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ABSTRAKT

Chimérické sekvence jsou Castym artefaktem vyskytujicim se v sekvenacnich datech po
amplifikaci vzorkl polymerazovou fetézovou reakci. Vyskyt téchto artefaktd mize vy-
razné znehodnotit vysledky provadéné analyzy. Proto je detekce a nasledna filtrace chimé-
rickych sekvenci nezbytnym krokem ve vypocetnim zpracovani sekvenacnich dat. Soucasti
této prace je vysvétleni mechanismu vzniku téchto artefaktd a také moznosti omezeni
jejich vyskytu. Cilem této prace je realizace algoritmu pro detekci a filtraci chimér v
jazyce R a nasledné testovani Gspésnosti algoritmu na vlastnich datech poskytnutych
Vyzkumnym Gstavem veterinarniho lekarstvi v Brné.

KLICOVA SLOVA

Operacni taxonomicka jednotka, metagenomika, polymerdzova fetézova reakce, next-
generation sekvenovani

ABSTRACT

Chimeric sequences are the most common artifacts that can occur in sequencing data
after the sample amplification using the polymerase chain reaction. The presence of
these artifacts can negatively affect results of the analysis. Therefore, the detection and
subsequent filtration of chimeric sequences is an important step in the computational
processing of sequencing data. This work deals with the principle of chimera formation
and possibility of reducing their occurrence. The aim of this work is to implement an
algorithm for chimeras detection in R language and testing its accuracy on data provided
by the Veterinary Research Institute in Brno.

KEYWORDS

Operational taxonomic unit, metagenomics, polymerase chain reaction, next-generation
sequencing
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Uvod

Sekvenovani genetické informace za ucelem nahlédnuti na kompozici mikrobialni
komunity prostiedi se od vzniku Next-generation sekvenaé¢nich technologii (NGS)
stalo nedilnou soucasti mnoha obort. Paralelni sekvenace, ktera je specifickou vlast-
nosti NGS technologii, zajistuje nejen cenovou dostupnost sekvenovani, ale Setif i
cas straveny nad sekvenovanim velkého mnozstvi dat.

Z obor1, které provadéji pravé mikrobialni analyzy za tcelem odhaleni diverzity
mikroorganismi, je to naptiklad medicina, kterd vyuziva sledovani slozeni mikro-
bioty zdravych a nemocnych pacientt pro odhaleni moznych souvislosti mezi one-
mocnénim a zménou kompozice mikrobioty. Napiiklad v onkologii byla zaznamenana
uzka souvislost mezi pritomnosti uréitych mikroorganismii a jejich nemalym uc¢inkem
na karcinogenezi. Na druhou stranu je snaha urcit kompozici normalni mikrobioty,
jejiz slozeni vsak neni zavislé jen na stavu pacienta (zdravy/nemocny), ale mnoha
ruznych aspektech, které viceméné znemoznuji jeji urceni. [1]

Limitaci mikrobidlnich analyz zlstévaji artefakty vzniklé predevsim pii ampli-
fikaci vzorkt. Vyskyt téchto artefaktl v datech mutze vést ke Spatné interpretaci
dosazenych vysledki, zptsobené predevsim vyskytem falesnych mikrobialnich komu-
nit. Proto cilem mnoha bioinformatickych algortimi zustava odstranéni ¢i alespon
minimalizace téchto artefaktii, kterymi mtizou byr napriklad chimérické sekvence.

Cilem této prace je teoretické objasnéni vzniku tzv. chimérickych sekvencich,
které tvori vyznamnou ¢ast artefakti v mikrobialnich datech. Déle jsou v teoretické
¢asti uvedeny sekvenancni technologie, kterymi dand mikrobialni data muzou byt
sekvenovana.

V praktické ¢asti je uvedeny popis navrzeného algoritmu realizovaného v jazyce
R. Ten je nasledné otestovan na vlastnich datech poskytnutych Vyzkumnym tustave
veterinarniho lékatstvi v Brné a jeho vysledky jsou srovnany s dostupnymi algortimy

pro detekci a filtraci chimér.



1 Metagenomika

Metagenomika se obdobné jako genomika zabyva studiem genomu organismu. Roz-
dilem vsak mezi témito obory je predpona ,meta“, ktera poukazuje na studium
néceho vétsiho, nez je samotny organismus. Z toho divodu lze metagenomiku defi-
novat jako studium genomi mikroorganismi vyskytujicich se v ur¢itém prostredi [2].
Jelikoz metody zalozené na kultivaci bakterii nejsou schopné odhalit redlné zastou-
peni jednotlivych druhti ve vzorku, ¢i nékteré bakterie jednoduse nelze kultivovat,
metagenomika vyuziva metody, které kultivaci nevyzaduji, a umoznuje tak objevo-
vat nejen nové mikroorganismy, ale i vyznam jednotlivych mikroorganismt v urcité
komuniteé [3].

S metagenomikou souvisi i dalsi pojmy, které je vhodné uvést. Prvnim z nich je
mikrobiota, kterou lze popsat jako soubor vSech mikroorganismu Zzijicich v urcitém
prostiedi [4]. Lze tak ziskat mikrobiotu z vody, pudy, ale i ze slin, kuze ¢i stfeva. Po-
jem lidska mikrobiota pak zahrnuje veskeré mikroorganismy zijici nejen v lidském
téle, ale i na ném [5]. Pojmem metagenom pak muzeme chépat veskerou genetic-
kou informaci mikrobioty. Nejcastéji zminovanym pojmem je vSak mikrobiom, ktery
muze byt v riznych pfipadech rizné interpretovan. Podle Marchesi et al. [4], mikro-
biom odpovida nejen mikroorganismiim a jejich gentim, avsak i okolnim podminkam,
ve kterych se mikroorganismy nachazeji.

Pro komplexnost studie se k metagenomické analyze mize pridat metatranskrip-
tomika, kterd se zabyva funkénim profilem komunity, nebo metabonomika [6], stu-
dujici metabolity produkované mikrobiotou. Kombinace téchto studii tak mutize vést
k dikladnému pochopeni mikrobiomi [7].

Jak jiz bylo zminéno, metagenomika se zabyva analyzou veskerych genomit mi-
krobialni komunity. K pripravé téchto dat pro naslednou sekvenaci je vyuzivana
metoda shotgun, ktera geneticky material mechanicky rozrusi na nadhodné dlouhé
useky. Tyto useky jsou poté sekvenovany zvolenou sekvenacni technologii. Tento
zpusob pripravy a sekvenace je nazyvan shotgun sekvenovani a je tedy predevsim
vyuzivan pro potfeby metagenomické analyzy. Metagenomickou analyzou lze tak
ziskat prehled nejen o funkénim profilu komunity, ale i o tom, které mikroorganismy
jsou ve vzorku pritomny.

Pokud je cilem analyzy pouze klasifikace mikroorganismt v ramci specifické ko-
munity, je vyuzivano amplikonové sekvenovani. Priprava dat pro sekvenovani spoc¢iva
ve vybéru pouze specifického genu z genetického materialu, dle kterého lze stanovit
diverzitu mikrobidlni komunity.

Na obrazku ¢. 1.1 jsou pak znézornéné priubéhy pripravy dat pro nésledujici
sekvenaci. Je zde zfejmé, ze pro amplikonové sekvenovani je potfeba obstarat pouze

¢ast genomu, resp. urcity gen, zatimco shotgun dale pracuje s veskerou genetickou
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informaci mikroorganismt ve vzorku.

Shotgun Fragmenty DNA
sekvenovani
Vzorek s
m|kro?rgénlsmy Extrakce DNA AW
[ ‘I/ |
\ Amplikonové Namnozené
sekvenovani amplikony

A

Obr. 1.1: Princip amplikonového, resp. shotgun sekvenovani.

1.1 Amplikonové sekvenovani

Cilené amplikonové sekvenovani se zamétfuje na sekvenaci specifickych gent ¢i je-
jich regiont. Analyza zaloZena na této metodé umoziuje porovnavat ruzné varianty
téchto specifickych genti, kdy vysledkem pak muze byt napi. sledovani jejich vyvoje
¢i objeveni mutaci. Jak jiz bylo zminéno, velmi casto se tento pristup vyuziva k
analyze mikrobialnich komunit, kdy jsou specifické geny studovany pro urceni taxo-
nomického profilu komunity.

Specificky navrzenymi primery, které vymezuji sekvenci specifického genu, jsou
naslednou polymerdzovou fetézovou reakci (dale PCR) namnozeny pocetné kopie
téchto genii. Vystupem kazdého sekvenacniho procesu jsou useky zvané ¢teni. Délka
téchto cteni pak zavisi na zvolené sekvenacni technologii. Pro sekvenaci takto ob-
sdhlych dat jsou dnes vyuzivany Next-generation sekvenatory (NGS), jejichz objev
umoznil paralelni sekvenaci velkého mnozstvi fragmentt DNA.

Specificky gen, ktery je vyuzivan pro potifeby analyzy mikrobidlnich komunit,
musi spliovat nékolik kritérii. Tento gen by mél byt pritomny ve vSech mikroor-

ganismech studovaného vzorku. Dale by mél obsahovat tseky, které jsou specifické
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pro druh nebo alespon rod a zaroven oblasti, které jsou ve vsech mikroorganismech
konstantni [8]. Pro doménu bakterii a archei byl vybran gen 16S rRNA.

16S rRNA

16S rRNA je ¢ast malé ribozomélni podjednotky 30S prokaryotickych organismu.
Gen této casti ribozomu je vyuzivan k taxonomické analyze, jejimz vysledkem je
zjisténi evolu¢ni vzdéalenosti a piibuznosti organismu [9]. U eukaryotickych orga-
nismu je vyuzivan gen, ktery lze povazovat za analogii ke genu 16S rRNA, kbédujici
¢ast ribozomu 18S rRNA. Naopak 1isi hub definuje region oddélujici malou a velkou
podjednotku ribozomalni RNA a je znam pod zkratkou ITS (Internal transcribed
spacer) [10].

Sekvence genu 16S rRNA je dlouha zhruba 1550 bp a obsahuje jak variabilni,
tak evoluéné konzervované oblasti [9]. Rozlozeni téchto regionu je znazornéno na

obrazku ¢. 1.2.

Variabilni regiony

vy ¥ N

V1 v2 V3 V4 V5 Vé V7 v8 V9
N bt

Konzervované oblasti

Obr. 1.2: Rozlozeni genu 16S rRNA [11]

Konzervované oblasti jsou vyuzivany jako predlohy primert a variabilni oblasti,
V1-V9, jsou pak specifické pro jednotlivé druhy mikroorganismi, a tudiz slouzi k
jejich identifikaci. Limitaci dostupnych technologii je nemoznost sekvenace celé délky
tohoto genu, ktery by poskytl nejpresnéjsi interpretaci mikrobialni diverzity. Pro
analyzu se tudiz vybird jeden ¢i dva variabilni regiony, ze kterych i tak lze ziskat

cenné informace.

