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Abstrakt

Revolucna technologia sekvenovania od spolo¢nosti Oxford Nanopore Technologies — MinlON,
predstavuje velku nadej v oblasti metagenomiky. Nizka cena, produkovanie dlhych citani
a prenosnost’, vd’aka malym rozmerom, predstavuje len jednu z mnohych vyhod tejto technologie.
Napriek tymto benefitom je tu vSak nedostatok dostupnych vypocétovych nastrojov, ktoré¢ by nam
umoznili plne zaobchadzat” s produkovanymi datami. V uvode tejto bakalarskej prace su
predstavené terajSie sekvenacné technologie so zameranim sa na technoldgie tretej generacie,
predovsetkym na spominané nanopdrové sekvenovanie. V praci si uvedené aj sa¢asné moznosti
vizualizacie metagenomickych dat. Hlavnym ciel'om tejto prace je vytvorit algoritmus, ktory za
pomoci aplikacie metdd redukcie dimenzionality priamo na surové data, produkované

nanoporovym sekvenovanim, bude realizovat’ tzv. binning metagenomickych vzoriek.

KPucové slova

Metagenomika, Oxford Nanopore, nanopérové sekvenovanie, redukcia dimenzii

Abstract

The revolutionary sequencing technology introduced by Oxford Nanopore Technologies
— MinION holds a great promise in the field of metagenomics. Low cost, produced long reads and
portability, due to its small dimensions, represents only one of the many advantages of this
technology. Despite the benefits, there is a lack of available computational tools for handling
the produced data. The theoretical part of the thesis first introduces current sequencing
technologies with main focus on the third-generation sequencing and especially on nanopore
sequencing. The recent possibilitics of metagenomic data visualization are introduced. The main
purpose of the bachelor thesis is to make an algorithm for binning of metagenomic samples based
on use of dimensionality reduction techniques straight on raw data produced by nanopore

sequencing.
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UvVOD

Napriek tomu, Ze ich nevidime, su mikroorganizmy neoddeliteI'nou sucast'ou nasho zivota. Kazdy
proces v biosfére je spity so zjavne nekonecnou kapacitou tychto miniatirmych stvoreni, ktoré
transformuju svet okolo nas. Mikroorganizmy obyvaju dokonca aj I'udské telo, preto by sme sa
mohli zaoberat” otazkou ich prepojenia s ochoreniami a ré6znymi infekciami postihujuce nas
organizmus.

K skiimaniu komunit mikroorganizmov vo velke] miere prispel postupny rozvoj
sekvenaénych metdd a technologii, ktorych zaujmom je Stadium genetickej informacie. Vd’aka
obrovskému rozvoju dostupnych sekvenatorov sa problém mnozstva produkovanych dat stal
minulostou. V stucasnosti sa preto rozvinulo usilie ticto data spracovat, co predstavuje vyvoj
novych algoritmov sluziacich k ich spolahlivej analyze a klasifikacii.

Cielom tejto prace je vizualizacia metagenomickych dat, produkovanych zariadenim
MinlON od spolocnosti Oxford Nanopore Technologies, v snahe uskuto¢nit’ tzv. binning
(roztriedenie) DNA sekvencii podla organizmov do prislusnych skupin na zaklade ich spolo¢ne
zdiel'anych znakov ziskanych z jednotlivych sekvencii. Vizualizacia by mala tiez zjednodusit’
interpretaciu, pre ¢loveka nepredstavite'nych, obrovskych metagenomickych datasetov.

V praci su podané blizsie informacie o metagenomike, spolo¢ne s vyvojom sekvenaénych
technologii poskytujucich data, ktoré tvoria zaklad nasledujucej metagenomickej analyzy. Vyklad
smeruje k postupnému dopracovaniu sa ku kl'icovému zariadeniu tejto prace, ktorym je
nanopoérovy sekvenator produkujuci skutoéne dlhé sekvencie dat. Ddlezitou sucastou teoretickej
Casti je aj popis jednotlivych metdd vizualizacie dat, ktorych vol'ba vo velkej miere ovplyviiuje
vyslednu kvalitu analyzy.

Prakticka Cast’ prace zahfia spracovaniec metagenomickych sekvencii priamo zo signalov
obdrzanych nanopoérovym sekevenovanim arealizaciu ich vizualizacie vyuzitim metod

zaloZenych na principe redukcie dimenzii v snahe vytvorit’ algoritmus pre roztriedenie tychto dat.



1. METAGENOMIKA

Mikroorganizmy, obklopujice nas, nepracuju ako individualne jednotky, ale ako komunity, kde
kazdy z nich vykonava svoju $pecificka funkciu. Akykol'vek elementarny cyklus zahfiia urcity
druh mikroorganickej spoluprace, ktora je prisne regulovana a spojend interakciami mikrobialnej
komunity. Je dokonca zistené, ze bakteridlne organizmy obyvajui aj I'udské telo a odhaduje sa,
ze ich mnozstvo prevysuje pocet vlastnych buniek az 10-krat [ 1]. Taktiez sa uvazuje o ich spojeni
s ochoreniami ako su napriklad rakovina, cukrovka a rézne ¢revné infekcie [2]. Vedomosti
o mikroboch vSak pochadzaju zvelkej casti zlaboratorneho prostredia asi ziskané
za abnormalnych a neprirodzenych podmienok, kde st optimalne pestované na umelom médiu
v ¢istej kulture bez urcitého ekologického kontextu [3].

Naproti tomu metagenomika, veda zaoberajuca sa sekvenovanim a analyzou DNA
izolovanej priamo z mikrobialnych vzoriek bez nutnosti ich kultivacie, umoziiuje skamat
mikroorganizmy v ich prirodzenom prostredi, v ktorom povicsine ziju. Metagenomiku, ako vedu,
je vSak len vel'mi obtazné vymedzit' presnou definiciou, pretoze je naroéné tuto disciplinu
v akomkol'vek smere limitovat’. Jednoznacne v§ak predstavuje urcity kultivaéne nezavisly stupen
klasifikacie jednotlivych komunit, ich ¢lenov a umoziuje Stidium tychto komunit na trovni
genomov. Tieto metddy su zakladom genomiky a Studii, ktoré su zamerané na skiimanie biosféry
na tejto urovni. Z toho dévodu je mozné, Ze tato veda bude prevratnym prinosom v bioldgii,
medicine, ekologii a v neposlednom rade aj v biotechnoldgii [3][2].

Studium mikrobialnych komunit bez nutnosti kultivacie je obrovskym prinosom, pretoze
nie vSetky mikroorganizmy je mozné kultivovat’, ked’ze si to vyZaduje Specialne, doposial
nezname podmienky. Jeden zo spdsobov analyzy bez potreby kultivovania sa stalo 16S rRNA
sekvenovanie [4]. Tato 16S podjednotka ribozomovej RNA, ktora je pritomna takmer u vSetkych
prokaryot, je vel'mi dobrym identifikatorom, pretoze byva pre kazdy druh baktérii odlisna, vd’aka
¢omu sa stala zakladom mikrobialnej taxonomie. Pomocou nej bola taktiez odhalena vel'ka cast’
druhovej rozmanitosti mikrobidlneho sveta [5]. Toto cielené sekvenovanie je vybornym
nastrojom pre posudenie zastipenia a relativnecho mnozstva baktérii v urcitej vzorke. Na druhej
strane, touto metodou preskumame len relativne mali ast kazdého genomu. Dalsi spdsob
analyzy, ktorym naopak ziskavame prehl'ad o celom genome organizmov je nahodné shotgun
sekvenovanie. Tato metoda je v porovnani s cielenym sekvenovanim ovela menej nachylna na
skreslenie, pretoze mnohé oblasti genomu disponuji znacne vysSou variabilitou ako rRNA, to
znamena ze produkované data poskytuju lepSie rozliSenie, dokonca aj blizko pribuznych
organizmov [6]. Analyza tychto dat v§ak nie je uplne jednoducha a v sucasnosti je cielom vynajst’

algoritmy pre ich rychle a efektivne spracovanie, ¢o je ciel'om aj tejto prace.



2.VYVOJ SEKVENACNYCH TECHNOLOGII

Po objaveni terciarnej Struktury molekuly DNA Watsonom a Crickom, sa vedci rozsiahlo zacali
zaoberat’” urCovanim poradia baz nukleovych kyselin v tychto molekulach, teda sekvenovanim,
ktor¢ ma obrovské uplatnenie v medicine, bioldgii, biotechnologii a mnohych d’al§ich vedeckych
a vyskumnych odboroch. Ciel'om je predovsetkym skiimanie celych genomov alebo len ich Casti,
ktoré si ako suhm celej genetickej informacie velmi rozsiahle. Z toho dévodu, aj naprick
najnovsim technoldgiam, nie je proces sekvenovania okamzitou zalezitostou. Doposial bolo
vyvinutych niekol’ko technik sluziacich k sekvenovaniu DNA, ktor¢ sa od seba odliSuju
predovsetkym jednotlivymi principmi realizacie, cenou, rychlostou a mnozstvom produkovanych
dat, ako je mozn¢ vidiet’ v uvodnom prehlade technolégii v Tab. 1. [6].

Prevratom skimania génov, ¢i celych genomov sa stala prva generacia sekvenovania
prinasajuca so sebou dve vyznamné metddy, Sangerova a Maxam-Gilbertova metdéda. Obe
metody disponuju urcitym obmedzeniam, naprick ktorym ale umoziuju realizovat’ sekvenaciu
genetického materialu. Pomere vysoké naklady a Gasova zdihavost boli vSak podnetom
k vynaliezaniu novych sekvenaénych postupov a technologii [7].

Riesenim tychto problémov sa stal nastup druhej generacie sekvenovania, alebo tzv. novej
generacie sekvenovania (NGS, z angl. Next-generation sequencing), ktora vynika predovsetkym
svojou vykonnostou dosiahnutou vyuzitim paralelizacie sekvenovania.. Po uspesnej druhej
generacii sa d’al$im prevratom sa stala tretia generacia sekvenovania, ktora vyuziva sekvenovanie
jednej molekuly vrealnom case, ¢im sa radikalne 1isi od predoslych technologii. Okrem
existujucich technologii st ponicktoré este stale v procese zdokonal'ovania. Ciel'om tohto
pristupu je vSak dosiahnut’ ¢o najrychlejsie a finan¢ne najnenaro¢nejsie sekvenovanie, ktoré bude

pristupné pre akukol'vek aplikaciu, ¢i uz v teréne alebo v laboratoriu [18].

