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FREE

FREE

$900 / rok

$2600 / rok
$??? / rok

FREE na 
Metacentrum

FREE na Metacentrum
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DATABÁZE ‐ Velká trojice EMBL/NCBI/DDBJ
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NCBI databáze
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Příklad stahování dat z NCBI
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File Transfer Protocol – FTP (FTPS, SFTP)

FTP přes webový 
prohlížeč
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Co musím znát:
Hostitel –
Uživatelské jméno –
Heslo –
(port + protokol)
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Sekvenační servis nebo centrální laboratoř (CF 
– Core Facility) 
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Jak vypadá produkt poskytnutý sekvenačním
servisem nebo centrální laboratoří (CF – core
facility)

• Přes webové rozhraní
• Externí disk
• FTP
• Filesender
• Aspera
• Etc.
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Nahrávání hrubých NGS dat do SRA NCBI
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Formát sekvenčních dat

• FASTQ
• FASTA
• SAM/BAM 
• GFF
• BED
• VCF



FASTQ [fa:stkju:]

• Nukleotidová sekvence + odpovídající Phred quality scores (Q)
• textový formát (4 řádky/1sekvence)
• přípona obvykle *.fq nebo  *.fastq (často GNU zip, *.fastq.gz)
• sekvence + kvalita zastoupena jedním znakem ASCII
• Malý soubor v notepadu, velký soubor nahlížení pomocí less/more, 
head/tail (linux terminal – lt)
• FASTQC / MULTIQC

Kontrolní otázka:

100 řádků FASTQ, kolik je to 
readů a co z toho vyplývá 
ohledně párovosti dat?
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Phred score (Q)

• 10x záporný logaritmus o základu 10 pravděpodobnosti chyby

P = 0.1 10‐1

P = 0.01    10‐2

P = 0.001      ‐3

P = 0.0001    ‐4

P = 0.00001   
P = 0.000001

Q = ‐10 log10P        x = loga y    ax = y
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Převodní tabulka různých Qs
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Hlavičky readů
@HWI-ST193:542:C2H0GACXX:8:1101:4404:2179 1:Y:0:ACACGA

ATGCNTTTTATAATCAAAGCAGAAGCTTTATGCTAGCTAGCATATAAT

+

<<<<<#2<:5>:944>:??AAAAAAAAABAAAABBBBB??????????

@ - začátek readů (hlavička)
@HWI-ST193 - Jméno stroje (od výrobce)
542 – run ID
C2H0GACXX - flowcell id
8 - flowcell lane
1101 – tile number
4404 - x-coordinate
2179 - y-coordinate
1 - část páru 
Y - filter status (Y/N)
0 – status kontrol. Bit. (0 nebo sudá čísla)
ACACGA  - sekvence indexu



FASTQC

• První náhled na NGS data (short reads, illumina)
• Výstup ‐ HTML formát
• Možnost spouštět z terminalu (linux) i v rámci GALAXY (web)
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FASTQC summary + basic statistics
Dobrá data Špatná data

Analýza (mapování, 
sestavování 
genomu)

Pre‐processing
Trimming
Filtrování
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Per base sequence quality
Dobrá data Špatná data
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Per tile sequence quality
Dobrá data Špatná data

Obrázky vytvořil Vratislav Peška



Per sequence quality scores
Dobrá data Špatná data
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Per base sequence content
Dobrá data Špatná data
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Per sequence GC content
Dobrá data Špatná data
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Per base N content
Dobrá data Špatná data
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Sequence Length Distribution
Dobrá data Špatná data
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Sequence Duplication Levels
Dobrá data Špatná data
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Overrepresented sequences
Dobrá data Špatná data
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Adapter Content
Dobrá data Špatná data
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GALAXY



FASTA [fa:stei]

• Textový soubor, přípony *.fa, *.fas, *.fasta, *.fna
• Řádky – lines – command line
• Zalamování (UNIX/DOS)
• NCBI příklad
• multifasta
>hlavička‐1
GATCGATCG
>hlavička‐2
ATCGATCGATCG
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SAM (BAM) ‐ sekvence, mapování, kvalita…
• Textový – TAB‐delimited/TAB‐separated. *.sam *.bam

• SAM = sequence alignment map (BAM – binární SAM tj. zapsaný formou jedniček a nul)

Hlavička je nepovinná a skládá se z řádků:

@HD – (řádek hlavička) VN:(verze formátu) SO:(alignment seřazen podle – unknown/unsorted/queryname/coordinate) GO:(group order –
none/query/reference)

@SQ – (slovník referenční sekvence, může být více @SQ řádků) SN: jméno referenční sekvence (každá SQ musí mít unikátní SN tag) LN: (délka referenční 
sekvence 1 – (123‐1)) AS: identifikátor genomového assembly M5:MD5 kontrolní součet sekvence SP: (species) UR: (URI – http:; ftp: file‐systém path)

