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ABSTRAKT

Technologie Oxford Nanopore prinesly novou a revoluéni technologii v oblasti sekve-
novani DNA. Jejich sekvenacni zafizeni méfi zmény elektrického proudu protékajiciho
pory spolu s DNA. Tato prace si klade za cil popsat rozdily mezi nezpracovanymi signaly
produkovanymi rliznymi sekvenacnimi soupravami a pritokovymi komtrkami pri sekveno-
vani nékolika riiznych bakterii. K analyze rliznych statistickych parametrd, které by byly
vhodné pro popis signall ziskanych z nanopéri, byly pouzity dva soubory dat kombinujici
pét riznych organismi, dva sekvenacni kity a dva typy priitokovych kyvet. Nasledné byly
vzorky klasifikovany pomoci algoritmu k-means a vysledky byly diskutovany.

KLICOVA SLOVA

Proudové signaly, Oxford Nanopore Technologies, sekvenovani, fylogenetickad analyza,
statistické parametry, k-means.

ABSTRACT

Oxford Nanopore technologies brought new and revolutionary technology in the field
of DNA sequencing. Their sequencing device measures changes in the electric current
flowing through pores together with DNA. This work aims to describe differences be-
tween raw signals produced by various sequencing kits and sequencing flowcells while
sequencing several different bacteria. Two datasets combining five different organisms,
two sequencing kits, and two types of flowcells were used to analyze various statistical
parameters that would be suitable for the description of current signals gathered from
nanopores. Finally, the samples were classified using the k-means algorithm and the
results were discussed
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Current signals, Oxford Nanopore Technologies, sequencing, phylogenetic analysis, sta-
tistical parameters, k-means.
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Uvod

Sekvenovani nanoport je aktualnim tématem bioinformatiky, v soucasnosti je zmi-
novano ve velkém mnozstvi védeckych clanki. V roce 2014 vydala spolec¢nost Oxford
Nanopore Technologies (ONT) své prvni prenosné zatizeni pro sekvenovani nano-
portl a umoznila tak revoluci v sekvenovani predevsim diky schopnosti sekvenovat
DNA kdykoli a kdekoli bez potteby laboratore. Sekvenovani nanoportt méa potenciél
nabidnout nakladové efektivni genotypizaci, vysokou mobilitu pro testovani a rychlé
zpracovani vzorkl v realném case.

Cilem teoretické casti prace je podat obecné informace o sekvenaci, jeji historii a
riznymi pristupy k sekvenovani. Pfedevsim se pak zaméfuje na seznameni ¢tenére se
sekvenatory treti generace, konkrétné sekvenatory od spolecnosti Oxford Nanopore
Technologies (ONT). V préci jsou predstaveny pristroje spolecnosti ONT, razné
sekvenacni chemie, kity a dédle pak datové forméty ve kterych jsou data ulozena.

Prakticka ¢ast prace se vénuje predevsim sestaveni vhodného datasetu, nasled-
ného predzpracovani dat, filtraci, vlivu predzpracovani a filtrace na signaly a na-
slednou analyzu. Data, ze kterych jsou vytvoreny celkem dva datasety pochézeji
z databaze rtznych sekvenaci na tustavu biomedicinského inzenyrstvi FEKT VUT
Brno.

Prvni dataset je tvoren jednim organismem a dale analyzovan. Cilem tohoto ex-
perimentu je zjistit, zdali se statistické parametry méni pro rtizné signaly stejného
organismu ¢i nikoli. Dalsi dataset obsahuje celkem 8 datovych sad slozenych z 5
organismu. Signaly byly vybrany tak, aby pokryly co nejvétsi mnozstvi pritokovych
komitrek a kitt. Kazdy signél je popsan vybranymi parametry pro popis signalu a
zobrazen pomoci krabicovych grafi. Nejdiive byl proveden Shapiro-Wilkiv test pro
zjisténi normality dat, dale pak Kruskal-Wallisovym testem byly ziskdny parame-
try, které jsou vhodné pro odliseni alespon jednoho organismu od ostatnich. Poté byl
proveden Tukeyho test kdy byly ziskany dvojice organismi, které od sebe lze spo-
lehlivé odlisit. Pomoci této analyzy byly vybrany parametry vhodné jako priznaky
ke klasifikaci organismai.

Zavérecna ¢ast prace je zamérena na testovani riznych algoritmi strojového uceni

a vlivu sekvenacnich nastroji na klasifikaci.
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1 Sekvenacni techniky

1.1 Historie sekvenovani

Prvnim krokem k pochopeni genetické informace bylo objeveni struktury DNA Fran-
cisem Crickem a Jamesem Watsonem v roce 1953. To byl pro oblast bioinformatiky
a molekularni biologie zédsadni objev. Jako prvni na svété identifikovali stavbu de-
oxyribonukleové kyseliny, ktera je nositelem dédi¢nych a biochemickych vlastnosti
vSech zivych organismi[l]. Schopnost méfit, nebo odvozovat takovéto sekvence je
nezbytnd pro biologicky vyzkum a napomdaha k pochopeni genetické informace. Své
uplatnéni nachézi predevsim v mediciné v oboru diagnostiky nadorovych a dédi¢nych
onemocnéni[2].

Pocatky sekvenovani sahaji do 70. let minulého stoleti, kdy nezavisle na sobé dva
védecké tymy vyvinuly metody Maxam-Gilbert a Sanger. U Sangerovy metody se
v pribéhu let nékolikanasobné zvysila efektivita a presnost, a to mélo za nasledek,
ze se stala nejvyuzivanéjsi sekvenac¢ni metodou, az do konce 20 stoleti. Sangerova
metoda vyuziva replikace DNA a vlastnosti nukleotidi ddATP, ddCTP, ddGTP
a ddTTP. Ty nemaji na 3’ uhliku rib6zy OH skupinu, a tudiz na tento konec uz
nemuze byt navazan dalsi nukleotid. Vysledkem sekvena¢niho procesu jsou 4 smési
oligonukleotidi riznych délek, ty jsou poté vyhodnoceny pomoci elektroforézy|[?].
Nevyhoda této metody je jeji ¢asova, technicka, a predevsim ekonomickd narocnost,
coz prirozené vedlo k nahrazovani jinymi metodami, které jsou schopné generovat
za kratsi Casovy tsek vice datd]. Dnes se pouzivd jen k dosekvenovani tseki, se
kterymi maji jiné technologie problém[5].

O tricet let pozdéji prichazeji prvni komercéni produkty a svoji pozornost si zis-
kavaji spise jména velkych firem nez jednotlivych védcii. Spoleénym znakem metod
'Dalsi generace’ (z anglického Next Generation) je masivni paralelizace, coz mé za
nasledek zrychlovani celého procesu a snizeni nakladi. Mezi nejpouzivanéjsi me-
todu soucasnosti je povazovana metoda Illumina. Jedna se o metodu sekvenovani
druhé generace. Principem je fragmentace DNA na mensi ¢asti a pripojeni adaptért,
namnozeni fragment pomoci mustkové PCR a jejich paralelnimu sekvenovani. De-
tekuje se fluorescence, ta je dale zpracovavana a prevadéna nukleotidové sekvence[6].

Tato bakalarska prace se vsak vénuje predevsim sekvenatortim treti generace,
konkrétné technologii vyvinutou firmou Oxford Nanopore Technologies, ktera bude

predstavena v nasledujici kapitole.
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1.2 Tteti generace sekvenatorii

Sekvenatory tieti generace se vyznacuji zcela novym pristupem k sekvenaci, nez
diive vyvinuté, vyse zminéné metody. Hlavnim principem je sekvenovani jednotli-
vych molekul DNA. Mezi platformy tfeti generace se fadi SMRT (z anglického single
molecule real time sequencing) od spolecnosti PacBio a dale sekvenovani pomoci na-
nopéru od spolecnosti ONT. Treti generace se fadi mezi nejnovéjsi na trhu, a proto
také stale dochazi k vyvoji, jsou predmétem dalsitho zkoumani a vylepsovani.

S myslenkou, Zze nukleotid muze potencialné zpusobit specifickou blokadu ion-
tového proudu pri prichodu kandlem jako prvni pfisel profesor David Deamer jiz
v roce 1989. Tomuto napadu se vsak naplno zacal vénovat az v roce 1993, kdy se
skupinou svych kolegi provedli prvni experimenty [4].

Spolecnost ONT se jiz od svého vzniku v roce 2005 zabyva vyvojem ptistojil
umoznujici sekvenovani jednotlivych molekul DNA pomoci nanopéru, touto techno-
logii je vSak mozné sekvenovat i proteiny, nebo jiné molekuly. ONT se od svych pred-
chidcei lisi hned v nékolika faktorech. Jedna se o zatim jedinou komeréné dostupnou
technologii. Déle jako jedina existujici technologie umoznuje sekvenovani libovolné
dlouhych fragmentt v realném case. Dokaze analyzovat nativni DNA, nebo RNA a

je oproti svym predchidcim a konkurentiim vyrazné levnéjsi a mnohem dostupné;jsi.

1.3 Princip Oxford Nanopore Technologies (ONT)

Princip této technologie je zalozen na biologickych vlastnostech nanopéru, ty mohou
byt biologické, nebo syntetické. Syntetické nanopéry se vyznacuji svoji nizkou cenou
a snadnou paralelizaci. V disledku horsi kompatibility s modifikujicimi enzymy,
produkuji hiife interpretovatelné a vice zasuméné signaly. Z toho divodu jsou i pres
své vyhody stéle vice pouzivany péry biologické[7]. Mezi nejpouzivanéjsi biologické
nanopory patii napr. alpha-hemolysin. Vyhodou biologickych nanoport je moznost
manipulace jejich struktury a snadna reprodukce jejich rozmért. alpha-hemolysin je
heptamerni proteinovy por s vnitinim primérem 1 nm, priblizné 100 000krat mensi
nez prumér lidského vlasu. Dilezitou vlastnosti alpha-hemolysinu je jeho stabilita.
Funkénost zustéava zachovana i pii teplotach blizkych varu vody|g].

Zakladem je prutokova komurka (z anglického flow cell), kterda obsahuje protei-
nové nanopory, ulozené v nevodivé membrané ze syntetického polymeru, ktera je
ponorena do iontového roztoku. Kazdy por je pripojen ke své elektrodé na array
¢ipu, vyrobeného z polovodic¢ového materidlu. Samotny nanopoér, jak jiz bylo vyse
zminéno, je tvoren alpha-hemolysinem, nebo jinou, synteticky vyrobenou latkou[9].