Tab. 1 Prehlad parametrov sekvenaénych technolégii [9],[9],[18]

Technologia  Sanger Roche Illumina  SOLiD  PacBio RS MinlON

454
Dizka ~ 700 bp ~700 bp 50-250bp  =75bp =5000bp 5-100+kbp
Citania (az 40 000 bp)
Presnost’ 99.9 % 99.9 % 98 % 99% 85% 85 %
Cas behu 20 min — 24 hod. 1-10dni 1 - 2 30min- < 10 min
3 hod. tyzdne 4 hod.
Cena /IMbp | 2400 $ 10$ 0,05-0,15$ 0,13$% 0,13-060% <0,1%

W



2.1 Prva genericia sekvenovania

V sedemdesiatych rokoch sa zacali nezavisle od seba rozvijat’ dve metddy sekvenovania DNA,
ktorych priebeh je zobrazeny na Obr.1 . V pripade Sangerovej metédy, na obrazku vlavo, je
DNA vzorka denaturovana na dve vlakna a templat nasledne rozdeleny do Styroch reakénych
zmesi, z ktorych kazda obsahuje enzym DNA polymerazu, primer, deoxynukleotidy (A, C, G, T)
a jeden zo Styroch dideoxynukleotidov (ddGTP, ddATP, ddTTP, ddCTP), kde kazdy z nich je
znaceny inou fluroescencnou znackou a Specifické su tiez nepritomnost'ou hydroxylovej skupiny
na 3° konci. Proces pokracuje syntézou a predlzovanim komplementarncho retazca, ktory je
pozastaveny nahodnym zaclenenim dideoxynukleotidu, ktory neumoziuje d’alSie predlzovanie
vlakna. Maxam — Gilbertova metdda, na obrazku vpravo, vyuziva terminalne znacené¢ DNA
fragmenty pomocou radiofosforu na 5° konci, ktoré su opit’ rozdelené do Styroch reakénych
zmesi obsahujicich Specifické chemikalie sposobujuce Stiepenie len v mieste vyskytu
konkrétnych baz [10]. V oboch metddach su ziskané rozne dlhé fragmenty DNA, ktoru s
nakoniec analyzované pomocou elektroforézy na polyakrylamidovom géle [7]. V sucasnosti je

mozné analyzovat naraz 384 sekvencii s dizkou 600 az 1000 nukleotidov [5].
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Obr.1 Sangerova (vP’avo) a Maxam — Gilbertova (vpravo) metoda sekvenovania [7]



2.2 Druha generacia sekvenovania

V roku 2005 sa zacalo rozvijat’ viacero platforiem, ako napriklad Roche/454, SOLiD a Illumina,
ktoré vyuZzivaju masivne paralelné¢ sekvenovanie. Tato vina nového pristupu zacala byt nazyvana
ako druha alebo nova generacia sckvenovania Ako bolo spomenuté v ivode, revolucia so sebou
prinasa zefektivnenie vykonnosti a rychlosti sekvenovania. Napriek odliSnym principom maji
spominané nastroje seckvenovania spolo¢né charakteristické postupy, medzi ktoré patri urcita
priprava vzorick na sekvenovanie, teda vytvorenie kniZnice nafragmentovanej DNA a jej
amplifikacia. Dalgim spoloénym znakom je priebeh a detekcia jednotlivych sekvenaénych
reakcii, ktoré st uskuto¢nené automaticky. Vysledkom tychto reakcii je obrovské mnozstvo tzv.
Citani (z angl. reads), ktoré su nasledne analyzované. Proces analyzy zahriia vyvolavanie baz,
porovnavanie ziskanych sekvencii s referenénymi sekvenciami a interpretaciu ziskanych

vysledkov [11].

Roche 454 pyrosekvenovanie

Pyrosekvenovanie predstavuje metédu zaloZenu na principe sekvenovania syntézou a detekcie
uvolnovaného pyrofosfatu pocas syntézy DNA. Cely proces zaCina nafragmentovanim DNA,
ligaciou adaptorov, denaturaciou dvojvlaknovej DNA na jednovlaknovu, ktora nasada na
nanoguli¢ku, kde nasledne prebicha emulzna PCR. Nanogulicky, na ktorych je az 10 miliénov
kopii rovnakej DNA, st dodatoéne nanesené do jamick na pikotitraénej dosticke. Medzi
komponenty naslednej reakcie patri primer, ktory je hybridizovany k DNA templatu, DNA
polymeraza, ATP sulfurylaza, luciferaza, apyraza a substraty adenozin 5°fosfosulfat (APS)
a luciferin. Cyklus kazdého zo Styroch deoxynukleotidov, ktoré st pridavané do reakénej zmesi,
prebehne samostatne. Po kazdom zabudovani nukleotidu pomocou DNA polymerazy dochadza
k uvolneniu pyrofosfatu, ktorcho mnozstvo je ekvivalentné poctu zaclenenych nukleotidov.
Uvolneny pyrofosfat je nasledne konvertovany do ATP pomocou ATP sulfurylazy za pritomnosti
APS. Generovana ATP aktivuje enzym luciferazu, ktora sprostredkiiva konverziu luciferinu na
oxoluciferin za produkcie viditeIného svetla, ktorého intenzita je imema poctu molekual ATP,
teda poctu zaclenenych nukleotidov. Emitované svetlo je dodatoéne snimané fotonovym
detektorom, napriklad CCD kamerou a konvertované na signal, tzv. pyrogram, ktor¢ho $picky su

umermné poctu zaclenenych nukleotidov [12].



Illumina sekvenovanie

Tato technologia je taktiez zaloZenad na principe sekvenovania syntézou, avSak v kombinacii
s mostikovou PCR amplifikaciou. Opiat” prebicha fragmentacia DNA na velkost priblizne
800 baz, ligacia adaptorov k obom koncom fragmentov anaslednd denaturacia. Vysledna
jednovlaknova DNA d’alej nasada na pevny povrch reakénej komorky (z angl. flow cell) husto
pokryty sondami, komplementarnymi k adaptorom, kde prebicha spominana mostikova PCR
a vytvorenie zhlukov jednovlaknovych DNA, ako je mozné vidiet' na Obr.2 . Reverzné vlakna sa
odstiepia a do reakénej komorky su pridané sekvenacné primery a v kazdom novom cykle DNA
polymeraza, deoxynukleotidy s farebnym oznadenim atzv. reverzibilné terminatory, vdaka
ktorym je v kazdom z cyklov naviazany iba jeden nukleotid. Po zac¢leneni nukleotidu a excitacii
laserom je emitovana fluorescencia zachytena CCD kamerou. Pred d’al§im cyklom st terminatory
s fluorescencnym znacenim odstranen¢ a cyklus sa opakuje, aby bolo mozn¢ uréit’ celu sekvenciu

baz fragmentov [12].
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Obr.2 Illumina sekvenovanie s nazornou mostikovou PCR [18]



SOLiD sekvenovanie

V porovnani s ostatnymi platformami, je tato technologia zaloZena na principe sekvenovania
ligaciou a vyznacuje sa vysokou presnostou. Proces zacina pripravou jednej z dvoch typov
kniznic, ktorymi su fragmentovana, kedy ziskame fragmenty s adaptormi na oboch koncoch
a parova (z angl. mate - pair), ktorej vystupom su fragmenty obsahujice okrem koncovych aj
jeden interny adaptor. Nasleduje naviazanie jednovlaknovej DNA na magneticka gulicku, na
ktorej prebehne emulzna PCR. Gulicka s mnohymi jednovlaknovymi DNA nasada na skleneny
povrch reakénej komérky. Dalsim krokom je naviazanie primeru na adaptor fragmentu. Sugastou
procesu je aj subor Styroch fluorescencne znaéenych sond v podobe oktamérov, ktoré¢ superia
o zaClenenie za primer alebo predchadzajuci oligonukleotid. Kazda sonda obsahuje dva
Specifické nukleotidy, tri I'ubovol'né a tri ako reverzibilny terminator so Specifickou farebnou
znackou podl'a prvych dvoch Specifickych nukleotidov. Na Obr.3 je zobrazeny cyklus ligacie,
detekcie fluorescenéného signalu a odstiepenia poslednych troch nukleotidov, ktory sa opakuje
niekol’kokrat v zavislosti od dizky &itania. Po dosiahnuti tejto dizky su vsetky oligonukleotidy
odstranen¢ a cel¢ Citanie sa opakuje s primerom vzdy o jeden nukleotid kratsi, aby bola postupne
precitana cela sekvencia. Dekodovanie, ako je opiat’ mozné vidiet na Obr.3 , prebicha po dvoch
nukleotidoch, pricom je potrebné poznat’ prvy nukleotid, ktory je znamy vd’aka predom znamej

sekvencie primeru [12].
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Obr.3 SOLiD sekvenovanie s nazornym deko6dovanim [18]



2.3 Tretia generacia sekvenovania

Dopyt po technoldgiach, ktoré by boli schopné pracovat rychlejsie a produkovali by dlhé Citania
vyustil v prichod tretej generacie sekvencovania (TGS, z angl. Third-Generation Sequencing).
V porovnani s NGS sa metody tretej generacie zameriavaju na jednotlivé molekuly DNA bez
nutnosti ich amplifikacie, kde jednotlivé Citania st dostupné k analyze hned’ ako prejda danym
sekvenatorom. Tato generacia poskytuje nickol’ko zakladnych pokrokov. Narast dizky gitani
z desiatok baz na desattisic baz na jedno &itanie. Cas sekvenovania sa zredukoval z dni na hodiny
¢i minuty a taktiez dochadza k pomerne vyznamnej eliminacii skresl'ovania pri sekvenovani, o

bolo v predoslych metddach, okrem iného, zapricinené pouzivanou PCR amplifikaciou [8].
PacBio sekvenovanie

