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Abstrakt

Mikroorganismy se vyskytuji ve velkém mnozstvi prakticky vSude kolem nas. Neékteré
ptrezivaji dokonce i v nasem téle a jsou nutné pro spravné fungovani organismu. Studium
mikrobidlnich spoleCenstev na zaklad¢ souboru jejich genetické informace se stalo velmi
popularni s rozvojem novych technologii umoziujicich snadné ¢teni DNA ¢i RNA. Klicovou
ulohou téchto studii je obvykle charakterizovat vyznamné mikrobialni vzory prostiedi.
V soucasné dob€ vyuzivané vizualizacni nastroje vSak maji pro takové analyzy mnoho
nedostatkl. Pfedmétem této prace je navrh R/Bioconductor balicku pro tvorbu bipartitnich
grafii z mikrobialnich dat, které maji pro analyzu mikrobiomd mnoho vyhod. Benefity této
vizualizaCni metody jsou dale predvedeny na analyze hlavnich parametri ovliviujicich

pocitacové zpracovani mikrobidlnich dat.
Klicova slova

studium mikrobiomu; vizualizace dat; bipartitni graf; detekce komunit; OTU picking; QIIME

Abstract

Microorganisms are all around us. Some of them even live in our body and are essential for
our healthy being. Study of microbial communities based on their genetic content has become
very popular with the development of new technologies, which enable easy reading of DNA
or RNA. The key role of these studies is usually to characterize significant microbial patterns
of an environment. However, currently used visualization tools have many drawbacks for
such analyses. The subject of this thesis is to design a R/Bioconductor package for simple
creation of bipartite graphs from microbial data. This type of visualization brings many
advantages for microbiome analysis. Benefits of bipartite graphs are further demonstrated by
analysis of main parameters affecting computer processing of microbial data.

Keywords

study of microbiome; data visualization; bipartite graphs; community detection; OTU picking;
QIIME
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p
Uvod
Mikroorganismy hraji nezastupitelnou roli v nasich zivotech. Ackoliv byly vzdy soucasti
zivota lidi, az dnes zacCindme odhalovat komplexitu jejich spolecenstev a zplsob, jakym
dokazou ovliviiovat nas svét. Ukazuje se, ze 1 malé zmény v diverzit¢ mikrobidlnich
spolecenstev mohou mit velky vliv na zdravi jedince ¢i zivotni prostiedi. Proto spolecnou
snahou velké Casti soucasnych studii je odhalovat vzajemné vazby mezi mikroorganismy
uvnitt spolecCenstev, a také vystopovat zajimavé asociace mezi konkrétnimi zménami

V mikrobialnim spoleCenstvi a jejich vlivem na prosttedi.

Zajimavym trendem se stalo studium mikrobialnich spolecenstev pfimym sekvenovanim
jejich genetické informace. Tento pomérné novy typ studia mikroorganismut se vyvinul diky
znaénému technologickému pokroku na poli sekvenatorii. Prestoze studium mikrobidlnich
spoleCenstev jiz dnes nenarazi na problém sbéru dat, je analyza takového spoleCenstvi naro¢na

v disledku nedostatku bioinformatickych nastrojt pro jejich vizualizaci a analyzu.

Ptedmétem této prace je navrh R/Bioconductor bali¢ku pro snadnou tvorbu bipartitnich
grafli z mikrobidlnich dat. Praveé tato vizualiza¢ni technika mize mit pro analyzu spolecenstev
mikroorganismi mnoho benefiti - moznost detekce dulezitych komunit, pfimé vykresleni
taxonll, propojeni vzorkd zriznych prostfedi apod. Jednou z hlavnich uloh pfi tvorbé
bipartitniho grafu z takto obsahlého datasetu je pak vhodna volba redukénich technik, kterd ve

vysledku umozni zvysit vytéZznost analyzy.

Diplomovéa prace se déale zabyva analyzou jednoho z hlavnich krokii zpracovani
genomickych mikrobidlnich dat, a to sice kroku zvaného OTU picking. Jsou porovnavany tfi
hlavni OTU picking pfistupy — de novo, closed reference a open reference. Zaroven je také
porovndvan vliv vstupnich parametrii jako volba referencni databdze a prah podobnosti na

dosazené vysledky. Pro tyto analyzy byl vyuZit pravé navrzeny R/Bioconductor balicek.



1 Metagenomika

Rozvoj sekvenatort na pielomu tisicileti zpusobil rozmach nejen v sekvenovani genomu, ale
také v sekvenovani celych metagenomii. Ukazalo se, ze pouhym sekvenovanim kultivovanych
vzorkll mikroorganismi dochazi ke zna¢nému podhodnoceni mikrobialni diverzity, nebot’
mnoho mikroorganismi bézn¢ se vyskytujicich v pfirodé nelze béznymi kultivaénimi
metodami péstovat [3]. Podstatou metagenomiky je studium veskerého genetického materialu
ptitomného piimo ve vzorku prostiedi bez nutnosti kultivace. Vzorkem prostiedi mize byt

nejen puda, voda, sliny, ale také naptiklad stfeva, pokozka apod.

Obr. 1 ukazuje tii nejpouzivanéjsi metody studia genomu. Kultivace na zivné pudé¢ sice
umoznuje studium celého genomu, avSak pouze u omezeného mnozstvi organismui. Pro
komplexni popis mikrobialnich spoleCenstev se tak vyuziva metod, které nevyzaduji

predchazejici kultivaci in vitro — amplikonového sekvenovani gent (nejéastéji 16S rRNA

genu) nebo shotgun sekvenovani celého metagenomu. Oba pfistupy jsou detailnéji popsany
V kapitolach 3.1 a 3.2.
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Obr. 1: Nejpouzivanéjsi metody studia genomu. [49]

Izolace genetického materialu mikroorganismi ptimo z jejich pfirozeného prostiedi vedla
k objevu mnoha dosud neobjevenych rodovych linii. Metagenomika nasla kromé
mikrobiologie uplatnéni rovnéZz v mediciné a veterinarni medicing, potravinafstvi, ekologii a
biotechnologiich. [4] Mezi zajimavé projekty patii napiiklad vyzkum sttevni mikroflory a jeji
vliv na zdravi [5],[6],[7], vyzkum mikrobialni diverzity v praduskach [8] nebo vyzkum
vyskytu antibiotické rezistence napii¢ mikrobiomy [9]. V ekologii a biotechnologiich je pak
studium mikrobiomu vyuzivano napiiklad pro analyzu biodegradacnich schopnosti bakterii
[10].



Rostouci pocet studii mikrobiomu dokazuje, ze sekvenovani genomu se stalo pomérné
dostupnym a vykonnym. AvSak s narastem ziskdvanych mikrobidlnich dat roste také

poptavka po novych nastrojich umoziujicich jejich zpracovani, analyzu a vizualizaci.



2 Vyvoj sekvenatoru

Jiz od objevu struktury a funkce DNA se pozornost védecké obce upirala na moznosti
rozlusténi poradi nukleovych bazi v sekvencich DNA. Dlouha léta ziistavalo sekvenovani
DNA velmi obtizné. Prilom nastal pfedstavenim ve své dobé¢ revolu¢ni metody sekvenovani
pomoci dideoxynukleotidi. Metoda byla poprvé publikovana F. Sangerem, S. Nicklenem a A.
R. Coulsem v roce 1977, stala se velmi popularni a umoznila jedno z prvnich aplikovatelnych
cteni DNA. O této éfe prvnich sekvenatori se dnes hovoii jako o prvni generaci sekvenovani
(viz kapitola 2.1).

Avsak problémem sekvenovani stale zlstavala jeho Casova a finan¢ni naroc¢nost. To se
zménilo s nastupem druhé generace sekvenovani, které je také nazyvané sekvenovani nové
generace. Paralelni sekvenovani vyvolalo v roce 2007 novou éru, ve které zacaly ceny
sekvenovani prudce klesat [1]. Dnes je na trhu cela fada sekvenatori liSicich se pouzivanou
chemii, cenou a ¢asem zpracovani, vystupni kapacitou a dalsimi parametry. Experimentuje se
také s pfimym sekvenovanim jediné molekuly DNA bez nutnosti predeslé amplifikace — tzv.

tieti generace sekvenovani. [2]

2.1 Prvni generace sekvenovani
Mezi nejzndméjsi sekvenacni metody prvni generace patfi Sangerova metoda a metoda
Maxam-Gilbertova. Ob¢& vyuzivaji k odeCteni pofadi bazi elektroforézu, 1isi se vsak

Vv pfedeslém zpracovani vzorku.

