zatial ¢o mapovanie genomického T a C readu ako nezhodu. Toto je
realizované s pouzitim pridaného wild-card pismena pre referen¢né C zhodujtce sa s C a T.
Tento typ mapovania sa vyznacuje relativne velkou senzitivitou. Jeho nevyhodou je vSak
moznost ovplyvnenia vysledku, pretoze ready s vyssim pomerom C mozu byt mapované
s vysSou uéinnostou [32].

BSMAP
Najznamej$im nastrojom v tejto kategérii je BSMAP. VyuZiva pre zarovnanie prog-
ram SOAP (Short Oligonucleotide Alignment Program) a indexuje referenény geném
pre vietky mozné sekvencie urcitej dizky. BSMAP maskuje T v bisulfitovych readoch
ako C iba na C poziciach referenéného genému a ostatné T st v bisulfitovych readoch
nezmenené. Potom mapuje takto maskované ready priamo na referencny gendém. Je
velmi citlivy, ale mé ovela dlhsi beh ako iné nastroje [53].

LAST
Dalsim velmi kvalitnym programom je LAST [22], originalne vytvoreny pre mapovanie
klasickych (nie bisulfitovych) readov. Bol modifikovany pre bisulfitové data zavedenim
novych skére hodnoteni s ohladom na C/T konverzie. Autori tohto programu dokonca
ukézali, Ze je citlivejsi a ovela rychlejsi ako BSMAP. LAST je vyuZivany v nastroji
Bisulfighter [57] a ten pouziva jeho schopnost uréovat pravdepodobnost tspesnosti
mapovania k filtrovaniu zarovnani a urc¢ovaniu metylacnej tirovne.
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Obrazok 4.3: Rozdiel wild-card a 3-pismenového zarovnania. Wild-card umoziuje cytozinu
a thyminu v sekven¢nom ¢itani zarovnanie voci referenénému C, pricom C ¢itania sa pri ma-
povani na referenéné T pocita za nezhodu. U 3-pismenového mapovania je tato informécia
stratena a skutocné C/T nezhody nie su viditelné [32].

3-pismenové mapovanie

V druhom pristupe st referencné sekvencie a ready konvertované do 3-pismenovej abecedy
s C a T vystupujicimi ako jedno pismeno. Dosledkom je mapovanie genomického T oproti
C readu ako zhoda. Mapovanie v 3-pismenovej abecede vedie k mierne znizenej efektivite
zarovnania hlavne kvoli zvic¢Seniu prehladévacieho priestoru a viac chybnych pozitivnych
nalezov. Vyhodou je naopak to, Ze mozeme predpokladat nijak neovplyvneny proces ex-
trakcie metylacnej rovne. Ndstroje tejto kategdrie maju este moznost vyuzivat externych,
kvalitnych a odskuSanych aplikicii pre zarovnéavanie len s pridanim faz predspracovania
a spracovania. Ukéazka rozdielu medzi tymito dvomi metddami je na obrazku 4.3.

Bismark
Bismark je pravdepodobne najpouzivanej$im nastrojom v tejto kategdrii, ktory vy-
uziva pre mapovanie nastroj Bowtie (pripadne Bowtie2). V predspracovani prevedie
ready a referencné sekvencie do 3-pismenovej abecedy. V pripade directional single-end
readov su vietky C>T konvertované. Tie s potom mapované na C>T a G>A konver-
tované referencné sekvencie reprezentujice bisulfitové zmeny na vrchnom a spodnom
vladkne. Dve instancie Bowtie algoritmu teda bezia sticasne. U pair-end readov Bismark
naviac prevadza ready na G>A verziu aby pokryl ready z reverznych komplementov

origindlnych vlékien. V spracovani vyfiltruje ready s velkym mnoZstvom skutoénych
C/T nezhod [53].

BS-Seeker
BS-Seeker pouziva velmi podobny pristup, ale naviac zahadzuje ready mapujtce sa
na obidve vldkna a tie, ktoré maju vela redlnych C/T nezhod. Obidva podporuju di-
rectional aj non-directional protokoly a BS-Seeker tiez vyuziva Bowtie2 ako vnutorny
mapovaci algoritmus. BS-Seeker pracuje iba so single-end readmi, zatial ¢o Bismark
aj s pair-end readmi. Ich vykonnost sa taktiez prili§ nelisi pre doménu, v ktorej obidva
funguja [53].

MethylCoder
MethylCoder [14] je flexibilnejsi vo svojej ¢innosti. Pre mapovanie vyuziva bud Bow-
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tie2 alebo GSNAP a zvySné spracovanie je velmi podobné predchadzajicim dvom
aplikaciam.

4.2.2 Extrakcia metylacie

Niektoré z predchidzajicich popisanych programov, ako Bismark, MethylCoder alebo Bi-
sulfighter, naviac vykonévaji odhad trovne metylacie pre genomické C pozicie na zaklade
C/T pomeru mapovanych readov. Ide v8ak o dost nepresnit metédu, pretoze data moézu byt
podstatne ovplyvnené sekvena¢nymi chybami, genomickymi varidciami alebo bisulfitovou
chybou a tieto programy nepracuju so skoro ziadnym z tychto (a vyssie popisanych) zdrojov
chyb. Vela z nich je avSak velmi presnych, predovSetkym Bismark a Bisulfighter [57], ani
jeden ale nedokéze rozoznavat SNV, na ktoré st transpozény Specidlne bohaté.

Bis-SNP

Jednym z prvych nastrojov adekvéatne adresujucich problém SNV je Bis-SNP [54].
Ide o sadu (celkovo 10) skriptov pre realizovanie celého procesu spracovania bisulfito-
vych dat od mapovania az po extrakciu metylacie spolu s kontrolou kvality baz a je
postaveny na Genome Analysis Toolkit (GATK). Vyuziva Bayesovsky pristup a na
zéklade informécii z vrchného a spodného DNA vldkna rozlisuje SNV a bisulfitové
konverzie. C>T varidcie tak nebud interpretované ako nemetylovany cytozin. Kedze
u non-directional protokolu nie je mozné urcit, z ktorého vldkna ready pochadzaju,
Bis-SNP podporuje iba directional BS-Seq protokol [32].

MethylExtract
MethylExtract je druhym z néstrojov schopnych generovat vysoko kvalitné metylacné
mapy na celom gendéme a sucasne rozpoznava aj sekven¢éné variacie (SNV). Metyla-
ciu kontroluje vo vSetkych moznych kontextoch (CG, CHG a CHH) a implementuje
najviac metdod odpovedajacich kontrole kvality. Narozdiel od Bis-SNP je jeho beh
realizovany len prostrednictvom jedného skriptu, a preto je z uzivatelského pohladu
jednoduchsi na pouzivanie [13].

4.2.3 Porovnanie nastrojov

Programov pre spracovanie bisulfitovych dat je mnoho a vybrat spomedzi nich ten najvhod-
nejsi nie je Tahka tloha. Kazdy z dostupnych néstrojov moze byt vhodny pre jeden typ tloh
a nevhodny pre iny. Idedlne by bolo najst nastroj, ktory vykazuje vynikajice ako ¢asové,
tak aj kvalitativne (z hladiska extrakcie metylacie) vysledky pre mapovanie repetitivnych
sekvencii alebo asponi zvldda ¢o najvicsie genémové pokrytie.

V [34] autori porovnavali niekolko z vysSie popisanych nastrojov, konkrétne Bismark,
BSMAP, Pash, BS-Seeker a BatMeth na redlnych tidajoch Tudskej DNA dvoch roznych
tkaniv a na simulovanych sekvenciach. Vyhodnocovali ich vypocetnta rychlost a pokrytie
genému, a overovali percentudlne odhady metylacie. Zameriavali sa predovSetkym na prvé
tri z vysSie menovanych s tym, ze BS-Seeker dosahoval velmi podobné vypocetné vykony
ako Bismark pre dané sekvencie z hladiska mapovania. Cas v§poétu jednotlivich programov
sa vyrazne ligil vo fazach mapovania refazcov a analyze metylacie, kde BatMeth bol z nich
najrychlejsi a za nim Bismark. Pash a BS-Seeker boli vyrazne pomalsie (tab. 4.1) [34].

Vsetky tri hlavné algoritmy poskytovali viborné pokrytie a stihlasné odhady CpG me-
tylacie na celom gendéme. Kazdy z nich pokryl viac ako 80% CpG miest, pricom Pash si
viedol najlepsie ako z hladiska pokrytia, tak aj z hladiska miest, ktoré pokryté neboli (obr.
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Algoritmus Mapovanie Analyza metylacie Celkovo

Bismark 1514 81 1595
BSMAP 800 1081 1881
Pash 3486 1504 4990
BS-Seeker 1324 3867 5191
BatMeth 904 70 974

Tabulka 4.1: Porovnanie ¢asu (v sekundich) mapovania a analyzy metylacie pre 1 milién
readov. Analyza metylacie zahina c¢as potrebny pre odhad percentuédlnej metylacie kazdého
metylovaného cytozinu [34].

4.4). BatMeth, i ked velmi rychly, unikdtne namapoval len priblizne 50% readov a BS-Seeker
mapoval priblizne 80% readov, viac nez 98% z toho na rovnaké pozicie ako Bismark.

Pash 89.2
Bismark 83.4
BSMAP 83.5
Covered by all 3 mappers 78.0

Not covered by BSMAP m 5.1

Not covered by Bismark m 4.7
Not covered by Pash | 0.2
Covered only by Pash ) 1.4
Covered only by BSMAP | 0.6
Covered only by Bismark | 0.1

0 20 40 60 80 10

Obrazok 4.4: Porovnanie percentualneho pokrytia CpG miest na celom gendme [34].

V dalsich testoch BSMAP nepokryval najviicsiu cast testovanych sekvencii (8-12%),
Bismark podéval skoro o polovicu lepsie vysledky (5-6%) a Pash bol v tychto experimentoch
nie Bismark, boli regiény so $truktirnymi varidciami a segmentovymi duplikdciami (obr.
4.5). Tato vlastnost sa v simulaciach potvrdila len pre Pash. Regiény unikdtne namapované
Bismarkom a Pashom, ale nie BSMAPom, boli chudobné na G a bohaté na T. Po bisulfitovej

.....

toto mapovanie naro¢nym.
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Obrazok 4.5: Percentualny pomer pokrytia 200-bp tsekov obsahujucich CpG prekryvajicich
sa s odlisnymi genémovymi rysmi - Struktdrnymi varidciami, segmentovymi duplikaciami
a repetitivnymi elementami [34].

Bismark predstavoval nastroj poskytujuci vyborni kombinéciu rychlosti spracovania
dat, pokrytia gendmu a presnosti mapovania, zatial ¢o Pash bol o nieco presnejsi, predo-
vSetkym v regiénoch so Struktirnymi variaciami, ale vypocetne pomalsi. BS-Seeker posky-
toval rovnakia presnost ako Bismark s dlhsim vypoctom, vyznacuje sa vSak detailnejSimi
informdciami vo faze analyzy metylacie [34].

Autori néastroja Bisulfighter porovnévali z hladiska spesnosti extrakcie metylacie jeho
vykonnost s ostatnymi volne dostupnymi nastrojmi, konkrétne BatMeth, Bismark, BRAT-
BW, BS Seeker, BSMAP, BSmooth [24], Lister [38], MethylCoder, RMAP [50] a Novoalign.
Konkrétne ich zaujimala droven pravdivych pozitivnych nalezov a chybnych pozitivnych
nalezov. Na obrazku 4.6 je vidiet, Ze Bisulfighter aj Bismark boli jedné z najlepsich nastrojov
a viedli si velmi podobne v lokalizécii pravdivych pozitivnych zhod. Co sa tyka chybnjch
pozitivnych nalezov, tak ako Bisulfighter, aj Bismark podéval relativne dobré vysledky
(i ked uz nie najlepsie) [57].
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Obréazok 4.6: Porovnanie vykonu extrakcie metylacie. (a) Kompromis medzi tiroviiou pravdi-
vych pozitivnych zhod a chybnych pozitivnych zhdd pre rézne sekvenéné hibky. (b) Uroveii
pravdivych pozitivnych zhod a troveti chyby [57].

Vykon tychto nastrojov je vyrazne zavisly od konkrétneho genému a cielovych regiénov,
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obecne ale Bismark poskytuje velmi kvalitné mapovanie s relativne rychlym vypoctom
v porovnani s inymi, bezne pouzivanymi aplikdciami. Pre zarovnanie vyuziva dve alebo
Styri instancie Bowtie algoritmu v zavislosti od typu readov. Je jednym z najpouzivanejsich
nastrojov pre spracovanie bisulfitovych dat.

Vyssie popisané porovnania sa sice tykali z velkej ¢asti extrakcii metylacie, velmi dolezi-
tou ¢astou tohto procesu je vSak samotné zarovnanie sekvencii a mozeme predpokladat, ze
nastroje s korektnymi odhadmi metylacii budua taktiez excelovat aj v mapovani. Prave ¢ast
zarovnania je z pohladu tejto prace u popisanych néastrojov relevantnd, pretoze ziadny z nich
nedokaze detekovat SNV vo faze extrakcie metylécie, ¢o je u transpozénov nevyhnutné. Boli
uvedené dva programy, ktoré toto dokazu, Bis-SNP a MethylExtract, a pri ich porovnani
[13] bol Bis-SNP mierne viac Specifickejsi (medzi 1.9% a 3.9% vyssia pozitivna predikéna
hodnota) a MethylExtract zas viac citlivy (medzi 1% a 3.1% vysSia senzitivita). Porovna-
nim casti korektne ziskanych metylacnych hodnét sa vsak medzi nimi objavili podstatné
rozdiely (obr. 4.7). MethylExtract dokéze aj pri volnejSom nastaveni parametrov ziskaf

.....

Celkovo dokéazal MethylExtract ziskat az o 20% viac korektne profilovanych metylacii.
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Obrazok 4.7: Porovnanie metyla¢nych hodnét na CpG medzi MethylExtractom a Bis-SNP.
Obidve metédy st porovnané z hladiska ¢asti korektne profilovanej CpG metylacie (vrchna
Cast) a Casti pokrytych CpG pozicii (spodné ¢ast) pri kompletne metylovanom a kompletne
nemetylovanom datasete [13].
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Kapitola 5

Nastroj na lokalizaciu metylacie

V predchadzajucej kapitole bolo popisané z akych Casti proces spracovania bisulfitovych dat
pozostéava a aké nastroje st v nich vyuzivané. V tejto kapitole bude podrobne analyzovany
problém lokalizacie metylacnych miest transpozénov a rozobratéd celd faza bisulfitového
mapovania a extrakcie metylacie vratane vsetkych krokov v nich realizovanych.