Jednou z prvych metod TGS sa stalo SMRT (z angl. Single-Molecule Real-Time) sekvenovanie
jednotlivych molekul v realnom ¢ase, uvedené spoloc¢nost'ou Pacific Bioscience [13]. Templatova
DNA (tzv. SMRT bell) je uzavreta, jednovlaknova cirkularna DNA vytvorena ligaciou spinacich
adaptorov na oba konce cielovej dvojvlaknovej DNA, ¢im je umoznené sekvenovanie oboch
vlaken. Proces, zobrazeny na Obr.4 , zac¢ina nanesenim vzorky molekuly DNA na ¢ip (tzv. SMRT

cell) pokryty nanostruktiirovym materialom.
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Obr.4 Metoda sekvenovania jednotlivych molekil v ¢ase [18]



Material obsahuje jamky (tzv. ZMW, Zero-Mode Waveguides) s hibkou priblizne 100 nm
apriemere 70 nm, do ktorych molekula difunduje. ZMW nasledne poskytuju detekciu svetla,
ktorého vlnova dizka je vicsia nez samotny objem jamky a taktiez umoziuju sledovat’ objem
o velkosti vzdy maximalne jedného nukleotidu. Na dne kazdej jamky je ukotvena DNA
polymeraza poskytujica naviazanie spinacicho adaptora a takisto podnecuje zaciatok replikacie.
K syntéze vlakna su pouzité Styri fluorescenéne znacCené nukleotidy, ktoré pri prechode

polymerazou produkuju svetelny impulz indetifikujici konkrétnu bazu [15].
Nanoporové sekvenovanie

Sekvenovanie pomocou nanoporov, malych otvorov umiestnenych v elektricky rezistentnej
membrane, ponika mnoho vyhod v porovnani s uz existujucimi technoldgiami a je objektom
vel'kého zaujmu sucasnej vedy. Zariadenia pracujuce na principe nanopdru poskytuji detekciu
jednotlivych molekul a schopnost” analyzovat ich. InSpiraciou sa stali ionové kanaly biomolekul,
ktoré¢ riadia takmer vsetky procesy v bunke. Tento novy pristup zavisi na elektroforetickej
translokacii analytu alebo jeho zakladnych komponentov prostrednictvom tohto miniatiirneho
otvoru. Analytom byva vo véc¢sine pripadov molekula DNA, pricom jej prechodom danym porom,
ako na Obr.5 , dochadza k detegovaniu baz na zaklade ich efektu na elektricky prad alebo opticky
signal. Technoldgia pracuje sjednotlivymi molekulami nemodifikovanej DNA, je pomerne

finan¢ne nenaroc¢na a ponuka analyzu v realnom case [15].
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5'-ACTACCTAGTTTACGTAATCCATCTGAACAATGCAGCATTBtN-3'
5'-ACTACCTAGTTTACGTAATCCATCTGGACAATGCAGCATTBEtN-3'

Obr.5 Sekvenovanie pomocou nanop6ru a prislu§né vystupné data [15]

Spoloc¢nosti Oxford Nanopore sa podarilo komercializovat systém na sekvenovanie DNA,
ktor¢ho zakladom su tri biologické molekuly zostavené tak, aby pracovali ako jednotny
mechanizmus. Biologicky nanopor pozostava predovsetkym z modifikovaného a-hemolyzinu, ¢o
je vo vode rozpustny protein schopny samovolne oligomerizovat” v lipidovych membranach

a vytvorit’ v nich heptamerny kanal.



Jeho stucastou je aj exonukledza, napojena na extracelularnej strane péru a synteticky senzor
cyklodextrin, kovelentne pripojeny k vntitornému povrchu nanopéru. Tento systém je nasledne
sucastou syntetickej lipidovej membrany, ktora separuje dva oddiely vyplnené elektrolytom.
Po aplikovani napétia na membranu dochadza k prechodu iénov elektrolytu danym poérom.
Konstantny jednosmerny prad je v tomto pripade povazovany za referenény. Po prechode
analyzovanej molekuly z cis na trans stranu membrany, ako je opit’ mozné vidiet na Obr.5 |
dochadza k Ciastonej zmene jej terciarnej Struktiry atakisto sa meni pocet io6nov
prechadzajucich pérom, ¢im dochadza k zna¢nej zmene detegovaného prudu voéi pridu
referenénému. Zmeny tohto elektrického pradu, v podobe odporovych pulzov, st zachytavané

pomerne senzitivnym zosilfiovaéom pouzivanym napriklad v patch clamp technikach [17].
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3. SEKVENOVANIE TECHNOLOGIAMI OXFORD
NANOPORE

Na zaklade informacii dostupnych zich internetovej stranky sa spolo¢nost” Oxford Nanopore
Technologies (ONT) snazi o uréity prevrat v oblasti biologickej analyzy uz od roku 2005, kedy
bola zalozena. Ciel'om tejto spolocnosti je spristupnit’ moznosti analyzy DNA prostrednictvom
sekvenovania aj tym, ktori doposial’ nemali moznost’ pracovat’ so ziadnou zo sekvenacnych
technik. Snahou je proces zjednodusit’ na uroven, kedy vyuzitim ich technologii bude mozné
kymkol'vek analyzovat akékol'vek zvolené vzorky v prisluSnom prostredi, ¢i uz v laboratoriu

alebo v teréne. Ponukanym zariadeniam od spoloc¢nosti ONT su venované nasledujiice kapitoly.
3.1 Zariadenie MinlON

Myslienkou sekvenovania DNA pomocou biologického nanoporu sa vedci zacali zaoberat’ uz
priblizne pred dvadsiatimi rokmi. Zakladom tejto metody je priama elektricka detekcia
jednovlaknovej DNA, ktora prichadza do kontaktu s nanopdrom. Sekvenované moézu byt
extrémne dlhé fragmenty vo velmi vysokej kvalite, pretoZze v procese dochadza k detekcii
jednotlivych molekul a vynechany je krok predchadzajiacej amplifikacie, ktora byva Castym
zdrojom skreslenia signalu. V roku 2014 bolo ONT spolo¢nostou predstavené prvé komercne
dostupné zariadeniec MinION, ktoré je mozné vidiet' na Obr.6 , umoziujuce nanoporové
sekvenovanie.
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Obr.6 Zariadenie MinION a jeho komponenty [21]
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Prenosnost’, mal¢ rozmery, pripojeniec cez USB k Standardnému pocitaCu alebo laptopu
s internetovym pripojenim predstavuje len jednu z vyhod tohto pozoruhodného zariadenia, ktoré
pritahuje zna¢nu pozornost’ v oblasti genomiky, kde je poskytované sekvenovanie v realnom Case

obrovskou vyhodou [19].

3.1.1 Priprava kniZnice

Proces pripravy kniznice, zobrazeny na Obr.7 , zacina nasekanim gendmovej DNA pouzitim
zariadenia Covaris g - TUBE na zvolenu dizku fragmentov. Nasledne dochadza k vytvoreniu
tupych koncov nasekanej DNA a na 3° konce fragmentov je pridana baza adenozin, aby bolo

mozn¢ uskutocnit’ d’alsi krok, ktorym je ligacia adaptérov.

DNA vzorka —St
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Obr.7 Priprava kniznice DNA [27]

Kniznica vo vécsine pripadov obsahuje dva typy adaptérov, hlavny a spinaci. Hlavny adaptér,
pozostavajuci  zdvoch oligonukleotidov s Ciasto¢nou komplementarnostou, byva tiez
oznaCovany ako Y adaptér vd’aka svojej tvarovej Strukture. Spinaci adaptér, ktory je tvoreny
jednym oligonukleotidom s vnatornou komplementarnostou k vytvoreniu spinacej Struktary, je
oznaCovany ako HP adaptér. Oba adaptéry su naviac doplnené motorovymi proteinmi, ktoré
sprostredkavaju prechod DNA nanopdérom. Funkciou adaptérov je nasmerovanie fragmentov
DNA do blizkeho okolia porov pomocou naviazanych vizbovych oligonukleotidov, ktoré maju
afinitu k polymérovej membrane. Ulohou spinacicho adaptéra je predovietkym kovalentné

spojenie vlaken DNA, ¢im umoziuje plynulé sekvenovanie dvojvlaknovej molekuly [20].

12



3.1.2 Proces sekvenovania DNA

Z pripravenej kniznice st molekuly DNA koncentrované blizko nanoporu, ktory je zacleneny
do nevodivej membrany. Napitie prilozené k membrane nasledne indukuje v nanopoére prud,
ktory je predmetom zaujmu. Cely proces sekvenovania, zobrazeny na Obr.8 , zadina na
jednovlaknovom 5° konci od hlavného adaptéra, za ktorym nasleduje templatové vlakno, spinaci
adaptér a nasledne vlakno komplementarne. Motorovy protein za¢ina rozvolnovat’ dvojvlaknova
DNA v momente, kedy narazi na komplementarnu oblast’ hlavného adaptéra a do nanopéru teda
najprv vstupuje templatové vlakno. Nanopérom prechadzaju postupne vSetky bazy vlakna
rychlostou zavislou od spominaného motorového proteinu. Po dosiahnuti spinacicho adaptéra
vstupuje pomocou HP motorového proteinu do nanoporu podobnym spdsobom aj
komplementarne vlakno. Pri prechode molekuly prostrednictvom péru dochadza k zmenam

pradu, ktoré su charakteristicke pre jednotlivé bazy [20].
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Obr.8 Prechod molekuly DNA nanopérom [25]

Prad v nanopére je merany pomocou senzora nickol’ko tisic krat za sekundu a produkované data
smeruji do mikroc¢ipu ASIC (z angl. Application Specific Integrated Circuit), ktory predstavuje
integrovany obvod navrhovany a vyrabany pre Specificku aplikaciu [21]. Nakoniec su data
spracované¢ pomocou MinKNOW softvéru, ktory sa podiela na zhromazdeni a analyze
vyprodukovanych dat. Prictokova komorka (z angl. flowcell) zariadenia MinlON, zobrazena na
Obr.9 , obsahuje 512 kanalov (Sedd), to znamena, ze sucasne moze byt sekvenovanych az 512
nezavislych DNA molekul. Kazdy kanal naviac obsahuje Styri jamky (biela) a kazda z nich
obsahuje por (modra) a senzor (g1, g2, g3, g4). Kanal je schopny v uréitom momente poskytovat’

data z jednej z tychto Styroch jamiek (v tomto pripade je to jamka gl) .