1.2 Shotgun sekvenovani

Tato metoda pripravy dat pro sekvenaci se vyuziva v pripadech, kdy je potieba sek-
venovat dlouhé geny, jejichz délka presahuje moznosti sekvena¢nich technologii, nebo
pri celogenomové sekvenaci jako v pripadé metagenomickych analyz. Po extrakci z
bunky je DNA mechanicky rozrusena na malé fragmenty, které jsou poté sekve-
novany zvolenou technologii. Nasleduje vypocetni zpracovani vystupt sekvenatoru,

tedy jednotlivych ¢teni, které je zalozeno na mapovani ¢teni k referencéni sekvenci ¢i
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de novo skladani, kdy referencni sekvence neni k dispozici. Cilem skladani je uspo-
radat jednotlivé fragmenty tak, aby se prekryvaly a nasledné vytvorit konsenzualni
sekvenci. Kvalita sestaveni konsenzualni sekvence je pak vyjadirena hodnotou po-
kryti, kterd se poc¢ita zvlast pro kazdy nukleotid sestavené sekvence. Pokryti je pak
rovno podilu poctu nasekvenovanych bazi, které byly namapovany k dané pozici, a
délce sestavovaného genu ¢i genomu.

Cim vét3{ pocet ¢teni je obstaran, tim je zde vétsi podet prekryvajicich se tseki,

a tedy i vétsi moznost vytvorit presnéjsi konsensualni sekvenci [12].

1.3 Generace sekvenovani

Cilem této podkapitoly je shrnout vyvoj sekvenacnich technologii a jejich zakladni
principy. Prelomovym obdobim byla 90. léta, resp. zacatek 21. stoleti, kdy mnoho
vyzkumnych pracovist po celém svété pracovalo na projektu, jehoz cilem bylo osek-
venovat cely lidsky genom o délce priblizné 3 miliardy bazi. HGP (z anglického
"Human Genome Project") [13] se zaslouzil nejen o vyvoj NGS technologii, ale i

vyvoj mnoha védnich obort spojenych s timto projektem.

Prvni generace

Sedmdesata 1éta minulého stoleti byla vyznamnym milnikem pro mnoho obort za-
roven. Nejen Sangerovo sekvenovani syntézou [14], ale i Maxam-Gilbertova metoda
chemického Stépeni [15] umoznila védctim rozklicovat primarni strukturu DNA - po-
radi nukleotidl. Sangerova metoda, ktera s sebou prinesla zakladni principy néasledu-
jicim generacim, byla castéjsi volbou predevsim diky jeji jednoduchosti a presnosti
[16]. Tato metoda je zalozena na vytvoreni vhodného primeru, ktery je spolecné s
volnymi nukleotidy (ANTP), radioaktivné obarvenymi dideoxy-nukleotidy (ddNTP),
které postradaji volny konec 3, a DNA polymerazou obsazen ve smési se sekvenova-
nou DNA [16]. Vysledné, ruzné dlouhé a obarvené sekvence byly vyhodnoceny gelo-
vou elektroforézou. I dnes miize Sangerovo sekvenovani najit uplatnéni, ale uz neni
vyuzivano radioaktivni znaceni ¢i gelova elektroforéza. Barvi se pomoci fluorescenc-
nich barviv a je pouzivana kapilarni elektroforéza, ktera zcela zautomatizovala tuto
metodu [17].

Druha generace

Generace taktéz zndméa pod nazvem Next-generation sekvenovani (NGS) se od té
prvni lisi predevsim mnozstvim dat, které je mozno sekvenovat najednou. Narozdil

od Sangerovy metody jsou platformy NGS schopny v ramci jednoho béhu obdrzet
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miliardy ¢teni [18]. Objev NGS tak udélal sekvenovani cenové dostupnym a casové
méné naroénym.

Prvni dostupnou NGS technologii v roce 2005 uvedla spolecnost Roche [19]. Sek-
venacni technologie je zndma pod nazvem 454 pyrosekvenovani, které je podobné
jako Sangerovo sekvenovani zalozeno na sekvenaci syntézou. Pro namnozeni vzorka
se vyuziva emulzni PCR, kdy zakladem je emulze z vodného roztoku a oleje. Kapky
vody pak idedlné obsahuji jednotlivé templaty DNA s komponenty potfebnymi pro
amplifikaci [20]. Samotné sekvenovani je provadéno postupnym pridavanim volnych
dNTP, které se zarazuji do nove se tvoriciho retézce. Pii tomto zarazeni je uvolnén
pyrofosfat, jehoz reakce s dalsimi pritomnymi latkami je doprovazena svételnym
zébleskem [20]. Svétlo je detekovdno vypocetnim zarizenim a ve vysledném pyro-
gramu [21] zndzornéno jednotlivymi piky grafu.

Dalsi technologii umoznujici paralelni sekvenaci je SOLiD od spolecnosti Life
Technologies. Tentokrat je sekvenovani provadéno ligaci oligonukleotidi. Po nava-
zani oligonukleotidi k odpovidajicimu paru bazi dochazi k odstrizeni barevné c¢asti,
ktera je poté detekovana [17]. Vyuzivaji se pouze 4 barvy, kdy kazda z barev defi-
nuje ¢tyti urcité pary bazi. Pro precteni urcité sekvenece je proto provedeno nékolik
cyklld, kdy jsou po detekci navazané oligonukleotidy i s primery odstranény a v
dalsim kroce se navazou o jeden nukleotid dale [18].

Technologie Ion Torrent se od ostatnich technologii NGS lisi tim, Ze jako jedina
nevyuziva barveni volnych nukleotidii. Metoda je zalozend na zméné pH roztoku,
které se méni pii kazdém zatazeni nukleotidu do Fetézce [22]. Méri se napéti, které
odpovida mnozstvi zafazenych nukleotidi [18].

Hojné vyuzivanou sekvenacni technologii je Illumina, ktera opét vyuziva sekve-
novani syntézou. Mnozeni vzorku probihd pomoci mustkové PCR [23] na specidlné
pripravenych podlozkach s imobilizovanymi adaptory. Komplementarni adaptory
jsou pridany na zacatek i konec zvolené sekvence DNA. Po prichyceni sekvenci na
podlozku probiha amplifikace, kdy kolem vybranych sekvenci DNA vznikaji shluky
jejich kopii. Detekuje se fluorescence shluki, ktera je zptisobena zatrazenim obarve-
nych nukleotidi do nové vznikajiciho fetézce. Jednotlivé obrazy porizené pri fluo-
rescenci jsou dale zpracovavany a prevadény na sekvenci nukleotidi. Zakladni kroky
této technologie jsou shrnuty na obrazku ¢. 1.3.

Co do poctu c¢teni béhem jednoho spusténi NGS mnohonasobné prevazuje nad
Sangerovou metodou, avsak v délce sekvenovaného tetézce se tyto technologie ne-
mohou s prvni generaci srovnavat. Zatimco jsou NGS v priaméru schopny dosahnout
délky 500 bp, Sangerova metoda je schopné dosdhnout délky 1000 bp [24]. Na druhou
stranu v cené na milion bazi Sangerova metoda mnohonasobné prevysuje nejlevnéjsi

sekvenaci Illuminy [22].
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Obr. 1.3: Zékladni princip sekvenovani technologii Illumina [17]

Treti generace

Zatimco NGS produkuje relativné kratka, ale pocetna mnozstvi ¢teni, tieti generace
zaznamenala i ¢teni dlouhé v jednotkach Mbp. Tato generace se predevsim soustiedi
na sekvenovani jednotlivych molekul DNA v redlném case [22].

Mezi dostupné technologie tieti generace patii PacBio [25], ktery opét vyuziva
sekvenaci syntézou, ¢i Nanopore [26], ktery zaznamenava proud pii prichodu sek-
vence skrz nanopoér. Jednou z vyhod treti generace je, Ze nevyzaduje amplifikaci
pomoci PCR, kterda zpomaluje proces ziskavani sekvenci a zaroven zptisobuje jisté

odchylky a chyby v takto ziskanych sekvencich.

1.4 Generovani ¢teni

Pro dosazeni vétsi délky Cteni, a tedy moznosti sekvenovat delsi useky DNA, nékteré
NGS platformy umoznuji generovat tzv. paired-end (ddle PE) ¢teni. Zatimco kla-
sické ¢teni, nazyvané single-end (dale SE), je generovano od jednoho konce templatu
dokud neni ptecteno urcité mnozstvi bazi ddno pouzitou sekvenanéi technologii, PE
¢teni probiha z obou konct templatu, ktery je sekvenovan. Grafické znazornéni zpu-
sobti ¢teni bazi je pak znazornéno na obrazku ¢. 1.4.

Prvni ¢teni PE metody zac¢ind na jednom primeru, kdy je generovano ¢teni o
urc¢ité délce dle pouzité technologie. Z druhého primeru, ktery nasedd na stejny
templat, je poté generovano druhé ¢teni o stejné délce jako prvni. Na rozdil od SE
je pri pouziti PE generovano dvakrat vice ¢teni pro jeden templat, z ¢ehoz vyplyva
dvojnésobné drazsi provoz pro stejny pocet nasekvenovanych tseki [27]. Naopak

vyhodou je jiz zminovana moznost sekvenovat delsi tiseky sekvence ¢i usnadnéni
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mapovani pri vyuziti metody shotgun sekvenovani.

Vyuzivaji se rizné zpusoby PE ¢teni. Jednim z nich je ¢astecny prekryv. Po
spojeni obou ¢teni v misté prekryvu tak ziskavame sekvenci témér dvojnasobné délky
jednoho ¢teni. Déle je mozny uplny prekryv, pro zvyseni presnosti sekvenovani, ¢i
vzdalené ¢teni bez prekryvu, které je velmi casto vyuzivano pri sekvenovani genomu

pristupem shotgun.

Paired-end
R1
—>

I
—

R2

Single-end

—

Obr. 1.4: Zpusoby generovani ¢teni
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2 Extrakce a amplifikace

Obstaravani vzorkt pro kazdou studii ¢i analyzu hraje vyznamnou roli v dosazeni
publikovatelnych vysledkt. Je tedy dilezité dbat jak na kvalitu vzorku, tak i na
dostatecnou reprezentativnost vzorku.

U nékterych studii, které sbiraji vzorky s urc¢itym casovym rozestupem, musi byt
tyto vzorky uskladnény. Podminky, za kterych jsou vzorky kratkodobé uskladnény,
nemaji vétsi vliv na diverzitu ¢i strukturu komunity mikroorganismi [28]. Naopak
pri dlouhodobém uchovavani je potteba klast vétsi diiraz na podminky, za kterych
jsou vzorky uskladnény. Nejcastéji se vyuziva zmrazeni na teplotu —80° C [29].

Jak jiz bylo zminéno v prvni kapitole, pii analyze mikrobidlnich komunit je
vyuzivano predevsim amplikonové sekvenovani, zatimco pri metagenomické analyze
je castéji vyuzivan pristup shotgun. Obé tyto metody pracuji s daty pochazejicimi
z genetické informace ulozené v DNA. U eukaryotickych bunék je DNA uloZena v
jadre, zatimco u bunék prokaryotickych je geneticka informace ulozena v cytoplazmeé.
Pro obstarani téchto vzorki je vyuzivan proces extrakce, ktery slouzi k izolaci DNA
z bunky. Nejprve je tedy potreba se pres bunéénou membranu, piipadné i jadernou,
dostat k DNA. To Ize provést mechanickym rozrusenim ¢i chemickym rozpusténim
bunky [30]. V dalsim kroku je nutné separovat genetickou informaci od zbylych
molekul bunky. Mezi tyto metody patii napf. organicka extrakce ¢i adsorpéni metoda

provadéna na silikagelu [30].

2.1 Polymerazova retézova reakce

Polymerazova retézova reakce je laboratorni metoda, kterd umoznuje replikaci ge-
netické informace ulozené v molekule DNA nebo RNA. Vyuziva se k nékolikanasob-
nému namnozeni kratkych tseku téchto molekul.