5.1 Analyza lokalizacie metylacnych miest transpozonov

Ziskanie metylacnych mép jednotlivych TE umozni analyzovatf Groven metylacie pre rozne
rodiny transpozénov (reprezentované klastrami sekvencii) v odlisnych fazach vyvoja or-
ganizmu. Pre tieto Ucely sa ako referenéné sekvencie pouziju skupiny pribuznych DNA
fragmentov reprezentujicich rodiny transpozénov obsahujtcich jednotlivé TE danej rodiny.
Vodi kazdej z tychto sekvencii sa bude aplikécia snazit zarovnat niektory zo sekvenovanych
readov. Tieto sekvencéné ¢itania budi rozdelené celkovo do dvoch ¢asti. Na jednu z nich bude
aplikovany bisulfit, vSetky metylované cytoziny ostani nezmenené, pricom ostatné sa zme-
nia procesom deamindcie na uracil (sekvenované ako thymin). Druht ¢ast tvoria kontrolné
sekvencie, ¢o su rovnaké sekvencie ako v bisulfitovej skupine, ale bez aplikacie bisulfitu. Ich
uc¢elom bude verifikacia korektnosti mapovania bisulfitovych readov na referenc¢né sekvencie.
7 vybranych korektne namapovanych readov bude vo faze 2 extrahovana metyla¢na troven
kazdého najdeného cytozinu referenénych transpozénovych sekvencii. Popisany problém je
graficky zobrazeny na obrazku 5.1.
Lokalizacia metyla¢nych miest transpozénov je teda niekolkokrokovy proces:

1. Mapovanie bisulfitovych readov na refereéné sekvencie klastru.
2. Filtrovanie a verifikdcia namapovanych readov s pomocou kontrolnych readov.
3. Extrakcia metylacie cytozinov vzhladom k referenénym sekvenciam.

4. Spracovanie dat na trovni klastrov transpozénovych rodin.
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TE rodina
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bisulfitové sekvencie kontrolné sekvencie
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bez zmeny

osekvenované ready

Obrazok 5.1: Lokalizacia irovne metylacie transpozénov z bisulfitovych dat voci referenc-
nym TE. Kontrolné sekvencie sa pouzivaju pre verifikidciu spravnosti mapovania bisulfito-
vych readov na referenéné sekvencie.

5.1.1 Mapovanie a filtracia

V predchadzajticej kapitole boli popisané a porovnané pristupy a nastroje pouzivané k ma-
povaniu bisulfitovych readov. Pre mapovanie readov k transpozénovym sekvenciam je dolezité,
aby bolo mozné nastavovat citlivost zarovnania, pretoze aj mapovanie s niekolkymi nezho-
dami moze byt korektné kvoli vyssiemu pomeru mutécii na jednom nukleotide (SNV). Vy-
sledok zarovnania musi obsahovat dostato¢né mnoZstvo informaécii pre filtrovanie chybnych
pozitivnych nélezov. Rychlost a uzivatelskd pouzitelnost hraju taktieZ vyznamnu tlohu pri
obsiahlych datasetoch bisulfitovych dat. Na zaklade tychto Specifikdcii bolo mozné bud
pouzit existujici nastroj spliiujici dané podmienky alebo vytvorif novy nastroj s tymito
vlastnostami.

Sposob zarovnania

U dvoch moZnych pristupov spracovania bisulfitovych dat (wild-card a 3-pismenové mapo-
vanie) sa ich rozdiely najviac prejavia prave v genomickych regiénoch s vysokou troviiou
sekvencnej identity s inymi ¢astami genému, akymi st napriklad retrotranspozény. Wild-
card nastroje maju tendenciu ovplyviiovat metyla¢na troven k vySsim hodnotdm, pretoze
extra metylované C mozu zvysit sekvenént komplexitu tak, ze bude dostatoénd pre unikétne
zarovnanie, zatial ¢o odpovedajuci read obsahujici T (nemetylovany C) bude vyradeny.
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Navyse, vo vysSie popisanom porovnani bolo vidiet, ze BSMAP (najpouzivanejsi zastupca
wild-card metédy) méa problém s mapovanim readov bohatych na T, ktoré sa vo vyssej
miere vyskytuja v transpozénoch. Na druht stranu néstroje s 3-pismenovou stratégiou ma-
povania znizuju sekvenéni komplexitu, ¢im méze dojst k zahodeniu viiésieho poétu readov.
Na zaklade tychto skutocnosti bol pre zarovnanie vybrany 3-pismenovy pristup s tym, ze
jeho citlivost bude zvySend pre lokalizaciu vicSieho poc¢tu transpozdénovych mapovani.

Nastroj na zarovnanie

Z nastrojov pracujicich s 3-pismenovou abecedou vykazoval v porovnani nastrojov najlepsi
vykon Bismark, ktory vyuziva k mapovaniu rychly a presny program Bowtie, kde je mozné
zvysSovanie jeho citlivosti prostrednictvom menenia minimalneho skére potrebného k akcep-
tovaniu daného zarovnania. Bowtie je program kombinujtci presnost a rychlost, v presnosti
nepatri ale medzi tie najkvalitnejsie, a preto som testoval vhodnost pouzitia presnejsieho za-
rovnavacieho nastroja na tomto mieste workflow. Konkrétne islo o BLAT [30], ktory je sice
pomalsi, ale dokdzZe najst viac zarovnani ako Bowtie a s vii¢Sou presnostou v urcitych typoch
problémov. Pri zarovnavani simulovanych bisulfitovych readov s 15% vyskytom SNV k re-
ferenénym sekvenciam organizmu Silene latifolia skutocne dosiahol nalezu vac¢sieho poctu
pravdivych pozitivnych zhod - ready namapované korektne tvorili 46% readov, ktoré sa
mali namapovat korektne. U Bowtie s predvolenym nastavenim parametrov predstavovala
a pri volnejSom nastaveni (znizeni minimélneho skére pre akceptovanie zarovnania) citli-
vosti, Bowtie algoritmus dosahoval porovnatelné vysledky pravdivych pozitivnych zhod ako
BLAT (42,3%) a stéle drzal chybné pozitivne nalezy v rovnakom réde ako predtym.

Na zaklade tychto skuto¢nosti bol pre realizaciu fazy mapovania vybrany nastroj Bis-
mark vybaveny mapovacim nastrojom Bowtie. Bismark naviac realizuje filtrovanie najde-
nych mapovani takym sposobom, ze vo vysledku ostant1 len unikatne zarovnané sekvencie.
Pri striktnejSom nastaveni parametrov vie tento spésob velmi efektivne odstranit vic¢Sinu
chybne pozitivnych nélezov, u transpozénovych sekvencii je vSak nutna vicsia citlivost, ¢o
vedie k vicsiemu mnozstvu chybne pozitivnych nalezov. Pre filtraciu a verifikdciu sprav-
nych pozitivnych ndlezov bude vytvoreny Specidlny modul, ktory bude hladat zarovnanie
kontrolnych sekvencii k referenénym v klasickej 4-pismenovej abecede, ¢im sa redukuje rozsi-
reny prehladdvaci priestor sposobeny bisulfitovou konverziou a prevodom do 3-pismenove;j
abecedy.

5.1.2 Extrakcia metylacie a spracovanie dat

Priama extrakcia metylacie je dal$im problémom, ktory je adresovany Sirokym spektrom
dlhodobo vyvijanych a odladenych nastrojov. U transpozdénov je najvacsi problém s rozozna-
vanim nukleotidovych variant. Schopnost ziskat troven metylacie vo vSetkych troch kontex-
toch (CG, CHG a CHH) na jednotlivych poziciich tak, aby tieto hodnoty neboli ovplyvnené
vzniknutymi mutéciami je zdkladnou funkcionalitou, ktort nastroj v tejto faze musi maft im-
plementovant. Naviac musi byt schopny pracovat s vystupom predchadzajicej fazy a jeho
vysledky by mali byt ¢o najmenej ovplyvnené moznymi chybami, ku ktorym dochédza pri
sekvendcii. Vietky tieto parametre spliiaju (do uréitej, prijatelnej miery) v sti¢asnosti exis-
tujice dva programy - Bis-SNP a MethylExtract. V predchadzajicej sekcii boli tieto dva
nastroje porovnané a na zaklade tohto porovnania, uzivatelskej pouzitelnosti a implemen-
tovanej funkcionality bol vybrany dobre zavedeny nastroj MethylExtract pre realizovanie
fazy extrakcie metylacie z ndjdenych zarovnani bisulfitovych readov.
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MethylExtract lokalizuje pre kazdu refere¢nt sekvenciu klastru transpozonovej rodiny
uroven metyldcie cytozinov na jednotlivych pozicidch. Pre nase ucely je vSak nutné urcit
celkovil metyla¢nt troven danej rodiny pre vSetky kontexty tak, ako aj metyla¢nti mapu ce-
lej konsenzuélnej sekvencie vytvorenej z kontigov klastru, ktoré tu vystupuju ako referenéné
sekvencie. Ide teda o spracovanie metylacnych dat nastroja MethylExtract do takej podoby,
aby z nich bolo mozné vyvodit potrebné zavery. K tomuto tcelu bude slizit Specidlny modul
pre spracovanie a analyzu metylaénych tdajov.

V tabulke 5.1 je prehlad najpouZzivanejsich existujicich nastrojov spolu s relevantnymi
vlastnostami pre zarovnanie a extrakciu metylacie rastlinnych transponovatelnych elemen-
tov. Zvyraznend Cast tabulky predstavuje kombinéciu vlastnosti, ktoré budt dostupné pri
vybere nastroja Bismark a MethylExtract.

Zarovnanie Extrakcia
g
=S
a £ £ 2
= EN R
o SISO S
& v 2 2 3
> = 50 he
< - g e ¥ g @
3 2 RS = o £ E B s
£ % £ i 2 z E Z Z
g & < £ > 2 8§ 8§ @
. Bowtie/ SAM/ SAM/
Bismark 3L Bowtie2 v BAM BAM X X X X
Bowtie/ SAM/ SAM/
BS-Seeker 3L Bowtie2 X BAM  BAM v/ X X X
3L/ Bowtie/ v/ SAM/ %
MethylCoder WC GSNAP X % X X X X
SAM/ SAM/
BRAT-BW 3L BRAT X BAM BAM X X X X
SAM/
BSMAP WC SOAP X BAM SAM X v X X
. MAF/ MAF/
Bisulfighter WC LAST v/ SAM  SAM X X X X
Bis-SNP BAM X X v V/
SAM/
MethylExtract BAM v v v/

Tabulka 5.1: Prehlad néstrojov realizujicich bisulfitové mapovanie a extrakciu metylacie. 3L
znamen3 3-pismenové mapovanie a WC je skratka pre wild-card. Znak hviezdy reprezentuje
nestandardizovany formét.

5.2 Konstrukcia nastroja na lokalizaciu metylaénych miest
transpozonov

Na zéklade definovanych poziadavkov a moznosti vyuzitia urcitych existujicich progra-
mov bol vytvoreny nastroj, ktory dokaze lokalizovat metyla¢né miesta vstupnych sekvencii
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a extrahovat z nich celkovi troven metylacie. Jednotlivé ¢asti a funkcie sii zobrazené na
workflow v obrazku 5.2. Pociato¢nym vstupom st:

e Stubor obsahujuci vSetky referenéné sekvencie transpozénovej rodiny ziskané prostred-
nictvom nastroja RepeatExplorer [13] z genému daného organizmu.

e Kontrolné ready osekvenované pomocou NGS metddy.

e Bisulfitom oSetrené osekvenované ready.

V prvej casti fazy bisulfitového mapovania prevedie program Bismark referencné sekven-
cie a bisulfitové ready do 3-pismenovej abecedy. Pre kazdy typ konverzie vznikne jeden si-
bor s prevedenymi nukleotidmi pévodnych sekvencii a v nasledujicom kroku 3-pismenového
mapovania je konvertovana verzia bisulfitovych readov zarovnavana v Bismarku k obidvom
prevedenym verzidm referenénych sekvencii. Bismark spoji vysledok tohto mapovania do
jedného vystupného stboru. Stcastou tejto fazy je naviac implementovany modul, ktory
v 4-pismenovej abecede zarovna kontrolné osekvenované ready k povodnym referenénym
sekvenciam a na zaklade tohto mapovania prefiltruje vystup Bismarku. Tymto procesom
sa ziskaja korektné zarovnania.

Vo faze extrakcie Grovni metylacie st z verifikovanych mapovani pomocou néastroja
MethylExtract ziskané pozicie metylovanych cytozinov referenénych klastrovych sekvencii.
Implementovany modul pre spracovanie metylacného pokrytia nasledne vypocita podla na-
vrhnutej metriky celkova troven metylacie v kontextoch CG, CHG a CHH pre dany klaster,
¢o je jednym z vystupov tohto workflow. Potom vyberie z referenénych sekvencii tie, u kto-
rych sa nasla metylacia a pomocou programu BLAT ich zarovna ku konsenzuélnej sekvencii
reprezentujucej cely dany klaster. Informacie o metylovanych cytozinoch na Specifickych po-
ziciach dalej vyuzije k tomu, aby ziskal vystupné metyla¢né pokrytie celej konsenzuélne;
sekvencie pre kazdy kontext.

5.3 Mapovanie bisulfitovych readov

Spravne namapovanie bisulfitovych readov je zdkladom korektnosti celého procesu, ktory
bude viest k vyslednym metyla¢nym mapam a je jedno z najdolezitejsich casti celého procesu
tejto analyzy. Nespravne namapované ready by sposobili v nasledujiicom kroku nespravne
metylacné pokrytie. Naviac, vdaka redukcii abecedy sa vyrazne zvysi pocet namapovani
readov s via¢sim poctom nesprévnych zhod. Takuto situdciu je nutné riesit a vysledok ma-
povania musia tvorit predovsSetkym ready namapované na spravne referencné sekvencie.
Rozsiahla kontrola kvality a verifikdcia vysledkov tohto procesu je nutnostou pri spracova-
vani bisulfitovych dat, a preto je tato faza rozdelena celkovo do troch Casti:

1. Redukcia abecedy vstupnych sekvencii a readov;
2. Mapovanie readov na referencné sekvencie;

3. Filtrovanie nekorektnych mapovani a verifikdcia mapovania.

5.3.1 Redukcia abecedy

Predtym, ako je mozné vykonavat samotné mapovanie v 3-pismenovej abecede, osekveno-
vané bisulfitové ready a referenéné sekvencie musia byt vhodne prevedené z 4-pismenovej
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abecedy do 3-pismenenovej abecedy. U vsetkych referenénych sekvencii st preto prevedené
C na T, ¢o pokryje vSetky mozné bisulfitové konverzie spésobené nemetylovanymi C na
origindlnom vrchnom vlakne a sticasne vsetky G na A, ¢o pokryje mozné konverzie na ori-
gindlnom spodnom vlédkne. Tym vzniknt dva rozne sibory s redukovanou 3-pismenovou
abecedou reprezentujiice referenéné sekvencie.

