METHODS OF PROCESSING OXFORD NANOPORE SEQU-
ENCING DATA FOR METAGENOMICS

Lujza Barilikova
Bachelor Degree Programme (3), FEEC BUT

E-mail: xbaril02@stud.feec.vutbr.cz

Supervised by: Kristyna Kupkova

E-mail: kupkova@feec.vutbr.cz

Abstract: The presented paper describes a new method of processing data produced by revolutio-
nary sequencing technology introduced by Oxford Nanopore Technologies — MinlON, which 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 of the
benefits, there is a lack of available computational tools for handling the produced data and that is
the reason, why a new method of processing such data should be created. In this study such method
is created based on dimensionality reduction for data visualization.
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1 UVOD

Mikroorganizmy su neoddelitenou stiéastou nasho zivota, preto sa v snahe preskimat’ komunity
mikroorganizmov postupom ¢asu zacali vyvijat’ sekvena¢né metddy a technologie Studujtce ich
geneticku informaciu. Vd’aka obrovskému rozvoju dostupnych metdd sekvenovania sa problém
mnozstva produkovanych dat stal minulostou. V sucasnosti sa preto rozvinulo usilie tieto data
spracovat, Co predstavuje vyvoj novych algoritmov sluziacich k ich spolahlivej analyze
a klasifikacii, Comu sa venuje aj tento prispevok.

2 SEKVENACNE DATA ZISKANE NANOPOROVYM SEKVENOVANIM

Snahou spolo¢nosti Oxford Nanopore Technologies je proces sekvenovania zjednodusit’ na troven,
kedy vyuzitim ich technolégii bude mozné kymkol'vek analyzovat akékol'vek zvolené vzorky v
prislusnom prostredi, ¢i uz v laboratériu alebo aj v teréne. Sekvenované mozu byt extrémne dlhé
fragmenty vo vel'mi vysokej kvalite, pretoZe v procese dochadza k detekcii jednotlivych molekul a
vynechany je krok predchadzajucej amplifikacie, ktora byva Castym zdrojom skreslenia signalu.
Zakladom nanoporového sekvenovania, ktoré je poskytované zariadenim MinlON, je priama elek-
tricka detekcia jednovlaknovej DNA, ktora prichadza do kontaktu s nanopérom zaclenenym do ne-
vodivej membrany, ku ktorej je prilozené napétie indukujice v nanopére prad. Pri prechode mole-
kuly prostrednictvom péru dochadza k zmenam tohto prudu, ktoré s charakteristické pre jednotli-
vé bazy [1]. Prad v nanopoére je merany pomocou senzora niekol’ko tisic krat za sekundu a nasledné
produkované data sa lisia predovsetkym v zavislosti od pouzitej chémie. V stcasnosti si vyvinuté
dve vyznamné chémie pouzivané v prietokovych komorkach (tzv. flowcell) zariadenia. Jedna sa o
chémiu R7 a R9, ktoré sa odliSuju v pouziti konkrétneho poru a od toho sa odvijajucich paramet-
rov. V tomto ¢lanku st zahrnuté data produkované predovsetkym chémiou R7, ked’Ze su aktualne
najviac dostupné. Konecnym vystupom zariadenia MinlON je subor FASTS5 z kazdého ¢itania. Po-
dobne ako standardny datovy format HDFS5, aj FASTS stborovy format je zalozeny na hierarchic-
kom usporiadani, v ktorom su Vv pripade R7 chémie skladované metadata odpovedajice Citaniu
produkovanému jednym z 512-tich kanalov prietokovej komorky zariadenia a taktieZ udalosti (tzv.
events), obsahujuce sekvenatorom predspracované data o meranom prude [2].
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2.1 SPRACOVANIE DAT POMOCOU VIZUALIZACNYCH METOD

Ciel'om prispevku je vytvorenie vhodného algoritmu pre tzv. binning (roztriedenie) metagenomic-
kych dat, ziskanych spominanou sekvenacnou technoldgiou. Vystupom sekvenacie si vSak kratke
useky DNA, u ktorych nie je zname z akého organizmu pochadzajt. Z toho doévodu je tu snaha vy-
tvorit’ algoritmus, ktory bude schopny uskuto¢nit’ binning dat na zéklade vektoru priznakov, odvo-
denych z kazdej sekvencie, za pouzitia vhodného zhlukovacieho algoritmu. Prvym krokom je naci-
tanie dat s dopracovanim sa k surovym datam meraného pridu, ktoré su spracované a konvertované
do sekvencie jednotlivych udalosti (tzv. events). Tie obsahuju informdcie o priemernej hodnote
pradu, prisluinej odchylke a diZke trvania, ¢o predstavuje uréitd nevyhodu tohto formétu, pretoze
dochadza k strate signalu nasho zaujmu, ktory je potrebné nasledne rekonstruovat’. Rekonstrukcia
signalu vychadza z dopo¢itania poétu vzoriek pripadajicich na kazda priemernt hodnotu vyskytu-
jucu sa v zlozke udalosti. Uké&zku takto zrekonstruovanych signédlov je mozné vidiet’ na Obrazok 1:.
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Obrazok 1:  Ukazka zrekonstruovanych signalov pochadzajtcich zo sekvencii Escherichia
coli a Synechococcus elogantus ziskanych nanoporovou technoldgiou