13



Z hladiska vykonnosti, teda z hl'adiska poc¢tu produkovanych citani, sa jednotlivé kanaly zna¢ne

lisia, pretoze kazdy por moze byt viac ¢i menej aktivny v porovnani s ostatnymi [20].
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Obr.9 Prietokova komorka (z angl. flowcell) s produkovanymi datami [20]

V sucasnosti st vyvinuté dve vyznamné chémie pouzivané v prietokovych komérkach. Jedna sa
ochémiu R7 aR9, ktoré sa predovSetkym liSia v pouziti konkrétneho pdéru aod toho sa
odvijajicich parametrov. Nedavno predstavena R9 chémia sa v porovnani s nahradenou R7
chémiou vyznacuje védcSou presnostou, rychlej§im sekvenovanim a generovanim véacSicho
mnozstva dat za jednotku Casu. Uprednostiiuje sa ¢itanie iba jedného vlakna molekuly DNA,
namiesto pomocou spinacicho adaptora spojen¢ho templatu a komplementu. Dosiahnutie vyssej
presnosti je sposobené aj pouzitim algoritmov na vyvolavanie baz zaloZenych na neurénovych
sietach, oproti menej presnym skrytym Markovovym modelom. Dévodom ziskavania ovela
vacSiecho mnozstva dat je potreba sekvenovat’ iba jedno vlakno molekuly DNA a spominana
rychlost’, ktora sa posunula z hodnoty 70 bps (baz za sekundu) na hodnotu 250 bps [23]. Na

Obr.10 sa do grafu (tzv. squiggle plot) vynesené namerané surové data v zavislosti na Case.
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Obr.10 Vyprodukované surové data (tzv. squiggle plot) zariadenia MinION
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V pripade R7 chémie su ziskané surové data meran¢ho pradu dodatoc¢ne spracované
a konvertovan¢ do sekvencie jednotlivych udalosti (tzv. events), ktoré obsahuju informacie

o priemernej hodnote pradu, prislusnej odchylke a dizke trvania [21].

3.1.3 Format produkovanych dat a vyvoliavanie baz

Pre analyzu dat sa v bioinformatike vo viac¢sine pripadov pouziva FASTA format, obsahujici
popis sekvencie a samotnu sekvenciu v znakovej forme, alebo FASTQ format, naviac obsahujtici
parameter popisujuci kvalitu vyvolanych baz. V poslednom obdobi sa pre niektoré aplikacie
stavaju vSak uzitoénej§imi surové data. Vystupom zariadenia MinION je subor FASTS z kazdého
¢itania. Podobne ako Standardny datovy format HDFS5, aj FASTS suborovy format je zaloZeny na
hierarchickom usporiadani, v ktorom su skladované metadata odpovedajuce citaniu
produkovanému jednym z 512 kanalov zariadenia a taktiez udalosti (tzv. events) obsahujuce
napriklad data o meranom prade predspracované sekvenatorom [21].

Tento vyklad sa zaobera predovsetkym chémiou R7, ked’Ze tieto data su najviac dostupné
a v praktickej Casti bude zahrnuta praca s datami prave vtomto formate. V tom pripade je
vyvolavanie baz (tzv. base-calling) uskutocnené pomocou sofvéru Metrichor, vyzadujuci pristup
internetu (tzv. cloud-based software), ktory je poskytovany spolo¢nostou ONT. Na uréenie baz
sekvencii z adajov o pradovych zmenach, ktoré¢ poskytuje zariadenie MinlON, vyuZiva tento
softvér skryté Markovove modely (z angl. Hidden Markov Model, HMM) [24]. Uzivatel pouZziva
tento softvér na rovnakom pocitaci ako zariadenie MinlON a jeho ulohou je len nacitat” subory
FASTS, obsahujuce surovy signal, na vzdialeny server. Po chvili st uzivatel'ovi k dispozicii
na stiahnutie subory FASTS s uz vyvolanymi bazami. Vyuzivanie tohto softvéru si v§ak vyzaduje
neustaly pristup k internetu a taktiez ma uzavrety zdrojovy kod (tzv. closed source). V zamere
poskytnut’ otvoreny zdrojovy kdéd (tzv. open source) a vyvolavanie baz bez nutnosti pripojenia
k internetu bol nasledne vyvinuty softvér Nanocall. Takisto vyuziva HMM a poskytuje
postadujiice 1D vyvolavanie baz s presnostou porovnatenou k sofvéru Metrichor. Dalsou
platformou je Deep - Nano, rekurentna neuronova siet’, ktora vykazuje pomeme vysSiu presnost’
ako softvéry vyuzivajuce HMM [25]. V porovnani s ostatnymi technologiami sa data poskytnuté
zariadenim MinlON vyznacuji vidc¢Sou nepresnostou, no naprick tomu sa pomocou tohto
zariadenia podarilo detegovat’ uz viacero virusov, ako napriklad Ebola [28] a Zika [29]. To
znamena, ze poskytovana kvalita je vo viacerych pripadoch k identifikacii virusov, ¢i baktérii

postacujuca [30].
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3.2 Zariadenie PromethION

Toto stoln¢ zariadenie je pribuzné zariadeniu MinlON, ktorému boli venované predoslé
podkapitoly. PromethION vlastni 48 samostatnych prietokovych komérok, kde kazda z nich
obsahuje 12-tisic jamiek, v ktorej je umiestnenych 3-tisic nanopdrov. Vyuzivanych méze byt
dokopy teda neuverite'nych 144-tisic nanopérov, takze uz nie je potrebné davkovanie vzoriek,
ked’Ze uzivatel moéze vyuzit' I'ubovolny pocéet komdrok a kazda znich méze byt spustena
a pozastavena bez nartiSania tych zvySnych. Priprava vzoriek je zhodna s pripravou vzoriek
pre zariadenic MinlON a spracovanie dat, vratane vyvolavania baz v realnom Ccase, je
uskuto¢nené pomocou zabudovaného vypoctového zdroja v systéme. Systém teda poskytuje

vel'ky objem spracovanych dat z vel'’kého poctu spracovavanych vzoriek v realnom case [26].
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4. VIZUALIZACNE METODY PRE SPRACOVANIE
METAGENOMICKYCH DAT

Vizualizacie dat su zasadnym nastrojom pri ich analyze, ked’ze je mozné ich skamat’ vizualne, na
zaklade Coho je mozné vytvarat takmer okamzité hypotézy, ktoré sa stavaji d’al§im predmetom
analyzy. Zasadnym problémom metagonomiky je spravna klasifikacia DNA sekvencii podla
organizmov, z ktorych pochadzaju. V mnohych pripadoch st sekvencie, pozostavajuce
z postupnosti jednotlivych nukleotidov, charakterizované viac ako troma parametrami, to
znamena, ze nie je vzdy jednoduché ich zrozumitelne a l'udsky prezentovat. KedZe spracovanie
dat v znakovej podobe je narocné, je vhodné takéto sekvencie najprv numericky reprezentovat,
pricom parametre a pévodna informacia sekvencie by mali byt zachované. Jednym z rieSeni
spracovania vyslednych numerickych reprezentacii sa stali metody vizualizacie dat zalozené na

redukecii dimenzii, ktorym budu venované nasledujice podkapitoly.
4.1 PCA - analyza hlavnych komponentov

Analyza hlavnych komponentov, PCA (Principal component analysis), je Statistickd metoda
vyuzivajuca linearnu transformaciu povodného stiboru premennych do podstatne mensicho
suboru nekorelovanych premennych, ktoré reprezentuju podstatnu Cast’ informacie obsiahnutej
v pdvodnom subore. Cielom je teda ziskat mensi pocet nekorelovanych premennych,
jednoduchsie pochopitel'nych, analyzovatel'nych a vizualizovateI'nych. Metoda vyuziva rozptyl
ako nositel’a informacie, ked’ze jednotlivé povodné premenné maji v subore ista variabilitu, ktora
je rozptylom merana. V procese dochadza k projekeii objektov dat na novi os oto¢ent okolo
pociatku suradnicového systému v smere maximalnej variability. V smere druhej najvicsej
variability je vedena druha os, ktora je kolma na prva. Tieto osi su definované hlavnymi
komponentami, ktoré¢ su linearnou kombinaciou pdévodnych premennych, kde prvy znich
predstavuje najvacsiu variabilitu medzi vSetkymi linearnymi kombinaciami v danom subore dat.
Komponenty st ortogonalne, teda vzajomne nekorelované, a vytvarané su postupne s klesajucim
vyznamom dolezitosti. Z toho dévodu je par tychto prvych komponentov najvyznamnejsich,
avsak aj nicktor¢ d’alSie z nich m6zu poskytovat relevantné informacie o Strukture analyzovanych

dat [31].
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Podrla postupu [32], uvazujeme z matematického hl'adiska n-rozmerny vektor ziskanych

dat X, ktory predstavuje jednu z dimenzii. Nasledne je od kazdej hodnoty Xi odéitany priemer X

daného vektoru, ¢im ziskame mnozinu dat, ktorych priemer je rovny nule.
X i = X i Y (1)

Z centrovanych dat je vypocitana kovarian¢na matica. Kovarianca sa vzdy pocita medzi dvoma
veli¢inami, to znamend, ze v pripade viacrozmemych dat je potrebné pocitat” viac kovariancii.
Jeden zo sposobov ako zapisat’ vSetky kovariancie, je zapisat’ ich do matice. VSeobecny zapis

kovarian¢nej matice C pre » velicin je :

cnxn — (Cij,cij. = cov(Dimi,Dimj)). 2)

Nasleduje vypocet vlastnych vektorov a vlastnych ¢isel z kovariancnej matice, kde vlastné Cisla