Maxam-Gilbertova metoda

Maxam-Gilbertova metoda pracuje s nastépenymi fragmenty DNA. Radioaktivné znafeny
vzorek je napipetovan do ¢tyf nadob se specifickymi chemikaliemi, které $tépi sekvenci DNA
V misté s urcitou nukleovou béazi. Konkrétné se pro rozkladné reakce vyuziva dimethylsuflatu,
hydrazinu a piperidinu. Dimethylsulfat metyluje purinové baze, jeZ jsou pak nestabilni a
snadno se rozpadaji zahtatim pfi neutralnim pH. Pyrimidiny zase dobie reaguji s hydrazinem,
ktery $tépi glykosidickou vazbu mezi deoxyribézou a pyrimidinovou bazi. Funkci piperidinu
je katalyzovat rozklad fosfodiesterovych vazeb v mistech, kde chybi purinova ¢i pyrimidinova
baze. Vzhledem Kk tomu, Ze metylovany adenin je méné stabilni nez metylovany guanin, je
mozné pomoci dimethylsulfatu a piperidinu v kyselém prostfedi rozloZit pouze adeninové

baze. Podobné pak hydrazin a piperidin v 1,5 M NaCl rozklada pouze baze cytosinové. [17]

Téchto chemickych reakeci je vyuzito pro cilené $tépeni DNA ve Ctyfech riznych
nadobéch. Vznikaji rizné¢ dlouhé sekvence, které mohou byt separovany pomoci gelové

elektroforézy a vyuzity pro odecteni potradi nukleotida.
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Sangerova metoda

Sangerova metoda naproti tomu vyuziva Ctyf specialné ptipravenych inhibitora k terminaci

elongace nov¢ syntetizovaného fetézce DNA (viz obr. 2). Jedna se o dideoxyribonukleotidy
(ddNTP) lisici se od pfislusnych deoxyribonukleotidli (dANTP) chybéjici OH skupinou na
uhliku €. 3 cyklické cukerné slozky. Absence této OH skupiny zabranuje navazani dalSich
ddNTP ¢i ANTP a dalsi syntéza DNA tak jiz neni mozna. Opét vznikaji razn¢ dlouhé
sekvence DNA, které mohou byt obdobnym zptsobem jako u Maxam-Gilbertovy metody

odecteny pomoci elektroforézy. [12]

4 x PCR vidy s jednim pridanym dideoxynukleotidem

AL
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Obr. 2: Sekvenovani Sangerovou metodou

Ackoliv ma prvni generace sekvenatorti v historii genomiky své nezpochybnitelné misto,

pro potieby studia mikrobiomu je rozhodné lepsi sahnout po sekvenacnich metodach druhé

nebo dokonce treti generace. Hlavnim nedostatkem sekvenatord prvni generace je

nedostatecna vystupni kapacita. Sekvenovat celé genomy pomoci téchto sekvendtort je

Casové 1 financné prili§ narocné. Dnes se zautomatizovand verze Sangerovy metody

vyuzivajici fluorescen¢nich barviv a kapildrni elektroforézy vyuzivd pro svou nizkou

chybovost ptfedevsim k charakterizaci spornych oblasti ve vystupech novéjSich metod.
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2.2 Druha generace sekvenovani

Na zacatku 21. stoleti se vyroby sekvenatort chopily soukromé firmy jako naptiklad Roche,
[llumina nebo Life Technologies. Komeréni firmy pfiSly s rozmanitymi piistupy
k sekvenovani, avSak je mozné vysledovat hlavni trend druhé generace, a to sice zavedeni
soubézného sekvenovani vice molekul DNA nardz. Tento faktor se vyznamné podilel na
snizeni ceny a Casu potiebného ke zpracovani vzorkl. Druhé generaci sekvenovani se také
fika sekvenovani nové generace (NGS z anglického ,,Next Generation Sequencing®).

454 pyrosekvenovani

Mezi diive hojné pouzivané sekvenatory patii napiiklad 454 pyrosekvendtory dodavané
firmou Roche. Prestoze se firma rozhodla k roku 2016 ukoncit podporu vsech platforem
téchto sekvenatort,, povazuji za dulezité 454 pyrosekvenace zminit, nebot’ data sesbirand na

téchto pfistrojich jsou stale hojné vyuzivana.
454 pyrosekvenace pomoci systému FLX™ miize byt rozd¢lena do tii krok:

1) Ptiprava knihovny DNA fragmentii — Dvousroubovice DNA je rozfragmentovana na
mensi fragmenty délky cca 400 — 600bp. V dalsi fazi jsou ligaci piipojeny adaptory na
oba konce DNA fragmentt a dvousroubovice DNA je rozdélena na jednotliva vlakna.

2) Navazani DNA vzorku na nosi¢ — Nosi¢em jsou specialni kulicky, na které je pomoci
adaptéru imobilizovan vzdy jeden fragment DNA. Po pifiddni PCR reagencii a
emulzniho oleje ke kulickdm dochazi k tzv. emulzni PCR, jejimz vysledkem je
ptiblizné 10 miliontd identickych kopii DNA navédzanych na kazdé z kulicek. Tato
amplifikace umozni vyznamné zesileni signalu ziskaného ve tfetim kroku (viz obr. 3).

3) Sekvenovani — Kuli€ky s navazanou a amplifikovanou DNA jsou umistény do
PicoTiter™ desticek, které jsou pokryty dilky o velikosti v fadu mikrometrti. Kazdy
z dilku je tak vyplnén maximaln€ jednou kulickou. Ke kazdé kulicce jsou také
pfidany enzymy podilejici se na ndsledné syntéze komplementarniho fetézce
k navazané jednovlaknové DNA. Cela desticka je poté postupné omyvana reagenciemi
a nukleotidy A, C, G a T. Pfi za¢lenéni nékterého z nukleotidii je spustén sled
chemickych reakci vedoucich k uvolnéni svételné energie. Svételné zablesky jsou
detekovany CCD kamerou z kazdého dulku zvlast, a muze tak byt sekvenovano
nékolik vlaken DNA naraz. [18]
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Emulzni pfiprava vzorku (emPCR)

#
== ,§§,.;c~;§1§;_..i..
;\{,M MM SN EN

Nekohk tisic kopii Priamérné 1.6 milionG dulka
stejné templatové

sekvence na kaidé

kulicce

Obr. 3: Roche 454 Pyrosequencing — p¥iprava vzorka pied zahajenim sekvenace. [30]

Hlavni vyhodou 454 sekvenatoru oproti jinym NGS pfistrojim je jeho schopnost
nabidnout sekvenovani o délce ¢teni az 1000bp, tedy srovnatelnou s délkou ¢teni Sangerova
sekvenovani [19]. Délka ¢teni je ovSem vykoupena vyssi chybovosti pii ¢teni homopolymerd
(oblasti slozené zjediného, mnohokrat se opakujiciho nukleotidu), ataké vyssi cenou

chemikalii oproti ostatnim NGS pfistrojim.

Sekvenatory Illumina

Sekvenovani syntézou vyuzivaji také sekvenatory firmy Illumina. Pfiprava knihovny DNA je
podobna jako u 454 pyrosekvenatoru — molekula DNA je rozfragmentovana a ligaci jsou
navazany adaptory nutné pro PCR amplifikaci a sekvenovani. Amplifikace probiha na
desticce s vazebnymi misty pro adaptory. Molekuly DNA jsou zde amplifikovany metodou
mustkové PCR a vznikaji shluky kopii ptivodnich fragmenta (viz obr. 4). Naslednou replikaci
DNA a postupnym zaclenovanim fluorescenéné znacenych komplementarnich nukleotidd do
nové¢ syntetizovaného vlakna DNA jsou fragmenty sekvenovany. Pouzivané nukleotidy maji
inaktivovanou 3‘-OH skupinu a blokuji v€lenovani dalSich nukleotidu, takze syntéza vlakna
DNA muze byt regulovana v zavislosti na rychlosti ¢teni detektoru. Tato fizena replikace
DNA umozituje snizeni chybovosti pfi sekvenovani homopolymert. Nevyhodou sekvenatori
[Mlumina je jejich pomérné nizkd délka cteni v disledku zvySujiciho se Sumu s délkou

sekvenovaného fragmentu. [34]
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Obr. 4: Miistkova PCR — DNA fragmenty jsou navazany adaptory k Flow Cell, kde probiha amplifikace. Pro kaZzdy
DNA fragment vznika shluk p¥ibliZzné jednoho milionu identickych kopii DNA. [33]

Sekvenatory SOLiD

Sekvenatory SOLiD (z anglického ,,Sequencing by Oligo Ligation and Detection®) firmy
Thermo Fisher Scientific (diive Life Technologies) pfistupuji k procesu ¢teni DNA jinak.
Piiprava DNA knihovny a amplifikace je sice podobnd piipravé knihovny u 454
pyrosekvenovani, av§ak proces sekvenovani neni zévisly na DNA polymerédze a zalenovani
nukleotidt. Misto toho se pouzivaji kratké fluorescenéné znacené oligonukleotidové sondy,
které hybridizuji k DNA. Sondy jsou osm bazi dlouhé, definovany prvnimi dvéma nukleotidy.
Zbylych Sest bazi je degenerovanych, tzn. maji schopnost parovat se s jakymikoliv nukleotidy
templatové sekvence. Pokud se shoduji prvni dva nukleotidy sondy s nukleotidy templatu,
muze probéhnout hybridizace a naslednd ligace. Nenavdzané sondy jsou vymyty a je
detekovano fluorescencni zafeni specifické pro jednotlivé typy sond. Posledni tfi baze sondy
vcetné fluorescencniho znaceni jsou odstranény a hybridizace s ligaci pokracuji podél vldkna
DNA dal. Celkem existuje 16 moznych kombinaci dinukleotidd, ale pouZziva se jen Ctyt barev
fluorescen¢niho zéafeni. To znamena, Ze pro celkové osekvenovani DNA musi cely proces
prob&hnout alespon Skrat s primerem navazanym na pozici o jedna mensi nez predesly primer
(viz obr. 5). Tato metoda bohuzel umoziuje pouze sekvenovani kratkych éteni S maximalni
délkou cca 120 bazi. Co ovSsem déla sekvenatory SOLID vyjimecné je jejich vysoka presnost,
diky které jsou vhodnou volbou pro detekci jednonukleotidovych polymorfismi a inzerci ¢i
deleci. [20]
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Sekvenovani ligaci

vysledky sekvenace vzdajemné posunuté vidy o jeden nukleotid

primer sondy se specifickymi prvnimi dvéma nukleotidy
Omwuwmmm
adaptor sekvenovana DNA