@RG – (read group information , může být více @RG řádků) ID:(unikátní pro každý @RG) CN:jméno sekvenačního centra DS:description DT:date run 
ISO8601 FO:flow order KS:key sequence LB:library PG:program of processing PI:median insert size PL:platform model PU:platform unit unikátní 
identifikátor SM:sample name

@PG – (info o programu pro vytvoření BAM/SAM) ID:unikátní identifikátor PN:jméno programu CL:command line PP:previous @PG‐ID DS:popis programu 
VN:verze programu

@CO Line – (jednořádkový textový komentář)

Sekce alignmentu

11 povinných polí (sloupců) + další volitelné (pole SEQ * = sekvence není uložena)

QNAME: query name (=FASTQ) FLAG: RNAME:jméno referenční sekvence (jedna z SN z @SQ řádku) POS:první shoda v referenci vlevo MAPQ:kvalita 
mapování CIGAR:charakter shody RNEXT:jméno reference dalšího namapovaného readů PNEXT:pozice dalšího namapovaného readu TLEN:délka 
pozorované shody SEQ: sekvence readů (=FASTQ) QUAL:quality scores(=FASTQ)

QNAME:            FLAG:  RNAME: POS: MAPQ:  CIGAR:   SEQ:
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GFF/GTF ‐ general feature format/general
transfer format (GFF2=GTF, GFF3)
• Textový soubor – TAB‐delimited, přípony *.gff *.gtf
• Popisuje geny a jiné >>features<< v DNA, RNA, proteinových sekvencích
• Každý feature má svůj řádek (8 povinných polí/sloupců, které nesmí být prázdné – >> . <<)
seqname source feature start end score strand frame {attributes comments}
seqname – jméno sekvence, může být shoda s EMBL/Genbank/DDBJ
source – program, který identifikoval feature
feature – gen, exon, repeat, transcript…
start – pozice 1. nt
end – pozice posledního nt
score – floating point value
strand – + (forward) – (reverse)
frame – 0/1/2/.
attributes 
comments
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BED ‐ Browser Extensible Data
• Textový soubor – TAB‐delimited, *.bed

• Primární účel ‐ anotace genomových dat

• Mohou mít hlavičku s řádky:

browser

track

#
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VCF (BCF) ‐ Variant Call Format

• Textový soubor, TAB‐delimited, rozšíření GFF3

• Primárně pro anotaci včetně varianility (nejčastější SNPs, malé INDELs)

• gVCF

Kontrolní otázka:

Jaký je rozdíl mezi SNP a SNV?

metadata

data
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Jaký je rozdíl mezi SNP a SNV?

• single nucleotide variant (SNV)
• single nucleotide polymorphism (SNP)

• single‐base substituce (real‐time PCR, microarrays, NGS)
• SNV variatna na úrovni 1 nukleotidu v genomu populace
• SNP variatna na úrovni 1 nukleotidu  v genomu zárodečné linie
alespoň u 1% populace.
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GVF Examples ‐ SO Wiki 
(sequenceontology.org)
• GVF
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Command line introduction

Type cmd and press enter

dir (+ enter)
cd
cd ..
G:
del
mkdir
rmdir
ipconfig
netstat
ping
systeminfo
cls
color 0A
title

šipky nahoru dolu
tabulator

Is there a Windows 
command line with smart 
bash‐like autocompletions / 
command history? ‐ Super 
User

key F7

označ text + right‐click
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Dot plot  (dotter)
ST
AT
IS
TI
KA

BI
O
IN
FO

RM
AT
IK
A
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Dotplot
Sekvence A

Sekvence B

AAATCGGCTAGCCGCAATGCCCAGTAAAGCAGCTTAAGAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA Obrázky vytvořil Vratislav Peška



JDotter
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Virtualizace – cesta k linuxu (windows)
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WSL – window for subsystem linux
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nainstalovat aplikaci (virtuální systém)

Ubuntu 20.04 LTS
download VS + instalace VS + restart celého 
počítače
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MetaCentrum
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Array‐CGH (rozlišení ~ 0,1 Mb)Klasický karyotyp (rozlišení ~ 5 Mb) NGS (rozlišení- jednotlivé báze)

Prenatální diagnostika
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Array‐CGH (rozlišení ~ 0,1 Mb) NGS (rozlišení- jednotlivé báze)

Doba odezvy (TAT)

? ?

QF‐PCR

v den odběru 1‐2 týdny 2‐3 týdny



Array‐CGH (rozlišení ~ 0,1 Mb) NGS (rozlišení- jednotlivé báze)

Cena $$$

? ?