Pro tspésny prubéh metody je potfeba nékolik komponent, které jsou smichany
ve vzorku s DNA| kterd ma byt namnoZena (templatova DNA). Jednou z hlavnich
komponent je enzym DNA polymeréza, ktery katalyzuje tvorbu nového fetézce. Aby
mohla byt tvorba fetézce viibec zahajena, je potfeba kratka jedno-retézcova oligo-
nukleotidova sekvence, na kterou tento enzym naseda. Tato sekvence se nazyva pri-
mer a slouzi pro vymezeni oblasti, kterda ma byt amplifikovana. Bézné je vyuzivana
dvojice primert, které jsou vzdy co nejpresnéji komplementarni k templatu. Jeden
z nich naseda na vlakno v orientaci 5’-3’, druhy na opacné vlakno téhoz templatu.
DNA polymeraza naseda na primery a k tvorbé nového vlakna vyuziva volné nukle-
otidy, které jsou taktéz pridané do vzorku. Polymeraza tyto nukleotidy zarazuje do

nové vznikajici sekvence dle komplementarity bazi k templatové DNA.
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Metoda probiha ve trech zakladnich krocich, které jsou znadzornény na obrazku
2.1. Prvni z nich je denaturace, kdy se zvysenim teploty narusi vodikové mustky
mezi vlakny DNA a puvodné dvouvliknovd DNA je rozpletena na jednovldknové
fetézce. V druhém kroku nasedaji primery na 3° konce templati. Nakonec DNA
polymeraza nasedd na primery a tvori komplementarni vlakno k tepmlatu. Tyto
kroky se opakuji po libovolné zvoleny pocet cykli, kdy v kazdém cyklu pak dochazi

ke zdvojnasobeni poc¢tu kopii.

Sekvence DNA

LT

Denaturace
TITTTTT I T I T I I I I TITTTT

LU UL UL

Nasednuti primert

&) 3

Primery ~

3 LLLLUUUUDLLULUULULLLLLL 5

ProdluzZovani retézce
5

IIIIIIIIII||, | IIIII3
3 =

‘ 1 ™ Volné nukleotidy

1
DgxlA polymeraza — ’
3lIIlI | 11l llIllIlII5

Obr. 2.1: Zakladni kroky PCR

Taq polymeraza je nejcastéji vyuzivanou DNA polymerazou pro potieby PCR.
Je taktéz znama jako termostabilni polymeraza, ktera byla izolovana z termofilni
bakterie Termus aquaticus [31]. Vyhodou, jak vyplyva z jejtho nazvu, je moznost

denaturace vysokymi teplotami, aniz by doslo k jejimu zniceni.

2.2 Artefakty

Jednim ze zptisobi, jak minimalizovat veskeré chyby ¢i odchylky v jakékoliv studii,
je zachovavat konstantni postup pro veskeré vzorky a po celou dobu studie. Vyhodou

také muze byt zaznamenavani veskerych dulezitych parametrti pii praci se vzorky.
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Takovy zaznam muze poté slouzit pro zpétnou kontrolu ¢i pro odhaleni nesrovnalosti
v datech.

I pres dodrzovani konstantnich postupt a urcenych predpist se ve vysledcich
analyz mikrobidlnich dat objevuji chyby. Nejcastéjsi pri¢inou téchto chyb je PCR,
bez které nelze sekvenovat pomoci NGS technologii. Zabranit témto chybam tedy
uplné nelze, ale cilem je alespon tyto chyby co nejvice potlacit.

Podle Acinas et al. [32], artefakty zptsobené PCR mohou byt rozdéleny do dvou
skupin. PCR chyby, které se projevuji ve vysledné sekvenci, a PCR odchylky, které
zkresluji zastoupeni jednotlivych populaci v komunité.

Vyskyt odchylek je zaznamenavan v pripadech, kdy jsou pouzity univerzalni pri-
mery pro sekvence ruzného ptvodu. Proto je tento déj casto pozorovan u analyz
mikrobialnich komunit, kdy je pomoci PCR amplifikovano velké mnozstvi rtiznych
mikroorganismu. Naptiklad pri provadéni taxonomické analyzy sekvenci 16S rRNA
genu jsou voleny primery odpovidajici konzervovanym regiontim, které vsak nejsou
stoprocentné shodné naprtic¢ celou mikrobialni komunitou. Podle Kanagawi a Taka-
hira [33] pouze jedna neshoda se sekvenci primeru vyrazné snizuje efektivitu am-
plifikace. Pro odstranéni téchto odchylek se pouzivaji degenerované primery, které
obsahuji vice moznych variant bazi na urcité pozici [34].

Jednou z chyb vyskytujicich se pii pouziti PCR mohou byt heteroduplexy. Jedna
se o spojeni jenodvldknovych DNA, jejichz sekvence nejsou stoprocentné komple-
mentarni, do dvouvldknové DNA. Pri replikaci pak muze dojit ke Spatnému prepisu
nekomplementarnich tseku a naslednému vzniku umélé sekvence [33]. Pravdépodob-
nost formace téchto artefaktl roste s vyssim ¢islem PCR cyklu. V tento moment
uz je koncentrace primert mensi nez koncentrace namnozenych sekvenci, a tedy do-
chéazi ke spojeni dvou témér komplementarnich sekvenci. Predejit témto chybam lze
napriklad obnovenim komponent potrebnych pro PCR, predevsim primert a zvysit

tak jejich koncentraci [35].

2.3 Chimérické sekvence

Prevazujici chybou produkovanou polymerazovou retézovou reakci je vznik chiméric-
kych sekvenci. Lze je popsat jako sekvence slozené z nékolika ¢asti, kdy kazda patri
jinému organismu. Chiméry jsou generovany, kdyz se nedokoncena extenze v jednom
cyklu chova v dalsim cyklu jako primer [36]. Tento proces generovani chimérickych
sekvenci je zndzornén na obrazku 2.2 a). Jejich vyskyt je ¢asty pii vyuziti ampliko-
nové sekvenace pro studium mikrobidlni diverzity, kdy je amplifikace provadéna pro
vzorek obsahujici pribuzné mikroorganismy, jejichz sekvence vykazuji vysokou miru

podobnosti.
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Problém miize nastat, pokud chiméra vznikne v pocatec¢nich cyklech PCR. Takto
jsou v dalsich cyklech chimérické sekvence namnozeny a vysledkem je komunita s
neexistujicimi mikroorganismy.

Nedokoncend extenze vsak nemusi byt jedinym procesem, ktery vede k vytvoreni
chimérickych sekvenci. Podle Odelberga [37] je dalsim procesem zéména templatu,
ktera mize byt dale rozdélena do dvou skupin. V obou pripadech je zaména tem-
platu zptisobena komplementarnim spojenim dvou odlisnych sekvenci. Prvni z nich
je zobrazena na obrazku ¢. 2.2 b). V tomto pripadé nové vznikajici Fetézec postupné
rozpléta spojené templaty a v urcité fazi dochazi k zaméné.

V druhém pripadé dochazi k iplnému vysunuti nové vznikajiciho fetézce mimo
templat a naslednému spojeni nedokonceného retézce s novou sekvenci ¢i jinym
nedokoncenym retézcem. Veskeré spojeni je zalozeno na komplementarité bazi. Oba
procesy zameény templatu jsou podobné jako heteroduplexy castéjsi v poslednich
cyklech PCR, kdy ubyva koncentrace primeru [37].

a) b)

/

I.I.I.I.l_____) / \,,.

Nedokonéena syntéza nového fetézce Nasednuti primerd na Castecné
komplementarné spojena vlakna

l.l.l.l.l___________> 5 === -
Nedokonceny fetézec je dosyntetizovan podle P’rodluiovépi’nové. vzr‘ﬂkajl'cfch
jiného templatu vldken rozpléta spojené templaty
3 ——eeeeee———— 5
D e oIS CGED GID GED GED GED oIS GED o S o :. ‘\- ------- mg

V misté setkani vidken dochazi k
zameéné templatd

¥
Nova chiméricka sekvence fmczz=s=2=Szz=<TTTUE]

Nové vzniklé chimérické sekvence

Obr. 2.2: Tvofeni chimérickych sekvenci [37] a) Proces nedokoncéené extenze. b) Pro-
ces zameny templati [37].

Tvorbu chimérickych sekvenci lze snizit naptiklad prodlouzenim casu pro na-
sednuti primeri [38]. Pro odstranéni téchto artefaktu bylo taktéz navrzeno nékolik

algoritmi, které jsou diskutovany v nasledujicich kapitolach.
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2.4 QOdstranéni artefakti

Jiz byly zminény mozné artefakty, které se mohou v datech vyskytnout. Dale byly
uvedeny pric¢iny a zplsoby vzniku chimérickych sekvenci, které jsou povazovany za
nejcastéji se vyskytujici artefakt. Vétsi vyskyt téchto arteficialnich sekvenci je zazna-
menan u amplikonového sekvenovani, kdy pri amplifikaci jsou ve vzorku obsazeny
pouze ruzné varianty stejnych tiseki gent, zatimco u shotgun sekvenovani jsou ve
vzorku pfitomny i jiné geny ¢i regiony genu [38].

Pro odstranéni chimérickych sekvenci jiz existuje nékolik metod zalozenych na
riznych principech. Jednim z nich je porovnavani sekvenci s referenénimi databa-
zemi, které neobsahuji chimérické sekvence. Takovymi databazemi mohou byt napfti-
klad GreenGenes [39], SILVA [40], RefSeq [41] ¢i Ribososmal databse project (RDP)
[42]. Potencialni chimérické sekvence jsou zarovnany s moznymi predky téchto sek-
venci a je hodnocena nejlepsi shoda tohoto zarovnani. Jednotlivé metody se mohou
lisit naptiklad ve zptisobech, jakymi jsou sekvence zarovnavany, ¢i v hodnoceni to-
hoto zarovnani.

Dalsim principem, na kterém miize byt zalozena metoda pro detekci chimérickych
sekvenci, je de novo metoda. Podobné jako je tomu u de novo shlukovani, ani v
tomto piipadé neni potfeba referencnich databazi. Princip byl poprvé zminén v
¢lanku Quince et al. [36], kdy metoda Perseus piredpokladd, ze chiméricka sekvence
vznikla spojenim vice sekvenci, které se ziucastnily stejného ¢i vétsiho poctu cykli
PCR nez chiméra. Vyuziva tedy zarovnani se vSemi sekvencemi, které maji stejné ¢i
vétsi zastoupeni.

Oba principy mohou byt provedeny algoritmem UCHIME [43], ktery v mé6du
srovnavani nejprve vyhleda potencionalni predky chimérické sekvence a po provede-
ném zarovnani vyhodnoti pritomnost chiméry. V de novo médu se tvirci algoritmu
inspirovali algoritmem Perseus. Na rozdil od predeslé prace se vsak predpoklada, ze
se predkové chiméry zucastnili alespon jednoho cyklu navic.

Déle to je napriklad ChimeraSlayer [38], ktery pfedevsim vyuziva srovnavani s

databazemi, aby odhalil chimérické sekvence.

21



3 Ptedzpracovani dat

V prvni kapitole byly zminény rtizné sekvenacni pristupy. Pro studium mikrobial-
nich komunit je to jiz zminované amplikonové sekvenovani a pro metagenomickou
analyzu pak shotgun sekvenovani. Byly popsany i kroky pro obstarani mikrobial-
nich vzorkt a uvedeny rizné sekvenatory pro generovani sekvenacnich dat. Nedilnou
soucasti nasledné analyzy sekvenacnich dat je jejich vhodné predzpracovani. Cilem
této kapitoly je tedy shrnout zakladni postup predzpracovani a zaroven uvést kroky,
které byly aplikovany na dostupna data.