Pritokova komirka se vklada do sekvenatoru napt. GridlON nebo MinION. Toto

zafizeni je pripojeno k pocitaci pres USB port, kde poté probihd sekvenace a na-
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slednd analyza dat. Zarizeni obsahuje 512 kanali, kde po vlozeni vzorku, je na jedné
pritokové komiirce schopen sekvenovat 512 rtiznych molekul DNA zaroven. Z toho
tedy vyplyva, ze kazdy por ¢te jednu sekvenci a generuje jeden signél, predstavujici
jedno ¢teni. Rychlost, jakou projde molekula DNA, urcuje helikazovy enzym. Ten
je schopen translokovat az 450 béazi za sekundu. Ne vzdy ale tento parametr plati,
protoze nanopér detekuje molekuly nezavisle na ostatnich a aktivita nanopoéri se
od sebe lisi, tudiz vykon jednotlivych kanalt neni stejny. Proud ionti protékaji-
cich spolu s DNA nanopoérem vytvori napéti, jehoz hodnota se lisi pro kazdy k-mer
bézi[10].

Priabeéh sekvenovani DNA molekuly nanopdérem je detailnéji zobrazen a popsan
na obrazkul.1l

Po aplikaci napéti zacne molekula DNA prochazet nanopérem a zacne genero-
vat iontovy proud. Zmény proudu odpovidaji jednotlivym nukleotidovym bazim. To
umoznuje rychlé sekvenovani dlouhych jednotlivych molekul DNA, pfipravu vzorku
bez amplifikace a primou detekci epigenetickych modifikaci, jako je metylace béazi.
Prichod (volného transloka¢nitho DNA) by vsSak byl pfilis rychly na to, aby se od-
lisily zmény proudu specifické pro nukleotidy od sumu, z tohoto divodu bylo nutné
jeji prutok néjak zpomalit. Jednoduché techniky pro snizeni rychlosti translokace
DNA, jako je snizeni experimentalni teploty, nebo zvyseni viskozity roztoku snizuji
aktualni signdl, nejedné se tedy o vhodné feseni tohoto problému. Jako nejvhod-
neéjsi zpusob se ukazalo vyuziti polymeraz. K aktivaci polymerazy muize dochazet
predcasné, zabranit tomu lze pouzitim syntetického oligonukleotidu, ktery je komple-
mentarni k templatovému vlaknu. Po aplikaci napéti dojde k 'rozepnuti’ blokujicitho
oligonukleotidu a zahajeni syntézy[11].

Prilis dlouhy sekvenac¢ni béh mize zptisobit ucpani péru. Nabizi se tedy moznost
nevyuzivat pritokovou komurku ve svém plném rozsahu, ale ¢teni prerusit a pory

proplachnout roztokem.
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Obr. 1.1: Sekvenovani nanopérem MinlON. a) Prichod vldkna DNA nanopérem:
(i) Prazdny, otevieny nanopér. (ii) dsDNA zac¢ind prostupovat s vedoucim vlaknem
(modré), je zachycena nanopéry; po zachyceni néasleduje translokace. (iii) Nésleduje
jej templatové vldkno (oranzovd). (iv) Déle prostupuje vldsenkovy adaptér (Cervend).
(v) Déle prostupuje komplementarni vldkno. (vi) Ukonceni sekvenace koncovym
adaptérem (hnédd). (vii) Po ukonceni sekvenace se nanopor vrati do pocéatecniho
stavu. b) Surovy proud. c¢) Zaznamy surového proudu pro konkrétni piiklady (i-vii)
Prevzato z:[12]
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1.4 Vlastnosti proudovych signalii

Zarizeni spole¢nosti ONT funguji tak, ze méfi zmény iontovového proudu (tzv. squig-
gles) pri priuchodu pérem. Zmény elektrického proudu indukované molekulou DNA|
nebo RNA zavisi na specifickych chemickych vlastnostech nukleotidii, véetné in-
terakci sekundarni struktury a epigenetickych modifikaci, jako je napi. methylace.
Nanopérovy sekvendtor je schopen sekvenovat pouze ¢ast molekuly (v anglictiné

oznacované jako ON-demand) a tim umoznuje cilené sekvenovani.

1.5 Prirazovani bazi

Po sekvenaci jsou signaly ulozeny ve formatu FAST5. Nejnovéjsi verze pérua tzv. R9
signaly uklada jako posloupnost ¢isel. U starsich verzi nanopért, jako je tteba chemie
R7 se signél nezapisuje posloupnosti ¢isel, ale popisuje tzv. udalosti, které obsahuji
informaci o zac¢atku a konci sekvenace daného fragmentu, smérodatné odchylce a
prumérné hodnoté. V soucasné dobé se s timto typem zapisu neni mozné bézné
setkat, protoze byl plné nahrazen chemii R9 a i ta je nyni postupné nahrazovana
vylepSenou chemii R10. Divodem nahrazeni tohoto zptisobu popisu, byla nutnost
rekonstrukee signalu, kdy dochézelo ke ztraté dulezitych informaci[13].

Aby bylo mozné signaly analyzovat je tfeba prelozit tuto informaci do znakové
podoby. Jelikoz se nejednd o trividlni tkol, vyskytuje se zde napt. oproti jinym sek-
venacnim technikam, jako je [llumina vyrazné vyssi chybovost. Ta se v zavislosti na
zvoleném néstroji pohybuje mezi 5 az 15% [14]To muze byt zptisobeno neschopnosti
nastroju spravné detekovat baze, vysokou mirou sumu v signédlech, stejné jako niz-
kému poméru signdlu k sumu[l5]. K nizkému poméru signalu k Sumu muze prispét
nerovnomérnd rychlost prichodu nukleotidt nanopérem, strukturni podobnost nuk-
leotidti a vlivem vice nukleotidi na vysledny signal[16]. Ke zlepseni kvality ¢teni tak-
téz prispéla moznost sekvenovani templatovych i komplementarnich vldken zaroven
bez nutnosti fyzické ligace nazyvanych jako 1D?%. Zrcadlené ¢teni je poté dekédovano
zaroven a tim jsou opraveny chyby v sekvenovani[7]. Oproti tomu 1D ¢teni funguje
na principu rozbaleni DNA a néaslednému ¢teni jednoho vldkna[l6].

Protoze zmény proudu jsou pro jednotlivé baze prilis malé a nanopér je schopen
pojmout soucasné k- nukleotidu. Nejcastéji se jednd o vyuziva se 5- nebo 6-mer[17].
Aktualni zmény tedy ukazuji k-mery, které prochazeji nanopory. Takova aktudlni
meéfeni lze pouzit k identifikaci sekvenci bazi fetézci DNA/RNAJILS].

V soucasnosti je k dispozici mnoho néstroji umoznujici rozkédovani surového
signalu. Mezi nejpouzivanéjsi patii Guppy[19]. Jedna se o nastroj poskytovany spo-

le¢nosti ONT. Poskytuje dvé architektury, jedna vyuzivajici GPU, jejiz presnost je
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okolo 90%-96%. Hlavni nevyhodou je vypocéetni naro¢nost a nemozné pouziti v re-
alném case. Ten k rozkédovani signalu vyuziva hluboké rekurentni neuronové sité
(RNN). Ty je tfeba naucit na redlnych datech, v dusledku toho je ovlivnén daty

pouzitymi k trénovéani, které mohou obsahovat modifikace[I7].

1.6 Read-until algoritmus

Read Until algoritmus umoznuje cilené sekvenovani, to znamena, ze je schopen v
readlném case data analyzovat a odmitat fragmenty DNA, kterd povazuje za nein-
formacni. To je vyhodné, hledame-li pouze néjakou cast genu, jako je napriklad gen
pro rezistenci bakterii k vybranym druhiim antibiotik. K tomu uz zapottebi znalost
pripravy primerti a knihovny, navic PCR zesiluje fragmenty a pro vladkno je tedy
tézst projit porem. Fragmenty DNA jsou fyzicky vysunuty z péru zménou polarizace
na velmi kratkou dobu. Jednim z algoritmu ze skupiny 'Read Until’ je SquiggleKit.
Jedna se o nastroj vyuzivajici neuronové sité a konvoluci. Diky tomu je schopen
klasifikovat molekuly, které nas zajimaji, na zakladé statistickych vzorct vodivosti

nanopora[20].

1.7 Sekvenacni platformy ONT

V této kapitole budou predstaveny ruzné sekvenacni platformy a priutokové komurky
spolecnosti ONT. Vzhledem k rozdilnosti pozadavki na sekvenaci spole¢nost Oxford
Nanopore Technologies vyvinula nékolik druhti sekvenacnich platofem, které jsou

uvedeny nize.

1.7.1 Pratokové komiirky
MinlON

Pruatokova komurka MinlON je kompatibilni se sekvenacnimi pristroji spolecnosti
ONT. Jedna se o spotiebni zafizeni pouzivajici chemii R10, ktera postupné nahradila
chemii R9, ta dokaze pri spravném pouziti generovat data s presnosti az 99% Zarizeni
se sklada s ASIC obvodu a polem senzorti. Data jsou zaznamenavana v realném case
a béh muze byt ukoncen, kdykoli uzivatel uzna za vhodné. Maximalni doba béhu je

72 hodin, nebo do doby ucpani pérufd].

PromethlON

PromethION je prutokova komurka kompatibilni se zarizenimi PromethION, stan-

dartné dodavana v balicku po ¢tytech. Pritokova komirka PromethION obsahuje
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Obr. 1.2: Sekvenacni zarizeni MinION s pritokovou komtiirkou MinlON. Prevzato z

2]

3000 nanopdri a jeji zivotnost se pohybuje v pruméru okolo 64 hodin[21].

Flonge

Flongle je jednorazovy adaptér pro prenosna sekvencni zafizeni MinlON a stolni Gri-
dION X5. Vyuziva stejnou jadrovou technologii sekvenovani nanopori jako ostatni
zatrizeni Oxford Nanopore, produkujici data v readlném case, primé sekvenovani a
dlouhé ¢teni. Zaroven je velmi cenové dostupny, a tudiz umoznuje sekvenovani v
jakémkoli prostiedi, od védecké laboratore, tovarny az po praci v terénu. Pracovni
postup je rychly a jednoduchy, priprava knihovny zabere pouhych 10 minut. Malé
pritokové cely Flongle mohou v soucasné dobé produkovat az 1,8 Gb sekvenc¢nich
dat. To umoznuje mnoho typu experimenti sekvenovani, véetné sekvenovani malych
genomi, cilené sekvenovani amplikonli, metagenomika pro identifikaci virt, bakterii
nebo charakterizaci mikrobiom nebo ID druhu. Muze byt také pouzit pro kontrolu

kvality pro vétsi experimenty s nanopory[4][23].