Single-end bisulfitové ready maji pociatok bud v pévodnom vrchnom alebo spodnom
vldkne, a teda mozu obsahovat len C>T konverzie. U pair-end readov je situécia odligné
a zatial ¢o jedna cCast sa chova ako single-end ready, druhd pochddza z reverzného kom-
plementirneho vldkna a moze obsahovat G>A konverzie. Na zdklade tejto skutoc¢nosti sa
single-end ready prevedit do C>T konvertovanej verzii a st mapované vo¢i C>T a G>A
referenénym sekvenciam. U pair-end readov je nutné C>T skonvertovat jednu (Tfavé ready)
cast a G>A skonvertovat druhu ¢ast (pravé ready) a obidva typy mapovat vo¢i C>T a G>A
referenénym sekvenciam.

FASTA

Referencéné sekvencie predstavujice urcity klaster transpozoénovej rodiny vstupuji do tejto
Casti aplikicie vo FASTA formaéate ako jeden multi-FASTA stbor obsahujuci vSetky sekven-
cie.

FASTA forméat je textovy forméat sluziaci pre reprezentaciu bud nukleotidovych sek-
vencii alebo peptidovych sekvencii. Sekvencia v tomto forméate zacina s jednoriadkovym
popisom nasledované riadkami so samotnymi datami sekvencie. Popisny riadok je oddeleny

Sekvencie musia byt reprezentované v standardnych IUB/IUPAC[4] kédoch s niekolkymi
vynimkami:

e malé pismend si akceptované a st mapované na velké pisamend
e pomlcka moze reprezentovat medzeru

e akékolvek ¢iselné znaky v sekvencii by mali byt odstranené alebo nahradené vhodnym
znakom

Priklad sekvencie vo FASTA formate vyzera nasledovne:

>AB000263|acc=AB000263|descr=Homo sapiens mRNA.|len=368
ACAAGATGCCATTGTCCCCCGGCCTCCTGCTGCTGCTGCTCTCCGGGGCCACGGCCACCGCTGCCCTGCC
CCTGGAGGGTGGCCCCACCGGCCGAGACAGCGAGCATATGCAGGAAGCGGCAGGAATAAGGAAAAGCAGC
CTCCTGACTTTCCTCGCTTGGTGGTTTGAGTGGACCTCCCAGGCCAGTGCCGGGCCCCTCATAGGAGAGG
AAGCTCGGGAGGTGGCCAGGCGGCAGGAAGGCGCACCCCCCCAGCAATCCGCGCGCCGGGACAGAATGCC
CTGCAGGAACTTCTTCTGGAAGACCTTCTCCTCCTGCAAATAAAACCTCACCCATGAATGCTCACGCAAG
TTTAATTACAGACCTGAA

FASTQ

Sekvenované bisulfitové ready, ktorych mapovanie voci referenénym sekvenciam sa bude
hladat, vstupuju do tejto casti aplikdcie vo forméate FASTQ. FASTQ ukladd sekvencie
a PHRED skére ich jednotlivych bazi v jednom stibore. Vdaka uchovanému PHRED skére
sa v neskorsej faze bude zohladriovat kvalita readov, ¢o bude relevatné pri uréovani tirovne
metylacie.
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Kazdy read je tvoreny hlavickou zacinajicou znakom @ s nazvom a popisom readu.
V dalsich riadkoch nasleduje jeho sekvencia vo FASTA formdte a platia pre 1u rovnaké
pravidla. Ak niektory z nasledujucich riadkov zacina znakom 4+, udéava to koniec sekvencie
a moze byt v iom zopakovany riadok s nazvom. Za nim nasleduju riadky so zakédovanou
kvalitou [16].

Priklad sekvencie vo FAST(Q forméte je nasledovny:

@SRR001666.1 071112SLXA-EAS1s7:5:1:817:345 length=36
GGGTGATGGCCGCTGCCGATGGCGTCAAATCCCACC
+SRR001666.1 071112SLXA-EAS1s7:5:1:817:345 length=36
IITITIIITIITIITTIIIITIIIITIIIITIIIIOIGOIC

5.3.2 3-pismenové mapovanie

Mapovanie v 3-pismenovej abecede je mozné realizovat akymkolvek programom, ktory mé
na vystupe validny SAM stbor (vid sekcia 5.3.3). Niektoré z takychto nastrojov uz boli
viacero genomickych pozicii v porovnani s klasickym pristupom, kde nie st pritomné bi-
sulfitové data. Naviac je este k tomu nutné brat ohlad na pravdivé read-C a referenéné-T
nezhody, ktoré moézu byt skryté za C>T konverziami a tak prispievat k dalsim chybam.
Vsetky tieto problémy spojené s bisulfitovou modifikdciou zvySuju ¢as behu procesu zarov-
navania a kladd vicsie naroky na verifikaciu kvality mapovania.

5.3.3 Bismark

Redukcia abecedy a zarovnanie bisulfitovych readov k referenénym klastrom reprezentuju-
cich transpozénové rodiny si realizované externym programom - Bismarkom. Dévody tejto
volby boli blizsie popisané v sekcii 5.1.

Predspracovanie

Predspracovanie sekvencii nepatri implicitne do tohto procesu, ide vSak o velmi uzito¢ny
krok vzhladom ku kvalite datasetu, ktory tvoria bisulfitové ready. Kontrolou kvality osekve-
novanych readov este predtym, ako sa spusti zarovnanie je mozné ziskat informacie o moz-
nych problémoch vo vstupnych datach, ktoré by sa mohli negativne prejavit v samotnom
behu ako pri mapovani, tak aj pri urCovani metylacie. Pre tieto ticely je mozné napriklad
pouzit volne dostupnu aplikaciu FastQC [7].

Medzi kontroly relevantné pre bisulfitové sekvenovanie patri zlozenie baz v sekvenciéch,
z Coho je mozné uréit ako efektivne prebehla bisulfitovd konverzia a taktiez aj moznua
adepterovti kontaminaciu. Uroveni sekvenénych duplikicii umozni odhalif pripadné zamo-
renie datasetu PCR duplikdtmi. Obsah baz GC tiez moze predstavovat nadhlad do kvality
experimentu.

Pre odstrénenie tychto problémov by mali byt ready podrobené adaptérovému a bézo-
vému orezavaniu. Jednoduchym skriptom pre tieto zakladné kroky je napriklad Trim Galore
[8] vyuzivajici funkcionality nastroja Cutadapt a pri jeho zédkladnom spusteni vykona:

e odstranenie baz s PHRED skére mensim ako 20

e odstranenie akychkolvek zndmok adapterovej Ilumina sekvencie z 3' konca
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e odstranenie sekvencii kratsich ako 20bp

Niektoré z tychto kontrol kvality st zakomponované v dalsich ¢astiach (napr. kontrola
PHRED skoére pri ziskavani metylacie), neplati to ale pre vsetky a je vhodnejsie pracovaft
s validnymi datami hned od zaciatku.

Zarovnanie

Déata vysokej kvality je potom mozné priviest na vstup néstroja Bismark, ktory v prvom
kroku prevedie referenc¢né sekvencie na dva rozli¢né stiibory redukovanej abecedy. Prvy z nich
obsahuje C>T (Watsonove vladkno) a druhy G>A (Crickove vlakno) konverzie. Z tychto
stiborov sa néasledne vytvori index pre externy zarovnavaci program Bowtie. Tato prva cast
sa nazyva priprava genému.

V druhej ¢asti Bismark najprv konvertuje vstupné bisulfitové ready na C>T verziu (ak
by sa jednalo o pair-end ready, vytvori naviac aj G>A konvertovany subor) a pomocou
dvoch paralelne beziacich instancii Bowtie [35] algoritmu mapuje C>T konvertované ready
na C>T refere¢né sekvencie (odpovedd mapovaniu na vrchnom vlakne) a C>T ready na
G>A referen¢né sekvencie (odpovedd mapovaniu na spodnom vlakne). V pripade pair-
end readov by sa naviac mapovali G>A ready na obidve konvertované verzie referenénych
sekvencii a paralelne by bezali $tyri instancie Bowtie. Ukazka tohto procesu je zobrazené
na obrazku 5.3.

Bisuflitové mapovanie

Redukcia abecedy 3-pismenové mapovanie
Bowtie2
> Fy |
Referenéné sekvencie b ——
fa
C>T ieni
Watsonove viakno Spo]? nie
dat
) oW > \
' > -_O
G>A A
Bowtie2
e ———
N AW Crickove vlakno
Bisulfitové ready " {
@ fastq c>T
> Ay Bowtie2
pair-end > —
G>A —
Komplement k Watsonovmu viaknu
Bowtie2
L y==

>
P> m—

Komplement ku Crickovmu vilaknu

Bismark

Obrazok 5.3: Zarovnanie bisulfitovych readov k referenénym sekvenciam pomocou nastroja
Bismark. Hrubo zvyraznené Sipky reprezentuju mapovanie single-end readov.

Pri zarovnavani transponovatelnych elementov je podstatné brat do tivahy vyssi podiel
mutacii (hlavne na cytozinoch) prejavujicich sa ako SNV nez je to u klasickych génovych

36



sekvencii. Tato skuto¢nost moze robif mapovaci proces ndrocnejsi, pretoze pri striktnom
vypocte nemusi dojst k najdeniu dostatoéného poctu namapovanych sekvencii.

Externy mapovaci program Bowtie integrovany v Bismarku je rychly a pamitovo efek-
tivny nastroj pre zarovnavanie readov dlhsich ako 50bp. Vyuziva FM-index pre indexovanie
(akymi bisulfitové data sa).

Kazdé jednotlivé zarovnanie ma uvedené skore odvijajice sa nésledovne. Nezhoda v bazy
na vysokokvalitnej pozicii obdrzi postih —6. Medzera v reade dizky (pocet béz)—2 dostane
postih —11 (=5 pre otvorenie medzery, —3 pre prvé predlzenie a —3 pre druhé prediienie).
Toto plati pre end-to-end zarovnavaci méd a u readu dizky 50bp, u ktorého sa najde mapo-
vanie len s jednou nezhodou na vysokokvalitnej pozicii a jednou (pocet baz—2) medzerou,
bude vysledné skére —(6 + 11) = —17. Najlepsie skdre je teda 0 a je mozné ho dosiahnuft
ak je medzi readom a referencnou sekvenciou totalna zhoda. Parametrické nastavenie behu
programu umoziiuje menif minimélne skére, ktoré musi dané zarovnanie nadobudnit, aby
bolo akceptované. Minimalne skére je vyjadrené ako funkcia dlzky readu a nastavuje sa
podla troch parametrov: (a) typ funkcie F'; (b) konstanta B a (c) koeficient A. Dostupné
typy funkcii stt konstantna (C), linedrna (L), odmocnina (.S) a prirodzeny logaritmus (G).
Parametre st $pecifikované ako F, B, A a pre hodnoty L, —0.4, —0.6 bude funkcia definovana
ako:

f(z)=—-04+—-06%x (5.1)

kde pre read dizky 50bp by v tomto pripade bolo minimélne skére —30.4. Volnejsie
nastavenie minimélneho skére tak, aby pocitalo s niekolkymi nezhodami na dant dizku
readu umozni Bismarku akceptovat aj ready s menej kvalitnym mapovanim (bezné pri
transpozénoch), ¢o zvysi pocet pravdivych pozitivnych nalezov. Na druht stranu sa zvysi
aj pocet chybnych pozitivnych nalezov, tieto je vSak mozné neskor redukovat do takej miery,
aby spdsobovali ¢o najmensiu odchylku.

Bismark podporuje Bowtie verziu 1 alebo 2. Vyssie popisané nastavenie miniméalneho
skére je aplikovatelné iba v Bowtie 2 a naviac mé verzia 2 niekolko dalSich dolezitych vyhod
oproti 1, ktoré su pre zarovnanie transpozoénov relevantné:

o Pre ready dlhsie ako 50bp je Bowtie 2 rychlejsi, citlivejsi a vyuziva menej paméti
e Bowtie 2 podporuje medzery v zarovnani

e Nems4 ziadne limity na dizku readov (Bowtie 1 zarovnava ready dlzky maximéalne

1000bp)

e Efektivnejsie pair-end mapovanie

Filtrovanie

Bismark pri filtrovani najdenych vysledkov pracuje s dvoma typmi skére, ktoré Bowtie
uvadza u kazdého mapovania. Jedno reprezentuje samotné skore najdeného zarovnania
a druhé je skdre pre najlepSie ndjdené zarovnanie, ktoré je iné ako to zaznamenané. Tieto
dva tdaje sa pouziju pre najdenie zarovnania s najvyssim skoére. Vo vSetkych mapovacich
inStancidch sa nédsledne hlad4 unikitne najlepSie zarovnanie. Ak sa najde, a teda existuje
len jedna najlepsia pozicia, toto zarovnanie sa ulozi. Ak sa v8ak najde viac zhdd s rovnakym
(najvyssim) skére, dana sekvencia nebude vobec akceptovana. Odmietnuté mapovania mozu
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byt explicitne exportované do samostatného stiboru (ako nenamapované alebo viaczna¢né).
Pri volbe directional protokolu sa eSte naviac odstraniuju vsetky nélezy na iné ako originalne
vrchné alebo spodné vldkno.

SAM

Vysledkom zarovnania sekvencii v 3-pismenovej abecede musi byt stbor vo formate SAM
(Sequence Alignment/Map) ocakavany v dalsich fazach tohto workflow. Ide o textovy for-
mat oddeleny medzerami pozostavajuci z dvoch hlavnych ¢asti. Riadky hlavicky zacinajuce
znakom @ (obsahujice nazvy sekvencii) a jednotlivé mapovania. Kazdy riadok s mapo-
vanim mé 11 povinnych poli pre uchovanie délezitych informdcii relevantnych vzhladom
k mapovaniu ako je napriklad namapované pozicia a premenlivy pocet volitelnych poli pre
aplikacne Specifické informacie. V tomto pripade ide predovsetkym o skére vyuzivané pri
filtracii.

Kazdy riadok s mapovanim reprezentuje jedno mapovanie readu na konkrétnu refe-
ren¢nt sekvenciu. Jednotlivé jeho stipce predstavujt konkrétne informécie, s pomocou kto-
rych budua vytvorené metylaéné mapy vstupnych sekvencii. Informécie obsiahnuté v tychto
stipcoch st uvedené v tabulke 5.2.