A; Stvorcovej matice A radu # su korefimi rovnice

det(A — AI) = 0, 3)

v ktorej [ predstavuje jednotkovii maticu. Ku kazdému vlastnému ¢Cislu 4; existuje asponi jedno
nenulové riesenie sustavy rovnic

Ax = A x, 4)

v ktorej x je pravym vlastnym vektorom matice A. Poslednym krokom je vyber hlavnych
komponentov, ¢im vznikne opisny vektor O, pomocou ktoré¢ho ziskame vysledné data V' na

zaklade rovnice

V=0T x XT, (5)

kde X su data upravené podla (1). Problémom metody moéze byt zanedbanie relevantnych
informacii, ¢im moéze dojst” k skresleniu alebo nedostatoénému charakterizovaniu dat. Vysledna
interpretacia je zavisla aj na zamere analyzy, ktorej cielom méze byt odhalenie vztahov medzi

vzorkami alebo odhalenie vztahov na urovni druhov [33].
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Prikladom vyuzitia PCA pre binning metagenomickych dat je metoda 2TBinning, kde su
kombinované viaceré parametre, ako napriklad CG obsah, parameter OFDEG
(z angl. Oligonucleotide Frequency Derived Error Gradient) a fiekvencia vyskytu
tetranukleotidov (TNF) nadhodnych fragmentov z vybranej skupiny gendémov, ktorej projekciu
pomocou PCA mézeme vidiet na Obr.11 . Z nazvu mozno odvodit dvojstupriovy pristup metody,
kde v prvom kroku triedenia su sekvencie zhruba separované do skupin na zaklade obsahu CG
a parametra OFDEG. V druhom kroku je k vylepSeniu roztriedenia pouzita frekvencia vyskytu

tetranukleotidov a naslednym zhlukovanim st skupiny rozdelené do mensich oddielov [34].
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Obr.11 PCA projekcia TNF pouzita pre binning metagenomickych dat [34]
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4.2 PCoA - analyza hlavnych koordinatov

V pripade analyzy hlavnych koordinat je euklidovska vzdialenost’ v priestore stanovena hlavnymi
koordinatmi, ktoré su aproximaciou vzdialenosti medzi objektami v asociacnej matici odvodenej
z povodnej matice. Asociatna matica predstavuje maticu vzdialenosti vypocitanych pomocou
I'ubovolnych koeficientov, vyjadrujicich vztah, resp. odliSnost’ medzi objektami. V metdde ide
taktiez o akusi konfiguraciu OTU (operacna taxonomicka jednotka) v euklidovskom priestore
za podmienok zachovania vztahov medzi objektami vyskytujucich sa v povodnej matici
vzdialenosti. Postup metddy je vel'mi podobny metode PCA, avSak koordinaty vystupujuce v tejto
metdéde s, v porovnani s komponentami predstavujucimi linearnu kombinaciu povodnych
premennych, komplexnymi funkciami originalnych premennych sprostredkovanych
prostrednictvom zvoleného spdsobu vypoctu odliSnosti objektov [33], [35].

Metoda PCoA bola pouzita napriklad k testovaniu schopnosti odliSovat’ zdravych alebo
kontaminovanych hostitel'ov na zaklade pritomnosti alebo absencie uréitych patogénnych
génov [2]. Interpretacia vysledkov prebicha podobne ako v pripade PCA, v tomto pripade vsak
vysledné objekty v suradnicovom systéme reprezentuju cely metageném. Na Obr.12 je mozné
vidiet’ graficky vystup PCoA pri skimani ¢lenov mikrobialnej komunity GIT-u u mysi, vyuzitim
amplikonového sekvenovania 16S rRNA [36].
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Obr.12 Interpretacia vysledkov skiimania mikrobialnej komunity za pouzitia PCoA [36]
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Matematicky postup [35] zahfia pracu s asociaénou maticou D, predstavujicou maticu
vzdialenosti vypocitanych pomocou T'ubovolnych koeficientov, vyjadrujucich vztah, resp.

odliSnost’ medzi pdvodnymi objektami x;jp, a xj;. PouZita je napriklad euklidovska vzdialenost

Dy = \/Zj(xjm - xjn)z'

(6)
Matica D je d’alej transformovana do matice 4 podla
= —21p2 (7)
Amn - 2 D mn-
Takto ziskané data st centrované k ziskaniu matice o podl'a
Omn = Amn_E_E‘l'A_; (8)

kde A, predstavuje priemer hodnét v riadkoch, A, priemer hodnét v stipcoch a4~ priemer hodnét
z celej matice 4. Nasledne su dopocitané vlastné vektory a vlastné ¢isla, podobne ako v metode

PCA a vybrané hlavné koordinaty ziskané zoradenim kazdého vlastného vektora u; do dizky
odpovedajucej /Ay ., kde 4, predstavuje kladné vlastné Cislo asociované s prislusnym vlastnym

vektorom.
4.3 NMDS — nemetrické mnohorozmerné Skalovanie

NMDS je vSeobecne velmi efektivna metoda analyzy matic podobnosti alebo vzdialenosti.
Na zaklade tejto analyzy st vztahy medzi objektami zobrazené v euklidovskom priestore,
v ktorom su, podobne ako v predoslych metodach, objekty reprezentované bodmi. Vstupom je
matica suradnic a parameter o pozadovanom vyslednom pocte dimenzii. Nasledne prebicha
optimalne skalovanie a odhad novych parametrov, resp. vypocet suradnic. V poslednom bode je
urcena tzv. hodnota Stress, kde ciel'om metody je najst’ taka konfiguraciu bodov, ktora bude tuto

hodnotu minimalizovat’ [33]. Hodnota je vypocitana ako

~ 5 )
Stress = |[Yni(dpi — dpi' )/ Xnid ni” -

kde dp; je vzdialenost medzi bodmi %~ ai, parameter dp;’ vzdialenost’ predikovana
regresiou [37]. Blizkost” objektov v zobrazeni odpoveda ich podobnosti, av§ak nekoreSponduje

povodnym vzdialenostiam medzi objektami.
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Vdaka zachovaniu poradia vzdialenosti medzi objektami je mozné podla potreby osi
zobrazenia I'ubovolne prepocitat, rotovat’ alebo obratit’ k ziskaniu lepSej vizualizacie alebo
interpretacie. Najvacsi problém metody spociva v spravnom odhadnuti poctu dimenzii. Oproti
predoslym metédam sa NMDS vyznacuje iterativnym postupom vd’aka comu rastie aj vypoctova
narocnost’ [38]. Metoda bola napriklad pouzitd pri porovnavani rozmanitosti znakov
mikrobialnych komunit zo vzoriek, ktoré podlichali r6znym postupom hospodarenia

s pédou [39].

4.4 t-SNE metoda

Metoda t-SNE (t-distributed Stochastic Neighbor Embedding) predstavuje metddu nelinearnej
redukcie dimenzii a na rozdiel od PCA metody nie je zalozena na hl'adani najvécsicho rozptylu
vdatach. Vtomto pripade je snahou =zaistit, aby objekty, ktoré su si blizke
v originalnom vysoko- dimenzionalnom priestore, boli blizke aj v priestore redukovanom. Oproti
SNE metdde, z ktorej je tato metdda odvodena, je t-SNE jednoduchsie optimalizovatelna a
poskytuje pomerne lepSiu vizualizaciu dat, pretoze redukuje tendenciu nahromadenia bodov
uprostred grafu. Metdoda umoziiuje vizualizaciu vysoko-dimenzionalnych dat, tym Ze jednotlivym
bodom je priradena lokalita v 2D alebo 3D priestore. Vysoko- dimenzionalne data euklidovskych
vzdialenosti medzi objektami st konvertované do matice podobnosti, ktoré reprezentuju
podobnost” dvoch bodov vo viac - dimenzionalnom priestore. Pévodna SNE metoda vyuziva na
urcenie podobnosti Gaussovo rozdelenie, kde pre blizke body je hodnota relativne vysoka a pre
nizke bude nadobudat’ nepatrné hodnoty. Metdda je vSak obmedzena chybovou funkciou, ktora
je velmi tazko optimalizovatelna. Chybova funkcia v pripade t-SNE metddy je symetrickou
obdobou chybovej funkcie metody SNE. Novy pristup vyuziva na vypocet podobnosti bodov
v nizko-imenzionalnom priestore Studentovo rozdelenie, ako tomu nasvedcuje nazov, namiesto
Gaussovho rozdelenia pouzit¢ho v predoslej metode [40].

Rozsirenim tejto metody je BH-SNE metdda vyuzivajuca uréity Barnes-Hut algoritmus,
vd’aka ktorému sa tento pristup vyznacuje predovsetkym lepSou operaénou naro¢nost'ou, ktora
zavisi predovsetkym na mnozstve vstupnych dat. Toto rozsirenie taktieZ vyuziva stromovu datova
strukturu VP-stromy (Vantage Point-trees), ktora k rozloZeniu mnoziny dat vyuziva vzdialenost
jednotlivych objektov od uréitého referenéného bodu na vypocet podobnosti objektov vstupnych

dat.
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Tento novy algoritmus by mal disponovat’ viacerymi vvhodami v porovnani s predoslou t-
SNE metdédou, pricom hlavnou znich je urychlenie algoritmu, vd’aka ktorému je ziskana
moznost” spracovat’ obrovské data, ako su napriklad metagenomické data ziskané shotgun
sekvenovanim. Priklad takéhoto vyuzitia je na Obr.13 aje vidiet, Ze metoda funguje, minimalne

pre jednoduchs$ie metagenomy, takmer perfektne [41].

ES01-Subset04

16S rRNA gene
fragments

ES01-Subset05

ES01-Subset01

ES01-Subset!