Obr. 5: Schéma sekvenovani ligaci vyuZivané sekvenatory SOLID. [31]

2.3 Treti generace sekvenovani

Po druhé generaci, zamétujici se na paralelizaci dat, prichazi tfeti generace snazici se uplatnit
pfistup sekvenovani pouze jediné molekuly DNA (SMS z anglického ,,Single molecule
sequencing®). Spole¢nym znakem je vynechani PCR a amplifikace. Do popiedi se také
dostava myslenka real-time sekvenovani a je znatelny jisty odklon od postupi zavedenych

prvni a druhou generaci sekvenovani.

V soucasné dob¢ je nejrozsitenéjsi technologii tieti generace metoda single molecule real
time (SMRT) sekvenovani. Podobné jako pfistroje [llumina vyuziva fluorescencné znacenych
nukleotidd a detekce emitovaného zafeni. Avsak chceme-li se obejit bez predeslé amplifikace
DNA, je potieba zna¢n¢ snizit signdl Sumu. SMRT technologie nabizeji feSeni, a to pomoci
dvou hlavnich inovaci. Prvni z nich jsou tzv. zero-mode waveguides (ZMWs). Jedna se
0 jamky o rozmérech v fadu nanometri pohlcujici svétlo excitaéniho paprsku. Excitaéni
paprsek je tak schopen pronikat maximaln€é do spodnich 30 nm kazdého ZMWs, kde také
probiha replikace jednotlivych vlaken DNA (viz obr. 6) [21]. Druhou inovaci je odstépeni
fluoroforu od nukleotidu pfi zaclenovani nukleotidu do nové vznikajiciho fetézce DNA.
Fluorofor tak mize difundovat pry¢ z detekéniho objemu a pozdé¢ji se nepodili na vzniku
Sumu. Tyto nové techniky umoznily znacné sniZeni Sumu a detekci emitovaného zareni i pii

velmi malych koncentracich [22].
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Obr. 6: Replikace vliken DNA v jamkach zero-mode waveguides. [57]

Slibny pokrok v DNA sekvenovani se o¢ekava i od technologie nanopore. Princip metody
vychazi z faktu, ze jednovlaknovd DNA prochézejici proteinovym nanopdrem v membrané
vyvolava zmény proudu toku ¢astic (viz obr. 7). Na membranu je pfivedeno napéti, které
zpusobuje pohyb castic skrz nanopér. Pti prichodu jednotlivych bazi jsou vyvolavany
charakteristické zmény proudu, jeZ jsou zaznamenavany, a naslednou analyzou takto
ziskaného signalu je rekonstruovana primarni struktura DNA. Vyvojem nanopore sekvenatori

se zabyva napftiklad firma Oxford Nanopore Technologies.

! | /
4 Jﬁ'\L

|

% tok castic

v

A b —
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Obr. 7: Oxford Nanopore — patrné jsou zmény proudu p¥i priichodu molekul. [32]
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3 Zpracovani dat

Pojem metagenomika se zd4 jasny, jak se ale 1i$i zpracovani metagenomickych dat od studia
jediného organismu? Odlisnosti najdeme jiz pii ptipravé vzorki pted sekvenovanim. Zatimco
pfi studiu jediného organismu je obvykle vzorek setfen tamponem, rozockovan na Petriho
miskéch a jednotlivé kolonie jsou poté¢ manudlné vybrany k osekvenovani, pfi zpracovani
metagenomickych dat je po odbéru vzorek ihned zpracovan extrakci DNA a amplifikaci. Je
tedy vynechan krok rozockovani, ktery se podili na zna¢né redukci poctu mikroorganismi ve
vzorku. [3]

V nasledujicich kapitolach si popiSeme jednotlivé kroky zpracovani mikrobialnich dat.
Jsou popsany dva hlavni pfistupy k analyze mikrobiomu, a to sice shotgun a cilené
amplikonové sekvenovani. Dale jsou vysvétleny pojmy multiplexace, barcoding a trimovani
dat, popsany nejcastéji pouzivané shlukovaci algoritmy a referencni databéaze, definovan
pojem OTU a vysvétlen proces tvorby OTU tabulky. Vsechny tyto body jsou dilezitymi
prvky zpracovani mikrobialnich dat a odlisné ptistupy v nékterém z dil¢ich krokt mohou vést
k odhaleni odlisnych vazeb mezi jednotlivymi mikrobiomy.

3.1 Shotgun sekvenovani

Shotgun sekvenovani je metoda uréena pro sekvenovani velmi dlouhych vlaken DNA nebo
celych genomi. Molekuly DNA jsou nahodné rozstépeny do mensich fragmentd, které jsou
dale sekvenovany nékterym ze sekvenac¢nich piistroju popsanych v 2. kapitole. Osekvenované
fragmenty jsou pomoci pocitatového softwaru zarovnany na zaklad¢ svych piekryvi a slouzi

k sestaveni celého puvodniho vlakna.

Metod roz$tépeni DNA na mensi fragmenty je cela fada. Za vSechny jmenujme
napft.: nebulizaci (rozStépeni pomoci stlaceného vzduchu), enzymatické St€peni nebo Stépeni
pomoci ultrazvuku, jehoz vibrace mohou pomoci kavitac¢nich jevii zptsobit fragmentaci
molekuly DNA [11]. Delsi fragmenty vedou k ptesnéjsimu zarovnani diky del$im piekryvim,

avSak s délkou ¢teni mlize nariistat chybovost.
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Dlouha molekula DNA

Sekvenovani .

L] [ ]
[ ] L x
oammm—— —
Zarovnani prekryvajicich se
GTTACAGTGCTGCATA
GCTATCAGGCTACGTTA

Zarovnana sekvence
GCTATCAGGCTACGTTACAGTGCTGCATACACGTAGCTATACG

Obr. 8: Shotgun metoda sekvenovani.

Samotné zarovnavani takto ziskanych a upravenych sekvenci je vypocetné¢ pomérné
naro¢ny proces zvysSujici se s poctem fragmentd. Nicméné vyssi pocet Cteni se podili na
korekci chybovosti, ktera mohla pii sekvenovani vzniknout. Mezi problematické oblasti
zarovnani patii predevs§im repetitivni iseky DNA. Tento problém miize byt zna¢né redukovan

vyuzitim referenéniho genomu.

3.2 Cilené amplikonové sekvenovani genii
Popularngjsim piistupem k ziskavani mikrobialnich dat je metoda tzv. amplikonového

sekvenovani pouze jediného genu, nikoliv celého genomu organismu.
Gen pouzivany pro amplikonové sekvenovani by mél spliiovat tfi zakladni poZadavky:

e m¢l by byt pfitomen ve vSech zkoumanych organismech,

e mél by obsahovat tseky, které jsou napfi¢ organismy totozné,

e a dale takové useky, které jsou napfi¢ organismy velmi rozdilné a umozZiuji
identifikaci organismu.

Ukazalo se, ze vSechny vySe popsané pozadavky dobie spliiuje napiiklad gen kodujici
16S rRNA zobrazeny na obrazku 9. Prukopniky ve vyuzivani 16S rRNA genu v oblasti
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fylogenetiky jsou Carl Woese a George Fox, kteti v roce 1977 sekvenovanim pravé tohoto
genu dokazali vymezit tfi hlavni domény zivota, a to sice archea, bakterie a eukaryota. [13]

16S rRNA tvofi slozku mensi 30S podjednotky ribozomu prokaryot (tedy archei a
bakterii). Vzhledem k funkci ribozomu mizeme piedpokladat, ze se rizné formy tohoto genu
budou vyskytovat ve vSech Zzijicich mikroorganismech (jejim protéjSkem u eukaryot je 18S
rRNA). Zaroven nespravna funkce ribozomu vede ke smrti organismu, tudiz v kodujicim
genu najdeme sekvence, které nejsou napfi¢ organismy nijak pozménény mutacemi, protoze
mutace V téchto kli¢ovych regionech vede k syntéze nefunkéniho ribozomu a zéniku jedince.

Ale také naopak, v genu se rovnéz vyskytuji regiony, kde byla variabilita mozna bez fatalnich
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Obr. 9: Variabilni regiony 16S ribozomalni RNA. [58]
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Pro potieby studia mikrobiologie neni dokonce nutné sekvenovéani celého genu 16S
rRNA. Casto se pracuje se &tvrtym variabilnim regionem tohoto genu a konzervativnimi
regiony, které jej vymezuji (viz obr. 10). Avsak volba regionu by méla sledovat konkrétni cile
studie. Znalost konzervativnich regioni je nutnd pro navrh metody PCR k amplifikaci

variabilnich Gseku.