Stipec  Pole Typ Reg. vyraz/Rozsah Popis
1 QNAME  String [!—7A—"]{1,255} Nézov mapovaného readu
2 FLAG Int (0,216 — 1] bitovy FLAG
3 RNAME String \*|[!=()+— <> —"][!-"]« Nazov referencnej sekvencie
4 POS Int [0,23 — 1] Najlavejsia mapovacia pozicia
5 MAPQ Int [0,28 — 1] Kvalita mapovania
6 CIGAR  String \ *|([0 — 9] + [MIDNSHPX =|)+ retazec CIGAR
7 RNEXT String \x|=|!—()+— <> —="|['="]* Nazov dalsieho readu
8 PNEXT Int (0,23 — 1] Pozicia dalsieho readu
9 TLEN Int [—231 + 1,23 — 1] Dizka templatu
10 SEQ String *|[A —Za—z =]+ Namapovany read
11 QUAL String [!—="~]+ ASCII bazovej kvality
Tabulka 5.2: Popis hlavnych poli SAM formatu [5]
Detailnejsi popis jednotlivych poli je mozné najst v specifikicii SAM forméatu [5]. Stbor

v tomto formate (a teda aj vystup ¢asti mapovania readov) moze vyzerat nasledovne:

@HD VN:1.0 SO:unsorted

@SQ SN:fETM21CH01C4C0J LN:181

@SQ SN:fETM21CH01CYS84 LN:212

@SQ SN:fETM21CHO1CTH25 LN:216

readl 16 fETM21CHO1C4C0J 213 3 10M * O O CCACACAAAA ffffffffff NM:i:21 MD:Z:14
read2 16 fETM21CHO1CYS84 212 4 10M * O O ACTCACTCAA ffffffffff NM:i:14 MD:Z:15
read3 O fETM21CHO1CTH25 211 8 10M * O O AATCCTACCA ffffffffff NM:i:20 MD:Z:16

5.3.4 4-pismenova kontrola kvality mapovania

Subor mapovania bisulfitovych readov uz obsahuje tie najkvalitnejsie unikatne nélezy. Z doé-
vodu nutnosti vyssej senzitivity pri zarovnavani na transpozénové referencné sekvencie a re-
dukcii komplexity vyplyvajicej z bisulfitovej konverzie sa v nich vSak buda do uréitej miery
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nachddzat aj nekorektné mapovania, ktoré mézu ovplyvnit vyslednt metyla¢ni troven. Pre
kontrolu spravnosti mapovania bol preto vytvoreny samostatny modul realizujtci zarovna-
nie kontrolnych readov (vid sekcia 5.1) k referenénym sekvencidm v plnej 4-pismenovej
abecede, ktorého cielom je ¢o najviac zvysit pozitivnu predikéntt hodnotu. Pracuje v nasle-
dujucich krokoch:

1. Pomocou Bowtie2 [9] programu zarovna kontrolné ready k referenénym sekvenciam
v 4-pismenovej abecede.

2. Akceptuje len nélezy s parametricky definovanou minimélnou kvalitou mapovania
('minQ").
3. Zaznamy rozdeli podla Watsonovho a Crickovho vldkna.

4. Do vysledného SAM stuboru budu zapisané vSetky zdznamy 3-pismenového mapova-
nia, ktoré sa namapuji na rovnaké pozicie daného vldkna referenénych sekvencii ako
vysledky 4-pismenového mapovania.

Vdaka tomuto modulu dosiahneme vo vysledku to, Ze sa vyrazne redukuje komplexita
zavedend redukciou na 3-pismenovi abecedu a pre extrakciu metylacie ostant len tie ready,
ktoré by sa namapovali v 4-pismenovej abecede.

Niektoré nastroje pre spracovanie bisulfitovych dat maju v tejto faze este naviac im-
plementovany modul pre 4-pismenové zarovnanie sekvencénych citani, ktoré sa predtym
nenamapovali alebo namapovali viacznacne. Bismark poskytuje na vystupe 3-pismenového
mapovania subory s tymito dvoma typmi readov, a preto som v tomto mieste naviac im-
plementoval aj tato techniku. Jej vplyv sa vSak neprezentoval pozitivne a vo vyslednom
nastroji sa tato implementacia z tohto dévodu neobjavuje.

5.4 Extrakcia trovni metylacie

V predchadzajicej kapitole sme si popisali postup mapovania bisulfitovych readov na re-
feren¢né sekvencie spolu s jeho verifikdciou. Vystupom tejto Casti je mapovanie readov na
Specifické pozicie. V tejto kapitole popiSeme, ako vyuzit ziskané informaécie pri zistovani
urovne metylacie.

Cielom fazy extrakcie metylacii je zobrat do iivahy vSetky informécie o mapovanych bé-
zach pre kazdi jednu genomick poziciu a zaroveri minimalizovat skreslenie, ktoré do tohto
procesu moze zanaSat nukleotidovy polymorfizmus, sekvenacné chyby alebo bisulfitové zly-
hanie. Vystupom bude celkova metylac¢na troven v kontexte CG, CHG a CHH a metyla¢né
pokrytie konsenzudalnej sekvencie reprezentujicej dany klaster.

5.4.1 MethylExtract

Jadrom tohto modulu je néstroj urcujici metylacné mapy pre jednotlivé sekvencie pred-
stavujice vstupny klaster transpozénovej rodiny. Musi byt dostato¢ne citlivy s velkou hod-
notou pozitivnej predikcie pri urc¢ovani metylécie, ¢o tizko stvisi so spravnym rozliSovanim
zdrojov chyb, ktoré st pre tto ¢ast procesu typické. V kapitole 4 boli vSetky zname chyby
popisané a boli v nej predstavené existujice aplikdcie spolu s ich schopnostou riesenia moz-
nych zdrojov odchylok akymi st, predovsetkym u transpozénov, SNV. Z dvoch v sti¢asnosti
existujicich programov, o ktorych si je autor vedomy, pre adresovanie SNV bol ako stcast
modulu extrakcie metylacie vybrany MethylExtract.
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MethylExtract bol popisany v sekcii 4.2.2 a néasledne bol porovnany s ostatnymi existu-
jucimi nastrojmi. Pri lokalizacii metylacnych miest transpozénov je predovsetkym doélezité:

1. Je moZné presne lokalizovat metylaciu na Specifickych poziciach referen¢nych sekvencii
z vystupu predchidzajicej fazy mapovania;

2. SNV, na ktoré si TE Specidlne bohaté, nepredstavuji vyznamny zdoj chyb pri odha-
dovani metylacie cytozinov;

3. Existuje rozliSovanie medzi metylaciou v kontexte CG, CHG a CHH;

4. Relativne rychly beh a jednoduché pouzivanie;

MethylExtract spliia vetky tieto podmienky, naviac sa jedna o vyladeny néstroj vyvi-
jany uz niekolko rokov, ktory autori neustédle zlepguji a momentalne implementuje najviac
metdd pre kontrolu kvality a redukovanie odchylky spomedzi vSetkych ostatnych volne
dostupnych a pouzivanych aplikacii.

Ziskanie metylacie

SAM subor ziskany z mapovania obsahuje informéciu o zarovnani readov k referenénym sek-
venciam od urcitej pozicie. Pre kazd referen¢nii sekvenciu, ku ktorej boli ready zarovnané,
hlad4d MethylExtract tie pozicie s C, kde ndjde minimalny pocet ('minDepthMeth') readov
mapovanych na dany cytozin. RozliSuje medzi poc¢tom readov obsahujicich metylovany
cytozin na odpovedajicej pozicii (C/C zhoda, v rovnici reprezentované ako C) a poc¢tom
readov obsahujicich thymin na tejto pozicii (C/T nezhoda, v rovnici reprezentované ako
T). Na zdklade tychto dvoch iidajov je mozné ur¢it troven metylacie na danej pozicii ako:

meth_lvl =100 x (C/(C +T))(%) (5.2)

SNV

V analyze bisulfitovych sekvencénych dat st SNV najviac zanedbavanym zdrojom chyb.
ze urcity pocet st SNV, a preto by bol tento zaver chybny. C/T SNV sa manifestuje na kom-
plementarnom DNA vldkne ako adenin, zatial ¢o bisulfitovd deaminacia neovplyvni guanin
na komplementarnom vlakne. Algoritmus na detekciu SNV implementovany v MethylEx-
trakte je adaptaciou Siroko pouzivaného algoritmu VarScan [31]. Princip jeho fungovania
je nasledovny:

1. Usporiada a ohodnoti vSetky mapovania kazdého readu a zahodi tie zdznamy, ktoré
maju nizku identitu alebo sa mapuji na viac pozicii v referen¢nom gendme.

2. Kazdé najlepsie unikatne zarovnanie pre read je skimané voc¢i moznym sekvena¢nym
zmenam.

3. Varianty detekované vo viacerych readoch st potom kombinované do unikatnych SNP.

4. Pre kazdu predpovedand variantu urcuje VarScan celkové pokrytie, pocet readov
s vyskytom tohto SNP a priemerni kvalitu baz. Vysledné hodnoty st dané na za-
klade hodnét prahu pre pokrytie, kvalitu, frekvenciu variant a pocet readov nutnych
pre oznacenie bazy ako varianty.
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Hlavny rozdiel oproti DNA bez bisulfitovej aplikicie je v redukovanom mnoZstve se-
kvencénych informaécii, ktoré moézu byt pouzité pre detekciu SNV. Nemetylované cytoziny
su prevedené na thymin, a z tohto dovodu nemozu byt na C pozicidch pouzité nukleotidy,
ktoré mohli vzniknit bisulfitovou konverziou, pre detekciu varidcii. Algoritmus pracuje na-
sledovne:

1. Odfiltruje pozicie, ktoré sti pokryté menej readmi ako je minimélna hibka readov
("minDepthSNV'). Predvolend hodnota je 1, a tym skima vSetky pozicie pokryté
aspon jednym readom.

2. Vypocita nukleotidové frekvencie vratane vSetkych baz nad miniméalnym prahom
PHRED skére ('minQ").

3. Zahodi vsetky nukleotidy s frekvenciami pod definovany prah ('varFraction').

4. Vypocita p-value pre variantné pozicie (viac ako dva nukleotidy nad 'varFraction')
podla Fisherovho exaktného testu.

5. Iba pozicie s p-value pod uréitym prahom su povazované za SNV ('maxPval').

6. Dva nukleotidy s najvyssimi frekvenciami sii urcené ako udajny genotyp vzorky na
tejto pozicii.

Detekované SNV st taktiez vystupom tohto programu a moézu slazit napriklad pre
verifikaciu korektnosti detekcie nukleotidovych variant.

Kontrola chyb

MethylExtract implementuje chybové kontroly pre vsetky najvicsie zname zdroje chyb,
a tym poskytuje moznost velmi presného odhadu metyla¢nej Grovne.

Bisulfitové zlyhanie Pravdepodobnost chyby pri bisulfitovej konverzii u nemetylova-
nych cytozinov je pri modernych protokoloch zvycajne menej ako 1%. Aj napriek tomu
vSak mozu byt niektoré pozicie nespravne profilované. S predvolenymi nastaveniami Methy-
IExtract eliminuje vSetky ready s aspon 90% (pravdepodobne) nekonvertovanymi cytozinmi
v inom ako CpG kontexte. Tato praca je vSak zamerana na analyzu rastlinnej metylacie, kde
sa vyskytuje metylacia vo velkej miere aj v kontextoch CHG a CHH, a preto je nutné tuto
kontrolu presko¢it, inak by mohla sposobit neziadané odchylky. Z dovodu relativne velmi
nizkej pravdepodobnosti vyskytu tejto chyby by jej zanedbanie nemalo viest k vyznamnym
nepresnostiam oproti situécii, kedy by této kontrola ostala zapnuta [13]. Jej vplyv je najlep-
gie redukovat eSte v predspracovani vstupnych readov predtym, ako cely proces ziskavania
metyla¢nej urovne zacne.

Sekvenac¢né chyby Vplyv jednotlivych baz na odvodenie metyla¢nych stavov méze byt
kontrolovany prostrednictvom PHRED skére. Pri jeho nastaveni na PHRED > 20, a teda
akceptovanim baz s pravdepodobnostou < 0.01 nespravneho urcenia, prispenie tejto chyby
k celkovej chybe bude menej ako 1%. Hodnota 20 pre tuto kontrolu je predvolenym nastave-
nim MethylExtractu u odpovedajiceho parametru ('minQ') a je zvolena na zaklade testov
vykonanych autormi tohto néstroja (obr. 5.4) [13]. Aby prebehla kontrola sekvenacénych
chyb v poriadku, je nutné spravne nastavenie kédovania FAST(Q stiboru ('gscore').
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Obrézok 5.4: Graf znazornuje pozitivnu prediként hodnotu (PPV) pre SNV a cast korektne
profilovanej metylacie v CpG kontexte ako funkciu minimalnej kvality bazy ('minQ'). Y os
reprezentuje SNV PPV, ¢ast korektnych metyla¢nych hodnot a pokrytie CpG [13].

Vysledné metyla¢né pokrytie sekvencii

Vysledkom extracie metylacie z bisulfitovych sekvencii je pokrytie referen¢nych sekvencii
na Specifickych poziciach v danom kontexte. Toto pokrytie je dostupné ako pre Watsonove
(vrchné) vlakno, tak aj pre Crickove (spodné) vlakno a je ulozené v subore {kontext }.output.
Nizsie je ukazka tohto suboru a vysvetlenie vyznamu jednotlivych poli.

CHROM néazov chromozému (alebo danej sekvencie)

POS 5' pozicia v sekven¢nom kontexte Watsonovho vlakna
CONTEXT sekvenény kontext s SNV anotovanymi v IUPAC kéde
W METH pocet metyl-cytozinov (referované k Watsonovmu vldknu)

W COVERAGE pocet readov pokryvajucich cytozin v danom kontexte (referované k Wat-
sonovmu vladknu)

W QUAL priemerné PHRED skére readov pokryvajicich cytozin (referované k Watso-
novmu vladknu)

C METH pocet metyl-cytozinov (referované k Watsonovmu vldknu)

C COVERAGE pocet readov pokryvajucich guanin v danom kontexte (referované k Wat-
sonovmu vlaknu)

C QUAL priemerné PHRED skére readov pokryvajucich cytozin (referované k Watso-
novmu vladknu)

CHROM POS CONTEXT W METH W COVERAGE W QUAL C METH C COVERAGE C QUAL

fETM21CH01C4C0J 12 CG 4 4 69

fETM21CH01C4C0J 15 CG 5 5 69 . . .
fETM21CH01C4C0J 18 CG 0 6 69 5 5 69
fETM21CHO1CTH25 156 CG 5 5 69 9 9 69
fETM21CHO1CTH25 201 CG 5 8 69
fETM21CHO1CTH25 204 CG 2 4 69
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fETM21CHO1AFBYS 26 CG 3 3 69

fETM21CHO1AFBYS 31 CG 3 9 69 . . .
fETM21CHO1AFBYS 53 CG 3 3 69 4 4 69
fETM21CHO1CYS84 160 CG 11 11 69 7 11 69
fETM21CH01CYS84 163 CG 11 18 69 11 11 69
fETM21CHO1CYS84 187 CG 6 6 69 5 5 69
fETM21CHO01CYS84 192 CG 4 4 69 5 5 69

Vyssie uvedené vysledky je mozné interpretovat nésledovne (priklad pre treti riadok).
U sekvencii s nazvom fETM21CH01C4COJ bolo najdenych na pozicii 18 (prva baza je
pozicia 1) v kontexte CG Sest readov pokryvajicich cytozin, ale ani jeden z nich nebol
metylovany (C/T nezhoda) a pitf readov pokryvajicich guanin na pozicii 19 Watsonovho
vldkna, ¢o odpoveda cytozinu na Crickovom vldkne, z ktorych bolo vSetkych piaf metylova-
nych (C/C zhoda).