3.1 Testovaci data

Pro tuto praci byla poskytnuta data z Vyzkumného tstavu veterinarniho lékarstvi.
Jednd se o datasety variabilnich regioni V3-V4 genu 16S rRNA gram pozitivnich
bakterii, gram negativnich, resp. jejich mix. Zaroven s daty byl poskytnut kli¢, ktery
obsahuje primery definujici jednotlivé datasety.

Data byla sekvenovana platformou MiSeq Illumina, kterd generuje PE ¢éteni o
délce 2x300 bp. Jednotlivé datasety jsou pak definovany dvéma soubory sekvenci ve
formatu FASTQ, které odpovidaji prvnimu, resp. druhému ¢teni PE metody.

Nutnost predzpracovani obsahlych dat generovanych NGS technologiemi vedla k
vytvoreni mnoha softwarti ¢i programi, které ulehcuji praci jiz hotovymi algoritmy
pro jednotlivé kroky predzpracovani sekvenacnich surovych dat. Jednim z nejpouzi-
vanéjsich softwart, ktery se zabyva nejen predzpracovanim rozsahlych sekvenac¢nich
dat, se stal QIIME [44], vefejné dostupny software pro riuznorodé analyzy mikrobial-
nich dat. Jelikoz byla poskytnuta data predzpracovana pravé v tomto softwaru, tato
kapitola se také zminuje o zadkladnich parametrech a pozadavcich sofwaru QIIME.
Avsak nez byla data vlozena do QIIME, byla provedena tzv. demultiplexace téchto
dat.

Realné bakterie pritomné v jednotlivych datasetech jsou pak uvedeny v tabulce ¢.
3.1 a tabulka doplnénd o bakterie v datasetu p4 je dostupna v elektronické priloze v
tabulce 3.1. Bakterie Megasphaera elsdenii je zde uvedena dvakrat, jelikoz obsahuje
vice genu 16S rRNA, které jsou natolik odlisné, aby vytvorily ruzné shluky. Dataset

p4 je pak kombinaci téchto dvou komunit bakterii.

3.2 Demultiplexace dat

Pri vyuziti NGS technologii, které umoznuji sekvenovani velkého mnozstvi vstupnich
dat, se nabizi sekvenovat vice ruznych vzorku zaroven. Aby mohly byt vystupni

sekvence néasledné zpracovany dle vzorku, ze kterého pochazeji, je vyuzivana metoda
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Tab. 3.1: Tabulka bakterii v danych datasetech

p2 - gram-pozitivni bakterie

p3 - gram-negativni bakterie

Oscillibacter valericigenes

Megamonas hypermegale

Pseudoflavonifractor capillosus

Bacteroides coprocola

Butyricicoccus pullicaecorum

Megamonas funiformis

Anaerotruncus colihominis

Bacteroides caecigallinarum

FEubacterium contortum

Bacteroides caecicola

Lactobacillus aviarius

Mediterranea massiliensis

Lactobacillus ingluvie

Bacteroides salanitronis

Clostridium lactatifermentans

Bacteroides plebeius

Blautia producta

Bifidobacterium saeculare

Megasphaera elsdenii

Megasphaera elsdenii*

multiplexace. Pro rychlejsi a méné cenové narocné sekvenovani jsou tak vyuzivany
specifické umélé sekvence, které jsou zarazeny mezi adaptér, nutny pro amplifikaci, a
primer vymezujici specificky sekvenovany gen. Obvykle je tento krok provadeén jesté
pred amplifikaci vzork.

Poté, co probéhne sekvenovani zvolenou technologii, je potieba oznacené sek-
vence roztiidit podle zarazeného indetifikatoru. Tento proces je nazyvan demul-
tiplexace. Proces spociva v nalezeni specifickych identifikdtort a nasledném zarazeni
sekvenci do odpovidajicich vzorkt, které jsou definovany pravé timto identifikato-
rem.
munity, byla provedena demultiplexace poskytnutého sekvenac¢niho béhu na zakladé
poskytnutého klice. Zéakladnim krokem bylo najit nejpocetnéjsi skupinu sekvenci s
primerem, ktery podle klice definuje danou skupinu. Byly tedy prohledany rtzné
pozice, na kterych se mohl primer nachézet. To bylo provedeno pro oba soubory
sekvenancniho béhu, tedy soubor s prvnim, resp. druhym ¢tenim. Jelikoz tyto dva
soubory obsahovaly stejny pocet ¢teni, kdy odpovidajici dvojice ¢teni byla na stejné
pozici v souboru, nebyl zde zaznamenan vyskyt tzv. singletoni, tedy c¢teni, kterému
chybi parové ¢teni. Nalezené nejpocetnéjsi skupiny byly extrahovany, a pokud dvo-
jice Cteni obsahovala dany primer, byla zarazena do odpovidajicitho datasetu. Pokud
byl primer nalezen pouze v jedné z dvojice ¢teni, byla tato dvojice odstranéna. Ta-
bulka ¢. 3.2 pak obsahuje datasety s odpovidajicimi primery a poctem sekvenci,

které byly extrahovany z poskytnutého sekvenac¢niho béhu.
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Tab. 3.2: Pocet sekvenci v datasetech s prislusnymi primery

Pocet
sekvenci
p2 ACAGTG 103 606
p3 ACACACT | 71610
p4 AGATGCT | 64 029

Dataset Primer

3.3 Software QIIME

V roce 2010 Caporaso et al. [44] zveTejnénili software pro mikrobidlni analyzu QIIME
(Quantitative Insights Into Microbial Ecology). Cilem bylo vytvorit verejné dostupny
algoritmus zpracovavajici surova data z riznych NGS platforem.

V lednu roku 2018 byl QIIME nahrazen novou verzi QIIME 2, zalozenou na do-
plnkovych modulech umoznujicich spojeni s ostatnimi softwary ¢i doplikovymi al-
goritmy. Nova verze umoznuje ovladani pres prikazovou radku a grafické uzivatelské
prostiedi. Stejné jako u prvni verze je mozné provést ruzné kroky mikrobialni ana-
Iyzy a statisticky vyhodnotit ziskané informace. V rdmci analyzy je mozné provadét
demultiplexaci surovych dat, kotrolu kvality dat, OTU shlukovani, filtraci chiméric-
kych sekvenci a dalsi. Diky doplikovym moduliim je mozné vyuzit vice moznych
algoritmt pro OTU shlukovani ¢i kontrolu kvality.

QIIME 2 umoznuje vkladani dat ve formatu FASTQ, ktery obsahuje kvalitu
precteni, ¢i FASTA, u kterych informace o kvalité precteni chybi. Také je mozné
vkladat jiz upravena data, napriklad fylogenetické stromy ¢i tabulky priznakt, avsak
tyto formaty musi spliiovat urcita kritéria uvedena v dokumentaci softwaru.

Pro veskerou praci s daty jsou v ramci softwaru vyzadovana data ve forméatu
QZA. Tento soubor obsahuje nejen vlozena data, ale i informace o typu téchto dat,
napf. zda se jednd o tabulku frekvenci ¢i samotné sekvence. Dale je v tomto formatu
uchovana informace o predeslych analyzach ¢i upravach v ramci QIIME 2 softwaru.
To umoznuje uzivatelim zpétnou kontrolu ¢i objasnéni provedenych krokii.

Pro vizualizaci ¢astecné ¢i uplné zpracovanych dat, napt. tabulek OTU ¢i bo-
xplotl kvality ¢teni, lze vyuzit webového prostiedi QIIME 2 View dostupného na
view.qiime2.org. Je nutné, aby dany soubor s daty byl preveden z formatu QZA do
vizualizovatelného formatu QZV odpovidajicimi piikazy dostupnymi v dokumentaci.

Mezi dostupné komplexni algoritmy déle patii napiiklad DADA (Divisive Am-
plicon Denoising Algorithm) [45] ¢i UPARSE [46].
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3.4 Odstrizeni umélych sekvenci

Pokud sekvenac¢ni data obsahuji umélé sekvence, napt. identifikatory, které slouzi
pro demultiplexaci, je potfeba tyto ¢asti sekvenci odstranit z dat, aby neznehod-
nocovaly naslednou analyzu. V tomto pripadé jsou za umélé sekvence povazovany
pravé primery definujici datsety bakerialnich komunit. Zatimco demultiplexace byla
provedena v prostiedi Matlab, pro dalsi kroky predzpracovani jiz byla data vlozena
do softwaru QIIME 2, coz vyzadovalo prevedeni souborti FAST(Q do jiz zminova-
nych soubori formatu QZA. Software QIIME 2 nabizi odstranéni umélych sekvenci
pomoci néstroje Cutadapt [47], kdy vstupem jsou jednotlivé sekvence a primery k
odstranéni. PTi oznaceni polohy primertu v sekvenci je zabranéno prohledavani moz-
nych pozic primeru a vysledny proces ofezavani je urychlen. V ptipadé dostupnych
dat se primery nachazi na zac¢atku prvniho i druhého ¢teni, a proto byla jejich pozice

specificky oznacena.

3.5 Kontrola kvality a spojeni ¢teni

Vystupni data sekvenacnich platforem se mohou lisit formatem, ve kterém jsou za-
psané. Nejcastéji vyuzivanym formatem je FASTQ format, ktery s prectenou sek-
venci uvadi i kvalitu precteni jednotlivé baze. Toho lze vyuzit pro prvotni filtraci,
kdy jsou odstranény sekvence, jejichz kvalita ¢teni nedosahuje pozadované hodnoty,
¢i odstrizeni méné kvalitnich konct sekvenci.

Kvalita precteni bazi je vyjadrena znaky kédu ASCII, kdy kazdy znak repre-
zentuje urcitou hodnotu kvality Phred skore. Nejcastéji vyuzivanym spojenim mezi
znaky ASCII a kvalitou je Phred+33, kdy skala kvality za¢ina od 33. prvku tabulky
ASCII. Vztah definujici Phred skore:

Q= —-10-log P, (3.1)

kde Q je vysledné bezrozmérné skore a P je pravdépodobnost nespravného pre-
¢teni baze. V tabulce 3.3 jsou pak uvedeny konkrétni priklady skore Q, jemu odpovi-
dajici pravdépodobnost P a pTresnost precteni. Redlné pak kvality precteni dosahuji
skére nad 40.

V pripadech, kdy je vyuzita PE metoda c¢teni za tcelem sekvenovani delsiho
useku, nez je mozné osekvenovat tisek SE metodou, musi byt pary c¢teni pro dalsi
kroky analyzy spojeny. Stejné tomu je v QIIME 2, kdy ¢teni musi byt spojena do
konsenzualni sekvence pres prekryvajici se oblast, aby mohly byt provedeny dalsi

kroky analyzy.
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Tab. 3.3: Phred skore

Q - skore P - pravdépodi)bvnost’ nespravného Presnost precteni
precteni
1 0,7943 20,57%
10 0,1 90%
20 0,01 99%
30 0,001 99,9%
40 0,0001 99,99%
Trimmomatic

V pripadé parového c¢teni se nabizi pouziti vhodné metody pro osetfeni kvality jed-
notlivych pari ¢teni pred procesem spojovani. Jak je patrné z boxploti generovanych
pomoci programu FastQC na obrazku ¢. 3.1, kde je znazornéna kvalita prvniho, resp.
druhého ¢teni, kvalita pfecteni baze klesa ke konci 3’ Zaroven muzeme pozorovat
modrou linii, kterd uvadi primérnou kvalitu napti¢ ¢tenim. Konce této linie u obou
¢teni sahaji do cervené oblasti grafu, kterd znazornuje nizkou hodnotu Phred skére,
a tedy vétsi pravdépodobnost Spatného precteni bazi.