QF‐PCR

$ $$ $$$



„Netušíme, kde a co hledat“

array CGH NGS
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NGS v prenatální diagnostice

•Panely genů pro specifické fenotypové skupiny 

• např. vrozené srdeční vady, RASopatie, skeletální vady

•WES (popř. WGS) – u nás Heredity panel (klinický exom 3332 genů)

• trend WES + CNV (2v1) 

• NIPT – neinvazivní prenatální testování
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RASopatie – sy Noonanové
Syndrom Noonanové

Noonan‐like (CBL syndrom) 

Noonan‐like sy with loose anagen hair

Costello syndrom

Hereditární gingivální fibromatóza

Jaffe Campanacci syndrom

Kardio‐facio‐kutánní  syndrom (CFC)

Legius syndrom (NF1‐like)

LEOPARD syndrom (Multiple lentigines)

Neurofibromatóza typu 1

Neurofibromatóza typu 2

Neurofibromatosa‐Noonan (NFNS)

Watson syndrom



Indikace pro prenatální diagnostiku of RASopatií:

• zvýšené šíjové projasnění (NT) nebo cystická

hygroma (karyotyp, aCGH v normě) v kombinaci s:

» hydrops fetalis

» srdeční anomálie

» polyhydramnion a/nebo pleurální výpotek

» specifické faciální anomálie

(hypertelorismus and micrognathia)

» ledvinové anomálie

Rasopathy genes

SHOC2PTPN11

A2ML1SOS1

LZTR1RAF1

RASA2RIT1

SOS2BRAF

MAP2K2KRAS

HRASNRAS

SPRED1MAP2K1

NF1RRAS

NF2CBL

RASopatie – sy Noonanové



Klinický popis

matka 32 let

UZ:

• 13/14/16/19 tg NT:2,3/3,1/1,8 mm

• 14/16 tg jugular lymfatické vaky

• 19 tg anomálie renálního duplexu a

hypertrofie pravé komory

RASopatie – sy Noonanové



IVF
13 gw ‐ NT 6 mm 
17 gw ‐ total fetal hydrops with subcutaneous infiltration, ascites

Mutation in RIT1:  c.319A>G, p.Met107Val  de novo

Noonan syndrome

RIT1 (RIT1)     ̴5 % cases (Aoki et al., 2016), causal gene since 2013 
Milosavljević et al., 2016:

UZ: zvýšené NT, lymfatické vaky, duplikace renálního systému, polyhydramnion, hydrops s lymfedémem, hydrothorax, ascites.

Ve 26. t. g. intrauterinní úmrtí plodu.

Pitva plodu prokázala edém, kraniofaciální abnormality charakteristické pro sy Noonanové (hypertelorismus, nízko posazené uši, široký krk).

 14 gw ‐ NT 8 mm, lymphatic sacs, hygroma colli, renal pelvis bilat 2.5 mm, susp. CHD

 16 gw ‐ NT 5 mm, lymphatic sacs, agenesis ductus venosus, 

 19 gw NT 4 mm, dilatation of renal pelvis 8 mm, hypertelorism, low set earlobes, CHD

 RAF1 c.770C>T de novo (several publications)



Molekulární diagnostika:
QF‐PCR norma (13, 18, 21, X a Y)
Karyotyp norma
array‐CGH – žádná patogenní varianta

RASopatie NGS panel

RASopatie – sy Noonanové

Kauzální mutace:

PTPN11: c.853T>C (p.Phe285Leu) – de novo
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RASopathies

CARDIOMYOPATIE
S

ARHYTMIAS
CONGENITAL
HEART DISEASE

AORTOPATHIES

Cardio panel 

230 genes
CHD ~ 90%

RASopathies

21 genes
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15%

10%

12%

10%
53%

aneuploidie

mikrodelece/mikroduplikace
(CNV)

monogenní

enviromentální

nejasná

Ethiology of CHD

aneuploidies

microdeletion/duplications

monogenic

enviroment

unclear
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WES – celoexomové sekvenování



WES – celoexomové sekvenování

Milroy syndrom

Mutace v genu FLT4 c.3075G>A p.(Met1025Ile)

vascular endothelial growth factor 3
‐ regulace vývoje struktur lymfatického systému

Drury et al., Pren. Diagn., 2015



KARYOTYP/QF‐PCR
diagnostická výtěžnost

Downův syndrom

Pataův syndrom

Edwardsův syndrom

Turnerův syndrom

Triploidie

další aneuploidie 

nebalancované přestavby (5‐10 Mb)  

karyotyp/
QF‐PCR
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KARYOTYP/QF‐PCR + array‐CGH
diagnostická výtěžnost

Downův syndrom

Pataův syndrom

Edwardsův syndrom

Turnerův syndrom

Triploidie

další aneuploidie 

nebalancované přestavby (5‐10 Mb)

Mikrodelece a mikroduplikace (10 kb)

UPD, AOH  

Array‐CGH

karyotype
/QF‐PCR
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KARYOTYP/QF‐PCR + array‐CGH + WES
diagnostická výtěžnost