ES01-Subset08

I H. influenzae PittGG E. coli UTI89

I . colistr. ‘clone D 14 B. hyodysenteriae WA1

N L. xyli subsp. xyli str. CTCBO7 I R. prowazekii str. Dachau
B. amyloliquefaciens FZB42 I G. obscurus DSM 43160
Uncultured Termite group 1 I Candidatus C. ruddii PV

phylotype Rs-D17

Obr.13 BH-SNE vizualizacia mikrobialnej komunity simulovaného datasetu genomickych

fragmentov [41]

Na zaklade prispevku [42] st z povodnych dat vypocitané podmienené pravdepodobnosti
pji» zahriiajuce vypocet vzdialenosti medzi bodmi x; a x; za pouzitia euklidovskej vzdialenosti

a rozptylu Gaussovského rozdelenia o;.

exp(— ||xl — xj||2 /20i2)

5 (10)
Ykziexp(— ||xz - xj|| /Zaiz)

Pji =
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Symetrizaciou dvoch podmienenych pravdepodobnosti je ziskana vzajomna podobnost” medzi

objektami x; a x; v originalnom priestore podla

_ it P 11
pji = N (11)
kde N predstavuje celkovy pocet objektov v tomto priestore. Po konvertovani objektov do nizko-

dimenzionalneho priestoru, je opat’ vypocitana matica podobnosti g;; medzi bodmi y; a y; podl'a

2
S v, - vl (12)

T
Yyt €Xp(— ||yi —yj| )

jli

kde v tomto pripade je namiesto Gaussovho rozdelenia pouzité rozdelenie Studentovo s jednym
stupiom volnosti. Idealne rozmiestnenic bodov ) v redukovanom priestore je ziskané
minimalizovanim hodnoty Kullbuck-Leiblerovej divergencie C medzi vzajomnou distribuciou

P aQpodla

i

C= ZKL(PiHQi):ZZPiU log % (13)

4.5 ESOM - emergentné samo-organizujice mapy

Emergentné samo-organizujuce mapy, tiez zname ako Kohenove mapy, patria medzi neuréonové
siete s uCenim bez ucitela. Emergencia znamena, Ze takéto SOM umoziiuju vytvorit’ vnatorné
Strukturalne vlastnosti dat v priestore. ESOM poskytuji premietanie vysoko-dimenzionalnych
dat, do 2D mapy pri zachovani topologie povodnej mnoziny dat. Metdda je vyborna pri skimani
dat a moéze byt efektivne vyuzita pri ich vizualizacii, zhlukovani a klasifikacii. Pri vizualizacii
dat sa do uvahy berie hustota dat v okoli neurénov a taktieZ ich vzajomna vzdialenost’. V pripade
na Obr.14 je pouzita tzv. U-Matrix vizualizacia vyuzivajuca vzdialenost, najcastejSie

cuklidovsku, prislusnych neurénov.
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Vysledkom je topografické zobrazenie separovanych oblasti, ktoré v tomto pripade reprezentuju
urc¢ité mikroorganizmy z tréningovej mnoziny zvolenych genomickych dat. Tato vizualizacia
moéze byt pouzita aj k posudeniu presnosti roztriedenia dat ziskanych genomov a taktiez

k odhaleniu novych regiénov pozostavajucich zo sekvencii urCitych priznakov [41], [43].
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I . influenzae PINGG E. coli UTIB9
I . coli str. ‘clone D i14' | B. hyodysenteriae WA1
N (. xyfi subsp. xyli sir. CTCBOT I R prowazeki str. Dachau
i | B. amyloliguefaciens FZB42 I . cbscurus DSM 43160
Uncultured Termite group 1 N Candidatus C. ruddii PV
phylstype Rs-D17

Obr.14 ESOM vizualizacia mikrobialnej komunity simulovaného datasetu genomickych

fragmentov [41]
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5. APLIKACIA METOD REDUKCIE DIMENZII PRE
VIZUALIZACIU METAGENOMICKYCH DAT

Cielom tejto prace je primarne vytvorit” algoritmus, ktory bude schopny uskuto¢nit’ binning dat
na zaklade vektoru priznakov, odvodenych z kazdej sekvencie, za pouzitia vhodnych metdd
redukcie dimenzii. Jedna sa o novy pristup spracovania sckvenénych dat vyuzivajuci aplikaciu
metdd redukcie dimenzii priamo na prudové signaly produkované nanoporovym sekvenovanim.
Vo vSeobecnosti ide o ziskanie vektorov signalovych sekvencii, ktor¢ su nasledne zobrazené v
nizko-dimenzionalnom priestore. Vyuzitim spominanych metod je ziskavany pristup
vizualizovat’ obrovské subory dat, odpovedajuce zmesi sekvencii z r6znych organizmov tak, ze
sekvencie pochadzajuce z rovnakého organizmu si su vo vyslednom redukovanom priestore
blizke, naopak sekvencie pochadzajuce z r6znych organizmov by mali byt umiestnen¢ d’aleko od
seba. Pre nazomost je k dispozicii blokova schéma na Obr.15 ., odpovedajuca sl'ubovanému
spracovaniu dat. Aby dana metoda mohla byt otestovana, v prvom rade je potrebné pouzit
simulovany metagenom, u ktorého je zname, ktora sekvencia pochadza z ktorého organizmu. Po
spracovani FASTS5 stuborov ziskame data produkované nanopdrovym sekvenovanim, ktoré¢ vSak
neobsahuju priamo merany signal a preto je potrebné uskutoénit’ jeho rekonstrukciu. Po ziskani
tychto signalov je mozné¢ na nich aplikovat’ metody zaloZzené na principe redukcie dimenzii

a nasledne data vizualizovat’, ¢o nam umozni uskutocnit’ zaverecnu analyzu.

Simulacia

. éh Spracovanie Rekonstrukcia
C o >
metagenomickeno FASTS suborov signilov
datasetu
e FEscherichia coli
. . ) e PCA
e Microcyslis aeruginosa
e PCoA
o Pseudomonas fluorescens
: o t-SNE
e Synechococcus elongatus
. ) e NMDS
e Salmonella enterica l
Aplikicia metéd
Analyza <4¢—  Vimalizicia — redukcie D
dimenzii

Obr.15 Blokova schéma navrhovaného spdsobu spracovania dat
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5.1 Vol’ba metagenomického datasetu

K spracovaniu bol pouzity simulovany metagenomicky dataset zverejne dostupnych
nanoporovych sekvencii osekvenovanych bakterialnych genémov. Dataset pozostava z dat
ziskanych z archivu ENA (European Nucleotide Archive) a je v iom zastupenych pat” odlisnych
organizmov. Konkrétne st to Escherichia coli, Microcystis aeruginosa, Pseudomonas
fluorescens, Synechococcus elongatus, ktoré si sucastou metagenomu v archive pod pristupovym
cislom PRJIEB8716, ataktiez Salmonella enterica s pristupovym cislom metagendmu
PRJEB7205. V Tab. 2 sa nachadza prehl'ad dopliujucich pristupovych cisel ku konkrétnym

datam. V prilohe elektronickej verzie tejto prace su data k dispozicii vo formate FASTS.

Tab. 2 PrehPlad pristupovych ¢isel organizmov v zvolenom metagenomickom dataste

Ndzov organizmu Pristupové cislo vzorky Pristupové cislo behu
Escherichia coli SAMEA4528013 ERR1713483
Microcystis aeruginosa SAMEA4528016 ERR1713486
Pseudomonas fluorescens SAMEA4528017 ERR1713487
Synechococcus elongatus SAMEA4528019 ERR1713489
Salmonella enterica SAMEA2813268 ERR776484

5.2 Predspracovanie dat

V programovacom prostredi R bol pouzity bali¢ek poRe umoziujici nacitanie a analyzu FASTS
suborov, ziskanych nanopdrovym sekvenovanim pomocou zariadenia MinlON. Vzhladom
k tomu, Ze dostupné subory boli ziskané sekvenovanim za pouzitia R7 chémie, vysledné¢ FASTS
subory neobsahuju priamo namerany signal, ale informacie o kazdom ,,skoku* v signale vo forme
tzv. udalosti (events), Co predstavuje urciti nevyhodu, pretoze dochadza k strate signalu nasho
zaujmu. Na zaklade informacii v tychto udalostiach, ktorymi su stredna hodnota, dizka trvania

a smerodajna odchylka, je v§ak mozné pozadovany povodny signal zrekonstruovat’.
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Rekonstrukcia signalu vychadza z dopocitania poc¢tu vzoriek pripadajucich na kazdu priemerni
hodnotu prudu namerani nanoporom, vyskytujucu sa v zlozke udalosti, kde kazda z tychto
hodnét sa vyznaduje inou dizkou trvania. Ukazku takto zrekonstruovaného signalu je mozné

vidiet’ na Obr.16 .
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Obr.16 Ukazka zrekon$truovanych signalov pochadzajicich zo sekvencii a) Escherichia

coli a b) Synechococcus elongatus ziskanych nanopérovou technolégiou
Aj napriek tomu, Ze signaly su znacne odlisné, bolo by vel'mi naro¢né a pracne klasifikovat’ ich
prostym pohl'adom. Z toho dévodu sa obraciame na vypoctové metody, ktorymi sme schopni

zamerat’ sa na najdolezitejSie parametre signalu a ten nasledne reprezentovat’ pomocou jediného

bodu v nizko-dimenzionalnom priestore.
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5.3 Zvolené metody pre vizualizaciu dat