Pro odstranéni téchto nekvalitnich koncti, které ovliviuji nasledny proces spojo-
vani ¢teni, byla data po odstfizeni umélych sekvenci vlozena do online verze nastroje
Trimmomatic [48], [49]. Tento nastroj je vyuzivan pro potieby zpracovani dat z plat-
forem Illuminy, pro kterou jsou typické tyto méné kvalitni konce ¢teni.

Trimmomatic nabizi nékolik moznosti, jak ofezat sekvence na zakladé jejich kva-
lity. Pro tyto ucely byla vybrana metoda TRAILING, ktera orezava jednotlivé baze
na zakladé jejich kvality. Metoda zac¢ina na 3’ konci kazdého ¢teni a postupuje smé-
rem k 5" konci. Veskeré béze, jejichz kvalita je nizsi nez predem stanovend prahova
hodnota, jsou odstranény. Metoda konc¢i v momenté, kdy nalezne bazi o kvalité
alespon shodné s prahovou hodnotou. Takto byla osetfena veskera PE ¢teni.

Grafy na obrazku ¢. 3.2 pak zobrazuji kvalitu ¢teni po pouziti néstroje Trimmo-
matic na téch stejnych datech. Mizeme vidét zlepseni kvality ¢teni na 3’ koncich
sekvenci. Taktéz je vidét, ze u druhého ¢teni prumérnd hodnota (znazornéna modrou
linii) se jiz nenachdzi v ¢ervené oblasti grafu, tedy oblasti Spatné kvality precteni

baze.

Spojeni cteni

Jak jiz bylo zminéno, v piipadech, kdy je potreba sekvenovat delsi tiseky, nez do-

voluji moznosti zvolené platformy, vyuziva se metod PE c¢teni, které se vzajemné
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Obr. 3.1: FastQC boxploty pred ofezanim

prekryvaji v daném tseku, jehoz délka se muze lisit. Pro dalsi zachézeni s PE ¢te-
nim v QIIME 2 je potieba jednotlivé pary c¢teni spojit pres prekryvajici se oblast
do konsenzualnich sekvenci. Tyto sekvence pak predstavuji jednotlivé tseky, které
byly cilem sekvenovani. Princip, na jakém je spojovani ¢teni zalozeno, je znazornén
na obrazku ¢. 3.3.

Proces spojovani tedy zahrnuje nejen vytvoreni reverzniho komplementu jednoho

ze ¢teni, ale i nasledné hledani oblasti, kterd je dvojici ¢teni spoleénd. Dalsim kro-
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Obr. 3.2: FastQC boxploty po ofezani

kem je vytvoreni konsenzualni sekvence. Ty casti sekvenci, které se neprekryvaji,
se prepisuji do vysledné sekvence, avsak rozdil je pii vytvareni vysledné sekvence z
prekryvajici se ¢asti.

Jak vyplyva z clanku Edgar et al. [50], baze jsou do konsenzudlni sekvence v
prekravajici se oblasti zarazovany na zakladé jejich kvality. Pti shodé v obou ¢étenich
je zarazena odpovidajici baze a vysledna kvalita této baze se zvysi. Naopak je-li
zaznamenana neshoda bazi, do vysledné sekvence je zarazena ta baze, kterda ma
vyssi kvalitu, a vysledna kvalita této baze bude nizsi.

Z principu spojovani, které bylo i graficky znazornéno, je jasné, ze se jednotlivé
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Obr. 3.3: Schéma principu metody PE ¢teni

pary Cteni pri procesu spojovani prekryvaji méné kvalitnimi konci, jejichz pritom-
nost byla taktéz vysvétlena. Tento fakt mize mit vliv na pocet sekvenci, které jsou
po procesu spojovani zachovany. Protoze vyskyt méné kvalitnich konclii znamend
vétsi pravdépodobnost spatné prectenych bazi v této oblasti, roste i pocet neshod v
prekryvajici se oblasti.

Pro spojovani ¢teni v softwaru QIIME 2 jsou pozadovany pouze sekvence, které se
maji spojit, a pripadné volitelné parametry pro pribéh tohoto procesu. Jednim z nich
je parametr -p-maxdiffs, ktery dovoluje urcity pocet neshod v prekryvajici oblasti.
Defaultni hodnota tohoto parametru je nastavena na 10, tedy pokud se vyskytne
v prekryvajici se oblasti vice jak 10 neshod, dana dvojice ¢teni je odstranéna. Z
predeslého odstavce vyplyva, ze by tento parametr mél mit velky vliv na tispésnost
procesu spojovani. I pres rostouci pocty spojenych c¢teni s vyssi hodnotou tohoto
parametru byla vyuzita defaultné nastavena hodnota. Dtvodem je fakt, ze vétsi

pocet neshod v prekryvajicim se regionu by mohl vést k nekvalitnim sekvencim,
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které by mohly ovlivnit pribéh analyzy. Jednotlivé hodnoty tohoto parametru a

poctu uspésné spojenych sekvenci je znazornén grafem na obrazku ¢. 3.4.
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poéet spojenych &éteni

Obr. 3.4: Histogram spojovani ¢teni pred, resp. po kvalitnim orezani

Problém ztraty dat pii procesu spojovani ¢teni nekvalitnimi konci byl tedy vyte-
Sen orezanim sekvenci nastrojem Trimmomatic, ktery byl zminén diive. Graf, ktery
znazornuje vztah mezi sekvencemi spojenymi bez pouziti nastroje Trimmomatic,
resp. s pouzitim, je zndzornén na obrazku ¢. 3.4.

Pozorujeme tedy, ze diky kvalitnimu ofezéni byla témér plné kompenzovana 25%

ztrata dat pri procesu spojovani parovych cteni.
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4 QOperacni taxonomicka jednotka

Operacni taxonomickou jednotku (OTU) lze chapat jako aproximaci taxonomické
kategorie pri klasifikaci organismti v ur¢itém studovaném prostredi. Shlukovanim
organismu na zakladé jejich podobnosti vznikaji OTU, které vétsinou reprezentuji
druh ¢i rod. V ptipadé mikrobiologickych analyz organismi, resp. mikroorganismai,
je OTU shlukovani provadéno na zakladé podobnosti jejich genetické informace. Po
OTU shlukovani pak dochazi ke kompresi dat, kterou je ulehcena nasledujici prace
s daty.

Shlukovani organismii za¢ina vybérem vhodné prahové hodnoty, kterou je mini-
malni identita dvou sekvenci, které jsou jesté zarazeny do stejného shluku. Pokud
jsou si organismy podobné méné, jsou zarazeny do odlisnych shluki, které jsou pak
reprezentovany centroidem, tedy stfedovou sekvenci. Vybér prahové hodnoty zalezi
na pouzitém genu, dle kterého jsou organismy rozirazovany, ¢i taxonomické kategorii,
kterou maji jednotlivé OTU zastoupit [29]. Pro shlukovani organismu ze stejného
druhu se vyuziva 97% podobnost sekvenci a pro organismy z jednoho rodu je pou-
zivana podobnost sekvenci v 95%.

OTU shlukovani je mozné provadét tfemi zpusoby:

De novo

De novo shlukovani je zaloZeno na srovnavani veskerych dvojic sekvenci. Splnuji-li
sekvence dané kritérium podobnosti, jsou zarazeny do stejného shluku. Jako je-
dind metoda pracuje bez porovnavani s databazi [51] . Nevyhodou je zde rostouci
vypocetni narocnost s rostoucim mnozstvim dat. Naopak vyhodou je zarazeni ves-
kerych sekvenci do nékterého ze shlukti. De novo shlukovani se pouziva v pripadech,

pracuje-li se s neobvyklym genem, jenz nema referencni databazi ke srovnavani.

Closed reference

Sekvence jsou srovnavany s predefinovanymi centroidy shlukii referen¢ni databéze.
Pokud sekvence neni dostatecné identickd s zadnym centroidem, je tato sekvence
povazovana za chybu a je nasledné odstranéna [29]. Tato metoda je vhodnd pro velké
mnozstvi dat. Naopak nevyhodou je, ze nemuze dojit k objeveni nového organismu.
Zjednoduseni pak spociva ve tvorbé taxonomického stromu, ktery je mozny vytvorit

pomoci této databaze.
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Open reference

Kombinaci predchozich dvou zptisobti vznikla open reference metoda. Nejprve jsou
sekvence srovnavany s referenéni databazi a na ty sekvence, které nebyly pritazeny
do zadného shluku, je pouzita metoda de novo. Timto zplisobem tedy mohou byt
objevovany nové organismy a zaroven se snizila vypocetni narocnost diky prvotnimu

srovnavani s referencni databazi [51].

Referencni databaze

Mezi referenc¢ni databéaze, které jsou vyuzivany u druhého, resp. tretiho zptsobu
engenes je urcena pro Tisi bakterii a archei, zatimco RefSeqs a SILVA slouzi i pro

porovnavani eukaryotickych genti.

4.1 Dereplikace

Pred tim, nez jsou sekvence shlukovany do OTU, QIIME 2 vyzaduje tzv. dereplikaci,
tedy shlukovani shodnych variant amplikoni (ASV) vyskytujicich se v datasetu.
Timto jsou sekvence, které jsou si 100% podobné, zafazeny do stejného shluku.
Pro tento krok je tedy typické, Ze se zde nachazi mnoho sekvenci s velmi nizkou
frekvenci vyskytu. Divodem je, ze stac¢i zména jediného nukleotidu, a sekvence uz
neni zarazena ke shluku, se kterym ma zbytek nukleotidi shodnych.

Vystupem dereplikace je pak tabulka jednotlivych ASV, které jsou zde reprezen-
tovany identifikatorem, a frekvence jejich vyskytu. Zaroven je k dispozici soubor,
kde je k jednotlivym identifikatorim prirazena odpovidajici sekvence, ktera definuje
jednotlivé ASV.

4.2 VSEARCH shlukovani

Po dereplikaci testovacich dat algoritmem VSEARCH v ramci QIIME 2, bylo vy-
uzito de movo shlukovaci metody, kterd nepotiebuje pristup k referencni databézi
a srovnava pouze sekvence v datasetu mezi sebou. Hranice pro zarazeni sekvence
do OTU byla nastavena na 97% podobnost, tedy pro zarazeni do OTU musi byt
odlisnost sekvence a OTU reprezentujici sekvence maximalné 3%.

Vstupni data jsou pozadovana ve vystupnim formatu dereplikace, tedy tabulka
frekvenci a soubor identifikatori s odpovidajicimi sekvencemi. Vystupem jsou pak

stejné formaty, které vsak obsahuji odlisné hodnoty. Tabulka frekvenci obsahuje
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OTU reprezentované identifikatory, ke kterym jsou v druhém souboru pritazeny
sekvence, které odpovidaji centroidiim jednotlivych OTU.