5.4.2 Spracovanie metyla¢nych udajov

Metylacné pokrytie transpozdénovych sekvencii rozlicnych kontextov je v casti spracova-
nia dat vyuzité k urceniu celkovej metylacie danej transpozoénovej rodiny a k vytvoreniu
metyla¢nej mapy pozdlz baz celej konsenzualnej sekvencie reprezentujicej tito rodinu.

Metylacia transpozénovej rodiny

Kazda sekvencia s najdenymi metylovanymi poziciami reprezentuje ¢ast klastru, ktora bude
uréitym spdsobom vplyvat na jeho vyslednt metylac¢nt aroveri. Niektoré sekvencie st vSak
urcovani vyslednej hodnoty. Pre dany klaster a jeden z kontextov sa jeho droven vypocita
podla nasledujtcej metriky:

Methayg = Y methlolyeq + ( 05eq ) (5.3)

COv
seqeClm total

kde Cl,, je mnozina metylovanych sekvencii daného klastru, meth_lvls, je metylacna
uroven celej sekvencie ziskand pomocou 5.2, covse, je pokrytie sekvencie namapovanymi
readmi a coViuq j€ pocCet namapovanych readov na vsetky sekvencie.

Tymto vypoctom sa ziska metyla¢nd troven klastru z jedného behu. Pri redlnom pouzi-
vani aplikacie je vSak dolezité mat Statistiku z viacerych experimentov (napr. tri sekvenécie
DNA) a vysledok ziskat na zaklade vystupov kazdého jedného z nich. Mo6zeme predpokladat,
ze odlisné datasety budu produkovat odlisné vysledky mapovania a pokrytie referenénych
sekvencii, a preto je nutné aj v tomto pripade braf do tvahy relevantnost vypocitane;
urovne daného klastru oproti ostatnym vypoctom. T4 sa bude takisto ako v predchadzaju-
com pripade odvijat od pokrytia metylovanych pozicii klastru a celkového pokrytia vSetkych
klastrov:

Methci avg = Z meth_lvlgy * < cove > (5.4)
CleRes COVtotal

kde Res je mnozina zaznamov pre kazdy realizovany experiment, meth_lvic; je metyla-
¢né droven celého klastru ziskand pomocou 5.3, covo; je pokrytie klastru namapovanymi
readmi a coviyg je pocet namapovanych readov vsetkych experimenetov daného klastru.
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Tento vypocet realizuje Specidlna utilita, ktord nie je sucastou workflow, ale slizi pre do-
dato¢ntt analyzu. Jej vystupom je stlpcovy graf s metylaénymi troviiami v jednotlivych
kontextoch (obr. 5.5).

100
90
80
70
60
50
40

methylation [%]

30
20
10

0

CG CHG CHH

Obréazok 5.5: Stlpcovy graf metyla¢nej tirovne klastru v kontextoch CG, CHG a CHH zis-
kany z viacerych experimentov.

Metyla¢né mapy

Klastre vytvorené pomocou RepeatExploreru obsahuji okrem sekvencii, ktoré ich tvoria
aj jednu konsenzualnu sekvenciu vytvorent zo vSetkych tychto sekvencii. Vdaka tomu,
ze dokdzeme ziskat metylaéné pokrytie kazdej jednotlivej sekvencie klastru, u ktorej sa
nasla metylicia, moZeme taktiez urcif metyla¢nii mapu celej konsenzudlnej sekvencie. Tato
funkcionalita je implementovand v module pre spracovanie metylacnych dat a jej vypocet
je realizovany nasledovne:

1. Rozdeli referenéné sekvencie na sekvencie s lokalizovanymi metyl-cytozinmi a bez
metylovanych cytozinov.

2. Metylované sekvencie vo FASTA formate zarovna voci konsenzuélnej sekvencii takisto
vo FASTA forméte prostrednictvom nastroja BLAT.

3. Akceptované si vietky zaznamy s aspon 80% dizkou mapovania a 80% identitou.

4. Pre kazdé akceptované zarovnanie (sekvenciu) sa v kontextoch CG, CHG a CHH
prechadzaju vSetky metylované pozicie tejto sekvencie.

5. Na poziciu (za¢iatok mapovania)+(metylovana pozicia) konsenzudlnej sekvencie sa
ulozi alebo inkrementuje pocet metylovanych cytozinov a pocet pokryti z metylovanej
sekvencie.

Hodnoty metylovanych pozicii sa pocitaji v predvolenych nastaveniach pre Watsonove
a Crickove vlakno dohromady, ¢o umozni presnejsie vysledky vdaka dostupnosti vicsieho
mnozstva dat. Parametricky je v8ak mozné toto nastavenie zmenif na generovanie dat aj
pre jednotlivé konkrétne vldkna.
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Prikladom tohto procesu by mohlo byt napriklad mapovanie vyssie popisanej sekvencie
fETM21CHO01C4COJ na poziciu 100 konsenzualnej sekvencie. fETM21CH01C4COJ obsa-
huje metylované cytoziny na poziciach 12, 15 a 18, a teda v datovej Strukttre reprezentujice;j
pokrytie konsenzualnej sekvencie sa zvysi pocet metylovanych cytozinov o 4 a pokrytie o 4
na pozicii 112, na pozicii 115 pocet metylovanych cytozinov o 5 a pokrytie o 5 a na pozicii
118 pocet metylovanych cytozinov o 5 a pocet pokryti o 11. Podobnym spésobom sa naplni
datova struktira z hodndt pre vSetky metylované pozicie. Ako vysledok tohto procesu s
subory s poc¢tom metylovanych C a po¢tom pokryti na danej pozicii a graf metylacnej mapy
pre kazdy kontext alebo pre vSetky kontexty dohromady. Hodnoty grafu sa pocitaju na za-
klade parametru 'rate', ktory udava z kolkych baz konsenzuélnej sekvencie sa méa poditat
vysledna hodnota v grafe. Priklad takéhoto vystupu pre CHG kontext je na obrazku 5.6.

CHG context along CL6_Ogre_15594bp | Total meth Ivl = 44.9 %
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Obrazok 5.6: Metylacna mapa konsenzualnej sekvencie klastru CL6 pre cytozinovy kontext
CHG a nastavenie parametru 'rate' na hodnotu 100.
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Kapitola 6

Vysledky

V tejto kapitole st popisané vysledky ziskané vytvorenym nastrojom na lokalizadciu metylac-
nych miest transpozdénov. Experimentalne pokusy st pre dosiahnutie presnych vysledkov
realizované so simulovanymi sekvenénymi kniznicami. Vdaka tomuto vieme presne urcit
pravé genomické pozicie, odkial ready pochddzaju a simulovani metylaciu spolu s nukleo-
tidovymi mutéaciami na konkrétnych poziciach. Pri tychto experimentoch bola predovset-
kym skiimané citlivost a presnost vytvorenej metédy. Okrem simula¢nych experimentov
st naviac realizované aj pokusy na realnych, volne dostupnych datach dvoch rastlinnych
organizmov.

6.1 Metacentrum

Proces mapovania bisulfitovych sekvenénych ¢itani je naroény na vypocet hlavne kvoli
robustnosti bisulfitovych dat a nutnosti niekolkonésobného zarovnania. Vdaka moznosti
paralelizacie ako vo faze zarovnania, tak aj pri extrakcii metylacie sa tento proces vyrazne
urychli, ale pri tom spotrebuje velké mnozstvo vypocetnych prostriedkov. Z tychto dévodov
bola pre experimentovanie vyuzita infrastruktira virtudlnej organizicie MetaCentra !.

MetaCentrum je systém umoziujici rezervaciu vypocetnych zdrojov pre vykonavanie
naro¢nych vypoctov. Jednotlivé ¢asti aplikacie vyuzivaji len moduly volne dostupné v Me-
taCentre, a preto je ich spustanie bezkonfliktné. Pred samotnym spustenim je nutné najprv
nahraf vSetky casti aplikdcie spolu so sekvenénymi databdzami na tloZisko rezervovanych
pocitacov, pridat pozadované moduly a nésledne spustit jednotlivé skripty s definovanymi
atributmi. Pre spustenie vypoctu v prostredi MetaCentra je dostupny samostatny skript,
ktory realizuje cely tento proces. Nastavenie pozadovanych vypocetnych zdrojov (pocet ja-
dier CPU, velkost RAM a HDD) by vSak mali byt volené vzdy na zéklade velkosti kniznic
sekvencénych ¢éitani a velkosti klastru transpozénovej rodiny.

6.2 Simulacie

Experimenty s vytvorenym nastrojom boli realizované s vyuzitim generovanych dat, u kto-
rych je mozné presne nastavit a kontrolovat jednotlivé relevantné faktory. Ich cielom je
zistit, ako presne odpovedaji namerané tdaje referenénym v kazdej faze tohto workflow,
a aké faktory tieto vysledky vyrazne ovplyvnuju.

'http://metavo.metacentrum.cz/cs
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6.2.1 Simula¢ny nastroj BSSim

Déta pre simula¢né experimenty boli generované prostrednictvom programu BSSim [56]. Ide
o nastroj implementovany v jazyku Python schopny simulovat bisulfitovii konverziu spolu
s nastavenim metylacnej Grovne cytozinov v kontextoch CG, CHG a CHH, takzZe je vhodny
aj pre rastlinné genémy. Dokéze taktiez simulovat genetické varidcie (SNV) a sekvenacné
chyby. Vystupy mozu byt generované pre directional aj non-directional protokol, single
aj pair-end ready a rozne dlzky readov. Sucastou jeho vystupu je stibor s referenénym
rozloZzenim metylovanych cytozinov pre jednotlivé sekvencie, ktory bude sluzit pre overenie
spravnosti urc¢ovania metylovanych cytozinov.

Pre Gcely tejto prace bol BSSim modifikovany takjm spdsobom, Ze spolu s bisulfito-
vymi readmi generuje naviac kontrolné ready, ¢o su rovnaké ready ako bisulfitové (spolo¢né
rozlozenie SNV aj sekvenaénych chyb), ale bez bisulfitovej konverzie.

Bisulfitové ready st vytvarané z referencénych sekvencii tak, ze najprv déjde k prida-
niu nukleotidovych varidcii podla definovanej pravdepodobnosti alebo podla danej Sablény.
U Sablénového nastavenia nukleotidov, ktoré sa vyuzilo pri generovani dat, bola objavena
chyba v kéde simuldtoru BSSim, a preto som celt tato ¢ast kddu prerobil. U vzniknute;
sekvencii s jendotlivé bazy modifikované podla principov bisulfitovej konverzie s ohladom
na definovani troven metylacie vo vsetkych moznjych kontextoch. Tento krok je vynechany
pri stcasnom vytvarani kontrolnych readov. Z takto modifikovanych sekvencii si ndhodne
vybrané fragmenty uréitej dizky, z ktorych st generované kratke ready danej dizky. Sek-
venaéna chyba moze byt nésledne zavedena na jednotlivé bazy. Z tohto procesu vznikne
FASTQ stbor s bisulfitovymi readmi, FASTQ stibor s kontrolnymi readmi, sibor obsahuj-
uci referenéni metylaciu cytozinov a stibory obsahujice referenéné zarovnanie pre obidve
DNA vlakna. Postup vytvarania BS-Seq readov je zobrazeny na diagrame v obrazku 6.1.

6.2.2 Simulované data

Za referen¢né sekvencie, ktoré sluzili ako predloha pre vytvorenie generovanych sekvencénych
¢itani bol pre vsetky experimenty zvoleny klaster transpozénovej rodiny organizmu Silene
latifolia ziskany z RepeatExploreru. KedZe sa jedna o zhluk transpozénov, jednotlivé sek-
vencie sa repetitivne. Parametre tychto simulovanych dat boli zvolené tak, aby ¢o najviac
odpovedali redlnej situacii a pokial nie je uvedené inak, nastavenie ich hodnot odpoveda
nasledujicemu popisu.

Ako sekvenaéné platforma bola zvolena Solexa s dizkou readov 90bp. Sekvenént hibku
(pokrytie klastru) som zvolil 30X pre vicsie pokrytie transpozénovych sekvencii, aby ne-
dochadzalo k nepresnostiam z dovodu malej velkosti bisulfitovej kniznice. VSetky ¢itania
su single-end pochadzajuce z directional protokolu. Simulovand uroven metylacie odpoveda
hodnotam bezne sa vyskytujucim v rastlinnych genémoch. V kontexte CG je metylovanych
81% cytozinov, CHG 63% a CHH 40%. Standardna odchylka metylovanych cytozinov bola
ponechané na predvolenych nastaveniach nastroja BSSim.

Pre zanesenie SNV do generovanych sekvencii som vytvoril samostatny skript, ktory
vytvara subor s presne definovanymi variantami na konkrétnych poziciach tak, Ze ich frek-
vencia je vySSia na nukleotide C (C>T konverzia na Watsonovom a G>A na Crickovom
vlédkne) oproti ostatnym nukleotidom a celkovy podiel SNV sa pohybuje v rozmedzi 8-12%.
Uroven sekvenacnej chyby bola ponechana na predvolenjch nastaveniach programu.

Vo vysledku tak vznikli repetitivne data s vysokym podielom SNV hlavne na cytozino-
vych bazach, odliSnou metylaciou pre kazdy cytozinovy kontext, velkym pokrytim a sekve-
nacnou chybou odpovedajicou danej metdde.
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Referencéna sekvencia

Nahodne pridat SNV?
Nie i ;
| Definované SNV [ SNV podla pravdepodobnosti ]

Referencia s SNV

CG arover CHG aroveri CHH aroveri
bisulfitovej konverzie | |bisulfitovej konverzie | |bisulfitovej konverzie
| | ]

Referencia bez mC Referencia s mC

Velkost fragmentu Nahodny vyber

Standarna odchylka f

ragmentov
Fragmenty |Referenény
suabor

SE alebo PE Max chyba bazy na Dizka readu alebo

directional alebo non konci readu sekvenaéna hibka

Vytvor ready z fragmentov

Kratke ready Stredné skore kvality

Standardnéa odchylka
Nie /AAno
ahodné hodnoty kvality? L 4

[ Generovat skore kvality ]

Definované hodnoty kvality Nie 5 ¥ sek —
enerovat sekvenacnu

chybu podl'a skére kvality?