0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 bp

V1 V: nespecifické useky
VARIABILNI REGIONY: specifické tuseky

Obr. 10: konzervativni (zelené) a variabilni (3edé) regiony 16S rRNA genu. [35]

3.3 Multiplexace dat
Za icelem finanéni i Casové uspornosti se pro soubory vzorkll pouziva tzv. multiplexace.
Jedna se v podstaté o smichani vétSiho mnozstvi vzorki do jedné sekvenacni smési a nasledné

soubézné sekvenovani vSech vzorkl najednou.

Pro potifeby multiplexace je nejprve nutné oznaceni vzorkli pomoci barcodil, coz jsou
specialni markery vazici se na zacatek DNA sekvenci a slouzici pro naslednou identifikaci a
ptifazeni sekvence ke konkrétnimu vzorku. Teprve poté je mozné smichani vzorki a zahajeni

soubézného sekvenovani.

Vystupy ze sekvendtoru jsou pied dalSim zpracovanim roztiidény ke konkrétnim
vzorkim na zakladé svych barcodii a zaroven jsou tyto barcody (a také primerové sekvence)
odstranény pomoci pocitatovych metod procesem trimovani. Cely proces demultiplexace a
trimovani mize byt proveden napiiklad pomoci softwaru QIIME (vice o software QIIME
v kapitole 4). [14]

3.4 Operacéni taxonomicka jednotka a shlukovani

Demultiplexované a trimované sekvence jsou shlukovany nékterym z clusterovacich
algoritml a vznikaji tzv. opera¢ni taxonomické jednotky. Pojmem operacni taxonomicka
jednotka neboli OTU (z anglického ,,Operational Taxonomic Unit®) je tedy obvykle rozumén
shluk organismti seskupenych na zékladé podobnosti DNA sekvenci. Proces tvorby shluki je

nazyvan OTU picking a je typicky pro amplikonové sekvenovani.

Clustering umoziniuje nejen kompresi dat z n€kolika milionti sekvenci do cca tisicovky
shlukd, ¢imZ zna¢né€ usnadnuje dalsi zpracovani, ale také se podili na odstraiiovani chyb, které

mohly vzniknout sekvenovanim nebo samotnou amplifikaci.

Idedlem pfii vytvateni OTU je identifikace vSech znadmych 1 novych druht nachazejicich

se ve vzorku. OvSem v praxi muze byt splnéni tohoto cile znacné¢ komplikované. Existuji tii
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zakladni ptistupy k OTU shlukovani. Jejich volba obvykle sleduje cile analyzy, charakter

vzorkll a vypocetni narocnost:

e De novo clustering — Shlukovani ¢teni na zakladé podobnosti mezi sebou.

e Closed reference clustering — Porovnavani ¢teni s referenéni databazi a na zakladé
podobnosti tfidéni do OTU. Cteni, ktera nejsou piifazena zadné sekvenci v databazi,
jsou z dalsiho zpracovani vytazena.

e Open reference clustering — Cteni jsou porovnavana s referen¢ni databazi podobné
jako v closed reference clustering, avSak nezafazena Cteni nejsou vyfazena, ale
shlukovana mezi sebou de novo.

Denovo OTU picking Closed reference Open reference
TR IEEN { o RN
o @/ o @/ @ 0 e
e e e’ @ g .

L 2 T L 2
L @ ' : : }
~ 9. o o .

® analyzované sekvence
referenéni sekvence
® vyrazené sekvence

Obr. 11: Piehled OTU picking metod.

Vyuziti de novo shlukovani je nutné v ptipadé¢, kdy neexistuje zadna referencni databaze.
Jeho hlavni nevyhodou je velkd vypocetni naro¢nost, avsak na rozdil od closed reference
shlukovani umoZiluje nalezeni novych druht. Naopak vyuziti closed reference clustering
muze byt vyhodné, pokud je k dispozici komplexni a kvalitni referencni databaze. Obecné
nejdoporucovangj§Sim piistupem je open reference clustering, ktery spojuje vyhody obou

ptredchazejicich metod. [16]

Nezéavisle na zvoleném pfistupu shlukovani je mozné modifikovat prah podobnosti.
Obvykle se pouziva prah minimalné 97% podobnosti, avSak je mozné klasifikovat data také
na 99% nebo jiném prahu podobnosti.

Vysledky shlukovani mtze také ovlivnit zvolena shlukovaci metoda. Téch existuje cela
fada, jen namatkou miZzeme zminit shlukovani k centroidiim, metodu nejbliz§iho souseda ¢i
metodu nejvzdalenéjsiho souseda. Obecné lIze fici, Ze vhodna shlukovaci metoda by méla
spliiovat pozadavek velké podobnosti uvniti vytvofenych shlukii a zaroveil co nejmensi
podobnost mezi shluky.
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Vybrané shlukovaci algoritmy

Jednim zrozsifenych shlukovacich algoritmi je UCLUST. Algoritmus vyuZziva
shlukovani k centroidiim, kdy je nejdiive vybrana nahodné sekvence a stava se centroidem.
Poté jsou postupné vybirany dal$i sekvence z datasetu a porovnavany s timto centroidem. Je-li
splnéna podminka minimalni podobnosti, je sekvence pfifazena k centroidu do shluku, neni-li
podminka splnéna, stdva se nova sekvence dalSim centroidem, se kterym budou dalsi
sekvence porovnavany. UCLUST je takzvany greedy nebo také hladovy algoritmus a jeho
vysledek je zavisly na poradi vstupnich sekvenci. Drzi se ptedpokladu, ze prvni nahodné

vybrana sekvence je centroidem, avsak jiz tento predpoklad mize byt zna¢né zavadéjici.

Zarovnavani kazdé sekvence S centroidy je vypocetné néaroény proces, proto UCLUST
vyuziva pro porovnani podobnosti USEARCH. USEARCH pracuje s k-mery a porovnava
kolik k-merd maji sekvence s centroidem spole¢né. K samotnému zarovnani a porovnani

podobnosti je pak vybrano pouze nékolik sekvenci s nejvyssim poctem shodnych k-merd.

Hlavni vyhoda UCLUST algoritmu v porovnani s ostatnimi shlukovacimi algoritmy je jeho
rychlost a nizkd vypocetni naro¢nost. AvSak patrné jsou rovnéz nevyhody algoritmu. Patii
sem nejen jiz zminénd zavislost na potfadi vstupnich sekvenci, ale také fakt, Ze ne vSechny
sekvence jsou porovnavany se vSemi centroidy. Tato skute¢nost mlze vést k nezatazeni

sekvence do spravného shluku, ackoliv si je s danym centroidem velmi podobna. [23]

Trvame-li na porovnani vSech sekvenci se vSemi danymi centroidy, nabizi se moznost vyuziti
shlukovaciho a porovnavaciho algoritmu CD-HIT. Tento algoritmus pracuje podobné jako
UCLUST, avsSak nevyuziva odhadu podobnosti sekvenci pomoci k-meri. Metoda byla
pivodné navrZena pro shlukovani proteinli a pozdé&ji rozSifena také na nukleotidové sekvence.
Od UCLUSTu se lisi pocatecnim sefazenim sekvenci v sestupném potadi. Nejvyssi dilezitost
je tak prikladana nejdelSi z analyzovanych sekvenci. Pro snizeni vypocetni ndrocnosti je
vyuzito filtru kratkych slov a tabulky indexd. Algoritmus vychéazi z uvahy, Ze pro danou
podobnost musi mit sekvence alespon jedno slovo délky x. Napiiklad pro podobnost dvou
sekvenci nad 90 % musi mit tyto sekvence identické alespoii jedno slovo délky 10 bazi.
Podobné je tomu i u dalsich hodnot prahu podobnosti. Dvojice sekvenci nespliujici tuto
podminku nejsou zarovnavany. [24]

Dal$im algoritmem vyuzitelnym pro de novo shlukovani je mothur. Pracuje s matici distanci,
pomoci které poté shlukuje sekvence metodou nejbliz§iho, primérného nebo nejvzdalenéjsiho
souseda. Avsak jiz samotné ziskani matice distanci pro vSechny sekvence je pro vétsi objemy
dat problematické. [25]

Poslednim algoritmem, ktery si zminime, je swarm. Algoritmus v prvnim kroku vybere
nahodnou sekvenci ozna¢ovanou jako seminko. Nasledné hleda sekvence, které se od seminka

lisi o zadanou vzdalenost d a pfida je do shluku. Verze swarm 2.0 pouziva defaultné
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nastaveného d = 1. V dal$im kroku hleda sekvence, které se lisi od pfedeslych sekvenci o
vzdalenost d. Takovym zptsobem shluk roste, dokud jsou k dispozici sekvence spliujici
zminénou podminku. Nevyhodou této metody je jeji predpoklad, ze jednotlivé shluky maji
mezi sebou velké vzdalenosti. [59]

3.5 Referenc¢ni databaze

Vyuzivani referen¢nich databazi se stalo dilezitym prvkem analyzy dat. Uplatiiuji se nejen pfi
shlukovani sekvenci, ale slouzi také k taxonomické klasifikaci. Velké vefejné databaze jako
GenBank se velmi rychle rozrustaji, avSsak mohou obsahovat nevalidovana data nizké kvality.
Pro analyzu 16S ribozomalni RNA se tak vice uplatiuji specializované databaze jako
Greengenes, SILVA nebo Ribosomal Database Project.