Pro vysoky pocet OTU byly vyfiltrovany ty shluky, které obsahovaly 10 a méné
sekvenci. Vysledny pocet OTU v jednotlivych datasetech je uveden v tabulce ¢. 4.1,
kde je i mimo jiné uveden pro porovnani pocet OTU ziskanych pii shlukovani na 99%
podobnosti. I pri tomto shlukovani byly odstranény OTU s nizsi frekvenci vyskytu

nez 10.

Tab. 4.1: Pocet OTU v jednotlivych datasetech s poc¢tem sekvenci po OTU shluko-

vani

Dataset | OTU 99% | Pocet sekvenci | OTU 97% | Pocet sekvenci
p2 386 73 786 134 89 806
p3 278 47 124 122 61 053
p4 181 45 313 54 55 424

Déle 1ze z tabulky vy¢ist i pocet sekvenci po OTU shlukovani, kde doslo ke
snizeni poc¢tu oproti kroku spojeni ¢teni. Tato ztrata byla zptsobena jiz zminovanou
filtraci OTU s nizkymi frekvencemi vyskytu. Je vSak patrné, ze pri shlukovani na
99% doslo k vyssim ztratam. Kritériem pro vybrani hranice podobnosti na 97% tedy

byl nejen vyrazné nizsi pocet OTU, ale i mensi ztrata dat.

4.3 Kvantifikace shlukovani

Obvyklym vystupem shlukovani sekvenci do jednotlivych OTU jsou tzv. OTU ta-
bulky, které obsahuji nejen informaci o pritomnych OTU, napi. v podobé jejich
identifikatoru (ID), ale i pocet sekvenci, které byly do dané OTU zarazeny. Tabulka
¢ 4.2 je zde nazornou ukazkou takové OTU tabulky. Jedna se o tabulku po OTU
shlukovani na 97% a nésledné filtraci dle poc¢tu zarfazenych sekvenci. Celd podoba
OTU tabulky je dostupna v elektronické priloze v tabulce 4.1. Hodnoty frekvenci

jednotlivych OTU pak mohou byt nahrazeny relativnimi frekvencemi.

4.4 Klasifikace organismi

Pro zjisténi, které bakterie se ve vzorcich nachazi, byla provedena i klasifikace vy-
slednych OTU. Pro tyto ucely byl vyuzit vefejné dostupny klasifikditor RDP [52],
ktery umoznuje klasifikaci az po taxonomickou kategorii rod. Byl zvolen prah spo-
lehlivosti na 95%. Pokud by spolehlivost klasifikace vybrané sekvence klesla pod

tuto hodnotu, byla by sekvence na dané irovni oznacena jako neklasifikovana.
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Tab. 4.2: Ptiklad OTU tabulky

OTU_ID p2 p3 p4
866ae498cda3dcael066f783b342b001714070d9%a | 22861 0 0
56d31£fdd8a262616bad30067096dddff997d5b9b | 16588 0 0
07cf1af7b9058db9000c103b4707df039b198062 | 9606 0 0
b26b78dch93822b8eH6f17c0684c8b1bd70a736b 0 15338 | 7081

828tb71400fd6atb77e67f0eae33e0efleel 7536 0 5956 | 1409
756b2d5bfe2aeb3bdabetbled4131a9f4e50116a 0 8910 0

Pro zndzornéni rodu vyskytujicich se v datech byla vykreslena heatmapa (obra-
zek €. 4.1). Jsou zde uvedeny vsechny rody, které se nachazi v datech pred filtraci
chimér. Barevna skala pak znazornuje relativni zastoupeni rodu v jednotlivych da-

tasetech.

Dysosmobacter
Intestinimonas
Butyricicoccus
Anaerotruncus
Dorea
Ligilactobacillus
Limosilactobacillus
Anaerotignum
Mediterraneibacter
Pseudoflavonifractor
Extibacter
Muricomes
Agrilactobacillus
Flintibacter
Holzapfelia
Sellimonas
Flavonifractor
Phocaeicola
Clostridium
Coprococcus
Megamonas
Bacteroides
Mediterranea
Bifidobacterium
Megasphaera
Ruminococcus?2

Obr. 4.1: Heatmapa rodt bakterii pred odstranénim chimér

V datasetu p2, jak lze z heatmapy vy¢ist, je velké mnozstvi malo abundantnich
rodt, zatimco v datasetu p3 pozorujeme, ze zde prevazuje rod Megamonas s rodem

Phocaeicola. U datasetu p4 je pak viditelna kombinace rodt z predchozich datasetti.
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5 Detekce a filtrace chimér

Jak jiz bylo zminéno, chimérické sekvence jsou nejcastéji se vyskytujicim artefaktem
pri amplikonové sekvenaci dat. Tudiz jejich odstranéni je jednim z kritickych krokt
pri predzpracovani sekvenacnich dat s cilem jejich nasledné analyzy. Existuje nékolik
dostupnych algoritmi, které se vénuji této problematice. Jednim z nich je velmi
spolehlivy a hojné vyuzivany algoritmus UCHIME. Volné dostupné verze tohoto
algoritmu je soucasti softwaru QIIME 2.

V ramci této prace byl realizovan algoritmus pro detekci a filtraci chimér Chime-
raDetector v jazyce R. Poskytnuta data se znamym realnym slozenim bakterialnich
komunit poté slouzila pro kontrolu a vyhodnoceni spravnosti algoritmu.

Tato kapitola obsahuje nejen popis samotného algoritmu ChimeraDetector, ale i

dosazené vysledky v porovnani s jiz zminénym algoritmem UCHIME.

5.1 ChimeraDetector

Metoda detekce chimér je zalozend na principu de novo, tedy bez potfeby pristupu k
referen¢ni databézi. Zakladem je pak predpoklad, ze vzniklé chiméry jsou kombinaci
pouze sekvenci pritomnych v daném datasetu, jejichz frekvence vyskytu je alespon
dvakrat vétsi nez vyskyt chimérické frekvence. Dalsim predpokladem algoritmu je
vznik chimér pouze kombinaci dvou sekvenci, coz ovSem znemoznuje detekci tzv.
multimér, tedy vyskyt sekvenci, které vznikly kombinaci vice nez dvou predkt. Pro-
toze vyskyt multimér neni tak casty jako vyskyt tzv. bimér, tedy chimér pouze z
dvou predki, algoritmus neni stavény na detekci téchto sekvenci.

Algoritmus ChimeraDerector je realizovan v IDE jazyka R - RStudio. Vstupem
samotné funkce realizujici detekci a filtraci chimér jsou sekvence ve formatu FASTA,
tedy samotné sekvence a jejich odpovidajici nézev ¢i identifikator (déle ID). Dalsim
vstupem je tabulka frekvenci jednotlivych sekvenci, které jsou zde reprezentovany
pouze odpovidajicim nazvem ¢i ID. Vystupem funkce jsou pak 2 soubory FASTA
obsahujici chimérické sekvence a jejich ID, resp. nechimérické sekvence s prislus-
nym ID. Treti soubor na vystupu je také tabulka, kterda obsahuje ID chiméry, ID
odpovidajicich predka a podobnost chiméry s vytvorenym modelem.

V tvodu algoritmu je definovana proménna refSeqs, ktera slouzi jako referencni
databaze pouze téch sekvenci, které se vyskytuji v daném datasetu. Do této pro-
ménné jsou zarazeny ty sekvence, které nebyly oznacené jako chiméra a mohou byt
tedy potencialnimi predky chiméry. Aby mohla zacit detekce chimér, kdy je po-
tfeba minimalné dvou predku pro jejich vznik, jsou do referen¢ni databdze na tvod
ulozeny dvé sekvence, které jsou v daném datasetu nejvice abundantni. Neni totiz

prakticky mozné, aby tyto sekvence byly chiméry. Dale jsou tyto dvé sekvence a

35



jejich frekvence odstranény z tabulky frekvenci, ze které jsou sekvence vybirdany v

poradi od nejvétsi abundance po nejnizsi.

Nalezeni konzervovaného regionu

Prvnim krokem algoritmu po definovani proménnych je nalezeni regionu, ktery je
pro dany vzorek sekvenci nejvice konstantni. Jak jiz bylo zminéno, predpoklada se,
ze chiméry jsou kombinaci pouze dvou predki, tedy tzv. biméry, jejichz vznik je vice
pravdépodobny, nez vznik tzv. multimér, které jsou kombinaci 2 a vice predkt. Déle
se predpoklada, ze pokud chiméra vznikla, prechod mezi prvnim a druhym predkem
bude v misté, kde jsou si sekvence nejvice podobné, ne-li totozné. Tento predpoklad,
je zalozen na faktu, ze navazani nedokoncené sekvence na jinou sekvenci, a tedy casty
princip vzniku chimér, je velmi pravdépodobny v misté nejvétsi shody.

U genu 16S rRNA, jak jiz bylo zminovano v tvodni kapitole, jsou tato mista
nazyvana konzervovanymi regiony, které slouzi mimo jiné k vytvareni univerzalnich
primert pro amplifikaci pomoci PCR. Pro nalezeni nejvice konzervované oblasti v
ramci dostupnych sekvenci slouzi funkce ConservedPart, kterda ma na vstupu prave
vsechny sekvence, a vystupem je ¢ast sekvence, ktera odpovida nejstalejsimu regionu.

V ramci funkce pro nalezeni tohoto regionu je nejprve provedeno zarovnani vsech
sekvenci z datasetu umoznéného balickem msa [53], ktery mimo jiné umoznuje vice-
nasobné zarovnani algoritmem ClustalOmega v jazyce R. Z takto zarovnanych sek-
venci je vypocitana Shannonova entropie pro kazdou pozici zarovnani podle vzorce
[54]:

H = —Zfﬁrlongi, (5.1)

kdy H je entropie na dané pozici zarovnani a f zde odpovida relativni frekvenci
dané baze z mnoziny i = [A, C, G, T]. Jednotkou entropie je bit a v tomto pripadé
miize entropie nabyvat hodnot od 0 do 2. Vysoka hodnota entropie pak odpovida
nejasnému pritazeni nukleotidu na danou pozici pti vytvareni konsenzualni sekvence
z vicendsobného zarovnani. Naopak nulova hodnota entropie odpovida 100% shodé
nukleotidii na uré¢ité pozici zarovnani. Takto vypocitanou entropii pro konsenzudlni
sekvenci vicenasobného zarovnani datasetu p4 pak muzeme pozorovat na grafu c.
5.1.

Pro vypocetni nalezeni dostatecné dlouhého konzervovaného regionu, byla entro-
pie konsenzualni sekvence skenovana prumeérovacim oknem o délce 21 bp. Vysledna
entropie sekvence po skenovani oknem je znazornéna na grafu ¢. 5.2.

V grafech lze pozorovat rozlozeni oblasti s vysokou a nizkou entropii. Obzvlast
zajimavy region je v okoli 200 bp, tedy misto, kde se nachazi delsi tsek nulové

entropie. Jelikoz se jedna o entropii vypoctenou z jednoho z dostupnych dataseti,
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Obr. 5.2: Priimérna entropie konzervovaného regionu

lze usoudit, Ze se jedna o konzervovany region, ktery oddéluje V3 a V4 variabilni
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regiony genu 16S rRNA, ze kterého pochazi poskytnuté data.