1.7.2 Sekvenacni pristroje
MinlON

Jedna se o komercné dostupné kapesni zatizeni od spolecnosti ONT spojujici vy-
konné sekvencovani v realném case s prenosnosti. Hmotnost tohoto zarizeni se po-
hybuje okolo 87 g a pres svoje malé rozméry je schopno sekvenovat c¢teni delsi nez
4mb s maximalnim vykonem 420 béazi za sekundu. K pocitaci je pripojeno pres USB

port a je kompatibilni s prutokovymi komtrkami MinION;, ale i Flonge[4].

18



GridION

GridION je jedno z nejmodernéjsich zatizeni pro sekvenaci nanopérem. Jedna se o
velmi schopny pocita¢ s tloznou paméti a moznosti analyzovat vzorky uz béhem
sekvenace, ve kterém muze bézet 1 az 5 prutokovych komtrek MinION, coz znac¢né

zvysuje vykon az na 30 miliardu bazi za 72 hodin[4].

PromethlON

Jedna se o stolni zarizeni, které je schopno provozovat 24 az 48 prutokovych ky-
vet zaroven, coz poskytuje vytézky az neuvéritelnych 9600 Gb. Jedna se o vysoce
vykonny pristroj, ktery je schopen poskytovat v redlném case velky objem dat z
poctu zpracovavanych vzorki. Jeho znac¢nou vyhodou je, ze kazdy priatokovy ¢lanek
je mozné spustit samostatné, tudiz je mozné sekvenovat ¢teni o nami zvolené délce

a vyhovuje vét§iné experimentalnim pozadavkam[21].

1.7.3 Dalsi zarizeni
VolTRAX

VoITRAX je malé zarizeni s 15 vstupnimi porty urcené k provadéni automatické
pripravy vzorkil pro analyzy nanopéri. Diky zahrnutym funkcim mohou uzivatelé
provést komplexni pripravu knihovny, reverzni transkripci, amplifikaci nebo sekve-

novani pouze stisknutim tlacitka bez nutnosti dalsiho zésahu ¢lovékal[24].
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1.8 Druhy kita

Pred zacatkem sekvenovani, je velmi dilezitym krokem priprava knihovny. K tomu

slouzi sady na pripravu knihoven od spolecnosti Oxford nanopore technologies. Nize

jsou predstaveny nékteré z nich.

Rapid barcoding kit

Rapid barcoding kit je sada liga¢nich adaptérti na bazi transposazi, ktera soucasné
stépi molekuly templatu a pripojuje znacky ke stépenym konciim, pro snadnou,
levnou a rychlou ptipravu knihovny. Jeji nevyhodou je mensi propustnost a je opti-

malizovand spiSe pro sekvenovani delsich fragment[25].

Vysokomolekularni DNA

Fragmentace vzorku l

Konec pfipravy a l
oprava konct
60 min A
@ )
Ligace sekvenacnich
adaptérd l/ —
e _
— —w_
Y Nahravani

Obr. 1.3: Princip Ligation sequencing kitu. Pfevzato z [25]

Ligation Sequencing kit

Ligation sequencing kit je sada vhodna pro delsi ¢teni a vyznacuje se vysokou pro-
pustnosti a vykonem. Sekvenacéni knihovna muze byt pripravena z dsDNA (napr.
gDNA, ¢cDNA nebo amplikonti). Principem je fragmentace dsDNA, opraveni konct

fragmentt a nasledné ligovani sekvenc¢nich adaptéru na ptipravené konce [25].
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PCR Barcoding Kit

Pokud jsme omezeni mnozstvim vzorku, chceme sekvenovat pouze vybrané useky,
nebo chceme vzorky multiplexovat, a tim snizit naklady na sekvenaci, je vhodné
pouzit PCR Barcoding kit. Obvyklym postupem je fragmentace vzort, stithané
konce jsou nasledné opraveny a poté se na opravené konce liguji PCR adaptéry. Ty
obsahuji vazebna mistra pro primer. Amplifikované a barcodované vzorky se poté
spoji dohromady a do smési se pridaji adaptéry pro rychlé sekvenovéani [25].

) Vysokomolekularni gDNA
Transposaza gDNA

% T Fragmentace (volitelné) l
50 min - Konec pfipravy l
5 min
&

Liga¢ni adaptér PCR l/r

Stépeni a pridani i Y Zavisi na
transposazovych adaptérG uzivateli —~
v P Y P PCR's rychlouplnaaml - F
— adapté R
Pfipojeni sekvenacnlch v preny - _
adaptérQ l/ Pfipevnéni 1D
) e 10 misekvenacnich adaptérd l/
5 min —_— —e_ .
}
Y l
A4 Nacitani Nacitani

Obr. 1.4: Princip PCR sequencing kitu vpravo a Rapid barcoding kit vlevo. Prevzato
z [25]

1.9 Formaty dat pouzivanych pfi sekvenaci ONT

FASTS

Pochopit, co je uvnitt souboru FASTS5, vyzaduje urcité porozuméni souborum HDF5,
protoze FAST5 format je jeho specifikaci. HDF5 formaty slouzi k ukladani velkych
objemiu dat a umoznuje ukladat rtuzné typy dat do jednoho souboru. Jedna se o hi-
erarchicky formét s vnorenymi prvky, coz mu dodava obrovskou flexibilitu ve struk-
tute ulozenych dat. FAST5 formaty jsou produkovany Nanopore sekvenatory. Ten
uklada naméreny proudovy signal, ktery je vysledkem sekvenovani jedné molekuly
DNA. Tento datovy format je obsahuje informace o surovém signalu, nebo alespon
data potrebnd pro jeho rekonstrukei [26]. Déle také napt. informaci o délce jednot-

livych ¢teni, jeji kvalité, vzorkovaci frekvenci a mnoho dalsiho. Nevyhodou tohoto
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datového typu, je ze spolecnost ONT format neustale aktualizuje a struktura jed-

notlivych verzi formétu neni konzistentni [27].

FASTQ

Jedna se o textovy soubor s priponou .fastq podobny formatu FASTA obsahujici
data generovany po prirazeni znakové sekvence signalu z datového souboru FAST5.
Narozdil od FASTA forméatu je obohaceno o PHRED skére. To pouziva jako zapis
znaky tabulky ASCII. Prvni fadek obsahuje hlavicku a zacina znakem’@’. Druhy
radek obsahuje standartné zapsanou sekvenci pomoci IUPAC kédu. Na tretim radku

se nachazi pouze znak’+’[2§].

FASTA

Format FASTA je jednoduchy typ formatu, ktery bioinformatici pouzivaji k re-
prezentaci nukleotidovych, nebo proteinovych sekvenci. Sklada se z identifikatoru
a samotné sekvence. Je napsan v textovém formatu, coz umoznuje nastrojim pro
zpracovani data snadno analyzovat. Jeji smér je vzdy od 5° ke 3° konci. Obecné

ptipona souboru je.fasta, ale muzou byt pouzity také pripony .txt nebo .fa [2§].
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2 Analyza sekvenacnich signali

2.1 Prace se signalem v casové oblasti

P1i analyze signali jsou v podstaté dvé moznosti, jak s nimi pracovat. Prvni a
vypocetné méné narocnéjsi je analyza v ¢asové doméné. K té byly vybrany parametry

uvedené nize.

Stredni hodnota

Stfedni hodnota (nékdy také je pouzivan pojem aritmeticky primér) je uréena vzta-

hem, kde N je pocet vzorki.

S(x) = Jb;w (2.1)

Smérodatna odchylka

Smérodatna odchylka ve statistice udava miru rozptylu v souboru hodnost. Pokud
je smérodatnd odchylka mald, ukazuje to, ze hodnoty se blizi praiméru, pokud je
vysoka, jedna se o hodnoty s vyssim rozsahem. je urcena vztahem, kde x je stredni

hodnota signalu a N je pocet vzorki.

o(z) = J 1_1N (s~ 7 (2.2)

Rozptyl

Rozptyl se vypocita jako aritmeticky prumeér ¢tvercii odchylek jednotlivych vzorki

od prameéru celého signalu. N je pocet vzorki.
N
R(z) = v S (i — z;)? (2.3)

Variac¢ni koeficient

Variacni koeficient udava miru rozptyleni vzhledem k praméru. S, je smérodatné

odchylka signalu.
Viz)=— (2.4)
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Koeficient Sikmosti

Koeficient sikmosti urcuje jsou-li hodnoty kolem zvoleného stredu rozlozeny sou-

meérné, nebo je-li rozdéleni hodnot zesikmeno.
1 N
= Nob - Z (2.5)

Koeficient Spicatosti

Koeficient ostrosti udava miru ostrosti dat. Porovnava se s hodnotou 0. Hodnota
vétsi nez 0 oznacuje vrcholové rozdéleni a hodnota mensi nez 0 oznacuje ploché

rozdélenti.

Sl — )" - 3 (2.6

V2(x) =
No* =

Hjorthovy deskriptory

Hjorthovy parametry, nékdy popisovany jako deskriptory jsou jeden ze statistickych
ukazatelll vlastnosti béhem zpracovani signala v casové oblasti. Hjorth popsal cel-
kem tii parametry aktivitu, mobilitu a komplexitu. Tyto parametry jsou schopny
charakterizovat viceméné jakykoli signdl a jeho derivaty [29]. Hjorthovy parametry
jsou odvozeny z nasledujicich rovnic. Kde m,, je moment spektra fadu n, S(w) pred-
stavuje spektrum hustoty vykonu a f(¢) je biosignal vyjadren jako funkce v ¢asové
oblasti [30].

mo= [ Sualw)de = ; /t F2(8)dt @.7)
ms :/Oo_oo 2S e (w)dw = T/ . dt 2dt (2.8)
= /o; TSl T/ T C:tf (2:9)

Aktivita udava silu signalu a je definovana jako rozptyl signalu. Ve frekvenéni

oblasti muze ukazat plochu vykonového spektra.

ho = Tmy (210)
Mobilita je definovana jako rozptyl prvni derivace signalu, kde mqy predstavuje
spektralni moment 2. fadu. Je uvedena rovnici:

mo

hy = (2.11)

mo
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Komplexita predstavuje rozptyl druhé derivace signalu, kde my je spektralni moment
4. radu.
Ty mo

mo mo

2.2 Tvorba datasetu a statisticka analyza

Data pro tuto bakalarskou praci byla poskytnuta z databaze rtuznych sekvenaci na
ustavu biomedicinského inzenyrstvi FEKT VUT Brno.