Je zname, Ze sekvencie pozostavajice z postupnosti jednotlivych nukleotidov st charakterizované
viac ako troma parametrami, to znamena, ze nie je vZzdy jednoduché ich spracovavat’ a nasledne
zrozumitelne a 'udsky prezentovat’. Obrovskou vyhodou takto vzniknutej signalovej reprezentacie
sekvencii, oproti znakovej podobe, je moznost’ pouZzit’ na tieto data uz existujuce metody sltiziace k
spracovavaniu signalov. Z toho dévodu je v tomto prispevku predstaveny novy pristup spracovania
sekvenac¢nych dat vyuzivajuci aplikaciu metod redukcie dimenzii priamo na signalovl reprezenta-
ciu. Vo vseobecnosti ide o ziskanie vektorov signalovych sekvencii, ktoré st nasledne zobrazené v
nizko-dimenzionalnom priestore. Vyuzitim metdd redukcie dimenzii ziskavame pristup vizualizo-
vat’ obrovské subory dat v snahe zachovat ich povodna informaciu.

HODNOTENIE VYSLEDKOV

Po ziskani matice dat boli v sti¢asnej dobe k vizualizacii pouzité metody PCA a t-SNE, obe vycha-
dzajuce z principu redukcie dimenzii. K spracovaniu bol pouzity simulovany metagenomicky data-
set, pozostavajuci z dat ziskanych z archivu ENA (European Nucleotide Archive), v ktorom su za-
stipené tri odlisné organizmy, konkrétne Escherichia coli, Pseudomonas fluorescens v archive pod
pristupovym ¢islom PRJEB8716, a taktiez Salmonella enterica s pristupovym ¢islom PRIEB7205.
Data sa podarilo vizualizovat’, kde kazdy bod v grafe reprezentuje jednu konkrétnu sekvenciu, na
zaklade Coho je mozné pozorovat’ skryté vzt'ahy medzi analyzovanymi objektami.

117



pPC2

Z grafu na Obrazok 2: mozeme vidiet, ze zhluk predstavujuci Salmonella enterica sa v oboch pri-
padoch separuje od zvy$nych, vd’aka ¢omu by bolo teoreticky mozné ju detegovat’ v pripade jej
pritomnosti v realnom metagenomickom datasete.
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Obrazok 2: Ukazka vizualizacii PCA a t-SNE simulovaného metagenomického datasetu

Po jej odfiltrovani by sme sa d’alej mohli zaoberat’ zvy$nymi zhlukmi, ktoré uz nie st natol’ko vza-
jomne separované, no napriek tomu, sme schopni ich uréitym spésobom rozlisit. V d’alSom pripade
by bolo mozné pouzit' iné algoritmy k rozdeleniu tychto organizmov do kategoérii na zaklade ich
prislusnosti k taxénu. Takymto pristupom by sme sa mohli dopracovat’ k identifikacii vSetkych pri-
tomnych taxonomickych jednotiek. Rovnako by bolo vhodné preskumat’ efektivnost’ tychto metod
na data poskytované nov$ou chémiou R9.

ZAVER

V danom prispevku je predstavena metoda spracovania surovych dat poskytnutych nanopérovym
sekvenovanim, ktora by mala umoznit’ efektivnu klasifikaciu, vratane vizualizacie metagenomic-
kych datasetov. Na zaklade doposial’ ziskanych vysledkov je mozné vyvodit’ zaver, ze pouzité al-
goritmy a predspracovanie dat poskytuju dostatocne jasné rozliSenie sekvencii, pochadzajucich
z troch roznych organizmov. Na zaklade tohto pristupu by jasnym diferencovanim zhodnych sek-
vencii blizko pribuznych taxénov mohlo byt poskytnuté lepsie pochopenie komunit a taktiez subo-
rov komunit, ktoré vytvaraju biosféru ako nejaky vnoreny systém v systéme, ktorého Clovek je su-
Castou a od ktorého prezitie I'udi zavisi. Na poli metagenomiky by takyto algoritmus mohol pred-
stavovat’ vyznamny prelom v oblasti klasifikacie sekvencii ziskanych predovSetkym technologiou
nanoporového sekvenovania
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