Ready s hodnotou kvality Ano
Kontrolné ready Bisulfitové ready

Obrazok 6.1: Diagram generovania BS-Seq readov upravenym simuldtorom BSSim. Modrou
farbou je zvyraznena cesta, ktorou si sekvenéné Citania vytvarané pre nase experimenty
[56].
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6.2.3 Experimentalna metoda
Mapovanie sekven¢nych ¢éitani

Pre analyzu vysledkov fazy mapovania bol vytvoreny S$pecidlny skript, ktory prechadza
jeden SAM subor obsahujuci referenéné zarovnanie simulovanych readov a jeden s ndjdenym
zarovnanim, k vyhodnoteniu mapovacich Statistik.

Vo vykonanych experimentoch je ohodnocovana citlivost (angl. recall) a pozitivna pre-
dikénd hodnota (angl. precision). Ako citlivost je definovana ¢ast sekvenénych ¢itani, u kto-
rej sa nasla simulovand mapovacia pozicia. Pozitivna predikéna hodnota je definovana ako
Cast ¢itani mapovana korektne zo vSetkych mapovanych ¢itani.

Téito metdda dokaze ohodnotif iba namapovani poziciu v referenénych sekvenciéch,
ale nevyhodnocuje zarovnanie na jednotlivych bazach. Z tohto dévodu bola vytvorena este
dal$ia metéda pre analyzu presnosti na jednotlivych poziciach.

Extrakcia metylacie

Z vysledkov extrakcie je mozné ziskat az dvojitii analyticki hodnotu. Mozu sluzit pre po-
rovnavanie vystupu fazy extrakcie metylacie, a taktiez, kedZe tento vystup je zavisly na
stlpcovom zarovnani, moézu uréovaf poziénia presnost mapovania.

BSSim poskytuje referencény vystup s metylovanymi konkrétnymi poziciami v danych
kontextoch, a s pomocou vytvoreného skriptu na zéklade porovnania tohto siitboru s vy-
sledkami extrakcie metylacie moze dojst k niektorej zo sledovanych situacii:

Chybne negativna (FN) Simulovana metyldcia nebola extrahovana
Chybne pozitivna (FP) Extrahovani metylacia nebola simulovana
Pravdivo negativna (TN) Metylacia nebola simulovana a ani extrahovana

Pravdivo pozitivna (TP) Metylacia bola simulovand a aj extrahovana

Pocty jednotlivych vyskytov danych pripadov buda priamo dostupné a naviac sa znovu
vyuziju pre vypocet citlivosti, pozitivnej predikénej hodnoty a trovne chyby. Citlivost je
definovana ako:

P (6.1)
reca _TP+FN .

kde kazda hodnota reprezentuje pocet vyskytov danej kategérie. Je nutné podotknit,
Ze tato hodnota sa bude odvijat od citlivosti zarovnania, pretoZe ak sa nenamapuje urcita
pozicia, nemdze v nej byt ani lokalizovand metylacia. Jej hodnota moze teda indikovat
samotné stipcové zarovnanie a z pohladu extrakcii metylacie je ju nutné brat vidy v kontexte
mapovania. Pozitivna predikéna hodnota je definovand ako:

... TP (6.2)
precision = TP .
Uroven chyby, alebo tiez tirovei chybného nalezu je definované ako:
FP
rate = —————— 6.3
errorrate = o (6.3)
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K vyhodnocovaniu tychto Statistik je eSte pridané porovnanie celkovej tirovni metylacie
pre dany klaster so simulovanymi hodnotami.

Kedze SNV tvoria vyznamny zdroj chyb pri transpozénoch, ich detekcia je taktiez
sucastou tychto experimentov a jej vyhodnotenie je realizované samostatnym skriptom.
Podobne ako v pripade metylacie, aj tu moze dochadzat k niekolkym scenarom, ale naviac
je mozné rozlisovat korektné urcéenie SNV od nespravneho. Detekcia SNV teda moze byt:

Chybne negativna (FN) Simulované SNV nebolo detekované

Chybne pozitivna (FP) Detekované SNV nebolo simulované

Spravna detekcia (RC) Simulované SNV bolo detekované spravne

Nespravna detekcia (WC) Simulované SNV bolo detekované, ale nespravne
Vypocet citlivosti a pozitivnej predikénej hodnoty je dany vztahmi:

RC
recall = RCTWC T FN (6.4)

RC
RC+WC+ FP

precision =

6.2.4 Nastavenie parametrov

Nastavenie hodn6t parametrov pre realizované experimentilne metédy sa riadi nasledu-
jacim popisom, ak nie je Specifikované inak. Zarovnanie nastrojom Bismark je vykonané
s predvolenym nastavenim parametrov a zmenend je len jeho hodnota miniméalneho skdre
pre akceptovanie zaznamu (vid dalej).

4-pismenové filtrovanie vyuzivajice Bowtie2 mé nastavené rovnaké minimalne skore ako
v predchédzajicom pripade a minimalna kvalita mapovania zdznamu, aby bol relevantny
pre filtrovanie, je 0.

Pri exktrakcii metylacie je vypnuté bisulfitova kontrola a ostatné parametre maju pred-
volend hodnotu, a teda minimalny pocet readov pokryvajucich cytozin aby bola zazname-
nanéa metyla¢né pozicia je 3, minimalna hodnota PHRED skére je 20 a minimalna hibka pre
kontrolu SNV méa hodnotu 1. Pri generovani grafu metyla¢nej mapy konsenzualnej transpo-
zénovej sekvencie sa budu jednotlivé hodnoty podcitat zo 100 baz a vo vystupe bude desat
hodnét na jednu kilobazu sekvencie.

6.2.5 Experimentalne vysledky

Pre otestovanie funkcionality vzniknutého nastroja som realizoval niekolko experimentov
popisujucich vplyv jednotlivych Casti aplikicie a ich modifikdcie na vysledné hodnoty me-
tyla¢nej trovne.

Nastavenie skére zarovnania

Kvalitné mapovanie je zakladom korektnosti celého procesu lokalizacie metylacie a pri re-
petitivnych sekvencidch nie je zatial mozné dosiahnut tak kvalitnych vysledkov ako u inych.
Kvoli vyssiemu pomeru mutécii (SNV) bude pri mapovani dochadzat k ¢astejsim nezho-
dam alebo medzeram, a preto je nastavenie optimalneho miniméalneho skére zarovnania pre
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akceptovanie mapovania, odvijajuce sa prave od tychto dvoch hodnét, délezitym krokom
v tomto procese.

Bismark m4 ako predvolené nastavenie score_min L,0, —0.2 a to pre dizku generovanych
sekvencénych ¢itani 90bp znamena, Zze mapovanie musi mat skére minimélne —18. Znizova-
nim treticho parametru tejto funkcie sa bude znizovat aj hodnota prahu, a tym sa povoli
také nastavenie minimalneho skdre, ktoré umozni najcitlivejsie a najpresnejsie vysledky.

V tabulke 6.1 je zobrazana citlivost a pozitivna predikénd hodnota (PPV) pre rozne
nastavenie funkcie minimalneho skére v 3-pismenovej abecede.

L,0,-0.2 (predvolené) L,0,—0.5 L,0,—-0.7 L,0,—09 L,0,—1.5
citlivost 25.41% 44.78% 45.76% 45.84% 45.87%
PPV 93.80% 90.69% 89.28% 88.52% 87.87%

Tabulka 6.1: Citlivost a pozitivna predikéna hodnota (PPV) pre rozne nastavenie miniméal-
neho skére pre akceptovanie zarovnania.

Je zretelné, Ze predvolené nastavenie na takto upravené data nestadia a znizovanim
miniméalneho skére sa citlivost zvysuje. Vyrazné zvySenie je vSak len po skére dané funkciou
L,0,—0.5, respektive L,0,—0.7. S kazdym zvySenim citlivosti na druha stranu klesa PPV
a od skére nizsie ako s L,0,—0.7 uz dochédza viac k znizovaniu PPV ako ku zvySovaniu
citlivosti. Z tohto vyplyva, Ze je vyhodné znizif minimdalne skére, ale len do urcitej miery,
ktora v tomto pripade predstavovala skére —63 dané predpisom L, 0, —0.7 a toto nastavenie
je pouzité v nasledujicich experimentoch. Znizovanie minimalneho skére mé este naviac
nevyhodu v predlzeni doby vypoétu.

Vplyv filtrovacieho modulu

Pre ziskanie dojmu o délezitosti dodato¢ného filtrovania zarovnania s pomocou kontrolnych
sekvencii som porovnaval vysledky ziskané z 3-pismenového mapovania (3L) s koneénymi
vystupnymi udajmi s aplikovanou 4-pismenovou (4L) filtraciou. K tomu bol este naviac na
tieto rozliéné vysledky zavolany modul pre extrakciu metylacie a testoval som, aky vplyv ma
filtrovanie na vysledni metyléciu a detekciu SNV. Filtrovanie bolo spustané v zéakladnom
nastaveni s minimalnou kvalitou mapovania 0 (vSetky najdené zarovnania sa uvazovali pre
filtraciu) a v druhom pripade s minimalnou kvalitou 1.

V tabulke 6.2 st prezentované vysledky citlivosti a PPV pre fazu mapovania a pre
extrakciu metylacie a detekciu SNV.

Z vysledkov je vidiet, ze 4-pismenovéa kontrola vedie k vyrazne vyssej pozitivnej predike-
nej hodnote pre vetky tri sledované pripady. Zatial ¢o vysledok je presnejsi, doglo stcasne
aj k vyznamnému zniZeniu citlivosti. Z tohto vyplyva, ze aj ked sa podstatne znizil pocet
chybne pozitivnych nélezov, pravdivo pozitivne nélezy taktiez klesli.

Velky rozdiel je medzi filtraciou s minimélnou kvalitou 0 a 1, a to vo vSetkych po-
zorovanych pripadoch. Len zavedenie 4-pismenového zarovnania ako kontroly mé vyrazny
vplyv na spresnenie vysledkov, ktorych komplexita bola vyrazne redukovana konverziou
do 3-pismenovej abecedy. ZvySovanim minimélnej kvality mapovania nedochadzalo k pod-
statnému zvyseniu PPV, ale k zniZzeniu citlivosti &no, preto je jeho predvolena hodnota
nastavend na 0.
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41, filtrovanie 4L filtrovanie

3L mapovanie ('minQ=0") ('minQ=1")

bovanic citlivost 45.76% 39.02% 24.85%
p PPV 89.28% 94.92% 95.72%
e, metuldcie CIHIVOSE 38.84% 33.91% 26.49%
- ety PPV 94.23% 97.49% 97.51%

. citlivost 52.29% 16.40% 32.80%
detekeia SNV PPV 78.36% 91.39% 90.50%

Tabulka 6.2: Citlivost a pozitivna predikénd hodnota s a bez dodato¢ného 4-pismenového
filtrovania.

V tabulke 6.3 je zobrazeny rozdiel v simulovanych a lokalizovanych metyla¢nych trov-
niach pre vSetky kontexty bez filtrovania a s filtrovanim.

4L filtrovanie 4L filtrovanie
('minQ=0")  ('minQ=1")

simulované 3L mapovanie

CG 81.00% 75.01% T7.17% 77.63%
CHG 63.00% 59.51% 61.08% 61.37%
CHH 40.00% 39.84% 40.64% 40.52%

Tabulka 6.3: Uroven metylacie extrahovanej priamo z 3-pismenového mapovania a z filtro-
vanych dat v porovnani so simulovanymi hodnotami.

Aj z tychto vysledkov je vidiet zlepSenie presnosti odhadu metyla¢nej trovne zavede-
nim dodato¢ného filtrovania, ¢o potvrdzuje nutnost pouzivania kontrolnych sekvencii pri
zarovnani sekvencii s nizkou komplexitou, akymi bisulfitom konvertované transpozoény si.

Vplyv detekcie chyb a SNV

Zanesenie SNV do generovanych dat simuluje ich vyskyt v redlnych tdajoch a spolu so
sekvena¢nymi chybami st hlavnym zdrojom moznej odchylky. Tato situaciu som testoval
v experimente, kde bol pre extrakciu metylacie pre rovnaky vystup zarovnania pouzity
nastroj neschopny detekcie tychto chyb a vzniknuty nastroj, ktory ich rozoznava.

V tabulke 6.4 st simulované hodnoty metyl4cie pre kazdy z kontextov a troven metylécie
najdend s detekciou zdrojov chyb a bez nej.

Mozeme vidiet, ze detekcia chyb mé vyznamny vplyv na vyslednii Groven metylécie
a tato skutoc¢nost je ocakavand, pretoze SNV tvoria velky podiel v simulovanych sekven-
cidch. Tento rozdiel by mohol byt dokonca este aj vicsi, pretoze mnoho sekvenénych éitani
sa nenamapovalo z ¢asti prave z dovodu zvySeného podielu SNV, a tym sa vplyv nukleo-
tidovych variacii vo faze extrakcie redukoval. ZlepSenim citlivosti zarovnania by tak tato

Porovnanim tjchto vysledkov a vysledkov predchidzajiceho experimentu pre 3-pismenové
mapovanie mozeme dojst k zaveru, ze detekcia SNV je eSte dolezitejSia pre urcenie vyslednej
metylac¢nej urovne ako dodato¢né 4-pismenova kontrola.

52



simulované bez detekcie s detekciou

CG 81.00% 74.30% 77.20%
CHG 63.00% 57.90% 61.06%
CHH 40.00% 36.90% 40.36%

Tabulka 6.4: Uroven metylacie extrahovanej priamo z filtrovanych dat nastrojom Bismark
(bez chybovej kontroly) a vytvorenym nastrojom s kontrolou sekvena¢nych chyb a nukleo-
tidovych variant.

Porovnanie s wild-card metédou

Pre fazu zarovnania bisulfitovych readov je pouzivany nastroj Bismark pracujici s 3-
pismenovym mapovanim. Cielom tohto experimentu bolo zistit, aky bude rozdiel vo vysled-
nych hodnotach mapovania a metylacie, ak by sa pre zarovnanie vyuzila wild-card metdda.
Spomedzi dostupnych néastrojov (tab. 5.1) vyuzivajtcich tento princip som pre porovnanie
vybral nastroj LAST pouzivany ako stcast programu Bisulfighter predovsetkym kvoli jeho
vypocetnému vykonu a kompatibilite (SAM vystup) s fazou extrakcie metylécie.
Tabulka 6.5 zobrazuje vysledky mapovania wild-card metédou v porovnani s 3-pismenovou

metodou.