Vybér konkrétni databaze by mél zohlednovat jejich aktualnost a specializaci. Zaroven, je-li
cilem studie porovnani vysledki s jinou studii, je nutné zvazit, zda pouziti odlisné databaze

nepovede ke zkreslené interpretaci vysledki.

3.6 OTU tabulky

Je zvykem vysledky sekvenovani a vySe popsaného zpracovani dat pievadét do podoby
tzv. OTU tabulek. Jedna se o tabulky poskytujici informaci o celkovém poctu nalezenych
sekvenci Vv kazdé skupiné OTU u kazdého vzorku. Ptiklad takovéto OTU tabulky je

naobr. 12. Tento zapis je vyhodny pro prosty rozbor dat v Excelu, vizualizaci i slozit&jsi

analyzy.
116 117 113 119 120 121 122 123 124
s__cinerea 25 18 11 0 4 2 0 11 1
s__depolymerans | 1 | 3 | | | 0 |
s__formigenes 1 0 0 ] 20 318 0 Gao 148
s__subflava 9143 7648 1005 23 362 2318 44 1393 36

Obr. 12: OTU tabulka — v prvnim Fadku jsou uvedeny ¢isla vzorki a v prvnim sloupci identifikatory OTU
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4 QIIME - Quantitative Insights Into Microbial Ecology
QIIME (z anglického ,,Quantitative Insights Into Microbial Ecology*) je open source

bioinformaticky software pro analyzu mikrobiomu. Uzivatelim umoziluje analyzu surovych
dat a jejich grafické ¢i statistické vyjadieni. Mezi funkce QIIME softwaru patii
demultiplexace dat, OTU picking, taxonomicka klasifikace, fylogenetické rekonstrukce,
analyzy diverzity a vizualizace. V této praci je vyuzito softwaru QIIME k procesu OTU
picking a tvorbé OTU tabulek. [15]

Vstupem softwaru jsou obvykle sekvenovana data a mapping file obsahujici dodatecné
informace o vzorcich, tzv. metadata (napi.: z jakého mikrobiomu vzorky pochézeji). Casto je
potieba také vyplnit parametry sekvenovani ¢i doplnit analyzy skorem kvality. Oba soubory

(sekvenovana data i mapping file) musi dodrzovat jisty format.

Mapping file

Mapping file je textovy soubor s ptiponou txt, jehoz format je patrny z obr. 13. Uvedeme si tii

klicova pravidla pro tvorbu téchto soubort, podrobngjsi informace mohou byt ziskany v [36]:

1) Hlavicka souboru zacina znakem kiizku (#) a polem ,,SampleID*. Dalsi pozadovana
pole jsou ,,BarcodeSequence®, , LinkerPrimerSequence™ a ,,Description®. VSechna
pole jsou oddélena tabul4torem.

2) Ptipadna volitelna pole (na obr. 13 pole ,,Treatment* a ,,DOB*) musi nasledovat za
polem ,,LinkerPrimerSequence®. Pole ,,Description je pak poslednim.

3) Datova pole nezacinaji znakem kiizku, jsou oddélena tabulatory a mohou obsahovat
pouze alfanumerické znaky a nékteré specialni symboly (viz [36]). Veskeré tadky
nasledujici hlavicku a zac¢inajici symbolem ktizku jsou povazovany za poznamky a
QIIME je ignoruje.

Tvurci platformy QIIME doporucuji pro testovani kompatibility mapping file vyuzit
ptredptipraveného QIIME skriptu validate_mapping_file.py.

#5ampleID BarcodeSequence LinkerPrimerSeguence ReversePrimer Dodavatel ZemePuvodu

Description
#Priklad mapping file pro praci v QIIME

21 ACGAGTGCGT GGAGGCAGCAGTRRGGAAT CTACCRGGGTATCTAATCC B vietnam paracheirodon_axelrodi
22 ACGCTCGACA GGAGGCAGCAGTRRGGAAT CTACCRGGGTATCTAATCC B vietnam poecilia_sphenops

23 AGACGCACTC GGAGGCAGCAGTRRGGAAT CTACCRGGGTATCTAATCC B vietnam Hypostomus_plecostomus
29 AGCACTGTAG GGAGGCAGCAGTRRGGAAT CTACCRGGGTATCTAATCC D Peru otocinclus_affinis

32 ATCAGACACG GGAGGCAGCAGTRRGGAAT CTACCRGGGTATCTAATCC D Peru otocinclus_affinis

44 CGTGTCTCTA GGAGGCAGCAGTRRGGAAT CTACCRGGGTATCTAATCC E vietnam Plecostomus_Gold

46 CTCGCGTGETC GGAGGCAGCAGTRRGGAAT CTACCRGGGTATCTAATCC E vietnam Gold_Black_molla

55 TAGTATCAGC GGAGGCAGCAGTRRGGAAT CTACCRGGGTATCTAATCC F vietnam v4

28 ATACGACGTA GGAGGCAGCAGTRRGGAAT CTACCRGGGTATCTAATCC C Peru panagolus_changae

43 TCACGTACTA GGEAGGCAGCAGTRRGGAAT CTACCRGGGTATCTAATCC E Thaisko poecilia_sphenops

30 TCTACGTAGC GGAGGCAGCAGTRRGGAAT CTACCRGGGTATCTAATCC D Peru Surubim_Lima

40 ACGACTACAG GGAGGCAGCAGTRRGGAAT CTACCRGGGTATCTAATCC E Vietnam Sewelia

61 TACGAGTATG GGAGGCAGCAGTRRGGAAT CTACCRGGGTATCTAATCC G Vietnam Xiphophorus_maculatus
39 ACTACTATGT GGAGGCAGCAGTRRGGAAT CTACCRGGGTATCTAATCC E Cina Xenopus_Tlaevis_Albin
57 AGACTATACT GGAGGCAGCAGTRRGGAAT CTACCRGGGTATCTAATCC G vietnam Gyrinocheilus

Obr. 13: Priklad formatovani mapping file.
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FASTA soubor

Jak jiz bylo zminéno v Kapitole 3.3, multiplexovana data musi pro dalsi analyzu projit
demultiplexaci a trimovanim. At uz se rozhodneme tyto kroky provést pomoci QIIME nebo
jiného programu, vysledny FASTA format by mél odpovidat nasledujicim pozadavkim:

1. Kazda sekvence ma svou hlavicku zacinajici identifikatorem vzorku (shodny

s identifikatorem z mapping file). Poté nasleduje podtrzitko a celé Cislo identifikujici

sekvenci v daném vzorku (viz obr. 14).

Z4dna z hlavicek sekvenci se nesmi vyskytovat duplikovang.

3. Sekvence jsou vypsany vzdy do jediného fadku pod hlavickou. (Pozn.: V n¢kterych
textovych editorech se mohou sekvence jevit jako rozepsané do vice rfadkt, jedna se
vSak pouze o vnitini pfedpis zkracovani dlouhych slov textového editoru.)

N

>21_1 HEBSUFZO1EBPALG orig_bc=ACGAGTGCGT new_bc=ACGAGTGCGT bc_diffs=0
ATTGGACAATGGGCGCAAGCCTEATCCAGCAATGLCGCGTGAGTGATGAAGGCCTTCGGGTCGTAAAGCTCTTTTACC
>20_2 HEBSUFZO1AWLQE orig_bc=AGCACTGTAG new_bc=AGCACTGTAG bc_diffs=0
ATTGGGCAATGGATGAAAGTC TEACCCAGLCATGLCGCGTOLCGGATGAAGGCGCTCTGLGT TGTAAACGGCTTTTAT
>55_3 HEBSUFZO1ALBSV orig_bc=TAGTATCAGC new_bc=TAGTATCAGC bc_diffs=0
CTTGCGCAATGLGGGEAACCCTRACGLAGLGAC GO GCGTGAGTGACGAAGGLCTTCGGGT TGTAAAGC TCTGTGGAG
>28_4 HEBSUFZO1BFIHR orig_bc=ATACGACGTA new_bcC=ATACGACGTA bc_diffs=0
ATTGGACAATGGGCGLAAGCC TEATCCAGLCATGLCGCGTGAAGGAATACGGTCCTATGGATTTTAAACTTCTTITTGT
>57_5 HBBSUFZO1A1PGY orig_bc=AGACTATACT new_bc=AGACTATACT bc_diffs=0
TTTGGACAATGGACGCAAGTC TEATCCAGLCATGLCGCGTOLGGGAAGAAGGCCTTCGGT TGTAACCGCTTTTGTCAG
=32_6 HEBSUFZO1EMOCO orig_bc=ATCAGACACG new_bc=ATCAGACACG bc_diffs=0
ATTGGTCAATGGAGGCAAC TCTGAACCAGLCATGLCGCGTGLAGGAAGACAGCCCTCTGGGTCGTAAACTGCTTTTAT
=40_7 HEBSUFZ01ADVIV orig_bc=ACGACTACAG new_bc=ACGACTACAG bc_diffs=0
ATTGGACAATGGGCGCAAGCCTRATCCAGLCATGLCGCGTGAGTGATGAAGGCCTTAGGGT TGTAAAGC TCTTTCACC

Obr. 14: P¥iklad formatovani demultiplexovaného FASTA souboru.