Downův syndrom

Pataův syndrom

Edwardsův syndrom

Turnerův syndrom

Triploidie

další aneuploidie 

nebalancované přestavby (5‐10 Mb)

Mikrodelece a mikroduplikace (10 kb)

UPD, AOH 

Monogenní nemoci 

karyotyp

karyotyp/QF‐PCR

Array‐CGH

WES
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Interpretace SNP variant
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• aktuální verze!!! (hg38 a GRCh38)

• UCSC, NCBI, Ensembl – Genome Browser

• LOVD

• HGMD

• ClinVar

• OMIM + dbSNP

• UniProt

Databáze



1966

1967

1970

1975

1980

1985

1990

1994

1997

1998

2002

2005

2008

2010

2015

1 1 1
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1966

1967

1970

1975

1980

1985

1990

1994

1997

1998

2002

2005

2008

2010

2015

1 1 1

Další zdroje fetálního materiálu pro 
prenatální diagnostiku

Volná fetální DNA v maternální cirkulaci
Detekovatelná od 5. tg

Po porodu mizí za 30‐60 minut

3 – 25 % celkové cirkulující DNA 

Původ z trofoblastu

Obrázky vytvořil Vratislav Peška



• pro X vázaná onemocnění, př. hemofilie, DMD
• při nejasnosti genitálu na UZ

určení pohlaví 

RhD genotypizace plodu

monogenní onemocnění

AD: achondroplázie, thanatoformní dysplázie, Huntingtonova chorea, 
myotonická dystrofie
AR: beta‐talasemie, cystická fibróza, kongenitální adrenální 
hyperplázie
X vázené: hemofilie, retinitis pigmentosa

Volná fetální DNA cirkulující v krvi matky

určování otcovství



1966

1967

1970

1975

1980

1985

1990

1994

1997

1998

2002

2005

2008

2010

2015

1 1 1

NIPT aneuploidií
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Chromozóm 21

Euploidní Trizomie 21

z‐ score
NCV – normalised chromosome value
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Falešně pozitivní / negativní / zkreslené 
výsledky NIPT

• feto‐placentární mozaicismus

1‐2% všech těhotenství

Obrázky vytvořil Vratislav Peška



Falešně pozitivní / negativní / zkreslené 
výsledky NIPT

• feto‐placentární mozaicismus

• „mizející“ dvojčata (8 týdnů; 0,23%)

• rozdílný karyotyp u vícerčat

•maternální karyotyp, mozaicismus

• terapie (transfuze, transplantace…)

•malignita (1 na 1000 těhotenství)



Forenzní analýza DNA

Obrázky vytvořil Vratislav Peška



Forenzní analýza DNA – vzorky

• Stěry (FLOQ) – bukální stěry úplně izolováno od všeho ostatního
• Věcné stopy – laboratoř (kousek látky, případně dodatečný stěr) –
krev vata, jinak FLOQ

Forenzní analýza         – izolace
• Izolační kity např. QIAGEN

Forenzní analýza DNA– kvantifikace, amplifikace, vyhodnocení



Forenzní analýza DNA ‐ kvantifikace

• Je potřeba 5pg/ul (17ul do reakce)
• Stanovení pomocí qPCR (Silné vzorky, tj. krev, sliny, sperma – více pod 
kontrolou ruční příprava vzorků, Slabé vzorky, tj. ze zbraní, páčidel, 
klik atd. pomocí pipetovacích robotů)
• Celková lidská DNA + Y DNA
• Když pod limit ‐> konec
• Když nad limit ‐> amplifikace 23+1 STR markerů



Forenzní analýza DNA ‐ amplifikace

• Analýza 23+1 STR markerů
• Znásilnění – vylučovací metoda Y
• mtDNA – vylučovací metoda v ženské linii

Obrázky vytvořil Vratislav Peška



Forenzní analýza DNA ‐ vyhodnocení

• geneMapper
• CODIS – combined DNA index system (FBI)
• Databáze DNA PČR (jména nezávisle na CODIS)

Obrázky vytvořil Vratislav Peška



Závěr:

Seznámili jsme se s metodami analýzy (např. genomových) sekvencí v základním i 
aplikovaném výzkumu.

Uvedli jsme si, kde genomové sekvence získat (sekvenací/stahováním z databází) a 
jak pracovat s velkými objemy datových souborů

Probrané databáze: GenBank, SRA, a přehled několika dalších

Vysvětlili jsme si funkci a strukturu formátů, ve kterých jsou sekvenační data 
uchovávána a zpracovávána

Probrali jsme sw Geneious, FASTQC, JDotter, RepeatExplorer, úvod práce v linuxu a 
příkazové řádce

Zběžně jsme se seznámili s forenzní analýzou DNA a sekvenační prenatální 
diagnostikou