Bismark LAST

3L 3L+filter Wild-card Wild-card+filter

chybne negativne 418329 493629 434824 551862
chybne pozitivne 14162 5401 7714 3217

chybné mapovanie 31393 11904 87335 21655
korektné mapovanie 379336 323525 306899 255541
citlivost 45.76%  39.02% 37.02% 30.82%
PPV 89.28%  94.92% 76.35% 91.13%

Tabulka 6.5: Statistika zarovnania pre 3-pismenovii metédu vyuzivant Bismarkom a wild-
card metédu vyuzivani v nastroji LAST.

3-pismenovou metédou bolo mozné najst podstatne vic¢sie mnozstvo mapovani, ¢o vy-
plyva z hodnoty citlivosti a dokonca aj ich presnost je vyznamne lepsia. Wild-card metéda
bola pre tento problém menej efektivna hlavne ¢o sa tyka korektnosti namapovanych readov
(vela z nich sa namapovalo, ale na nespravne pozicie). Mensia citlivost a vyssia troven
odpovedé predpokladom o wild-card metdde a volba 3-pismenového zarovnania sa javi na
zéklade tychto vysledkov ako prijatelnejsia varianta pre fdzu mapovania.

Na vyslednom stubore zarovnania som nasledne realizoval extrakciu metylacie rovnakym
sposobom ako pre 3-pismenovii metédu s rovnakym nastavenim parametrov. Cielom bolo
zistitf, ako ovplyvni tdto zmena v mapovani vyslednii metyla¢nt trovein a detekciu SNV. Na
obrazku 6.2 je zobrazend citlivost lokalizdcie metylacie a detekcie SNV spolu s odpoveda-
jucou uroviou chyby.
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Obrazok 6.2: Citlivost a troven chyby filtrovanych a nefiltrovanych dat ziskané naSou 3-
pismenovou metédou a wild-card metédou implementovanou v nastroji LAST.

Obrazok extrakcie metylacie ukazuje, ze wild-card metéda ma v obidvoch pripadoch
nizsiu troven chyby (vécsiu pozitivnu prediként hodnotu) ako je tomu u 3-pismenovej me-
téddy na tkor mensej citlivosti. Znamena to, Ze sice nasla menej vysledkov, ale tieto vysledky
vedt k presnejsej extrakcii. U detekcii SNV je tento fakt podobny, nefiltrované detekcia pri
wild-card metéde je dokonca este presnejSia ako filtrovanad 3-pismenova metdda. Z tychto
vysledkov vyplyva, Ze aj ked LAST najde menej zdznamov, jeho mapovanie z hladiska
jednotlivych nukleotidov je presnejsie na ¢om sa odrazi aj kvalitnejsia extrakcia metylacie
(tab. 6.6) a detekcia SNV.

Bismark LAST
3L 3L-+filter Wild-card Wild-card-+filter
CG 75.01%  77.17% 76.42% 77.26%
CHG 59.51% 61.08% 60.51% 61.11%
CHH 39.84%  40.64% 40.31% 40.54%

Tabulka 6.6: Metylacia v kontextoch CG, CHG a CHH pre 3-pismenovt a wild-card metédu
zarovnania.

Pouzitie wild-card metédy namiesto 3-pismenovej by teda mohlo viest k lepsSim vysled-
kom, u generovanych dat je vSak jednoduchsie ziskat metyla¢nt troven odpovedajicu para-
metrom simuléacie, pretoze redukcia citlivosti tu hra mensiu tilohu ako by to bolo v pripade
redlnych tdajov. V nich by mohlo 3-pismenové zarovnanie najst viac korektnych mapovani,
ktoré by vplyvali vyraznejsie na vyslednt metylaciu nez je to u simulovanych dat, kde nie
je metylacia tak réznoroda.

Metylaéna mapa pri rozdielne simulovanom klastre

Predchédzajice experimenty vyuzivali data s rovnakou metylacnou troviiou pre vSetky
referencné sekvencie celého klastru. V realnych situdciach vSak dochadza k odlisnej mety-
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lacii réznych transpozénovych sekvencii danej transpozonovej rodiny. Pre tento experiment
som najprv vSetky sekvencie vstupného klastru rozdelil do troch segmentov tak, ze prvy
segment tvorili sekvencie mapované na prvu tretinu konsenzuélnej sekvencie s aspon 80%
dlzkou a 80% identitou. Druhy segment sekvencie mapované do druhej tretiny a treti do
poslednej. Vznikli tri samostatné FASTA stubory, ktorych droven metylacie bola simulované
s odlisnymi hodnotami. Prehlad tychto hodnot pre kazdy kontext a pre kazdy segment je
v tabulke 6.7.

CG CHG CHH
segment 1 31.50% 45.00% 81.00%
segment 2 54.00% 27.00% 54.00%
segment 3 85.50% 72.00% 27.00%

Tabulka 6.7: Simulovana uroven metylacie pre jednotlivé casti konsenzudlnej sekvencie
klastru.

Simulované ready z kazdého segmentu som spojil do jedného FASTQ suboru, ktory pred-
stavoval bisulfitovii kniZnicu na vstupe procesu lokalizécie metylacnych miest vzniknutym
nastrojom. Vysledny graf extrahovanych pozicii je zobrazeny na obrazku 6.3.
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Obrazok 6.3: Metyla¢nd mapa konsenzuélnej sekvencie klastru CL6 s rozdielnymi hodnotami
metylacie. Cytozinové kontexty st farebne odliSené a velkost jedného segmentu predstavuje
tretinu dizky celej sekvencie (5198bp).

Z metylac¢nej mapy konsenzudlnej sekvencie klastru je vidiet, Ze metyla¢nd troven jed-

notlivych segmentov pre kazdy kontext odpovedd predpokladanému vyvoju podla genero-
vanej metylacnej urovne. Ziskané metyla¢né hodnoty teda pokryvaju celu tato sekvenciu
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aj napriek redukovanej citlivosti zarovnania.

6.3 Realne data

Experimenty s redlnymi datami mali byt pdvodne realizované s bisulfitovymi kniznicami
osekvenovanej DNA organizmu Silene latifolia a zarovnivané na sekvencie klastrov pouZi-
tych v simulaénych experimentoch. Tato rastlina sa vyznacuje velkym podielom transpozd-
novych sekvencii a vytvorené klastre maji dostatoéni velkost potrebnu pre taktuto formu
experimentov. V ¢asovom harmonograme realizovania tejto prace vSak bisulfitové sekvenéné
¢itania neboli dostupné, a preto som zvolil iné organizmy, konkrétne Zea mays a Oryza sa-
tiva s tym, ze na bisulfitovych datach Silene latifolia to bude testované az budu tieto udaje
dostupné a vzniknuty nastroj bude stcastou vyskumu metylécie rastlinnych transpozénov.

Pre Oryza sativa som mal dostupné simulované klastre TE a v pripade Zea mays som
prostrednictvom RepeatExploreru vytvoril nové klastre z orezanej kniznice genémovych
sekvencii. V obidvoch pripadoch neobsahovali jednotlivé klastre ani zdaleka také mnozstvo
sekvencii ako to je u organizmu Silene latifolia (napr. 690 sekvencii oproti 42110 pre najvicsi
klaster) a dlzka sekvencii je taktiez porovnatelne mensia. Z tychto dévodov bude velmi mal4
Sanca akéhokolvek mapovania do tychto klastrov.

Bisulfitové kniznice pre obidva organizmy som stiahol z Eurépskeho Nukleotidového
Archivu (European Nucleotide Archive - ENA). Ide o single-end ready ziskané platformou
Illumina. Jednotlivé sekvencné ¢itania boli kvalitativne upravené nastrojom Trim Galore
podla popisu predspracovania v sekcii 5.3.3. Vzniknuté ready s taktieZ porovnatelne kratsie
(priblizne 50bp) s datami Silene latifolia, s ktorymi mali byt tieto experimenty poévodne
realizované (90bp). Ani u jedného z tychto organizmov neboli dostupné kontrolné sekvencie,
preto bolo filtrovanie vypnuté.

Kvoli tejto charakteristike dat som ocakaval, ze zarovnanie transpozénovych sekvencii
a extrakcia metylacie budia pre takéto datasety velmi neefektivne.

Oryza sativa

U ryzi som bisulfitové sekvenéné ¢itania zarovnaval na simulovany klaster velkosti 690 sek-
vencii. Z kniznici obsahujtcej 10677048 readov sa do tohto klastru namapovalo len 12497
¢itani. Celkovo bola najdend metylacia v 570 sekvencidch (83%) klastru a aj napriek ta-
kémuto malému pocétu mapovani bolo mozné extrahovat metylaéni troven. Hodnoty pre
jednotlivé kontexty st zobrazené na obrazku 6.4.
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Obrazok 6.4: Metyla¢na troven repetitivnych sekvencii organizmu Oryza sativa v kontexte
CG (74.44%), CHG (60.88%) a CHH (6.78%).

Tento nalez relativne odpoveda trovni metylacie TE v rastlinnych organizmoch, jeho
validita je vSak silne ovplyvnena nedostacujicimi vstupnymi datami.

Zea mays

Pri kukurici bola situdcia eSte horsia. Pouzita bisulfitovd kniznica bola sice raz tak velka,
ready v nej mali ale mensiu dizku (platilo pre vietky skiimané kniznice) a sekvencie v klastroch
boli taktiez mensie v porovnani s Oryza sativa. Obidva tieto faktory tak stazili mapovanie
a z celkovych 27653233 readov sa do zvoleného klastru namapovalo len 17894 sekvencii.
Lokalizovand metyléacia predstavovala v kontexte CG 65.02%, CHG 47.55% a CHH 10.06%
na 2262 sekvenciach klastru velkosti 11852. Takisto ako v predchédzajicom pripade, ani
toto nie su hodnoty, ktoré by sa prili§ odliSovali od toho, ¢o je moZné ndjst v rastlinich,
ich relevantnost je vSak miniméalna. Metylaéné mapy konsenzualnych sekvencii u tychto or-
ganizmov nemohli byt ziskané, pretoZe neexistuji rekonstruované elementy, ktoré by sluzili
ako Sabldna pre tento proces.
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Kapitola 7

Z.aver

Cielom tejto prace bolo vytvorif nastroj na lokalizaciu a extrakciu metyla¢nych miest trans-
ponovatelnych elementov - transpozénov. Transpozény st prvky molekuly DNA, ktoré st
schopné sa premiestiiovat z jedného miesta DNA na druhé. Boli objavené v roku 1953
tomuto popisu odpoved4, ale existuju aj aktivne transponovatelné elementy produkujice
genetické zmeny pri ich zaclenovani do DNA molekuly. Medzi tieto zmeny patri predo-
vSetkym ovplyviiovanie génovej expresie a génové mutacie vyustujice v rozne choroby.
Ich genémovy vplyv moze byt aj pozitivneho charakteru, pretoze existuju dékazy o ich
prispeniu k zvic¢Sovaniu genému. Organizmy obsahujtce transponovatelné elementy naviac
disponuji mechanizmom, ktory im poméha s potlacovanim ich aktivity oznacovany ako
metylacia. Metylacia je dolezita epigenetickd modifikacia na nukleotidovych bazach, ktorou
sa vyznacuju vSetky vySSie organizmy a ovplyviiuje cely geném nie len transponovatelné
elementy. Niektoré experimenty dokonca ukazuju, Ze metyldcia by mohla byt vysledkom
obrany buniek pred parazatickymi transpozonmi, a tym by sa stali transpozény délezitou
stucastou evolicie vyssich organizmov.

Monitorovanie aktivity metylacie tychto mobilnych elementov nam preto moze poskyt-
nuf unikédtny néhlad do toho, v akom $tadiu vyvoja sa organizmus najviac bréani pred
vplyvom transpozénov a v akom je ich aktivita naopak prospesna. V dnesnej dobe je tieto
informécie mozné ziskat vdaka NGS metédam sekvenovania v kombinécii s aplikdciou hy-
drogénsiri¢itanu sodného (bisulfitu), vysledkom ktorych su kratke sekvencéné ¢itania nestce
informaciu o metylovanych cytozinovych bazach. Pre spracovanie bisulfitovych dat bolo uz
v predchadzajucich rokoch vyvinutych mnoho néstrojov a tito oblast bioinformatiky ve-
nujlca sa analyze epigenetickych faktorov je v dne$nej dobe velmi aktivna. Aj napriek tejto
skutocnosti neexistuje jeden nastroj riesiaci unikatne vyzvy, ktoré vnasaju transpozonové
sekvencie do analyzy metylacie. Ide predovsetkym o nukleotidové mutécie a vysoku troven
repeticie.

V ramci tejto prace vznikol nastroj, ktory vyuziva casti uz existujucich odladenych
programov relevantnych pre rieSenie urcitych faz celého procesu lokalizacie metylacie a im-
plementuje vlastni doplnkova funkcionalitu s adresovanim nedostatkov analyzy metylacie
bezne dostupnych néstrojov. Nastroj bol rozdeleny do piatich hlavnych casti, kde kazda
z nich plni vlastna tlohu so zarovnanim a extrakciou metylacie vystupujtcich ako tie naj-
dolezitejsie. Z informécii o konkrétnych metylovanych poziciach jednotlivych sekvencii je
ziskand podla navrhnutej metriky celkovd metylacia pre kazdy kontext a metyla¢nd mapa
pozdlz celej sekvencie reprezentujticej jednu rodinu transponovatelnych elementov. Tieto
informécie je mozné vyuzit ako priamy vystup vysledku experimentu alebo ako vstup pre
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dalsie Statistické spracovanie.

Funkcionalita vzniknutého nastroja bola prezentovana v experimentoch so simula¢nymi
datami a bolo v nich ukdzané, ako velmi vplyvaju jednotlivé Specifické vlastnosti trans-
pozoénov na vyslednu kvalitu irovne metylacie a ako tito kvalitu zlepsuju zavedené tech-
niky. Dodatoc¢né filtrovanie namapovanych sekvencii prinieslo urcité zlepSenie v pozitivnej
predikénej hodnote ako pri zarovnani (z 89.28% na 94.92%), tak aj v extrakcii metylacie
(zmena z 94.23% na 97.49%), ale detekcia nukleotidovych variant predstavovala rovnako
dolezitt, ak nie mierne délezitejsiu ¢ast v tomto procese. DalSie experimenty ukazali, ze
volba 3-pismenového mapovania bola vhodnou variantou pre ¢ast zarovnania, ale v celko-
vom procese extrakcie metyla¢nej trovne si viedla porovnatelne s dalSou metédou pracu-
jucou s divokou kartou. Pri experimentoch s redlnymi datami sa sila tohto néastroja prilis
neprezentovala, ¢o s velkou pravdepodobnostou mohlo byt spésobené nekvalitnymi zdrojo-
vymi kniZznicami. Vzniknuty ndstroj sa vSak bude vyuzivat na kvalitnejsich datach pri ana-
Iyze metyla¢nych miest transpozénov organizmu Silene latifolia v prebiehajicom vyskume
Akademie véd Ceské republiky, kde bude jeho funkcionalita s realnymi datami testovana
podrobnejsie.