V ptipadé nejistot, zda FASTA soubor spliiuje pozadavky QIIME na demultiplexovany
FASTA soubor, je mozné vyuzit predptipraveného QIIME skriptu
validate_demultiplexed_fasta.py, ktery validitu souboru ové&fi.

Proces OTU picking

Software QIIME nabizi vSechny tii zakladni pfistupy k OTU picking — de novo OTU picking,
closed i open reference OTU picking. Slouzi k tomu QIIME skripty pick_de_novo_otus.py,
pick_closed_reference_otus.py a pick_open_reference_otus.py.

Skripty nabizeji celou fadu nastavitelnych parametri. Jednim z nich je naptiklad volba
clusterovaci metody. V soucasné dobé jsou v QIIME implementovany clusterovaci algoritmy
cd-hit, Mothur, blast, uclust, swarm a dalsi. Dale QIIME nabizi také moZnost volby referencni
databaze. Pro 16S rRNA geny se nabizi volba Greengenes nebo SILVA.

Vystupem je pak nejen textovy soubor popisujici vytvorené shluky, ale také FASTA
soubor obsahujici jednu reprezentativni sekvenci vybranou pro kazdou OTU, soubor
zarovnanych sekvenci, taxonomického zatazeni jednotlivych OTU, fylogeneticky strom a
OTU tabulku v biom formatu.
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5 Vizualizace dat

Jak jiz wvyplynulo =z pfedeSlych kapitol, mikrobidlni data jsou velmi komplexni,
multidimenzionalni, a analyza prostym okem je takitka nemozna. Vybér efektivni vizualizacni
metody miize odhalit skryté vazby mezi mikrobiomy a je dulezity pro efektivni zkoumani,
interpretaci a zpracovani tak bohatého datasetu. Nejjednodussi vizualizaéni metodou je
naptiklad prosté prevedeni OTU tabulky na teplotni mapu (heatmapu). Ukazka takové teplotni
mapy je na obrazku 15. Vzorky i OTU jsou podrobeny shlukové analyze a sefazeny tak, aby
se podobné vzorky a OTU nachazely v OTU tabulce vedle sebe. Odstiny v tabulce jsou dany

ptirozenym logaritmem poctu nalezenych cteni.

Ackoliv tato metoda nabizi jednodusS$i orientaci v datech nez prostd numericka

reprezentace, jeji aplikace na mnohorozmérné prostory je obtiZzna.
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Obr. 15: Teplotni mapa. [60]

5.1 Jednoduché bodové 2D grafy

Jednoduché bodové 2D grafy a spravna volba jejich os jsou dikazem, ze vizudlni analyza

mikrobialnich dat nemusi byt vzdy slozita, aby odhalila zajimavé trendy v datech. Jako
piiklad zde uvadim dva bodové typy grafu pouzité v [38]. K analyze stfevni mikroflory zde
bylo vyuzito jednoduchého grafu, kde osa y odpovidala po¢tu pozorovanych OTU ve vzorku
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a osa x veéku probandia (viz obr. 16). I tento velmi jednoduchy piistup dokazal odhalit
vzrastajici poCet OTU V organismu ¢lovéka v prvnich dvou letech Zivota. Diky barevnému
znaceni je také mozné porovnavat alfa diverzitu (diverzitu jednoho spolecenstvi) mezi

jednotlivymi nadrodnostmi.
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Obr. 16: Rozmanitost lidského mikrobiomu. [38]

Druhym hodnotnym grafem pouzitym ve studii Tanyi Yatsunenko a kolektivu je obr. 17.
Tento graf je skvélym piikladem vyuziti referenéni databaze k analyze vzorki. V tomto
piipadé€ slouzila jako referen¢ni databaze skupina vzorkli dospélych participantti, avSak volba
reference se méni s cilem projektu. Jednotlivé vzorky z datasetu jsou porovnavany se vSemi
referen¢nimi vzorky, je vypoctena primérna vzdalenost a ta je zanesena do grafu. Z obr. 17 je
mozno vycist beta diverzitu (diverzitu mezi spolecenstvy) jednotlivych vzorkli vypoctenou
pomoci UniFrac (Unique Fraction) metriky [26]. Tato metrika umoziuje méteni vzdalenosti
dvou mikrobiomi na zéklad¢ jejich fylogenetické informace. Nejdiive je ze sekvenci
genetické informace sestaven fylogeneticky strom a poté podstromy ze vSech dvojic
zkoumanych mikrobiomt. Vzdalenost mikrobioml je vypoctena jako frakce délky vétvi

nalezici jednomu nebo druhému mikrobiomu, ale ne obéma zaraz.

Tento zpiisob vizualizace dat je velmi pfehledny a uc¢inné redukuje multidimenzionalitu
dat. Dilezitym faktorem ovliviiujicim analyzu je zde volba referencni databaze. Nevhodné
zvolena referencni skupina miize vést k opomenuti dillezitych informaci a sniZeni celkové

vytéznosti analyzy.
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Obr. 17: Vyvoj lidského mikrobiomu. [38]

5.2 Nastroje redukce dimenzi

Principal coordinate analysis

Jednim z typickych nastroju mikrobialnich studii je vizualizace pomoci analyzy hlavnich
koordinat (PCoA z anglického ,,principal coordinate analysis®) s UniFrac metrikou. PCoA je
podobna znamé&jsi analyze hlavnich komponent (PCA z anglického ,,principal components
analysis®) avSak neni vazana Euklidovskou metrikou, ale umoziluje vyuziti i jinych metrik.
PCoA tedy nabizi moznost pracovat s metrikami zohlediujicimi fylogenetickou informaci
obsazenou v mikrobialnich datech, napt.: se zminénou UniFrac metrikou (viz obr. 18).
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Obr. 18: Principal coordinate analysis odvozena pomoci nevaZené UniFrac metriky mezi 16S rRNA geny
mikrobidlnich komunit riznych druhi pad. [40]

Cilem této analyzy je redukce n-dimenzionalniho prostoru do niz§iho poc¢tu dimenzi (tzv.
hlavnich koordinat), které poskytuji maximum informaci o analyzovanych datech. Zpravidla
se jedna o dimenze vykazujici nejvyssi variabilitu dat. [28] Variabilita dat v jednotlivych
dimenzich miize byt analyzovana pomoci tzv. scree plotii zndzoriiujicich procenta variability
vycerpané jednotlivymi koordinatami. Mohou mit mnoho podob. Mezi nejjednodussi patii
vyjadieni pomoci sloupcovych diagraml. Scree ploty mohou usnadnit proces vybéru
optimalniho poc¢tu dimenzi, avSak pro moznosti vizualizace se obvykle pouziva 2D nebo 3D
prostor, nebot’ vykresleni vétSiho poctu dimenzi je pro Clovéka tézko uchopitelné. Idedlnim
vystupem PCA a PCoA je co nejnizsi pocet vystupnich dimenzi za soucasné co nejvyssi

vycCerpané variability dat. [39]

Tento pfistup umoznuje vizualizovat vztahy mezi jednotlivymi mikrobiomy a odhalit
mikrobialni diverzitu, nicméné redukce dat ve smyslu vybéru pouze dvou popf. tii hlavnich
koordinat a zahozeni zbylych muize vést k nedostate¢né charakterizaci dat. Pomérné novy

piistup t-SNE z roku 2008 se snazi o uplné&jsi popis dat.

T-distributed stochastic neighbor embedding

Metoda zvana t-distributed stochastic neighbor embedding nebo také zkracené t-SNE byla
vyvinuta autory Laureansem van der Maatenem a Goeffrey Hintonem. Jedna se o variaci
redukéni techniky Stochastic Neighbor Embedding z roku 2002, avSak nabizi snazsi Citelnost

vizualizovanych dat, nebot’ redukuje trend shlukovani bodu do stiedu grafu. [42]

Jak jiz nazev napovida, vyuziva t-SNE Studentova rozdé€leni. Uvazujme, Ze kazdy bod

prostoru muze byt sttedni hodnotou Gaussova rozdé€leni s rozptylem . Vypoctem vzdalenosti
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bodii od stfedni hodnoty Gaussova rozdéleni tak mize byt vypoctena pravdépodobnost, ktera
V podstaté popisuje podobnost dvou bodl v n-dimenzionalnim prostoru. Takto je vytvorena
matice podobnosti p. Poté, co jsou body umistény do 2D ¢i 3D prostoru, je obdobnym
zpusobem vypocitdna podobnost bodli v tomto nizkodimenzionalnim systému, avSak misto
Gaussova rozdé¢leni je vyuzito Studentova rozdéleni s jednim stupném volnosti. Ziskavame
tak matici podobnosti . Vysledny graf je ziskan minimalizaci Kullback-Leiblerovy
divergence mezi vzdalenostmi p a q mezi jednotlivymi body. Ukazka t-SNE je na obr. 19.
[41]
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Obr. 19: Vizualizace metagenomickych dat pomoci t-SNE. [61]

Srovname-li distribuéni funkci Gaussova rozdéleni a Studentova rozdéleni s jednim
stupném volnosti (viz obr. 20), je jasné, ze pouziti Studentova rozdéleni pro
nizkodimenzionalni prostory umoziuje vykresleni méné podobnych bodi do vétSich
vzdalenosti a vysledné grafy se tak stavaji mnohem piehlednéj$imi, nez tomu bylo u pouziti
ptivodniho SNE algoritmu. [42]
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Obr. 20: Porovnani Gaussova rozdéleni a Studentova rozdéleni s jednim stupném volnosti. [62]

Redukce dimenzi pomoci t-SNE i PCoA vede ke ztraté¢ informace o jednotlivych OTU a
vykreslené body reprezentuji soubor vice OTU. Analyza zastoupeni jednotlivych taxont tak

neni pomoci téchto néstroji mozna.