Poskytnutd data byla ve formatu FAST5. Z kompletnich dat byl vzdy vybran
jeden FAST5 soubor reprezentujici ¢ast ¢teni daného organismu. Pro naslednou ana-
lyzu byly vytvoreny dva datasety.

Prvni dataset byl vytvoren z organismu Clostridium beijerinckii. Druhy dataset
byl slozen z celkem osmi vzorkti obsahujici data z 5 organismi. Organismy byly
vybrany tak, aby bylo zastoupeno co nejvétsi mnozstvi sekvenacnich kit a typu
prutokovych komirek.

Protoze se jedna o data, nasniména stejnym méritkem, neni tfeba je normali-
zovat, napt. z-scorem. Nutnym krokem je vSak restaurace signalu. Signaly jsou ve
FAST5 souborech ulozeny jako hladiny signalu. Signaly jsou ptivodné méfeny jako
hodnoty pA (pikoampéry) a dale prevedeny a uloZeny jako 16bitové celoc¢iselné hod-
noty. Duvodem této transformace je komprese dat. Transformace zpét na puvodni
hodnoty pA vyzaduje informaci o offsetu a skalovani, které jsou ulozeny ve FAST5

souborech v poli atributy. To je provedeno pomoci vztahu:
pA_wval = scale x (raw + of f set) (2.13)

Dalsim krokem predzpracovani signalti byla medidanova filtrace, a to i pres to, ze spo-
le¢nost ONT na svych strankach uvadi, ze signaly jiz neni tfeba dale filtrovat[34].
Signaly se ukazaly byt zarusené impulsnim sSumem, tudiz bylo potieba alespon se
pokusit impulsni ruseni vyfiltrovat. Pokud by data nebyla filtrovana, mohla by byt
ovlivnéna nasledna analyza odlehlymi hodnotami a vypocty by mohly udavat chybné
vysledky, to by mohlo vést ke zkresleni shlukové analyzy. K filtraci signali byl pouzit
medidnovy filtr, délka okna byla nastavena na 5, kdy vzorky byly v okné settizeny
podle velikosti a na vystup byl poslan median. Tato velikost okna byla vybrana pte-
devsim z divodu, ze vétsi okno by mohlo vyfiltrovat i jednotlivé k-mery. Vyhodou
medianovych filtrit mimo jiné je i to, ze zachovavaji hrany. Extrakce dat byla prove-
dena v programovém prostiedi MATLAB [32] a data byla ulozena ve formatu .mat.
Tento typ datového formatu byl zvolen predevsim z divodu, ze néasledna analyza
probiha taktéz v programovém prostredi MATLAB a je tedy vhodnéjsi.

Vsechny surové signaly byly vzorkovany vzorkovaci frekvenci 4kHz. Divodem

takto vysoké vzorkovaci frekvence je zachyceni vSech k-mer.
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NiZe na obrézku je pifklad surového signdlu a filtrovaného signdlu. 2.1}

Surovy signal
T

-
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Obr. 2.1: Surovy a filtrovany signal

Krabicové grafy (boxploty)

K vykresleni a analyze dat byly pouzity krabicové grafy. Jedna se o standardizované
zpusoby zobrazeni kvantitativnich dat. Obsahuje informace o rozptylu dat, jejich
symetri¢nosti, seskupeni a zkresleni. Sklad4 se z krabice a "fousktt". Céra uprostied
obdélnikového ttvaru znac¢i median, to je 50 % kvartilu. Horni a dolni kraje obdél-
niku vyjadiuji polohu horniho a dolniho kvartilu. Kvartil je hodnota, ktera z hodnot
oddéluje nejnizsi ¢tvrtinu hodnot. Fousky oznacuji variabilitu dat pod prvnim a nad

tretim kvartilem. Odlehlé hodnoty jsou vyznacovany jako ¢ervené kiizky [31].

Shapiro-Wilkulv test

Jedna se o test normality, ktery testuje nulovou hypotézu kdy vzorek pochazi z nor-
malné distribuované populace. Pokud je tedy hodnota p mensi, nez zvolena hladina
alfa, pak je nulova hypotéza zamitnuta a existuje ditkaz, ze testovana data nejsou
normalné distribuovana. [33] [34]
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Obr. 2.2: Krabicovy graf s vyznacenim vyznamnych hodnot.

Kruskal-Wallisav test

Kruskal-Waliss test je neparametricky statisticky test pouzivany k posouzeni exis-
tence statisticky vyznamnych rozdili mezi dvéma a vice skupinami nezavislé pro-
ménné. Tento test nepredpokldda norméalni rozdéleni dat, jeho nevyhodou je vSak
nizsi citlivost na odlehlé hodnoty. Predpoklada zisk dat ndhodnym vybérem. Vysle-
dek testu je zavisly na p-hodnoté, jejiz hodnota je ve vétsiné pripadi nastavena na
0,05. Pokud je p-hodnota vétsi nez 0,05, nulova hypotéza H, predpoklada, ze medi-
any souboru dat jsou stejné. Naproti tomu alternativni hypotéza H; predpoklada,

ze mediany souboru dat nejsou stejné.
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2.3 Dataset z organismu Clostridium beijerinckii

Nejdrive byl vytvoren dataset obsahujici data z bakterie Clostridium beijerinckii.
Utelem tohoto experimentu je zjistit, zda se méni parametry pro riznd ¢teni ze stej-
ného organismu a slouzi pro ovéreni, zda pouzité parametry rozlisuji signaly z jed-
noho organismu pii pouziti jednoho druhu sekvenacéni chemie a priatokové komitrky.
Jedna se o ¢tyti vzorky oznaceny CB01-CB04. Kazdy z téchto vzorkt obsahuje 1000
nahodné vybranych signali a informaci o ¢teni prislusejici danému signélu. Tento
organismus byl nasekvenovan zatrizenim MinlON a byl pouzit Ligation sequencing
kit 009.

Kazdy signal byl popsan statistickymi parametry uvedenymi v predchozi kapi-
tole. Jedna se o sttedni hodnotu, rozptyl, smérodatnou odchylku, varia¢ni koeficient,
koeficient sikmosti, koeficient Spic¢atosti a Hjorthovy deskriptory, mezi néz patii ak-
tivita, komplexita a mobilita. Data byla vykreslena pomoci krabicovych grafi za

pouziti funkce boxplot.

Vysledky statistické analyzy
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Obr. 2.3: Stredni hodnota a rozptyl signalti prvniho datasetu

Jak muzete vidét na obrdazku [2.3], tak parametry stfedni hodnoty se pro jednotlivé
vzorky nijak vyznamné nelisi. Obsahuje velké mnozstvi odlehlych hodnot v rozmezi
250-480. U hodnot rozptylu mizeme pozorovat ze vzorky CB01, CB02 a CB04 se
taktéz vyrazné nelisi, jedinou odlisnost mizeme pozorovat u datového souboru CB03.
Odlisnost vsak neni natolik vyraznd, aby data od sebe dokézala spolehlivé odlisit.

Obrézek znazornuje statistické parametry, jako je variacni koeficient a smé-
rodatna odchylka. Na obou obréazcich je patrné velké mnozstvi odlehlych hodnot a

také to, ze se mediany a kvartily u vSech dat prekryvaji. Jedinou odliSnost mtuzeme
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Obr. 2.4: Variac¢ni koeficient a smérodatna odchylka signalii prvniho datasetu

pozorovat u vzorki CB02 a CB03 u smérodatné odchylky oproti zbylym dvéma da-
tovym soubortim. Lisi se hodnota mediant. Jako i u predchozi analyzy je patrné, ze
vzorky od sebe nelze spolehlivé odlisit.
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Obr. 2.5: Sikmost a $picatost signali prvniho datasetu

Parametr Sikmosti nevykazuje prilisné rozdilnosti, prekryvaji se jak ’'fousky’,
kvartily i mediany. Spi¢atost vzorki CB01, CB02 a CB04 si je velmi podobna, jediny
mensi rozdil mizeme pozorovat u CB03, kde je kvartil nepatrné sirsi nez zbyla data.

U parametru mobility vypadaji vysledky na prvni pohled témér identicky. U
parametru aktivity si mizeme vSimnout malého rozdilu u vzorku CBO03.

Jako vSechny pfedchozi parametry, tak ani komplexita nevykazuje vyznamné
rozdily mezi daty.
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Obr. 2.6: Mobilita a aktivita signalt prvniho datasetu
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Obr. 2.7: Komplexita signalii prvniho datasetu

Abychom se vsak ujistili, ze nas zavér je objektivni, byly pouzity statistické
testy. Nejdrive bylo potieba zjistit, jestli rozlozeni dat je normalni ¢i nikoli. To bylo
vyhodnoceno pomoci Shapiro-Wilkova testu. Vysledné hodnoty jsou pro vsechny

parametry 0, coz znamena, ze data nejsou normalné distribuovana.
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Protoze data nemaji normalni rozlozeni, byl pouzit neparametricky Kruskal-
Wallistuv test. Vysledky jsou uvedeny v tabulce

Tab. 2.1: p-hodnoty

Statisticky parametr ‘ p-hodnota

Stfedni hodnota 0.279992014603674
Smérodatna odchylka | 0.268752382251644
Varia&ni koeficient | 0.234913302392045
Koeficient Sikmosti | 0.382306633677903

Koeficient Spicatosti | 0.028315205283533

Rozptyl 0.268752382251644
Mobilita 0.207132652350674
Aktivita 0.268752382251644

Komplexita 0.732510483764367

Néasledné byl proveden Tukeyho test, ktery je schopen ukézat, které jednotlivé
dvojice se od sebe lisi a které nikoli. Vétsina parametrii neni vhodna pro rozliSeni
zadné z dvojic, vyjimkou je pouze parametr Spicatosti, ktery je schopen jednu dvojici
rozlisit.