Vzniknuty nastroj je mozné vyuzivat ako kompletna pipeline pre analyzu bisulfitovych
dat nizsej kvality, kde je potrebnéa prisnejsia kontrola kvality. Vdaka tomu, Ze nastroj pracuje
nad klastrami sekvencii ziskanymi pomocou aplikicie RepeatExplorer, v budtcnosti by
mohol predstavovat dalsi krok v analyze repetitivnych sekvencii.

Najdolezitejsie casti aplikacie - zarovnanie sekvencii a extrakcia presnych metylac¢nych
pozicii st realizované externymi nastrojmi so standardizovanymi vstupmi a vystupmi, a preto
je mozné tieto Casti priebezne nahradit za nové verzie s rozsirenou funkcionalitou alebo
kvalitnejsimi vysledkami a tym prispievat k ich tudrzbe. Hlavne ¢asti zarovnania by sa
v budiicnosti mala venovat pozornost, pretoze v stcasnosti je velkym problémom zarovna-
nie repetitivnych sekvencii, ktoré sa mapuji na viac genomickych pozicii. Vysledkom toho
st viacznaéné mapovania, ktoré sa neuvazuju pre nésledni analyzu, ale je mozné ich ziskat
v samostatnom sibore, a preto by mohli byt stc¢astou dalsieho spracovania.

Filtrovanie momentalne poskytuje najlepsie vysledky pre jeho zakladnt variantu - ak-
ceptovanie nalezov s mapovanim na rovnakil poziciu v 3-pismenovej aj v 4-pismenovej
abecede. V tejto ¢asti by mohol byt v budicnosti testovany iny néstroj pre zarovnanie ako
aktualny Bowtie2, ktory by eventuelne mohol poskytovat presnejsie vysledky.

Ako doplnok k faze spracovania metylaénych dét by mohla byt naviac implemento-
vana Statistickd analyza odlisSne metylovanych regiénov (DMR) vyuzivajica textové vystupy
tohto nastroja a generujica prehladné Statistiky vo forme grafov.

59



Literatura

1]

2]

[5]

[6]

[7]

[11]

[12]

[13]

454 pyrosequencing [online|. [cit. 2015-01-15].
URL http://454.com

DNA helix [online]. [cit. 2015-01-15].
URL http://www.wellcome.ac.uk/en/fourplus/DNA.html

Microbial Models: The Genetics of Viruses and Bacteria [online]. [cit. 2015-01-16].
URL http://www.bio.utexas.edu/faculty/sjasper/bio212/microbial.html

Nomenclature and Symbolism for Amino Acids and Peptides [online]. [cit.
2015-04-16].
URL http://chem.qgmul.ac.uk/iupac/AminoAcid

Sequence Alignment/Map Format Specification [online]. [cit. 2015-04-16].
URL https://samtools.github.io/hts-specs/SAMv1.pdf

What is FASTA format? [online]. [cit. 2015-04-16].
URL http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/FASTA

Quality Control, trimming and alignment of Bisulfite-Seq data (Prot 57) [online]. [cit.
2015-04-24].

URL http://www.epigenesys.eu/en/protocols/bio-informatics/
483-quality-control-trimming-and-alignment-of-bisulfite-seq-data-prot-57

Trim Galore! [online]. [cit. 2015-04-24].
URL http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/trim_galore/

Bowtie2: Fast and sensitive read alignment [online]. [cit. 2015-04-25].
URL http://bowtie-bio.sourceforge.net/bowtie2/manual.shtml

Andrews, S.: FastQC [online]. [cit. 2014-12-27].
URL http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc

Ashikawa, I.: Gene-associated CpG islands in plants as revealed by analyses of
genomic sequences. The Plant Journal, 2001, 26(6), 617-625.

Bao, W.; Jurka, M.; Kapitonov, V.; aj.: New Superfamilies of Eukaryotic DNA
Transposons and Their Internal Divisions. Molecular Biology and Evolution, 2009,
26(5), 983-993.

Barturen, G.; Rueda, A.; Oliver, J.; aj.: MethyExtract: High-Quality methylation
maps and SNV calling from whole genome bisulfite sequencing data. F'1000Research,
2013, 2:217.

60


http://454.com
http://www.wellcome.ac.uk/en/fourplus/DNA.html
http://www.bio.utexas.edu/faculty/sjasper/bio212/microbial.html
http://chem.qmul.ac.uk/iupac/AminoAcid
https://samtools.github.io/hts-specs/SAMv1.pdf
http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/FASTA
http://www.epigenesys.eu/en/protocols/bio-informatics/483-quality-control-trimming-and-alignment-of-bisulfite-seq-data-prot-57
http://www.epigenesys.eu/en/protocols/bio-informatics/483-quality-control-trimming-and-alignment-of-bisulfite-seq-data-prot-57
http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/trim_galore/
http://bowtie-bio.sourceforge.net/bowtie2/manual.shtml
http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc

[14]

[15]

[16]

[17]

[18]

[19]

[20]

[21]

[22]

[23]

[24]

Bock, C.: Analysing and interpreting DNA methylation data. Nature, 2012,
13(10)705-19.

Cartwright, R.; Graur, D.: The multiple personalities of Watson and Crick strands.
Biology Direct, 2011, 6:7.

Cock, P.; Fields, C.; Goto, N.; aj.: The Sanger FASTQ file format for sequences with
quality scores, and the Solexa/Illumina FASTQ variants. Nucleic Acids Research,
2010, 38(6), 1767-1771.

Cokus, S.; Feng, S.; Zhang, X.; aj.: Shotgun bisulfite sequencing of the Arabidopsis
genome reveals DNA methylation patterning. Nature, 2008, 452(7184): 215-219.

Deaton, A.; Bird, A.: CpG islands and the regulation of transcription. Genes and
Development, 2011, 25, 1010-1022.

Dennis, E.; Berttell, R.: DNA methylation of maize transposable elements is
correlated with activity. Philosophical transactions of the Royal Society of London,
1990, 326(1235), 217-229.

Desfeux, A.: Bisulfite-seq analysis [online]. [cit. 2014-12-27].
URL http://www.omictools.com/bisulfite-seq-c1217-pl.html

Feschotte, C.; Pritham, E.: DNA Transposons and the Evolution of Eukaryotic
Genomes. Annual review of genetics, 2007, 41, 331-368.

Firth, M.; Mori, R.; Asai, K.: A mostly traditional approach improves alignment of
bisulfite-converted DNA. Nucleic acids research, 2012, 40(13).

Goll, M.; Bestor, T.: Eukaryotic Cytosine Methyltransferases. Annual review of
biochemistry, 2005, 74, 481-514.

Hansen, K.; Langmead, B.; Irizarry, R.: BSmooth: from whole genome bisulfite
sequencing reads to differentially methylated regions. Genome Biology, 2012, 13, R83.

Havecker, E.; Gao, X.; Voytas, D.: The diversity of LTR retrotransposons. Annual
review of genetics, 2004, 5:225.

H.H. Kazazian, e. a.: Haemophilia A resulting from de novo insertion of L1 sequences
represents a novel mechanism for mutation in man. Nature, 1988, 332(10), 164-166.

Ikeda, R.; Kokubu, C.; K. Yusa, e. a.: Sleeping Beauty Transposase Has an Affinity
for Heterochromatin Conformation. Molecular and Cellular Biology, 2007, 27(5),
1665-1676.

Jarvie, T.: Next generation sequencing technologies. Drug Discrovery Today:
Technologies, 2005, 2(3), 255-260.

Kawashima, T.; Berger, F.: Epigenteic reprogramming in plant sexual reproduction.
Nature, 2014, 15, 613-624.

Kent, W.: BLAT-the BLAST-like alignment tool. Genome Research, 2002,
12(4)656-64.

61


http://www.omictools.com/bisulfite-seq-c1217-p1.html

[31]

[32]

33]

[34]

[35]

[36]

[37]

[38]

[39]

[40]

[41]

Koboldt, D.; Chen, K.; Wylie, T.; aj.: VarScan: variant detection in massively parallel
sequencing if indivdual and pooled samples. Bioinformatics, 2009, 25(17), 2283-2285.

Krakau, S.: Developing a BS-Seq Analysis Workflow for Genomic Variation and
Methylation Level Calling. Master thesis, Bioinformatik, Freie Universitit Berlin,
2013.

Krueger, F.; Kreck, B.; Franke, A.; aj.: DNA methylome analysis using short bisulfite
sequencing data. The Plant Journal, 2001, 26(6), 617-625.

Kunde-Ramamoorthy, G.; Coarfa, C.; Laritsky, E.; aj.: Comparison and quantitative
verification of mapping algorithms for whole-genome bisulfite sequencing. Nucleic
Acids Research, 2014, 42:e43.

Langmead, B.; Trapnell, C.; Pop, M.; aj.: Ultrafast and memory-efficient alignment of
short DNA sequences to the human genome. Genome Biology, 2009, 10:R25.

Li, Y.; Tollefsbol, T.: DNA methylation detection: Bisulfite genomic sequencing
analysis. Methods in molecular biology, 2011, 791:11-21.

Lister, R.; Pelizzola, M.; Dowen, R.; aj.: Human DNA methylomes at base resolution
show widespread epigenomic differences. Nature, 2009, 462(7271): 315-322.

Lister, R.; Pelizzola, M.; Kida, Y.; aj.: Hotspots of aberrant epigenomic
reprogramming in human induced pluripotent stem cells. Nature, 2011, 471, 68-73.

Martin, M.: Cutadapt removes adapter sequences from high-throughput sequencing
reads. EMBnet, 2011, 17(1), 10-12.

Miki, Y.; Nishisho, I.; A. Horii, e. a.: Disruption of the APC gene by a retrotransposal
insertion of L1 sequence in a colon cancer. Cancer research, 1992, 52(3), 643-645.

Munoz-Lépez, M.; Garcia-Pérez, J. L.: DNA Transposons: Nature and Applications
in Genomics. Current Genomics, 2010, 11(2), 115-128.

Murrell, A.: DNA methylation and Genome Stability [online]. [cit. 2015-01-16].
URL http://www-medchem.ch.cam.ac.uk/lab_rotations/murrell.php

Novéak, P.; Neumann, P.; Pech, J.; aj.: RepeatExplorer: a Galaxy-based web server
for genome-wide characterization of eukaryotic repetitive elements from next
generation sequence reads. Bioinformatics, 2013, 29(6)792-3.

Pedersen, B.; Hsieh, T.; Ibarra, C.; aj.: MethylCoder: software pipeline for
bisulfite-treated sequences. Bioinformatics, 2011, 27(17), 2435-2436.

Pray, L.: Transposons: The Jumping Genes [online|. [cit. 2014-11-30].
URL http:
//www.nature.com/scitable/topicpage/transposons-the-jumping-genes-518

Salanda, V.: Optimization of the next-generation sequencing data alignment.
Diplomova prace, Faculty of information technology, Brno University of technology,
2013.

62


http://www-medchem.ch.cam.ac.uk/lab_rotations/murrell.php
http://www.nature.com/scitable/topicpage/transposons-the-jumping-genes-518
http://www.nature.com/scitable/topicpage/transposons-the-jumping-genes-518

[54]

[55]

[56]

[57]

SanMiguel, P.; Gaut, B.; Tikhonov, A.; aj.: The paleontology of intergene
retrotransposons of maize. Nature Genetics, 1998, 20(1), 43-45.

Shendure, J.; Ji, H.: Next-generation DNA sequencing. Nature biotechnology, 2008,
26, 1135-1145.

Singal, R.; Ginder, G.: DNA Methylation. Blood Journal, 1999, 93(12).

Smith, A.; Chung, W.; Hodges, E.; aj.: Updates to the RMAP short-read mapping
software. Bioinformatics, 2009, 25, 2841-2842.

Snustad, D.; Simmons, M.: Genetika. Munipress, 2009, iSBN 978-80-210-4852-2.

Tatarinova, T.; Kerton, O.: DNA Methylation - From Genomics to Technology.
InTech, 2012, iSBN 978-953-51-0320-2.

Tran, H.; Porter, J.; Sun, M.; aj.: Objective and Comprehensive Evaluation of
Bisulfite Short Read Mapping Tools. Advances in Bioinformatics, 2014, 2014:472045.

Yaping, L.; Siegmund, K.; Laird, P.; aj.: Bis-SNP: Combined DNA methylation and
SNP calling for Bisulfite-seq data. Genome Biology, 2012, 13:R61.

Yoder, J.; Walsh, C.; Bestor, T.: Cytosine methylation and the ecology of
intragenomic parasites. Trends in genetics, 1997, 13(8), 335-340.

You, J.: BSSim: Bisulfite sequencing simulator for next-generation sequencing
[online]. [cit. 2015-05-02].
URL 122.228.158.106/BSSim

Yutaka, S.; Junko, T.; Toutai, M.: Bisulfighter: accurate detection of methylated
cytosines and differentially methylated regions. Nucleic acids research, 2014, 42(6):
e45.

63


122.228.158.106/BSSim

	Úvod
	DNA
	Štruktúra DNA
	Význam
	Génová expresia
	CpG ostrovy

	Transpozóny
	Rozdelenie
	Funkcia
	Regulácia

	Metylácia DNA
	Popis
	DNA metylácia v rastlinách
	Demetylácia a deaminácia


	Sekvenovanie DNA
	Next-generation sekvenovanie
	454 pyrosequencing
	Illumina Genome Analyzer (Solexa)
	Applied Biosystems (AB) SOLiD

	Bisulfitové sekvenovanie

	Bioinformatické spracovanie bisulfitových dát
	Profilovanie DNA metylácie
	Predspracovanie sekvencií
	Zarovnanie
	Analýza metylačných miest
	Kontrola kvality

	Bioinformatické nástroje
	Bisulfitové mapovanie
	Extrakcia metylácie
	Porovnanie nástrojov


	Nástroj na lokalizáciu metylácie
	Analýza lokalizácie metyláčných miest transpozónov
	Mapovanie a filtrácia
	Extrakcia metylácie a spracovanie dát

	Konštrukcia nástroja na lokalizáciu metylačných miest transpozónov
	Mapovanie bisulfitových readov
	Redukcia abecedy
	3-písmenové mapovanie
	Bismark
	4-písmenová kontrola kvality mapovania

	Extrakcia úrovni metylácie
	MethylExtract
	Spracovanie metylačných údajov


	Výsledky
	Metacentrum
	Simulácie
	Simulačný nástroj BSSim
	Simulované dáta
	Experimentálna metóda
	Nastavenie parametrov
	Experimentálne výsledky

	Reálne dáta

	Záver