5.3 Grafické znazornéni rozloZeni celku

Vhodnou volbou pro analyzu zastoupeni jednotlivych taxonti mize byt grafické znazornéni
rozlozeni celku. Obvykle se pro tento Géel vyuziva prstencovy ¢i kolacovy graf. Obr. 21
ukazuje i variantu se sloupcovym grafem. At uz je zvolen jakykoliv ttvar, vzdy plati, ze jeho
celkova plocha znazorfiuje cely soubor (napf. cely jeden mikrobiom) a jeho jednotlivé ¢asti
predstavuji procentudlni podil slozek celku (napf. procentudlni zastoupeni danych

taxonomickych tadt v mikrobiomu).

Srovnanim vice takovychto grafii je mozné ziskat dobré povédomi o shodnosti nebo
naopak rozdilnosti zastoupeni organismi napii¢c mikrobiomy. Zaroven se nabizi moznost
vybéru taxonomické trovné, pro kterou je graf rozdélen do slozek, anebo vykresleni pouze
OTU spadajicich pod urcitou taxonomickou uroven (napf. vykresleni vSech zastoupenych
taxonomickych rodi patficich do fadu Lactobacillales).

Jako hlavni nevyhodu tohoto typu grafu vnimam chybéjici propojenost grafti mezi sebou.
Propojeni grafii by mohlo vyznamné zjednodusit vzajemné srovnavani mikrobiomti. Rovnéz
porovnavani zastoupeni jednotlivych slozek muze byt bez dopliujici Ciselné informace
obtizné. Vsimnéme si v obr. 21 zastoupeni kmenu Chlorobi ve vzorcich sladké vody,
intertidalu a vod¢ motské. Vzhledem k tomu, Ze se jednotlivé slozky nachazeji v rozdilné
vysce, je jejich vzajemné porovnani problematické. Zajimavé tfeSeni bylo pouzito v Human
Microbiom Project [44]. Jedna se v podstaté také o graf znazoriujici rozlozeni celku, avsak
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jednotlivé slozky jsou zobrazeny pod sebou a jejich vzajemné porovnani je tim usnadnéno
(viz obr. 22).
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® Cyanobacteria
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0% x l ® y-Proteobacteria

Freshwater Intertidal Marine B §-Proteobacteria

Obr. 21: Sloupcovy graf znazoriujici zastoupeni mikrobialnich kmenii v riiznych typech vod. [43]
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Zastoupené taxonomické rody (16S data)
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Obr. 22: Graf znazoriiujici zastoupeni nékterych mikrobialnich rodi v riznych ¢astech lidského téla. [44]

5.4 Stromové struktury

Se studiem vztahti mezi organismy jde ruku v ruce tvorba stromi, a to se samoziejmé
promitlo i do vizualiza¢nich metod mikrobialnich dat. Dnes existuje cela fada piistupi k
tvorbé stromtll. Biologové rozliSuji mnoho kladogrami a fylogenetickych strom, které¢ se 1isi
Vv detailech pouzivanych metrik, délkach vétvi ¢i topologii. Pro ucely této diplomové prace

sta¢i vnimat stromy jako prosttedek pro vyjadieni jisté pfibuznosti mezi organismy.

Vizualiza¢ni platformy jako iTOL [45] nebo ETE toolkit [46] nabizeji celou fadu
modifikaci fylogenetickych strom, jejich barveni a zobrazeni aditivnich informaci naptiklad
pomoci tzv. prstencl. Pro studium mikrobiomil je zajimavé vyuziti prstencl takovym
zpusobem, kde jeden prstenec odpovida jedinému mikrobiomu. Intenzita zbarveni prstence
pak odpovida prevalenci daného organismu. Celkova hojnost zastoupeni daného organismu

muze byt vykreslena v dalS$im prstenci zvlast’ pomoci barplotu.

Obr. 23 je ukazkou vystupu vypocetniho nastroje GraPhlAn [47]. Je zde patrné barveni
uzli fylogenetického stromu i jejich pozadi, rozlicné velikosti jednotlivych uzli i ptidatné
prstence. Program nabizi mnoho metod modifikace vysledného obrazu: zmény velikosti
stromu, barveni a pfizptisobovani velikosti uzli a vétvi, barveni pozadi jednotlivych ¢asti

stromu, popisky, pfidani prstenci a mnoho dalsiho.
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Obr. 23: Fylogeneticky strom s prstenci vytvofeny pomoci nastroje GraPhlAn. [47]

Zminéné nastroje nabizeji vysokou personalizaci a vykresleni velkého mnozstvi dat do
jediného grafu. Nicméné vzhledem k nejednotnym pravidlim tvorby takovych grafi mohou

byt na prvni pohled téZce srozumitelné, a proto je vhodné doplnit je slovnim popisem.

55 Sité

OTU tabulky mohou byt rovnéZz vizualizovany pomoci siti. Barberan a kolektiv [29]
se zam¢tuji vice na prozkoumani vzajemnych asociaci vyskytu organismil v prostiedi nez na
alfa ¢i beta diverzitu mikrobiomu. Pro tento zamér si vybrali vizualizaci pomoci Bayesovské
sité, kde hrany siti odpovidaji silnym a zaroven statisticky vyznamnym korelacim mezi uzly
(tedy mezi jednotlivymi OTU). Jak uvadéji ve svém clanku, jako silnd korelace je uvazovan
vysledek Spearmanova korelacniho testu vys$i nez 0.6. Jako hladina vyznamnosti bylo
zvoleno o = 0.01. Pro popis topologie sité byly kalkulovany také dodatecné vypocty, jako
naptiklad proporcionalni velikost uzli k po¢tu hran s uzlem spojenych (viz obr. 24).

34



Obr. 24: Bayesovska sit’ — vazby mezi OTU vychazejici z korela¢ni analyzy. Hrany zna¢i silnou a statisticky
vyznamnou korelaci. [29]

Takto ohodnotit je mozno nejen Bayesovské sité, ale grafy obecné. Vazeni uzlti mize byt
spojeno nejen svySe zminénym poctem vstupujicich hran do uzlu, ale také napiiklad
S kvantitativnim zastoupenim daného OTU. Véhovani hran se obvykle projevi rozdilnou
Sifkou hran. Dal$im prvkem, ktery se do zna¢né miry podili na Citelnosti grafu, je filtrace dat.
ZvIasteé u rozsédhlych mikrobidlnich dat je filtrace velmi zddouci, nebot mulze znacné

zjednodusit proces interpretace odstranénim méné dilezitych vazeb.

Bipartitni grafy

Specialnim typem grafu je bipartitni graf. Je charakterizovan mnozinou vrcholll V, ktera mize
byt rozdélena na dvé disjunktni mnoziny V; a V; takovym zptisobem, ze zadné dva vrcholy ze

stejné mnoziny nejsou spojeny hranou e nalezici do mnoziny hran E bipartitniho grafu:

V=v,uV,V,nV,=0 1)
Ve={u,v},e€E:ueV,AvE YV, 2

Disjunktni mnoziny V; a V; se také nazyvaji partity. OTU tabulky jsou vzdy tvotfeny
dvéma partitami — prvni je reprezentovana OTU a druha jednotlivymi vzorky. Pficemz kazdy
vzorek muze byt propojen hranou pouze s OTU a naopak. [27]

Priklad takového grafu je na obr. 25. Byl sestaven na zaklad¢ 16S rRNA dat ziskanych
z lidského mikrobiomu. Je dobfe patrné, které mikrobialni kmeny byly pfitomny ve vSech
tiech prostiedich — naptiklad kmeny Firmicutes nebo Actinobacteria. A naopak, které kmeny
byly charakteristické jen pro urCité prostiedi — napiiklad kmeny Verrucomicrobia a
Euryarchaeota charakteristické pro vzorky odebrané ze stolice.
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Obr. 25: Bipartitni graf — lidsky mikrobiom.