Jako pro vétsinu oblasti mezi variabilnimi regiony genu 16S rRNA, byl i pro
tuto oblast vytvoren univerzalni primer, ktery ji definuje a je vyuzivan pro nalezeni
prilehlych variabilnich regiont. Pro oblast mezi regiony V3 a V4 existuji dva uni-
verzalni primery, které se z velké c¢asti prekryvaji. Jedna se o primery 518R a 533F,
ze kterych byl pro pokryti vétsi ¢asti konstantni oblasti vytvoren konsenzudlni pri-
mer. Pro srovnani konsenzualniho primeru pro tuto oblast a pro oblast, ktera byla
nalezena pomoci vypoctu Shannonovy entropie pro vSechny dostupné datasety, je

na obrazku ¢. 5.3 znazornéno jejich zarovnani.

-GTGCCAGCHGCCGCGETAATAC
CGTGCCAGCAGCCGCGGTAAT ———

--—-GCCAGCAGCCGCGGTAATAC
CETGCCAGCAGCCGCGGTAAT ———

Obr. 5.3: Zarovnani primert pro konzervovanou oblast

Ze zarovnani lze tedy odvodit, Ze nalezeni konzervovaného regionu pomoci Shan-
nonovy entropie v tomto pripadé odpovida realné oblasti mezi V3 a V4 variabilnimi
regiony genu 16S rRNA.

Nalezeni potencialnich predki chiméry

Jelikoz algoritmus detekce chimér je zalozen na principu metody de novo, je vyu-
zito predpokladu, ze chiméra vznikla az potom, co byla alespon jednou zmnozena
sekvence jejich predkii. Protoze v kazdém cyklu PCR vznika dvojnasobné mnozstvi
genetického materialu, predek chiméry by mél byt alespon dvakrat vice abundantni
nez chiméra. Tato podminka je tedy vyuzita k tomu, aby potencialni chiméra ne-
byla srovnavana se sekvenci, kterd nemiize byt jejim predkem. K filtraci potencial-
nich predku slouzi funkce FilterPotentialParents, jejimz vstupem je samotna query,
referencni databdze moznych predki refSegs a tabulka frekvenci vSech sekvenci v
datasetu. Vystupem funkce jsou tedy jen ty sekvence, které splnuji zminénou pod-
minku o frekvenci vyskytu.

Po filtraci sekvenci zalozené na jejich abundanci, je query rozdélena na dveé casti.
Cést pred konzervovanym regionem, tedy v dostupnych datech odpovid4 V3 oblasti,

a Cast za konzervovanym regionem, tedy V4 oblast. Pro kazdou z téchto oblasti je
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hledana nejpodobnéjsi sekvence, neboli predek pro danou oblast. K tomuto kroku
slouzi funkce FindPotentialParents.

Vstupem funkce FindPotentialParents jsou jiz filtrované sekvence na zakladé
jejich abundance a odpovidajici ¢ast query. Poté je oblast, V3 nebo V4, rozdélena
na 4 podoblasti, ke kterym je pomoci lokdlniho zarovnani dvou sekvenci hledana
nejlepsi shoda. Vystupem funkce je tabulka, kde kazdy radek odpovida ID predka
a sloupce odpovidaji danému tiseku. Hodnoty matice jsou jednotliva skore lokalniho
zarovnani query a predka. Jednotliva skére podoblasti kazdého predka jsou nasledné
seCtena a potencialni predek chiméry je ten, jehoz soucet skore je nejvyssi.

Pokud obé oblasti query maji shodného predka, algoritmus oznaci sekvenci jako

nechimérickou a zarazuje ji do refere¢ni databaze.

Model a urceni chiméry

Pro zjisténi, zda se doopravdy jedna o chiméru, je potieba vytvorit jeji model.
Modelem je slozena sekvence z predka pro oblast pred konzervovanym regionem,
konzervovanym regionem a predkem pro oblast za timto regionem.

Poté je provedno globalni zarovnani query s modelem chiméry, sekvenci predka
pred konstantnim regionem a sekvenci predka za touto oblasti. Jednotliva skore jsou
srovnana, a pokud je query nejvice podobna modelu chiméry, je vyhodnocena jako
chiméricka sekvence a zarazena do databaze chimér.

Kromé ID query a ID obou predkt chiméry je vypocitana podobnost modelu a
chiméry. K tomu slouzi funkce Identity, kterd ma na vstupu globdlné zarovnanou
pravé query s modelem. Pro zjisténi podobnosti je vyuzit vypocet Hammingovy
vzdalenosti, je odvozena od poctu substituci v sekvencich. Jelikoz je pro vypocet
této vzdalenosti potfeba stejné dlouhych sekvenci a sekvence v datasetech nejsou
stejné délky, v ramci funkce Identity musela byt tato podminka zajisténa. Veskeré
mezery, které byly vlozeny do sekvenci pri globalnim zarovnéani, jsou vyhledany a
odstranény spolu s odpovidajicimi bazemi na stejné pozici opacné sekvence. Timto
je zarucena stejna délka sekvenci a muze byt vypocitana Hammingova vzdalenost,
ktera definuje podobnost sekvenci.

Vystupem funkce, jak jiz bylo zminéno, jsou tedy chimérické sekvence, sekvence

nechimérické a tabulka parametri detekovanych chimér.

5.2 Program UCHIME

V rameci softwaru QIIME 2, jak jiz bylo zminéno, je taktéz mozné odstranit chimé-
rické sekvence z dat. Nabizi se hned dvé metody programu UCHIME, a to referencni

a de novo metoda. Soubory pozadované na vstupu algoritmu jsou samotné sekvence,
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které maji byt prohledany a filtrovany, a dale tabulka frekvenci téchto sekvenci v
datasetu. Pokud se jedna o referenc¢ni metodu, dalsim vstupem je referencni data-
baze, ktera obsahuje provérené sekvence realnych organismi. Predpokladem je pak,
ze vyskyt artefaktd je v téchto databazich v idedlnim pripadé nulovy. Prikladem

takovych databazi pak muze byt jiz zminovana GreenGenes nebo SILVA.

Referencni metoda

Algoritmus povazuje veskeré sekvence ve vlozeném souboru za potencialni chiméry.
Prvnim krokem je tedy prohledavani referec¢ni databaze s cilem nalezeni nejvhod-
néjsich predki, ze kterych mohla potencialni chiméra vzniknout.

Po nalezeni vhodnych predki je sestaven model z téchto sekvenci, ktery nej-
vice odpovida potencialni chimére. Pokud je sestaveny model chiméry podobnéjsi
samotné potencidlni chimére nez jeden z predkl sam, je déle pocitdno skére ze za-
rovnani potencialni chiméry a jejich predki. Pokud skére dosdhne urcité prahové
hodnoty, analyzovana sekvence je prohlasena za chimérickou a pokracuje analyza
dalsi sekvence v datasetu. Pokud je potencialni chiméra vice podobné jedné kon-
krétni sekvenci v databazi nez sestavenému modelu chiméry, je ulozena do nechimé-
rickych sekvenci. To stejné plati v pripadé, nepresdhne-li skore pii zarovnani zvole-
ného prahu. Takové sekvence pak podle algoritmu odpovidaji redlnym organismim
v datasetu.

Pro hledani chimér referencni metodou algoritmu UCHIME byly vyuzity refe-
rencni databaze GreenGenes. I ptes posledni aktualizaci databaze v roce 2013 patri
GreenGenes stale mezi hojné vyuzivanou databazi. GreenGenes nabizi vice databazi,
se kterymi lze sekvence porovnavat. Tyto dil¢i databaze se lisi v hodnoté podobnosti,
na zakladé které byly sekvence vzajemné shlukovany. Pro porovnani byly sekvence
datasetu p4 filtrovany dle databdze se shluky sekvenci na zakladé 99, 97 a 88%
podobnosti. Tabulka ¢. 5.1 pak obsahuje pravé tspésnost detekce pri aplikaci jed-

notlivych databazi.

Tab. 5.1: Srovnani pouzitych referen¢nich databazi

Referenc¢ni databaze Detkované Se Nedetekované Pocet FP
chiméry chiméry
GreenGenes-99 31 0.91 3
GreenGenes-97 30 0.88 4 0
GreenGenes-88 30 0.82 4
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Referencéni metoda byla aplikovana na data jiz po OTU shlukovani do jednot-
livych druhu bakterii, tedy po shlukovani sekvenci, které jsou si podobné na 97%
a vice. Nejlépe pak dopadla detekce chimér s referenéni databazi sekvenci s 99%
podobnosti. I kdyz detekce nebyla stoprocentni, pro dalsi porovnani byla vyuzivana
pravé tato databaze.

Zda ma rizné zatrazeni filtrace chimér do posloupnosti krokt predzpracovani sek-
venacnich dat vliv na vysledné zastoupeni bakterii ve vzorku, byla provedena filtrace
chimér i pted krokem OTU shlukovani, tedy po dereplikaci sekvenci. Tabulka ¢. 5.2
pak obsahuje abundance vybranych bakterii po filtraci chimér refere¢ni metodou
pred 97% OTU shlukovanim a po ném. Pro obé metody byla zvolena referencni
databdze GreenGenes se sekvencemi s 99% podobnosti. Referencni metoda pouzita
po dereplikaci je v tabulce oznacena symbolem *. Kompletni frekvence bakterii je

dostupna v elektronické priloze v tabulce ¢. 5.1.

Tab. 5.2: Frekvence vybranych bakterii po filtraci chimér

abundance
Bakterie GG-99 | GG-99*
Anaerotruncus colihominis 2605 2133
B .
utyricicoccus 3553 2053
pullicaecorum
Medi
editerranea 1994 1049
massilliensis
Oscillibacter 8189 =049
valericigenes
lkovy Cet
cetkovy poce 54957 | 45173
sekvenci

Pri detekci a filtraci chimér po dereplikaci bylo filtrovano mnohem vice chimér
nez pri filtraci po shlukovani bakterii do druht. Je tedy patrné, ze prii filtraci po
shlukovani dochazi k zatrazeni chimérickych sekvenci do jednotlivych OTU, se kte-
rymi jsou velmi podobné. Také ale mizeme tict, ze pti filtraci po dereplikaci mohlo
dojit k falesné pozitivni detekci chimér, tedy ze sekvence, které nebyly chimérami,
byly oznaceny jako chiméry.

Sloupcovy graf ¢. 5.4 pak ukazuje, Ze i pres jednotlivé rozdily v abundanci danych
bakterii pri odlisné filtraci jsou vypoctené relativni frekvence vybranych bakterii
témer shodné. Z toho lze usoudit, ze nedochazi k ovlivnéni relativniho zastoupeni
bakterii pTi rizném zarazeni kroku filtrace chimér referenc¢ni metodou v predzpraco-

vani mikrobialnich dat. Kompletni graf vSech pritomnych bakterii a jejich relativni
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frekvence je dostupny v elektronické priloze pod cislem 5.1.
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Obr. 5.4: Relativni frekvence bakterii

De novo metoda

Zaklad algoritmu pro de movo metodu je stejny. Hlavnim rozdilem je, ze de novo
metoda zacina od sekvenci, které jsou v datech nejvice abundantni, tudiz nemohou
byt chimérami. Predkem chiméry pak muze byt pouze takova sekvence, ktera je
alespon dvakrat vice abundantni nez samotna chiméra.

Jak Edgar et al. [43] uvadi, metoda de novo by méla byt v postupu predzpra-
covani dat zarazena za proces dereplikace a pred OTU shlukovani. Dtivodem je, ze
v tomto misté predzpracovani data obsahuji idealné vsechny ASV v odpovidajicich
shlucich s jejich redlnou frekvenci vyskytu, a tedy podminka, ze chiméra podstoupila
alespon o jeden cyklus PCR méné nez jeji predek, je aplikovatelna.