Pokud tedy tuto analyzu struc¢né shrneme, vysledky dosahuji predpokladu, ze se
hodnoty pro jeden organismus nebudou vyrazné lisit. Muzeme si vSimnout ze kvar-
tily a medidany se u vsech vypocitanych statistickych parametri prekryvaji, tudiz
neni mozné skupiny dat od sebe odlisit. Déle si mtizeme vSimnout i velkého mnoz-
stvi odlehlych hodnot, které jsou vsak pro data CB01-CB04 témér totozné. To je
vyznamné zjisténi z hlediska mozné nasledné klasifikace rtiznych organismu a jeji
shlukové analyzy. Déle z toho vyplyva, ze mizou byt vybrany nahodné signaly z
riznych ¢teni pro jejich klasifikaci, a ze data nejsou vazana na jednu konkrétni cast
genomu. To miize mit vyznam i pro klasifikaci organismti pifimo ze surového signélu

bez nutnosti basecallingu.
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2.4 Dataset riiznych organismii sekvenovanych riz-
nymi pristroji ONT

Tento dataset obsahuje 8 soubort formatu .mat jejichz prehled je uveden v tabulce
2.2l Obsahuje celkem pét organismi ziskanych ze dvou druhtu sekvena¢nich kit
a dvou typu prutokovych komurek, kazdy o velikosti 800 signala. Z databaze riz-
nych sekvenaci na UBMI byly vybrany a nasledné vyextrahovany ze souboru FAST5
surové signaly. Poté bylo nezbytné vybrané FAST5 soubory nabasecallovat a poté
data sekvenované pomoci Rapid Barcoding kitu demultiplexovat. Demultiplexace je
proces odstranéni identifikatoru, coz je v podstaté umeéla sekvence pridana k DNA.
Basecalling a demultiplexace byla provedena pomoci gridového pocitani na vypo-
Cetnich strojich Metacentra v programu Guppy (verze 5.0.15-gpu), provozovaného
piimo spolecnosti ONT. Hlavnim duvodem, proc¢ bylo potreba provést tento krok
je, aby v nasledné analyze byla porovnavana stejna cteni a proto, ze basecalling
je uspésny priblizné v 50% pripadu a nékterd ¢teni se nepodari nabasecallovat v
dostatecné kvalité. Pokud by data nebyla nabasecallovana a dataset by byl vytvo-
fen bez basecallingu, mohlo by dojit ke ztraté nékterych ¢teni. Bylo potieba zadat
jaky pristroj a sekvenacni kit byl pri sekvenaci pouzit a poté byl vypocet spustén.
Vysledek basecallingu byl rozdélen do dvou slozek, fail a pass. Byla tedy vybrana
data ze souboru pass, ktery obsahuje ¢teni, ke kterym se podarilo tspésné prira-
dit znakovou sekvenci. Poté byla ze soubori FAST5 a FAST(Q vyextrahovana data,
kterd méla stejné ID ¢teni, a tim bylo zajisténo, ze vytvoreny dataset bude obsaho-
vat stejna data jako basecallované soubory FAST(Q se kterymi se v této bakalarské
praci bude pracovat v nasledujicich kapitolach. Dalsim nutnym krokem bylo, jako u
minulého datasetu, predzpracovani dat. Signaly tedy byly prevedeny na pA hodnoty

a filtrovany medianovou filtraci.

Tab. 2.2: Prehled vytvoreného datasetu

Nézev organismu Nézev datasetu | Sekvenacni zarizeni Kit
Clostridium beijerinckii CB MinION 006 LSK 009
Klebseilla pneumoniae KP_1 MinION 006 RBK 004
Klebseilla pneumoniae KP_2 Flonge 001 RBK 004
Klebseilla pneumoniae KP 3 Flonge 001 LSK 009
Klebseilla pneumoniae KP_4 MinION 006 LSK 009

Pantoea agglomerans PA MinION 006 LSK 009
Schlegelella thermodepolymerans ST MinION 006 LSK 009
Janthinobacterium lividum JL MinION 006 RBK 004
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Vysledky statistické analyzy
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Obr. 2.8: Stredni hodnota a rozptyl signalti druhého datasetu

Na obrazku jsou vyobrazeny vypoctené statistické parametry stredni hod-
noty a rozptylu. V pripadé stfedni hodnoty je patrné i z obrazku, kdy se kvartily
ani mediany vyrazné neprekryvaji, ze organismy pujde spolehlivé odlisit. Pouze u
organismu KP_ 2 a KP_ 3 je mozné si vSimnout jisté podobnosti. Jednak maji oba
organismy velké mnozstvi odlehlych hodnot, ale i prekryvajici se kvartily. To miize
byt zptisobeno predevsim tim, Ze se jedna o stejny organismus sekvenovany pomoci
prutokové komurky Flonge, kterd je obecné povazovana za levnéjsi a méné pres-
nou oproti MinlON. Zajimavé je, Ze ostatni parametry stejného organismu KP_ 1 a
KP_ 4 se od KP_2a KP_ 3 lisi, i kdyz se jedna o stejny organismus. Jediny rozdil
je, jak jiz bylo zminéno, zZe k sekvenaci byly pouzity rizné kity a pratokové komurky.

Parametr rozptylu se od prvniho pohledu k rozliSeni organismii od sebe tplné
nehodi. Organismy se JL, CB, KP_1 a KP_ 2 se sice neprekryvaji, zbylé ¢tyri vSak
ano.

U varia¢niho koeficientu se neptekryvaji ani kvartily, ani mediany, proto se tedy
variacni koeficient jevi jako vhodny parametr k rozliSeni organismii. Smérodatna od-
chylka se také jevi jako vhodny parametr k rozliseni. Nutno podotknout, ze kvartily

KP_2 a KP_ 4 se prekryvaji, coz je ve své podstaté spravny vysledek.
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Obr. 2.9: Variac¢ni koeficient a smérodatna odchylka signali druhého datasetu
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Obr. 2.10: Sikmost a $picatost signal@t druhého datasetu

Z obrézku [2.10] je patrné, Ze oba statistické parametry nejsou uplné vhodné pro
klasifikaci organismi. Kvartily a medidany se v obou pripadech znacné prekryvaji.
Hodnoty sikmosti osciluji kolem nuly a obsahuji velké mnozstvi odlehlych hodnot.

U parametru Spicatosti se vyrazné lisi pouze KP_ 1.

Vizualné je patrné, ze parametr mobility je pro klasifikaci organismii o néco

vhodnéjsi nez parametr aktivity. Kvartily ani mediany se neprekryvaji ani u jed-

noho z parametri. U mobility mé organismus JL vyrazné vétsi fousky, nez ostatni

organismy.
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Obr. 2.11: Mobilita a aktivita signali druhého datasetu
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Obr. 2.12: Komplexita signalt druhého datasetu

U parametru komplexity se hodnoty sice prekryvaji, ale vzhledem k tomu zZe se
vétsinou prekryvaji data z organismu KP_ 2, KP_ 3 a KP_ 4, tak by tento parametr
mohl byt pro klasifikaci celkem vhodny. Vyskytuje se zde velké mnozstvi odlehlych

hodnot v rozmezi 0,9 az 0,93.
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Pokud to tedy shrneme, tak dojdeme k zavéru, ze nejvhodnéjsi parametr pro roz-
liseni se jevi variacni koeficient a mobilita. Dalsim parametrem vhodnym k rozliseni
organismu by mohla byt komplexita, a to predevsim z duvodu, ze spravné rozlisila
organismy KP 2, KP_ 3 a KP 4 od ostatnich. Naopak jako ne iplné vhodné se zda
byt pouziti parametrii Sikmosti a Spicatosti. Vzhledem k tomu, Ze vizualni hodno-
ceni muze byt velmi neobjektivni, bylo potfeba si tyto zavéry potvrdit statistickymi
testy.

140 |

60 70 80 90 100 110 120 130 140 150
Stfedni hodnota

Obr. 2.13: Histogram stfedni hodnoty signalu

Abychom zvolili spravny test, je tfeba zjistit rozlozeni dat. K tomu mohou slouzit
histogramy. Na obrazku je jasné vidét, ze data nevykazuji normalni rozlozeni.
Pouze vizualni hodnoceni nemusi byt vzdy uplné objektivni, byly tedy vypocitany
testy normality pomoci funkce normalitytest.m[34]. Konkrétné byl pouzit Shapiro-
Wilkiv test, vysledky tohoto testu jsou uvedeny v tabuled2.3] Bylo zjisténo, ze
vétsina statistickych parametri nevykazuje normalni rozlozeni. Jedinou vyjimkou je
organismus KP_ 4 u parametru stfedni hodnoty. Protoze je v datech velké mnozstvi
odlehlych hodnot a také proto, ze data prevazné nevykazuji normalni rozlozeni,
byl ke statistické analyze pouzit neparametricky Kruskal-Wallisiiv test. V tabulce
jsou uvedeny vysledky testu pro jednotlivé statistické parametry. Na zakladé
vysledktt Kruskall-Wallisova testu se zdaji nejvhodnéjsimi parametry pro rozliseni
stfedni hodnota signalu, smérodatna odchylka, variacni koeficient, rozptyl, mobilita

a aktivita jejichz hodnoty jsou 0. Naopak nejméné vhodny se jevi parametr Sikmosti
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Tab. 2.3: Vysledek Shapiro-Wilkova testu
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Tab. 2.4: Vysledek Kruskal-Wallisova testu pro druhy dataset

Statisticky parametr p-hodnota
St¥edni hodnota 0
Smérodatna odchylka 0
Variacni koeficient 0

Koeficient Sikmosti | 2.4889e-198

Koeficient Spicatosti | 4.1757e-168
Rozptyl 0
Mobilita 0
Aktivita 0
Komplexita 0
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Tab. 2.5: Vysledek post-hoc testu stfedni hodnoty, rozptylu a varia¢niho koeficientu

Parametr | Odlisitelné organismy Neodlisitelné orga-
nismy
Stiedni JL vs. CB/KP_1/KP_3/KP_4/PA/ST JL vs. KP_2
hodnota
CB vs. JL/KP_1/KP_2/KP_3/KP_4/PA CB vs. ST
KP_1vs. JL/CB/KP_2/KP_3/KP_4/PA/ST -
KP_2 vs. CB/KP_1/KP_4/PA/ST KP_2 vs. JL/KP_3
KP_3 vs. JL/CB/KP_1/KP_4/PA/ST KP_3 vs. KP_2
KP_4 vs. JL/CB/KP_1/KP_2/KP_3/ST KP_4 vs. PA
PA vs. JL/CB/KP_1/KP_2/KP_3/KP_4/ST PA vs. KP_4
ST vs. JL/KP_1/KP_2/KP_3/KP_4/PA ST vs. CB
Rozptyl | JL vs. CB/KP_1/KP_3/KP_2/ST JL vs.
KP_3/KP_4/PA
CB vs. JL/KP_1/KP_2/KP_3/KP_4/ST CB vs. PA
KP_1 vs. JL/CB/KP_2/KP_3/KP_4/PA/ST -
KP_2 vs. JL/CB/KP_1/KP_3/KP_4/PA/ST -
KP_3 vs. CB/KP_1/KP_2/PA/ST KP_3 vs. JL/KP_4
KP_4 vs. CB/KP_1/KP_2/ST KP_4 vs.
JL/KP_3/PA
PA vs. KP_1/KP_2/KP_3/ST PA vs. JL/CB/KP_4
ST vs. JL/CB/KP_1/KP_2/KP_3/KP_4/PA -
Variaéni | JL vs. CB/KP_1/KP_3/KP_4/PA/ST JL vs. KP_2
koeficient
CB vs. JL/KP_1/KP_2/KP_3/KP_4/PA/ST -
KP_1 vs. JL/CB/KP_2/KP_3/KP_4/PA/ST -
KP_2vs. CB/KP_1/KP_3/KP_4/PA/ST KP_ 2 vs. JL