Obrovskou vyhodou vzniknutej signalovej reprezentacie sekvencii, oproti znakovej podobe, je
moznost pouzit’ na tieto data uz existujuce metddy sluziace k spracovavaniu signalov. Vektory
zrekons$truovanych signalov z jednotlivych Citani, ktorych rekonstrukcia je popisana v kapitole
5.2, su nacitané do matice, odpovedajicej vstupu zvolenych metdd vizualizacii zaloZenych
na principe redukcie dimenzii. Dizka produkovanych signalov z nanoporu viak nie je rovnaka,
to znamena, Ze pred samotnym naditanim signalov do matice je potrebné zvolit prah ich dizky,
aby bolo mozné na takiito maticu pouzit’ metody redukcie dimenzii, ktoré predpokladaju vstupy
s rovnakou dizkou. Medzi zvolené metody patri a) PCA, b) PCoA, c¢) t-SNE a d) NMDS, kde
vysledky ich realizacii je mozné vidiet’ na Obr.17 . Po aplikovani zvolenych metdd mozeme
pozorovat’ vizualizacie zvolené¢ho metagenomického datasetu, kde vo vsetkych grafoch
reprezentuji jednotlivé body konkrétnu sekvenciu a naviac farebne odpovedaju organizmu,
z ktorého pochadzaju. Na zaklade toho mézeme jednoducho a jasne hodnotit” vysledné zhluky,
ktoré su v niektorych pripadoch viac, v inych menej odlisiteI'né. Podobné vysledky, pri zahruti

viacerych organizmov je mozné vidiet v prilohach na Priloh. obr.1
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Obr.17 Aplikacia metéd a) PCA, b) PCoA, ¢) t-SNE, a d) NMDS, zalozenych na principe

redukcie dimenzii

Najhorsi vysledok poskytuje v tomto pripade metoda PCoA, v ktorej nie sme schopni sa venovat’
zladnej skupine jasne separovanych sekvencii urcité¢ho organizmu a celkovo vznika iba jeden
neprehl'adny zhluk nahromadenych bodov. V pripade metddy PCA a NMDS je sice viditeI'na
separacia sekvencii pochadzajucich z organizmu S. enterica, avsak v pripade zvys$nych sekvencii
su jednotlivé body pomeme, v pripade NMDS nadmerne, nahromadené v jednom mieste, a aj
naprick tomu, Ze v pripade metody PCA sme schopni zachytit’ odliSenie vzniknutych zhlukov,
nevykazuji jednoznaéni separaciu. Metoda t-SNE sa svojim vysledkom urcite rapidne
nevzdaluje od predoslych dvoch, avSak nahromadenie bodov, mimo tych, ktoré taktiez
pochadzaju z organizmu S. enterica, nie je natol’ko husté a mozeme teda predpokladat’, Ze by tato
metéda mohla v analyze dalSich skamanych parametrov poskytovat’ relevantné vysledky.
V snahe docielit’ ¢o najlepsSie vysledky boli skumané viaceré parametre, znaéne ovplyviiujuce
vysledny binning dat. Medzi skiimané parametre patri:

e nastavenia v metdde t-SNE,

e pocet zahrnutych organizmov,

e minimalna dizka trvania sekvencii,

e pocet sekvencii pochadzajucich z kazdého organizmu,

e taxonomicka pribuznost’ organizmov.
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Nastavenia v metode t-SNE

V zvolenej metode t-SNE hra, okrem iného, vel’ku rolu aj nastavenie parametra perplexity, ktorym
odhadujeme pocet blizkych susedov kazdého bodu. Vieme tak uréitym spdsobom ovplyvnit
mieru dopadu lokalnej a globalnej variability naSich dat na vysledné zobrazenia, ktor¢ mézeme

vidiet' na Obr.18 .
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Obr.18 Pouzitie metody t-SNE s hodnotami parametra perplexity a) 10, b) 20, c) 30, d) 50
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Dosiahnutie ¢o najidealnejsej hodnoty tohto parametra si vyzaduje analyzu mnohych zobrazeni
s rt6znymi hodnotami tohto parametra. Aby algoritmus pracoval spravne, je v prvom rade nutné
nastavit’ parameter na hodnotu nizsiu ako je celkovy pocet bodov v zobrazeni. Pri vol'be hodnoty
je taktiez nutné hl'adiet’ na hustotu dat, ktoré si k dispozicii. Zjednodusene povedané, ¢im viac
dat je k dispozicii, teda ¢im su data hustejsie, tym véacsiu hodnotu parametra zadavame. Klasické
rozmedzie hodnét byva od 5 do 50. V zobrazeni a) mézeme vidiet priklad, kedy zadana hodnota
nie je postacujuca, alebo vhodna pre dané data. S postupnym narastom hodnoty parametra
dochadza k lepSiemu rozliSeniu jednotlivych zhlukov. Metdda t-SNE vykazuje teda znaéni
flexibilitu, ¢o sa tyka zobrazenia tych istych dat za r6znych podmienok, ¢o predstavuje znacnu

vyhodu, av§ak na druhej strane, jej interpretacia moze byt z tohto dovodu o nieco zloZitejsia.

Dalsi parameter, ktory znaéne ovplyviiuje vysledné zobrazenia je maximalny pocet
iteracii, ktorym sa postupne priblizujeme k pozadovanému rieSeniu a podobne ako v pripade
parametra perplexity, aj v tomto pripade nie je hodnota parametra presne definovana. Opat je
potrebné preskiimat’ zobrazenia pri r6znych hodnotach tohto parametra, az do dosiahnutia urdcitej
stability zobrazenia, kedy sme schopni odlisit’ nejaké zhluky. Vysledky pouzitia réznych hodn6t

tohto parametra mozeme vidiet na Obr.19 .
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Obr.19 Pouzitie metody t-SNE s poctom iteracii a) 250, b) 500, ¢) 1000 a d) 2000

S parametrom perplexity, ktory sa na zaklade zobrazeni na Obr.18 javi ako vhodne
nastaveny na hodnotu v rozmedzi od 30 do 50, je mozné skumat uz iba nastavenia poctu iteracii.
V pripade pouzitia a) 250 iteracii, je vidiet, Ze cely proces bol zastaveny vel'mi skoro a nedoslo
k vytvoreniu takmer ziadnych zhlukov. V pripade pouzitia b) 500 iteracii, je zobrazenie
najidealnejsie, ked’ze nam vznika ukazkovo oddeleny zhluk, ktory by bolo mozné identifikovat
akoukol'vek dopliiujicou zhlukovou analyzou. Postupnym zvySovanim poctu iteracii na hodnoty
¢) 1000 a d) 2000 je vidiet, ze dochadza k neziadicemu rozptyl'ovaniu vzniknutych zhlukov,
pretoze najskor dochadza k nadmernému prepocitavaniu jednotlivych vzdialenosti. Pri skimani
d’al§ich parametrov sa teda budeme drzat” v okoli hodnoty, ktora sa javi ako najvhodnejSia,

to znamena 500 iteracii.

Pocet zahrnutych organizmov

Je znacné, Ze kvalitu vysledného zhlukovania ovplyvituje pocet zahrutych organizmov a ¢im je
organizmov menej, tym su zhluky prehl'adnejsie a nedochadza k ich nahromadeniu ako je mozné
vidiet’ na Obr.20 . V praxi by sme vSak urcite prijali moznost’, kedy by bolo mozné zahrnut’ ¢o
najviac organizmov, pretoze v realnych vzorkach by tomu taktiez nebolo inak. Na skodu vsak
nemusi byt ani porovnavanie takéhoto malé¢ho poctu konkrétnych organizmov pri cielenej

analyze ich pribuznosti.
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Obr.20 Vysledok aplikovanej t-SNE metody na a) dva, b) tri, ¢) $tyri a d) pit’ roznych

organizmov

V kazdom ztychto zobrazeni mdézeme pozorovat odlahly zhluk sekvencii, pochadzajicich
z organizmu S. enterica. V takychto pripadoch by bolo idealne takto vzniknuty odlahly zhluk

odfiltrovat’ a po odfiltrovani realizovat” druhotnu vizualizaciu zvysnych sekvencii.
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Takymto iteracnym postupom by sme mohli dosiahnut’ lepSie rozloZenie prvotnych
nahromadenych zhlukov. Vysledné vizualizacie po odfiltrovani odl'ahl¢ho zhluku je mozné vidiet
na Obr.21 .
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Obr.21 Vysledok aplikovanej t-SNE metody po odfiltrovani odl’ahlého zhluku pri
nastaveni parametrov a) perplexity = 30, 1000 iteracii; b) perplexity = 36, 2000 iteracii

Po analyze vizualizacii pri réznych nastaveniach parametra perplexity a poctu iteracii uz
nedoslo k vzniku d’al§icho vyrazne odl'ahlého zhluku. Napriek tomu vsak ziskavame lepsi
prehl'ad o rozloZeni zvy$nych sekvencii. Pri tejto aplikacii boli brané v uvahu len sekvencie,
ktorych diZka trvania je vadSia ako priemema dizka trvania vsetkych zahmutych sekvencii
v danom datasete. Preto v pripade zahrnutia len dvoch organizmov moézeme vidiet” miemy
nedostatok bodov v pripade S. enferica, o mdze byt spdsobené nedostatoénou variabilitou dizok
trvania sekvencii. Postupnym  pridavanim d’al§ich organizmov sa variabilita dizok trvania
zvacSuje, tym padom ziskavame lepSi podiel sekvencii pochadzajucich  z jednotlivych
organizmov, ¢o je prijatelné, pretoze v realnom metagendme nebude moznost’ vyberat’ si pocet
zahmutych organizmov a zahrnuté budu vSetky pritomné. Ztoho dévodu by preto bolo
vhodnejsie zaoberat sa optimalnou hraniénou dizkou trvania sekvencii a jej zniZenim na uréitu
prijateI'nt hodnotu, tak aby bol sucasne zahmuty Co najvacsi pocet sekvencii zjednotlivych

organizmov.
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Minimalna dlzka trvania sekvencii

Pre podrobnejsi popis vplyvu minimalnej dizky trvania sekvencii, ktoré budi zahruté vo
vyslednom zobrazeni boli skiimané $tyri rozne dizky a jednotlivé vysledky mézeme vidiet na
Obr.22 . Je potrebné edte spomenut, Ze vypocitana priemema diZka trvania sekvencii v tomto
pripade nadobudala hodnotu 133 sekind. Priamo si teda mézeme overit, ¢i je pouZzivanie tejto
dizky relevantné, alebo len zbytoéne zvysuje vypoétovii a Gasovi naroénost’ daného algoritmu.

Zo zobrazeni mbzeme usidit, Ze pouzitie dopogitanej priemernej dizky trvania sekvencii,
ako tomu bolo doposial’, nie je v tomto pripade Gplne najlepsSou alternativou. Hoci zobrazenie d)
vyzera obstojne, je znacné, ze pocet zahrnutych sekvencii je pomerne maly, pretoze vicSina
sekvencii v tomto pripade nepresahuje dizku trvania 200 sekind.