Dalsim divodem, pro¢ by metoda zalozena na principu de novo méla byt po-
uzita pred shlukovanim OTU, je ten, ze v pripadé shlukovani mohou byt chiméry
dostateéné podobné sekvenci redlného organismu, aby byly zatazeny do stejného
shluku. Timto muze byt zkreslena analyza diverzit, ktera definuje dana spolecenstva
organismu. Pro porovnani vlivu detekce chimér metodou de novo pred a po OTU

shlukovani, byly pouzity obé dvé varianty.
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Jelikoz sekvence v datasetu jsou odlisnych délek, krokem dereplikace jsou ziskany
ASV, které obsahuji pouze sekvence podobné na 100%. Aby tedy do odpovidajicich
ASV mohly byt zarazeny i ty sekvence, které se lisi naptiklad o jeden nukleotid, bylo
provedeno OTU shlukovani sekvenci, které jsou si podobné na 99%. Timto se tedy
predpoklada, Ze i nepatrné odchylky v délkach sekvenci jsou pro zarazeni sekvence
do odpovidajici ASV ignorovany.

Aby mohl byt aplikovan algoritmus ChimeraDetector (CHD 99), jehoz vypo-
¢etni narocnost je vyssi nez metody algoritmu UCHIME, byly tyto rozsitené shluky
ASV filtrovany na zakladé jejich abundance. Veskeré shluky s abundanci nizsi nez 10
byly odstranény. Timto byl zajistén pomérné nizky pocet shluk a algoritmus Chime-
raDetector s i tak vysokou vypocetni narocnosti byl pouzit. Po stejném predzpra-
covani dat byla aplikovana detekce chimér metodou de novo algoritmu UCHIME
(UD_ {99).

Dalsim prvkem pro srovnani je metoda de novo algoritmu UCHIME (UD_ f97
aplikovand na sekvence po OTU shlukovani na 97% a nésledné filtraci mélo abun-
dantnich OTU ve vzorku. Ve stejném bodé predzpracovani dat byl aplikovan posledni
prvek srovnani, a to algoritmus ChimeraDetector (CHD_{97).

Veskeré srovnani téchto metod je uvedeno v tabulce ¢. 5.3.

Tab. 5.3: Srovnani pouzitych de novo metod

T~ | FP Pocet odstranénych | Vysledny pocet
chimérickych sekvenci sekvenci
CHD_ 99 | 19 1 1937 43376
UD_f99 | 20 0 1714 43599
UD_f97 | 20 0 2049 54465
CHD_ 197 | 20 0 396 55028

U metody CHDf99 pozorujeme vysoky pocet odstranénych sekvenci, dokonce i fa-
lesné pozitivni detekci, tedy kdy nechiméricka sekvence byla odstranéna spolu s chi-
mérickymi sekvencemi. Odstranéna sekvence poté odpovidala bakterii Megasphera
elsdenii, ktera je v datatsetu zastoupena dvakrat s odliSnymi formami genu 16S
rRNA.

Znovu pro porovnani vlivu zarazeni filtrace do procesu predzpracovani dat byl
vykreslen sloupcovy graf uvedeny na obrazku ¢. 5.5. Relativni frekvence jednotli-
vych bakterii odpovidaji prislusnym pouzitym metodam. Je patrny mensi rozdil v
relativnich frekvencich metod aplikovanych pred OTU shlukovanim do jednotlivych

druht. Predevsim lze tento jev pozorovat u vice abundantnich sekvenci, zatimco
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abundance méné zastoupenych sekevenci jsou témeér shodné. I tak lze Tici, ze roz-

dil mezi relativnim zastoupenim bakterii pfi rizném zatrazeni filtrace chimér neni

jednoznacny.
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Obr. 5.5: Sloupcovy graf relativni frekvence bakterii po filtraci chimér

5.3 Vysledky pouzitych metod

I pres padné duvody, pro¢ se de novo metoda zarazuje pred OTU shlukovani, které
byly v predeslé podkapitole uvedeny, tedy zZe de novo metoda detekce by méla byt
aplikovana po dereplikaci sekvenci o stejnych délkach, aby byly odhaleny veskeré
chimérické sekvence, byl dany algoritmus ChimeraDetector predevsim aplikovan a
otestovan na datech, u kterych jiz bylo provedeno OTU shlukovani na 97% podob-
nosti. Jednalo se tedy o shlukovani sekvenci dle druhii. Nasledné byla provedena fil-
trace na zakladé frekvence jednotlivych OTU, kdy byly odstranény OTU s frekvenci
nizsi nez 10. Duvodem této tpravy dat bylo snizeni vypocetniho casu algoritmu,
ktery byl i tak vysoky. Je zfejmé, Ze nebyly odhaleny chiméry, které byly v kroku
shlukovani zarazeny do OTU, ale pouze ty chiméry, které byly natolik odlisné a
abundantni, aby vytvorily samostatné OTU.

Zéaroven byl stejny format dat filtrovan algoritmem UCHIME jak de novo meto-

dou, tak referen¢ni metodou za pouziti databaze GreenGenes 99.

44



Zékladni statistiky pouzivané pii hodnoceni klasifikatorti, mezi které muizeme
radit i detekci chimér, jsou uvedeny v tabulce ¢. 5.4. Algoritmus ChimeraDetector
(CHD), de novo metoda algoritmu UCHIME (UD) a referen¢ni metoda (UR) byly
pouzity na zbylé datasety, tedy p2, resp. p3.

Tab. 5.4: Zakladni statistiky pii vyhodnocovani klasifikatori

Metoda Se [Sp | Acc | Err | PPV | NPV | F_ score
p2__CHD | 0.744 | 1 |0.761 | 0.239 1 0.220 0.853
p3_CHD | 0.748 | 1 |0.770 | 0.230 1 0.282 0.856

p2_UD |0976 | 1 |0.978|0.022 1 0.750 0.988

p3_UD |0982| 1 |0.984|0.016 1 0.846 0.991

p2_UR |0.952 | 1 | 0.955 | 0.045 1 0.600 0.975

p3_UR |0.802| 1 |0.820 | 0.180 1 0.333 0.890

Lze vycist nejvyssi tspésnost metody de novo algoritmu UCHIME, ktera v obou
datasetech odhalila nejvétsi pocet chimér. Naopak detekce referenc¢ni metody se u
obou datasett vyrazné lisi. Je zfejmé, Ze z néjakého diivodu méla tato metoda pro-
blém s datasetem p3, obsahujici gram-negativni bakterie. Divodem pak miize byt
naptiklad spatné zastoupeni téchto bakterii v databazi. U obou metod je vSak za-
znamenana stoprocentni pozitivni prediktivita, tedy Ze nebyl zaznamenan falesné
pozitivni pripad, ktery by nechimérickou sekvenci oznacil za chimérickou. Nejvice
nedetekovanych chimér pak zaznamenal algoritmus ChimeraDetector, jehoz detekce
neni stoprocentni z nékolika divodi. Predevsim je algoritmus schopny detekce téch
chimér, které vznikly spojenim pouze dvou ptredkii, a to v oblasti nalezeného konzer-
vovaného regionu. Dalsim omezenim je vypocetni narocnost algoritmu, kdy vypocet
uvedenych dataseti trval podstatné déle nez metody algoritmu UCHIME.

Za kladné vlastnosti algoritmu ChimeraDetector pak lze povazovat jeho speci-
ficitu, kdy nebyla zaznamenana falesna pozitivita. Tim padem je nejen specificita,
ale i pozitivni prediktivita algoritmu rovna jedné. Za zminku poté stoji i fakt, ze ve
vétsiné pripadi urcil algoritmus predky detekovanych chimér stejné jako de novo me-
toda algoritmu UCHIME. Statistiky probéhlé metody de novo algoritmu UCHIME a
algoritmu ChimeraDetector, které obsahuji mimo jiné i informaci o predcich chimér,
jsou dostupné v elektronické priloze v tabulce 5.2.

Pro porovnani zastoupeni jednotlivych roda bakterii po filtraci chimér algorit-
mem ChimeraDetector se zastoupenim bakterii pred filtraci, které bylo znazornéno v
predeslé kapitole, byla vykreslena heatmapa (obrazek ¢. 5.6) dostupnych vyfiltrova-

nych dataseti. Mizeme tak pozorovat predevsim snizeni poc¢tu rodu bakterii, které
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byly tvofeny predeviim chimérickymi sekvencemi. Relativni zastoupeni jednotlivych

nechiméricky druhti je poté srovnatelné s relativnim zastoupenim pted filtraci.

Dysosmobacter
Intestinimonas
Butyricicoccus
Anaerotruncus
Dorea
Ligilactobacillus
Limosilactobacillus
Anaerotignum
Mediterraneibacter
Muricomes
Coprococcus
Megamonas

Phocaeicola
Bacteroides
Mediterranea
Bifidobacterium
Megasphaera

Obr. 5.6: Heatmapa rodu bakterii po odstranéni chimér
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Zaveér

Cilem bakalarské prace bylo vypracovani literarni reserse tykajici se problematiky
chimérickych sekvenci vyskytujicich se v sekvenacnich datech a nasledné realizace
algoritmu v jazyce R pro jejich detekci a naslednou filtraci. Na tivod byly vysvétleny
pojmy tykajici se prace s mikrobialnimi daty a objasnéni rozdili mezi sekvenaci
dat pro metagenomickou, resp. mikrobidlni analyzu. Déle byly uvedeny generace
sekvenacnich technologii a zptisoby generovani ¢teni.

Nasledujici kapitola se zamérila predevsim na objasnéni postupu amplifikace
vzorku a jeji vliv na analyzu dat. Byly zde popsany rtizné artefakty vyskytujici se v
datech a diraz se kladl predevsim na pochopeni vzniku chimérickych sekvenci. Dale
zde byly uvedeny metody pro odstranéni téchto artefakti.

V treti kapitole byly na tivod zminény zakladni informace o testovacich datase-
tech poskytnutych Vyzkumnym tstavem veterinarniho lékarstvi v Brné. Dale byly
uvedeny zakladni kroky, které se pouzivaji pri predzpracovani rozsahlych sekvenac-
nich dat, a byla popsana aplikace téchto krokii na vlastnich datasetech.

Néasledné byla uvedena problematika operacnich taxonomickych jednotek, me-
tody pouzivané pri shlukovani OTU a nasledna kvantifikace tohoto kroku. Také
zde byla uvedena klasifikace organismu klasifikaitorem RDP a bylo zde znazornéno
zastoupeni jednotlivych bakterii v datasetech.

Posledni kapitola se pak zabyvala samotnou realizaci detektoru chimér v ja-
zyce R. Kromé popisu fungovani algoritmu zde byly uvedeny vysledky detekce na
vlastnich datasetech ve srovnani s dostupnymi metodami pro detekci a filtraci chi-
mérickych sekvenci.

Jak vysledky napovidaji, vyuziti algoritmu ChimeraDetector v aktualni verzi by
v konkurenci dostupnych algoritmt pro detekci chimér nemélo velky tispéch. Vylep-
seni aktualni verze algoritmu by vsak mohlo vést k jeho uplatnéni pti zpracovani
mikrobidlnich dat Vyzkumnym tstavem veterinarniho lékatrstvi v Brné. Prikladem
takového vylepseni pak muze byt rozsiteni o detekci tzv. multimér ¢i snizeni vypo-

¢etni naroc¢nosti zakomponovanim algoritmu BLAST pro nalezeni predku chimér.
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