KP_3vs. JL/CB/KP_1/KP_2/KP_3KP_4/PA/ST
KP_4 vs. JL/CB/KP_1/KP_2/KP_3/PA/ST

PA vs. JL/CB/KP_1/KP_2/KP_3/KP_4/PA/ST
ST vs. JL/CB/KP_1/KP_2/KP_3/KP_4/PA
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Tab. 2.6: Vysledek post-hoc testu smérodatné odchylky, sikmosti a Spicatosti

Parametr | Odlisitelné organismy Neodlisitelné orga-
nismy
Smérodatnd JL vs. CB/KP_1/KP_3/KP_2/ST JL VS.
odchylka KP_ 3/KP_4/PA
CB vs. JL/KP_1/KP_2/KP_3/KP_4/ST CB vs. PA
KP_1vs. JL/CB/KP_2/KP_3/KP_4/PA/ST -
KP_ 2 vs. JL/CB/KP_1/KP_3/KP_4/PA/ST -
KP_3 vs. CB/KP_1/KP_2/PA/ST KP_3 vs. JL/KP_4
KP_4 vs. CB/KP_1/KP_2/ST KP_4 vs.
JL/KP_3/PA
PA vs. KP_1/KP_2/KP_3/ST PA vs. JL/CB/KP_4
ST vs. JL/CB/KP_1/KP_2/KP_3/KP_ 4/PA -
Koeficient | JL vs. KP_1/KP 2/KP 3/KP_4/PA/ST JL vs. CB
Sikmosti
CB vs. KP_1/KP_2/KP_3/KP_4/PA/ST CB vs. JL
KP_1vs. JL/CB/KP_2/KP_4/PA/ST KP_1vs. KP_3
KP_2 vs. JL/CB/KP_1/KP_3/ST KP_2 vs. KP_4/PA
KP_3vs. JL/CB/KP_2/KP_3/KP_4/PA/ST KP_3vs. KP_1
KP_4 vs. JL/CB/KP_1/KP_3/ST KP_4 vs. KP_2/PA
PA vs. JL/CB/KP_1/KP_3/PA PA Vs.
KP_2/KP_4/ST
ST vs. JL/CB/KP_1/KP_2/KP_3/KP 4 -
Koeficient | JL vs. CB/KP_1/PA JL VS.
Spicatosti KP_ 2/KP 3/KP_4/ST

CB vs. JL/KP_1/KP_2/KP_3/KP_4/PA/ST
KP_1 vs. JL/CB/KP_2/KP_3/KP_4/PA/ST
KP_ 2 vs. CB/KP_1/PA

KP_ 3 vs. CB/KP_1/PA

KP_4 vs. CB/KP_1/PA

PA vs. JL/CB/KP_1/KP_2/KP_3/KP_4/PA/ST

ST vs. CB/KP_1/PA

KP 2 Vs.
JL/KP_3/KP_4/ST
KP_3 VS.
JL/KP_2/KP_4/ST
KP 4 Vs.
JL/KP_2/KP_3/ST
ST vs.
JL/KP_2/KP_3/KP_4
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Tab. 2.7: Vysledek post-hoc testu vybranych parametri: aktivita a komplexita

Parametr | Odlisitelné organismy Neodlisitelné orga-
nismy
Mobilita JL vs. CB/KP_1/KP_3/KP_4/PA/ST JL vs. KP_2
CB vs. JL/KP_1/KP_2/KP_3/KP_4/PA CB vs. ST
KP_1vs. JL/CB/KP_2/KP_3/KP_4/PA/ST -
KP_ 2 vs. CB/KP_1/KP_3/KP_4/PA/ST KP_ 2 vs. JL
KP_3vs. JL/CB/KP_1/KP_2/KP_3/KP_4/PA/ST| -
KP_4 vs. JL/CB/KP_1/KP_2/KP_3/PA/ST -
PA vs. JL/CB/KP_1/KP_2/KP_3/KP_4/PA/ST |-
ST vs. JL/KP_1/KP_2/KP_3/KP_4/PA ST vs. CB
Aktivita JL vs. CB/KP_1/KP_3/KP_2/ST JL vs.
KP_3/KP_4/PA
CB vs. JL/KP_1/KP_2/KP_3/KP_4/ST CB vs. PA
KP_ 1 vs. JL/CB/KP_2/KP_3/KP_4/PA/ST -
KP_ 2 vs. JL/CB/KP_1/KP_3/KP_4/PA/ST -
KP_3 vs. CB/KP_1/KP_2/PA/ST KP_3 vs. JL/KP_4
KP_4 vs. CB/KP_1/KP_2/ST KP_4 vs.
JL/KP_3/PA
PA vs. KP_1/KP_2/KP_3/ST PA vs. JL/CB/KP_4
ST vs. JL/CB/KP_1/KP_2/KP_3/KP_4/PA -
Komplexita | JL vs. CB/KP_1/PA/ST JL VS.

CB vs. JL/KP_1/KP_2/KP_3/KP_4/PA/ST
KP_1 vs. JL/CB/KP_2/KP_3/KP_4/ST
KP_2vs. CB/KP_1/PA/ST

KP_ 3 vs. CB/KP_1/PA/ST

KP_4 vs. CB/KP_1/PA/ST

PA vs. JL/CB/KP_2/KP_3/KP_4/ST
ST vs. JL/CB/KP_1/KP_2/KP_3/KP_4/PA

KP_2/KP_3/KP_4
KP 1 vs. PA

KP 2 vs.
JL/KP_3/KP_4
KP_3 VS.
JL/KP_2/KP_4

KP 4 vs.
JL/KP_2/KP_3

PA vs. KP_ 1
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Obr. 2.14: Konfuzni matice. Vlevo pro mobilitu a vpravo pro variacni koeficient.

Abychom zjistili, které konkrétni dvojice organismi lze od sebe odlisit, byla
provedena jesté post-hoc analyza. Vypocty byly provedeny pomoci Tukeyho testu a
vysledky zapsany do tabulek. Pomoci téchto vypocti byly vybrany parametry, které
jsou nejvice vhodné pro shlukovani. Pro vybrané parametry, které mély nejvétsi
uspésnost, byla vypocitdna matice zamén.

7 vysledkii post-hoc analyzy je patrné, ze signaly mezi sebou dokadzou nejlépe
rozlisit parametry variacni koeficient a mobilita. Je vsak také potreba vzit v tvahu,
7ze KP_1 az KP_ 4 jsou jeden organismus, tudiz by mély od sebe byt tézko rozlisi-
telné. To do jisté miry nejlépe vyhodnotil parametr komplexity a koeficient sikmosti.
Nabizi se vsak otazka, jak moc velky vliv ma to, ze organismus KP__1 az KP_ 4 byly
sekvenovany kazdy jinym sekvenacnim kitem a jinym sekvenac¢nim zatizenim, a jestli
kazdé sekvenacni chemie a zafizeni neprodukuji specifické signédly. To by znamenalo,
ze pri dekdédovani signdlu na DNA sekvence je potreba brat v tvahu, s jakym zari-

zenim a kitem se pracovalo.
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Obr. 2.15: Signély - odlehlé hodnoty
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byly dohleddny a vybrané z nich i zobrazeny. Jako priklad byly vybrany signaly
viz obrézek [2.15], protoze se jako odlehlé hodnoty vyskytovali opakované u vice
vypoctenych statistickych parametrii. Miizeme si vSimnout, ze signaly z organismu
CB a ST maji spolecné to, ze oba obsahuji skok, ktery pravdépodobné zpusobil, ze
parametry z néj vypoctené se lisily od vétsiny ostatnich. Signdl KP_ 2 obsahuje na
svém zacatku vyraznéjsi hodnoty pravdépodobné proto, ze se musel ustalit. U signdlu
z organismu PA muzeme vidét fragment na konci, ktery pravdépodobné ovlivnil
vypocty. Odlehlé hodnoty tedy vétsinou zptsobuji signaly bud s néjakymi skoky,
nebo fragmenty a rusenim. Pokud se, ale pozorné na signaly podivame, mizeme si
povsSimnout i dalsi zajimavosti. Je mozné uz na prvni pohled vidét, ze signdly jsou

druhové specifické.
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3 Shlukova analyza

Shlukova analyza je statistickd metoda strojového uceni pro zpracovani dat. Funguje
na principu organizace polozek do skupin, nebo shluk na zakladé toho, jak tzce
jsou propojeny. Pokud jsou si velmi podobné, tak jsou zarazeny do stejného shluku a
naopak. Shlukova analyza muze byt hierarchicka, anebo nehierarchicka. Hierarchické
metody jsou pak rozdéleny na divizni a aglomerativni. U aglomerativnich metod je
kazdy objekt zarazen do jednoho shluku, a poté na zakladé podobnosti jsou jednot-
livé shluky spojeny. Tento proces se opakuje, dokud nejsou vSechny body slouceny
v jeden hierarchicky konstruovany shluk nazyvany dendrogram [35]. Nehierarchicka
shlukova analyza rozdéli objekty do nékolika shlukt stejného tadu. Prikladem je
algoritmus k-means.[36] ProtoZe hlavnim cilem této prace je klasifikovat data ze
sekvenatoru ONT, o kterych nevime néjaké blizsi informace krom toho z jakého or-
ganismu pochazi, jsou metody uceni bez ucitele vhodnéjsi. U uceni bez ucitele pred
spusténim modelu nevite, kolik shlukii v datech existuje. Na rozdil od mnoha jinych
statistickych metod se shlukova analyza obvykle pouziva, kdyz neexistuje zadny
predpoklad o pravdépodobnych vztazich v datech. Poskytuje informace o tom, kde
v datech existuji asociace a vzory, ale ne o tom, jaké mohou byt, nebo co znamenaji.

Prvnimi kroky je sbér dat a vhodna tuprava dat, tyto postupy byly popsany v
predchozich kapitolach této prace. Poté je potieba vypocitat matici vzdalenosti. I
presto, ze existuje nékolik variant, jak vzdalenost mérit, nejbéznéjsim zptsobem je
euklidovskd vzdalenost. Rlizné zptsoby pocitani matice vzdalenosti jsou predstaveny
v dalsi podkapitole.