Zhluk sekvencii, pochadzajiacich zo S. enterica je odliSitelny pomerne vo vsetkych
pripadoch, aviak &im je zvolena dizka kratgia, tym krajsic a lepsie oddeliteIné zhluky sme schopni

pozorovat, dokonca aj v pripade, kedy zhluk z tohto organizmu nadobuda nezvycajny rozdvojeny

tvar.
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Obr.22 Vysledok aplikovanej t-SNE metédy pri voleni dizky trvania zahrnutych sekvencii
na a) 10, b) 50, ¢) 100 a d) 200 sekind

Je teda mozné vyvodit zaver, Ze pri skiimani d’al§ich parametrov teda nebude problém vynechat’
dopogitavanie priemermej dizky trvania zahmutych sekvencii a prislusna dizku si volit' podl'a

potrieb, aby bolo zahrnutych ¢o najviac sekvencii s vynechanim len tych najkratsich.

Pocet sekvencii pochadzajucich z kazdého organizmu

Co sa tyka poétu zahrnutych sekvencii, pochadzajicich zjednotlivych organizmov, bolo by
idealne, ak aby tato hodnota nadobudala ¢o najvyssiu moznt hodnotu. Testovanych bolo niekol’ko
hodnét zvoleného poctu sekvencii z kazdého organizmu vo vzostupnom poradi od 50 po 200
sekvencii. Zda sa, ze velmi maly pocet sekvencii vedie k malému rozliSeniu vytvorenych
zhlukov, kdeZto vyssi pocet vedie k ziaducemu nahromadeniu bodov, ¢im vznikaju dostatocne

jasne odlisitelné zhluky ako je mozn¢ vidiet na Obr.23 d).
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Obr.23 Vysledok aplikovanej t-SNE metody pri pocte a) 50, b) 100, ¢) 150 a d) 200

zahrnutych sekvencii z jednotlivych organizmov

Pri skimani predoslych parametrov bola intuitivne zvolena hodnota 150 sekvencii z kazdého

organizmu, ktora sa z tychto zobrazeni zda byt vcelku prijatelna. Podobné vysledky, ktoré je

mozn¢ najst’ v prilohach na Priloh. obr.2 | boli ziskan¢ aj za pouzitia iba troch organizmov.

V realnom metagendme vSak bude pocet sekvencii z kazdého organizmu rozdielny. Takyto

pripad je taktiez nasimulovany a zobrazeny na Obr.24 .
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ViditeI'n¢ su jasne odliSiteI'né¢ zhluky a da sa povedat, Ze vysledky st dokonca lepSie, nez
v pripade neprirodzené¢ho vyberania rovnakého poctu sekvencii, ako tomu bolo v predoslom
pripade. Tento vysledok je jednoznaéne prijatelny, pretoze v realnom metagenome je vyskyt
nerovnakého poctu sekvencii jednoznaéne pravdepodobnejsi. Este pravdepodobnejsi je vyskyt

viacerych organizmov a takyto pripad je mozn¢ vidiet’ v prilohach na Priloh. obr.4 .
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Obr.24 Vysledok aplikovanej t-SNE metody pri nahodnom pocte zahrnutych sekvencii
z kazdého organizmu v poradi podl’a legendy a) 150, 50, 200, 300 , SO sekvencii pri
perplexity = 54, 600 iteracii; b) 150, 50,200, 300 , 50 sekvencii pri perplexity = 30, 500
iteracii; c) 150, 50, 200, 300 , 150 sekvencii pri perplexity = 54, 600 iteracii ; d) 150, 50, 200,
300, 150 sekvencii pri perplexity = 44, 500 iteracii
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Taxonomicka pribuznost’ organizmov

Pri skiimani vplyvu taxonomickej pribuznosti organizmov na vysledné zobrazenie sekvencii
znich pochadzajucich, bolo vhodné si na pribliznu predstavu vytvorit” fylogeneticky strom,
zobrazeny na Obr.25 , odpovedajuci prave ich spominanej pribuznosti. V tomto pripade sa vSak
osvedcila ako najviac pouziteI'na metoda PCoA, ktorej vysledky vo velkej miere ovplyviuje
dizka trvania jednotlivych sekvencii, Go potvrdzuju vizualizacie v prilohach na Priloh. obr.3 . Zo
stromu vyplyvajiice prvé dva pribuzné organizmy M. aeruginosa a S. elongatus patria medzi
sinice a ich pripadna gendmova podobnost” bola zistena pri vytvarani fylogenetického stromu
metddou spajania susedov z prelozenych proteinovych domén podl'a [44], z ¢oho m6ze vyplyvat
aj ich asociacia v zobrazeni na Obr.26 . E. coli a S. enterica patria medzi enterobaktérie, ktor¢ su
okrem vody, pddy a inych oblasti sicastou aj prirodzenej ¢revnej mikroflory u zvierat a 'udi. Pri
porovnavani genomov [45] E. coli a S. enterica bolo zistené, ze viac ako 1100 génov pritomnych
v genome S. enterica chybaju v genéme FE. coli, v ktorom sa naopak nachadza viac ako 800 génov
nepritomnych v genome S. enferica. Naopak pri porovnavani genomov E. coli a P. fluorescens, v
prispevku [46], bolo zistené, Ze su takmer identické, ¢omu celkom nazorne odpoveda aj tato
vizualizacia. Mézeme sa teda domnievat, Ze prave ztohto dovodu sa zhluk sekvencii,
pochadzajucich z baktérie S. enterica, separuje od zhluku, tvoreného sekvenciami
pochadzajucimi z organizmov F.coli a P. fluorescens, no naprick tomu si od tohto zhluku

zachovava svoju pribuzensku vzdialenost vyplyvajucu z fylogenetického stromu.

[ Microcystis aeruginosa
' Synechococcus elongatus

Pseudomonas fluorescens

= Escherichia cali
L«  Salmonella enterica

Obr.25 Fylogeneticky strom vyjadrujuci pribuzenské vzt'’ahy medzi organizmami
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ZAVER

Cielom tejto bakalarskej prace bolo vytvorit” algoritmus pre binning metagenomickych dat,
ziskanych sekvenacnou technolégiou Oxford Nanopore. Jedna sa o novy pristup spracovania
sekvencnych dat vyuzivajuci aplikdciu metod redukcie dimenzii priamo na prudové signaly
produkované nanopoérovym sekvenovanim. Vysledny produkt by mal umoznit’ rychle spracovanie
poskytnutych surovych dat aich efektivnu klasifikaciu vratane vizualizacie obrovskych
metagenomickych datasetov. V snahe docielit” ¢o najlepsie vysledky bolo potrebné preskumat’
rozne metddy a ich nastavenia, popripade predspracovania dat s postupnym dopracovanim sa k
idealnej vizualizacii. Ta by mala poskytovat’ jasné rozliSenie zhodnych sekvencii blizko
pribuznych taxénov, mala by byt aplikovateIna na dlhé fragmenty a taktiez by mala poskytovat
ucinnu analyzu rasticeho mnozstva dat gendémovych sekvencii.

Prvym praktickym krokom k dosiahnutiu tohto ciela bolo vytvorenie simulovaného
metagendmu, ziskanie potrebnych dat ana zaklade informacii v tychto datach uskutoénit
rekonstrukciu k ziskaniu vektorov signalovych sekvencii. Obrovskou vyhodou vzniknutej
signalovej reprezentacie sekvencii, oproti znakovej podobe, je moznost’ pouzit’ na ticto data uz
existujuce metody sluziace k spracovaniu signalov.

Vyuzitim metod redukcie dimenzii je ziskavany pristup vizualizovat’ obrovské subory dat,
odpovedajuce zmesi tychto signalovych sekvencii zréznych organizmov v nizko-
dimenzionalnom priestore. Miernou nevyhodou tychto metdd je nutnost’ polozit’ na vstup maticu
signalov, ktorych dizka musi byt rovnaka, to znamena, Ze ticto signaly je potrebné orezat’, ked’ze
dizka signalov produkovanych nanopérovym sekvenovanim sa zakazdym ligi. Predstavenych
bolo niekol’ko metod, z ktorych pre analyzu d’alSich skaimanych parametrov bola zvolena t-SNE
metodda, predovsetkym vdaka vykazujucej flexibilite pri zobrazeniach tych istych dat za r6znych
podmienok.

Na zaklade doposial ziskanych vysledkov je mozné vyvodit zaver, Zze pouzité algoritmy a
predspracovanie dat poskytuju obstojné vizualizacie s obrovskou budicnostou v oblasti
klasifikacie sekvencii ziskanych predovsetkym technologiou nanoporového
sekvenovania. Pomeme prinosné je zistenie, ze algoritmus poskytuje vel'mi dobré vysledky pri
zvoleni pomeme kratkych dizok trvania sekvencii, vd'aka ¢omu su zahrnuté takmer vietky
sekvencie s vynechanim len tych najkratSich. Po doladeni by tato metdda mohla mat’ potencial

pre spracovanie obdobnych dat v realnom case.
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A. Priloha tabuliek

Priloh. tab. 1 PrehlPad pristupovych Cisel dopliiujicich organizmov v simulovanom
metagenomickom dataste

Ndzov organizmu Pristupové cislo  Pristupové cislo vzorky  Pristupové Cislo behu
Phage M13mpl8 PRJEB8318 SAMEA3220411 ERR739513
Klebsiella pneumoniae | PRIEB14532 SAMEA4052062 ERR1474979



B. Priloha obrazkov vizualizacii
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Priloh. obr.1 Aplikacia metod a) PCA, b) PCoA, c) t-SNE, a d) NMDS pri doplneni

organizmov
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Priloh. obr.2 Vysledok aplikovanej t-SNE metéody pri pocte a) 50, b) 100, ¢) 150 a

d) 200 zahrnutych sekvencii z jednotlivych organizmov
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Priloh. obr.3 Vysledok aplikovanej PCoA metody pri voleni dizky trvania
zahrnutych sekvencii na a) 10, b) 50, ¢) 150 a d) 200 sekund
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Priloh. obr.4 Vysledok aplikovanej t-SNE metédy pri nahodnom pocte zahrnutych
sekvencii z kazdého organizmu v poradi podla legendy 150, 50, 200, 300 , 50,
100 a 150 sekvencii pri nastaveniach a) perplexity = 64, 600 iteracii;
b) perplexity = 54, 700 iteracii; c) perplexity = 64, 700 iteracii ;
d) perplexity = 64, 500 iteracii



