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Typy NGS experimentů

Název

amplikon

exom

transkriptom
(RNA-seq)

ChIP-seq

CLIP-seq

...

Materiál

DNA

DNA

RNA

DNA

RNA

...

Cílí na ..?

malý počet vybraných genů

všechny geny

dle typu RNA, nejčastěji 
protein-kódující

sekvence DNA, které váže 
vybraný protein

sekvence RNA, které váže 
vybraný protein

...

Cíl experimentu?

hledání variant

hledání variant

hledání exprimovaných variant, 
exprese RNA

hledání vazebných míst 
proteinů

interakce proteinů s RNA

...



Příprava knihovny a sekvenace

1) izolace DNA / RNA

2) RNA na cDNA / DNA

3) fragmentace

4) adaptery

5) sekvenování

@HWI-7001454:80:C3PEGACXX:5:1207:11848:82728
GCAGAAGAGAAGGCGTGGCATAAGAGAAGACGCGGTTGTTCTGTAGAGAG
+
??<D;?22AA;;;E:1@EDC3CE<9?;@DADDD<DDD<AC@8=C######



Základní schéma analýzy NGS dat

l 1. Primární data

Sekvence (ready) ve formátu fastq

@HWI-7001454:80:C3PEGACXX:5:1207:11848:82728
GCAGAAGAGAAGGCGTGGCATAAGAGAAGACGCGGTTGTTCTGTAGAGAG
+
??<D;?22AA;;;E:1@EDC3CE<9?;@DADDD<DDD<AC@8=C######

- několik desítek milionů 
sekvencí (50 – 150 bází), 
což odpovídá několika GB 
dat na 1 experiment

→ kontrola kvality primárních dat     
(např. program FastQC)

FastQC

single-end vs pair-end sekvenování

single-end

pair-end



Základní informace o experimentu

 vždy 

FastQC



Kvalita sekvenace
Distribuce Phred skóre jedn. bází

DOBŘE ŠPATNĚ

Co s tím?
ŘEŠENÍ: ořez koncových bází

FastQC

Phred skóre = 
-log10 * P 
(pravděpodobnost 
nesprávného určení 
báze)

varování: Q < 10, 
median < 25
chyba: Q < 5, median 
< 20

pozice báze v readu



Kontaminace
Nadměrně zastoupené sekvence

  5' adapter         DNA sekvence        3' adapter

sekvenace

FastQC

Co s tím?
ŘEŠENÍ: nedojde k alignmentu na referenční genom

Co s tím?
ŘEŠENÍ: programy, které umí adaptery z dat odstranit

2) Technické artefakty

1) Adaptery



Základní schéma analýzy NGS dat

l 2. Alignment (mapování) x assembly

- mapování sekvencí na referenční 
genom

- de novo skládání genomu



Základní schéma analýzy NGS dat

l 2. Alignment (mapování) x assembly

- mapování sekvencí na referenční 
genom

- de novo skládání genomu



Základní schéma analýzy NGS dat

l 2. Alignment (mapování) x assembly

- mapování sekvencí na referenční 
genom

- de novo skládání genomu

- výhodný, když je dostupný 
referenční genom

- rychlý, provede i normální stolní 
počítač

- problém u repetitivních sekvencí

- alignery (BWA, STAR, ..)

- pokud není dostupný referenční 
genom nebo pokud chceme 
individuální referenční genom

- velmi náročný: čas, výkon stroje

- velké problémy u repetitivních 
sekvencí



Alignment

reference: AAATGCCGTACCGTCGTCGCCTACGAGAGGATTACTCGGTTTACCGTATCG 

read 1   TACCGTCGCTA



Alignment

reference: AAATGCCGTACCGTCGTCGCCTACGAGAGGATTACTCGGTTTACCGTATCG 

TACCGTCGTCGread 1



Alignment

reference: AAATGCCGTACCGTCGTCGCCTACGAGAGGATTACTCGGTTTACCGTATCG 

TACCGTCGTCGread 1

read 2
CGCCTACCAGA



Alignment

reference: AAATGCCGTACCGTCGTCGCCTACGAGAGGATTACTCGGTTTACCGTATCG 

TACCGTCGTCGread 1

read 2 CGCCTACCAGA

read 3

read 4

read 5

read 6

ACCAGAGGATT

CAGAGGATTAC

GTCGCCTACCA
CTACCAGAGG



Kontrola kvality alignmentu

mapping quality = -10 * log
10

Pr 

(Pr = pravděpodobnost, že je read nesprávně namapován)

Co s tím?
ŘEŠENÍ: ready s nízkou map. kvalitou nejsou ve většině analýz brány v potaz

reference mapping kvalita

M
ap

pi
ng

 k
va

lit
a

P
oč

et
 b

p



Kontrola kvality experimentu
Pokrytí

Je třeba vždy zvolit vhodnou referenci
(např. exom: omezení pouze na vybírané regiony při přípravě sekvenační 
knihovny)

reference

po
kr

yt
í

Co s tím?
ŘEŠENÍ: např. exom: k označení SNVs je potřeba určité pokrytí dané báze



Kontrola kvality experimentu
PCR duplikáty

Co s tím?
ŘEŠENÍ: ve většině experimentů nejsou brány v analýze v potaz 

kolikrát je read duplikován

po
če

t 
re

ad
ů



Základní schéma analýzy NGS dat

l 3. Specifické kroky analýzy dle NGS experimentu

Variant calling (hledání variant) – amplikon, exon, RNA-seq

Typy variant:

- SNVs (single nucleotide variant) = záměna 1 báze

- indely = krátké inzerce nebo delece (1 – 100 bází)

- CNVs (copy number variants) = duplikace nebo delece velkých oblastí

- strukturální = translokace nebo inverze velkých oblastí beze změny počtu 
těchto oblastí v genomu

- somatické (nedědičné)

- germinální (dědičné)

CGCCTACCAGA

CGC----AGA x CGCCTATATCCAGA 

CGCCTACGAGA



reference: AAATGCCGTACCGTCGTCGCCTACGAGAGGATTACTCGGTTTACCGTATCG 

TACCGTCGTCGread 1

read 2 CGCCTACCAGA

read 3

read 4

read 5

read 6

ACCAGAGGATT

CAGAGGATTAC

GTCGCCTACCA
CTACCAGAGG

SNVs: G → C, allele frequency 100 %

Variant calling (hledání variant) – amplikon, exon, RNA-seq

l 3. Specifické kroky analýzy dle NGS experimentu



Variant calling (hledání variant) – amplikon, exon, RNA-seq

l 3. Specifické kroky analýzy dle NGS experimentu

IGV



Hledání fúzních genů – RNA-seq

l 3. Specifické kroky analýzy dle NGS experimentu

read pairs

junction reads



l 3. Specifické kroky analýzy dle NGS experimentu

Exprese RNA / genů – RNA-seq

- počítání countů (readů)



l 3. Specifické kroky analýzy dle NGS experimentu

Exprese RNA / genů – RNA-seq

- počítání countů (readů)



l 3. Specifické kroky analýzy dle NGS experimentu

Příklad: hledání fúzních genů  &  exprese RNA - RNA-seq

preB-ALL s přestavbami v genu DUX4

- 4 % všech preB-ALL, 16 % z B-others

- „objev roku“ 2016

- skupina preB-ALL se specifickým expresním 
profilem a častými delecemi genu ERG



Děkuji za pozornost!
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