V této studii byly pouzity dvé vyse zminéné shlukovaci techniky. Pocet shlukt
byl nastavovan na 8 a 2 a podle toho, o jakou analyzu se zrovna jednalo. Poté bylo
provedeno shlukovani. Zavérem byla presnost metod vyhodnocena pomoci konfuzni

matice.
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3.1 Vzdalenostni metriky

Informaci o tom, jak si jsou podobny dva objekty, miizeme zjistit pomoci vzdalenost-
nich metrik. Moznosti, jak ji mérit, existuje nepreberné mnozstvi. Mezi doporucenou
a zaroven i nejvice pouzivanou je povazovana euklidovska vzdalenost. Mezi dalsi po-
uzivané vzdalenosti patii Minkowského, Kosinova, nebo Manhattanska vzdalenost.

Euklidovska vzdalenost M4 vétsi vyznam u priznakt s vétsim rozdilem mezi
objekty [37].

n

deuc(i'a g) = Z(xl - yz)2 (31)

i=1

Manhattanska vzdalenost Manhattanskou vzdalenost odstrani vétsi vyznam
priznaki s vétsim rozdilem mezi objekty o délce n. Vzdalenost mezi vektory = a y
lze vyjadrit jako [37]:

n

Dnan (%, 9) = 3 |(@i — 3)| (3.2)

i=1

Kosinovy koeficient Podle kosinové vzdalenosti je vzdalenost dvou, vektort
délky n, thel, ktery sviraji. Je necitlivy na nasobeni vektoru ptiznaku konstantou.
Lze vyjadrit takto [37]:

i1 (ziyi)

! i (#3) X0 (y7)

Pearsoniiv korelacni koeficient Jeho vyhodou muze byt necitlivost na posu-

nuti vektoru pfiznaki o konstantu, nebo na jeho nasobeni konstantou[38].
n 1 n n
=1\ LilYi) — - 2.i=1 Ti)(2ui=1 Ti
Cay = i (wiys) n(z 1 %) (7 i) (3.4)
VIS = e ) (S v - LT )

Spearmaniiv korelac¢ni koeficient Jedna se o neparametricky korelacni koefi-

cient, ktery je robustni vii¢i odlehlym hodnotdam a obecné odchylkam od normality,
nebot stejné jako fada dalsich neparametrickych metod pracuje pouze s poradimi

px a py pozorovanych hodnot [39]

_ g X f — )’

Sy n(nZ —1) (3.5)
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3.2 Hierarchiecké shlukovani

Existuje nékolik metod pro méreni vzdalenosti mezi shluky i mezi dvojici objektii.
Jednotlivé shlukovaci algoritmy se 1iSi zptisobem stanoveni vzdalenosti mezi nové
vzniklym shlukem (dvojici slouc¢enych objektil) a ostatnimi objekty a jejich vybér je
rozhodujici pro vzhled dendrogramu.

Metoda nejblizsiho souseda (single linkage) — vzdélenost shluki je odvo-
zena ze vzdalenosti dvou nejblizsich objektt z rliznych shlukii.

Metoda nejvzdalenéjsiho souseda (complete linkage) — vzdélenost shluki
je odvozena z nevzdalenéjsich objekti.

Metoda prumérné vazby (UPGMA) — spojeni dle prumérné vzdélenosti
mezi objekty shlukii.

Wardova metoda — zalozena na principu analyzy rozptylu, shlukuje objekty
tak, aby byl soucet druhych mocnin vzdalenosti objektti od centroidu jejich shlukt
miniméln{ (minimalizace rozptylu).

Hierarchické metody shlukovani: Hlavni vyhodou hierarchického shlukovani
je jeho jednoducha interpretace vysledkii dendrogrami, neni nutné védét pocet
shlukt predem a jedné se o reprodukovatelnou metodu.

Mezi nevyhody patii to, ze vysledek je silné zavisly na zvolené metrice vzdalenosti
mezi objekty a zptisobu méfeni. Jednd se o vypocetné naro¢nou metodu nevhodnou
pro velké soubory dat. Dale vétsinou neni prilis efektivni, neumoznuje pribéznou

zménu shluki a je citlivd na Sum.

3.2.1 Vysledky hierarchického shlukovani

Bylo provedeno hierarchické shlukovani vybranych parametri. Tato metoda se vSak
neprojevila jako uplné vhodna pro nasi analyzu, protoze jak bylo vySe zminéno,
pri vétsim mnozstvi dat je velmi neprehlednd, proto zde vysledky nejsou uvedeny.
Jediné, co mé smysl zde uvést, je fylogenetickd analyza vybranych priznaki s base-
callovanymi a nasledné zarovnanymi sekvencemi genu 16s rRNA, ktery diky tomu,
ze pomalu mutuje, je vhodny k fylogenetickym analyzam. Byla vypoctena p-distace
a nasledné bylo vSech 800 vzorkii zarazeno do jednoho vektoru jako 800 priznakut
daného organismu. Tim jsme ziskali porovnani, jak moc se lisi vysledna analyza
basecallovanych sekvenci s vysledky shlukovani vybranych statistickych parametri.
Dalsi shlukovani basecallovanych sekvenci v nasem pripadé neméa smysl, protoze sek-
vence by musely byt zarovnany. V tomto konkrétnim pripadé to neni mozné, protoze
¢teni nebo konkrétné signdly byly vybrany zcela ndhodné. Obsahuji tedy c¢teni i z
nekodujicich usekt gent, tudiz nejsou tzv. species specific a nelze je tak pouzit k

fylogenetické analyze.
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Dalsi moznosti jak klasifikovat basecallované sekvence bez nutnosti zarovnani je
pomoci vypoctu cetnosti dinukleotidi [43]. Byly tedy vypoéitany frekvence dinukleo-
tida pro kazdy organismus a nasledné byla vypocitana vzdalenost vektora frekvenci
pomoci euklidovské vzdalenosti. Euklidovska vzdalenost byla pouzita, protoze se
pouziva i u jinych analyz v této praci. Cilem bylo vytvorit fylogeneticky strom z
basecallovanych sekvenci surovych signalt ONT. Pro tvorbu vysledného fylogene-
tického stromu byla pouzita metoda C-link.

C-link - Komplexita C-link - Mobilita
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Obr. 3.1: C-link komplexity a mobility
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Obr. 3.2: C-link stfedni hodnoty a basecallovanych sekvenci

Mizeme vidét, ze shlukovani vSech tii vybranych parametri se od basecallova-
nych sekvenci z genu 16s rRNA znacné 1isi. Tato analyza slouzi k porovnani shlu-
kovani vybranych parametrii a basecallovanych sekvenci. Jak miizeme vidét riizné

pristupy vykazuji zcela odlisné vysledky a kazdy parametr shlukuje vzorky jinak.
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C-link basecallovanych sekvenci
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Obr. 3.3: C-link basecallovanych sekvenci - frekvence dinukleotid

Pokud ale porovname vysledky s metodou vyuziti ¢etnosti dinukleotidi, mtizeme
pozorovat, ze parametr mobility a parametr stfedni hodnoty spravné vyhodnotili
vzorky ST a CB. Jistd podobnost tedy mezi vysledky je, pfesnost vsak neni nijak

velka a az na nékteré vzorky, se vysledky znacné lisi.

3.3 Nehierarchické shlukovani

Algoritmus k-means (¢esky také nazyvano jako metoda k-pruméri) je jedna z nejin-
tuitivnéjsich a nejbéznéjsich metod nehierarchického shlukovani. Na zacatek je po-
treba nastavit pocet shlukt. Centroidy, kterymi je kazdy shluk reprezentovan svym
geometrickym stfedem, jsou na zacatku rozmistény nahodné (mtzou byt nastaveny
i ruéné). Dalsim postupem je posun centroidi na zakladé vypoétenych vzdalenosti,
aby se zvysila podobnost objektd v rdmci jednotlivych shluki a zvysila odliSnost

objekti z riznych shluk.

3.3.1 Vysledky nehierarchického shlukovani

Tato studie se zabyva vlivem sekvenacni chemie a sekvenatorti na vysledné shluko-
vani organismu a také na klasifikaci organismu jako takovou.

Vyhodou tohoto pristupu je, Ze neni vyzadovana znalost kompletniho genomu
nebo gentli. Velké mnozstvi kratkych cteni také neni treba zarovnavat, sestavovat do
kontigti ¢i porovnéavat s referenénimi databazemi, které casto byvaji nekompletni[40].

Pouzitou vzdalenostni metrikou je euklidovskd vzdalenost jako v predchozich

analyzach. Byly vybrany vhodné parametry schopné odlisit organismy na zakladé
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predchozi statistické analyzy. Vybrané ptiznaky byly standardizovany pomoci z-
score. Analyza samotna je provedena pomoci funkce k-means. Nejdrive bylo po-
treba urcit pocet shluku, ty byly voleny podle toho, na zakladé ¢eho jsme chtéli
data klasifikovat. Logické rozdéleni je shlukovani podle poctu vzorki, nehledé na
pouzitou sekvenacni chemii. Hodnota tedy byla nastavena na 8. Dalsim postupem
bylo shlukovani na zakladé pouzité sekvenacni chemie nebo sekvenac¢niho pristroje.
V tomto pripadé byla nastavena hodnota na 2. Nasledné jsou iterativné hledany
centroidy shlukt. Poc¢ateéni pozice centroidi jsou zvoleny ndhodné. Nésledné byly
jednotlivé vzorky zatazeny do shluku a precisleny pomoci funkce renum_ clust[42].

Pomoci konfuzni matice byla vypoctena vysledna presnost metody.

Shlukovani podle poctu vzorki

Jelikoz se jednd o vice nez dvourozmeérna data, kterd by bylo problém vizualizovat,
byla provedena statistickd analyza t-SNE, ktera ke kazdému datovému bodu da

umisténi na dvourozmérné mapé[41].

a0 PrisluSnost k organismim a centroidy shluku a0 Zarazeni do shluku a centroidy
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Obr. 3.4: Vizualizace rozlozeni dat a shlukovani pro parametry odchylky, mobility,

komplexity, varicniho koeficientu, Spicatosti, stfedni hodnoty, aktivity a rozptylu.

Na obrézku a muZeme pozorovat piislusnosti organismu ke shlukim a
vedle jejich zatazeni. Na prvni pohled je mozné rozlisit shluky vzorka KP_ 3, KP_ 1.
U ostatnich vzorku sice lze pozorovat shlukovani kolem jednoho centroidu, data se

vsak prekryvaji, a to zhorsuje presnost klasifikace.
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Vysledkem shlukovani vybranych parametri jsou konfuzni matice na obr [3.6]
Miuzeme vidét, ze shlukovani odchylky, mobility, komplexity, varicniho koeficientu,
Spicatosti, stfedni hodnoty a aktivity dosahuje horsich vysledku, nez kdyz klasifiku-

jeme vzorky s vyse zminénymi parametry a navic pridanym parametrem rozptylu.

Skutecna trida

Presnost je vétsi o necelych 6 %.
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Obr. 3.7: Vizualizace rozlozeni dat a shlukovani pro parametry odchylky, mobility,

komplexity, vari¢niho koeficientu, Spicatosti, stfedni hodnoty.
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Obr. 3.8: Vizualizace rozlozeni dat a shlukovani pro parametry odchylky, mobility,

komplexity, vari¢niho koeficientu, Spicatosti

Na obrazku [3.7] vidime skute¢né rozlozeni shlukt a jejich zatazeni. Vzorek KP_ 3

tvori vice shlukt a data nejsou schopna tvorit disjunktni vzorky. I pfes tuto skutec-

nost, presnost klasifikace dosahuje 58.84 %. Nejlépe se podafilo rozlisit vzorek KP_ 1
a KP__3 kdy je presnost klasifikace okolo 90 %. Presnost metody na obr sice v

zadném vzorku nepresahuje hodnotu 70 %, dokéze vSak s touto presnosti rozlisit

vice vzorki, a ne pouze dva, jak je tomu v predchozim pripadeé.
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Obr. 3.9: Konfuzni matice, klasifikace do 8 t¥id - vlevo pro obr a vpravo pro
ob13.§]

Klasifikace vSech organismt pomoci vybranych vysledkt neptinesly ptilis uspo-
kojivé vysledky. Bylo zjisténo, ze ¢im méné parametri pouzijeme, tim mensi je
presnost, naopak pokud pouzijeme vétsinu prametri, presnost se zvysuje. Nejvétsi
celkova presnost byla okolo 64 %, coz neni vylozené Spatny vysledek a nékteré vzorky
napt. KP_1 byly rozliSeny s presnosti az 90 %, coz znamena, 7e tato metoda ma
potencial, jen je tfeba bud shlukovat méné organismi, nebo lépe filtrovat vstupni
data a eliminovat odlehlé hodnoty. V praxi je vSak potfeba dosdhnout mnohem lep-
sich vysledkt i v riznych podminkach a samozrejmé, ¢im vétsi mnozstvi organismii

je schopna metoda rozlisit, tim lépe.

51



Shlukovani podle poctu sekvenacnich pfistroja
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Obr. 3.10: Vizualizace rozlozeni dat a shlukovani pro parametry stfedni hodnoty,

aktivity a mobility
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Obr. 3.11: Konfuzni matice, klasifikace do 2 tid

Na obrézcich mtzeme vidét zretelné rozliseni shluki do dvou skupin. Byla po-
uzita matice priznaku skladajicich se ze stfedni hodnoty, aktivity a mobility. Tyto
priznaky dosahuji druhych nejlepsich vysledkt. Jakmile se pocet priznaki zvysi,

presnost klasifikace se snizuje.
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Obr. 3.12: Vizualizace rozlozeni dat a shlukovani pro parametr stiedni hodnoty,

variacniho koeficientu a mobility
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Obr. 3.13: Konfuzni matice, klasifikace do 2 trid

Nejlepsich vysledkti dosahovala kombinace stiedni hodnoty, variacniho koefici-
entu a mobility. Presnost je tedy okolo 74 %. Zéavérem tedy lze Tici, ze klasifikace
na zakladé sekvenacnich pristroji je presna a byl potvrzen vliv sekvenacnich pri-
strojii na vyslednou sekvenaci a signaly. To bylo potvrzeno i v predchozi analyze,
kdy vzorky KP_1, KP_2, KP_3 a KP_4, a¢ jsou z jednoho organismu, jsou vy-

hodnoceny jako riizné organismy.

23



Shlukovani podle poctu sekvenacnich kit

. PfisluSnost k organismim a centroidy shluku 80 Zarazeni do shluki a centroidy
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Obr. 3.14: Vizualizace rozlozeni dat a shlukovani pro parametry stfedni hodnoty,

variacniho koeficientu, mobility, aktivity, rozptylu, komplexity a odchylky

Pfesnost: 80.53%
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Obr. 3.15: Konfuzni matice, klasifikace do 8 tid

Byly pouzity priznaky stfedni hodnoty, variability, mobility, aktivity, rozptylu,
komplexity a odchylky. Pfesnost se pohybuje okolo 80 %. U priznaku stiedni hod-
noty, variability, mobility, aktivity, rozptylu, komplexity je presnost klasifikace okolo
74 %.
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Obr. 3.16: Vizualizace rozlozeni dat a shlukovani pro parametry stredni hodnoty,

variacniho koeficientu, mobility, aktivity, rozptylu, komplexity
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Obr. 3.17: Konfuzni matice, klasifikace do 2 trid

Zavérem lze Tici, ze vétSich presnosti bylo dosazeno, pokud bylo pouzito vice
parametri. Pokud bylo pouzito méné parametrii, byla presnost vyrazné nizsi. Z toho
vyplyva, ze pokud pouzijeme vice statistickych parametri, je mozné pomoci kmeans
klasifikovat vzorky podle pouzité sekvenacni chemie az s presnosti 80 %. Naopak
pokud pouzijeme parametri méné, je mozné pomoci stejného postupu klasifikovat s
podobnou, nebo o néco mensi presnosti, jakym sekvenacnim zafizenim byly vzorky
sekvenovany. Tim je tedy potvrzeno, zZe volba sekvenacniho kitu nebo sekvenacniho
zatizeni hraje velkou roli. Znamen3 to, ze kazdy nastroj ONT generuje mirné odlisné

signaly a tudiz je potieba tento fakt brat v iivahu béhem basecallovani signéli.
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Zavér

Cilem teoretické ¢asti této semestralni prace bylo struéné predstavit historii sekveno-
vani, seznamit ¢tenate s treti generaci sekvenatori, principy sekvenovani a riznymi
sekvenacnimi nastroji od spolecnosti ONT. V praktické c¢asti prace byly vytvoreny
dva datasety. Na téchto datech byl z kazdého signdlu proveden vypocet vybranych
parametri z ¢asové oblasti. Pro kazdou datovou sadu byl vypocitan Shapiro-Willkiav
test, kdy bylo zjisténo, ze data nevykazuji normalni rozloZeni. Poté byl proveden
Kruskal-Wallistiv test, ktery vyhodnotil a nasledné eliminoval nevhodné parametry
pro dalsi shlukovou analyzu. Déle byl proveden Tukeyho test. Vysledkem jsou dvo-
jice organismu a v pripadé organismu Klebseilla pneumoniae i sekvenacni kity a
chemie, které se od sebe daji odlisit.

Na prvnim datasetu Clostridium beijerinckii bylo ovéreno, Ze vypocitané sta-
tistické parametry se na riiznych ¢astech signalu a rtznych c¢tenich stejného sekve-
nac¢niho béhu prili§ neméni a nelze je od sebe spolehlivé rozlisit. Poté byl stejny
postup zopakovan na zvoleném datasetu obsahujici 5 organismi a 2 rtzné druhy
sekvenacnich kit a pristroji. Rozdil je patrny jiz z krabicovych grafi. Nékteré pa-
rametry byly schopny organismy a pristroje rozlisit 1épe nez jiné napt: parametr
stredni hodnoty. Nékteré vysledky prinesly prekvapivé zjisténi, Ze i v pripadé sekve-
novani jednoho organismu muzeme ziskat uplné jiné vysledky. To je nejvice patrné na
parametru mobility, kde i rtizné vzorky organismu Klebseilla pneumoniae vykazuji
vyrazné odlisnosti. Pravdépodobnym divodem je tedy, jak jiz bylo vyse zminéno,
pouziti riznych nastroju ONT.

Dalsim krokem bylo shlukovani na zakladé vybranych parametri. Po provedeni
shlukové analyzy na vybranych parametrech bylo provedeno hierarchické shlukovani
basecallovanych sekvenci. Dalsi shlukovani basecallovanych sekvenci se ukézalo jako
zbytecné a nic nevypovidajici, protoze signaly jsou vybrany ndhodné. Z toho divodu
se v datasetech s velkou pravdépodobnosti mohou objevovat ¢teni z nekédujicich
usekt genomu, které nejsou druhoveé specifické. Proto tedy shlukovani bylo provedeno
na genu 16s rRNA, abychom mohli porovnat fylogenetické stromy.

Dale bylo provedeno shlukovani statistickych parametri pomoci algoritmu k-
means. Byly ménény pocty shlukiu podle toho, zda jsme porovnavali rozliSeni mezi
jednotlivymi vzorky, nebo sekvena¢nimi nastroji.

Analyza ukézala, ze signaly jsou druhové specifické. Déle také, ze ruzné sek-
venacni nastroje produkuji specifické signaly a nehledé na to, o jaky organismus
se jedna, je mozné je klasifikovat na zakladé vybranych priznakt s celkem velkou

presnosti.
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Seznam symboli a zkratek

ONT

Oxford Nanopore Technologies

PHRED score Quality score

DNA

PCR

SMRT

ASCII

RNA

ddATP

ddCTP

ddGTP

ddTTP

USB

deoxyribonukleova kyselina

polymerazové fetézové reakce

Single molecule real time sequencing

American Standard Code for Information Interchange
ribonukleova kyselina

Dideoxyribonukleotid

Dideoxycytidintrifosfat

2’,3’-Dideoxyguanosine 5’-triphosphate
2’,3’-dideoxythymidin-5-triphosphate

Universal Serial Bus

62



Seznam priloh

A Obsah elektronické prilohy |

63

64



A Obsah elektronické prilohy

aktivita.mat
CB_MIN_LSK
HjorthParameters_cb.mat
JL_MIN_RBK
KP_FL_LSK
KP_FL_RBK
KP_MIN_LSK
KP_MIN_RBK
Main_dataset_final
odchylka.mat
PA_MIN_LSK
rozptyl.mat
RR_MIN_LSK
sikmost.mat
spicatost.mat
ST_MIN_LSK
stredni_h.mat
var_coef.mat

aktivita
komplexita
mobilita

odchylka
renum_clust.mat
rozptyl

sikmost
skript_nehier_shlukovani.mat
spicatost

stredni_h
variacni_koeficient

| tvorba_datasetu............ ... il

tload_data.mat
make_passed_reads
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| shlukovani .........cciiiiiiiiiiinnnnnnn

korenovy adresar prilozeného archivu

| dataset_analyza.........c.oovveinnnnnnn soubory potiebné pro analyzu datasetu

........... shlukova analyza kmeans

.................... tvorba datasetu
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