Umisténi jednotlivych uzli podléha alfa a beta diverzité. Podivame-li se na obr. 25
podrobnéji, vSimneme si, ze kmeny jako Lentisphaerae nebo Verrucomicrobia, které nijak
nepfispivaji k alfa diverzité¢ mikrobidlniho spolecenstvi slin (uzel bukalni stér), jsou timto
spole¢enstvim jakoby odpuzovany. Naopak kmeny Firmicutes a Bacteroidetes, pfitomné ve

stolici, meconiu i slinach, zvysuji alfa diverzitu vSech tii mikrobiomd, a jsou tak pfitahovany

A%

Podobné zakonitosti plati také pro beta diverzitu a umisténi uzlia v grafu. Porovname-li
beta diverzitu mikrobiomti meconium-stolice a meconium-bukalni stér, da se predpokladat, ze
dostaneme dvé podobnd cisla. Stejn¢ tak vzdalenost mezi uzly meconium a stolice bude

podobna vzdalenosti meconium-bukalni stér.
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6 Prakticka realizace bipartitnich grafi

V programovacim prostiedi R byl vytvoren balicek bipartiteOTU umoziiujici zpracovani a
¢isténi kvantitativnich mikrobialnich dat a néslednou analyzu pomoci bipartitnich grafi.
Balicek nabizi také moznost modifikace grafti pomoci vahovani hran a uzli, detekce komunit
a barveni vrcholl a hran. Bipartitni grafy mohou byt vykresleny pfimo v prostiedi R nebo
ulozeny v Graph Modeling Language formatu (GML formatu) a importovany do celé fady
vizualizacnich programii. R bali¢ek je dostupny na www.github.com/safma/bipartiteOTU a
jednoduse instalovatelny, vcetné zabudované napovédy, v prostiedi R pomoci devtools
piikazu install_github("*safma/bipartiteOTU").

6.1 Zpracovani kvantitativnich mikrobialnich dat

Pfinosy redukce a zpracovani kvantitativnich mikrobialnich dat jiz byly popsany v kapitol 5.5.
Navrzeny balic¢ek bipartiteOTU nabizi Ctyfi mozné piistupy ke zpracovani OTU tabulek, jez
je mozné mezi sebou libovolné kombinovat.

Funkce taxonomy_focus umoznuje zaméfit se pouze na urcitou taxonomickou skupinu a
odstranuje z tabulky OTU, které do této skupiny nespadaji. Tento postup muze byt vyhodny
nezajimaji-li nas mikrobiomy jako celek, ale chceme-li Se vice zaméfit na specifické

organismy.

DalSi moZnosti zpracovani dat na zéklad¢ taxonomie je shlukovani OTU shodujicich se
Vv pozadovaném taxonomickém urceni. V balicku je tato metoda umoznéna funkci
merge_taxonomy. V dané taxonomické kategorii jsou jednotlivé OTU porovnavany mezi
sebou a OTU se stejnym zafazenim secteny a pfifazeny novému OTU nazvanému podle
taxonomického urceni, které je spojuje. To znamena, Ze pii pozadované taxonomické tirovni
kmene jsou spojeny vSechny OTU se stejnym taxonomickym kmenem do jednoho. Tento
piistup mtze vyznamn¢ redukovat OTU tabulky i na trovni druhu, nebot i jeden druh pfislusi

Vv referencni databézi ¢asto mnohacetnym OTU.

Podobnym zpiisobem je moZzno data také tfidit na zakladé¢ metadat, tedy dodatecnych
informaci 0 vzorcich. V balicku k tomu slouzi funkce merge_metadata. K vypsani nabizenych
metadat, jsou-li n¢jaka k dispozici, je pak mozno vyuzit funkce get_metadata.

Posledni metodou redukce OTU tabulek je prosté porovnavani etnosti pozorovani (poctu
¢teni) jednotlivych OTU se zadanym prahem. Hodnoty niz§i nez prah jsou funkci
threshold_drop nastaveny na 0. Vyskytuji-li se v OTU tabulce po tomto kroku néjaka OTU,
jejichz Cetnosti pozorovani jsou pro vSechny vzorky nulové, jsou z tabulky automaticky

odebrany.

6.2 Algoritmy detekce komunit
Utinnym néstrojem k analyze grafi je detekce hlavnich komunit. Cilem detekce je najit
v grafu skupiny uzli, které jsou husté propojeny hranami uvnitt skupiny, avSak fidce
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propojeny hranami s ostatnimi skupinami [50]. Hustota nebo také denzita grafu je popsana
jako:

2m 3
nn—1)/2’
kde m je pocet hran a n je pocet uzlu v grafu. Rovnice 3 muze byt snadno modifikovana

p:

k vypoctu hustoty komunity grafu a slouzit tak k posouzeni kvality shluku porovnanim
hustoty komunity s celkovou hustotou grafu.

V praxi se jako optimaliza¢ni kritérium pro hledani optimalnich komunit vyuziva tzv.
modularity. Jedna se o funkci méfici kvalitu rozdéleni grafu do skupiny komunit porovnanim
sndhodnym grafem o stejném pocCtu uzli a jejich stupni, tedy hran vychazejicich

Z jednotlivych uzlt.

Skore modularity je dano rovnici 4: [51]

¢= % z (A"f - %) 8(cuey) :Z(euu - a), “
i -

kde m je pocet hran grafu, A je matice sousednosti grafu, ki a kj znac¢i pocet stupiiti uzlu i a j, Cj
a ¢j komunitu uzlu i a j, ey, je zlomek hran uvnitf komunity u:
Cyy = m liec, Ljec,
ij

(5)

A a; je zlomek hran mezi komunitami:

k (6)

v
Modularita nabyva hodnot od -0,5 do 1, pficemz vy$$i modularita znaci vyssi kvalitu

komunit ve smyslu hustého propojeni hranami uvnitf shlukl a fidkého propojeni mezi shluky.

Ve vytvofeném baliC¢ku bipartiteOTU je implementovdno 6 detekénich algoritmil
knihovny igraph. Jedna se o metody mezilehlost hran (z anglického edge betweenness),
propagace znacky (z angl. label propagation), rychlého rozvijeni komunit (z angl. fast
community unfolding), metody bloudéni (v angl. walktrap community), vlastniho vektoru (z
angl. leading eigenvector) a optimalniho rozlozeni komunit. [65]

Mezilehlost hran

Metoda se zaméfuje na hrany grafu a vytvafi komunity postupnym odstranovanim hran
propojujicich vysoky pocet relaci. Je zavedena vlastnost centralita mezilehlosti Cg(e)

charakterizujici pocet nejkratsich cest osi(e) vedoucich skrz hranu e:

o= Y 2O ™

o
szt St
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Hrany s vysokym skore Cg(€) jsou odstraiiovany jako prvni a celkovy pocet odstranénych
hran, a tim i po¢et vzniklych komunit, je optimalizovan funkci modularity [52]. Metoda také

umoziuje vyuziti vahy hran pro dikladnéjsi analyzu vazeb v grafu.
Propagace znacky

S odlisnym piistupem k detekci komunit pfichazi metoda propagace znacky. Proces je zahajen
pfifazenim znacky kazdému z uzlt grafu, pfi¢emz na zacatku je znacka kazdého uzlu odli$na.
Poté jsou ndhodn¢ vybirany uzly grafu a jejich znacka je prepisovana na znacku vyskytujici se
mezi sousednimi uzly (uzly spojenymi hranou) nejvice. V pifipad¢ remizy je mezi nejvyse
zastoupenymi zna¢kami vybrano nahodné. Tento krok rozSifovani znacek se opakuje, dokud
vSechny uzly nemaji znacku, kterd je zaroven nejvice zastoupend mezi sousedy dan¢ho uzlu
(viz obr. 26). Algoritmus implementovany v knihovné igraph na zavér vypocte skore
modularity pro porovnani dosazené kvality shlukd. Pivodni metoda popsana v [53] je zde

roz§ifena o moznost pracovat s vahovanim hran a nastavenim pevné danych znacek.

Obr. 26: Princip detekce komunit pomoci metody propagace znacky. [63]

Rychlé rozvijeni komunit

Metoda rychlého rozvijeni funguje na podobném principu jako zminéna metoda propagace
znacky. Stejnym zptsobem jako u predeslé metody i zde je kazdému shluku pfifazovana
charakteristickd znacka, avsak s tim rozdilem, Ze pted kazdou zménou znacky uzlu je nejprve
spoc¢itana modularita grafu. Uzel ziskdva znacku pouze v ptfipadech, které vedou k navyseni
modularity. Tento proces se opakuje, dokud nejsou vyCerpany vSechny kroky vedouci
ke zvySeni modularity. VSechny komunity jsou poté transformovany do tzv. superuzld

zastupujicich dané komunity (viz obr. 27). Vahy hran mezi superuzly jsou dany poc¢tem hran
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mezi komunitami v puvodnim grafu. V nové ziskaném grafu jsou uzly op€t porovnavany se

svymi sousedy a V piipadé navySeni modularity slou¢eny do jediné komunity. [52]

Obr. 27: Princip detekce komunit pomoci algoritmu rychlého rozvijeni. [64]

Metoda bloudéni

Pascal Pons a Matthieu Latapy popsali v [54] dalsi metodu detekce komunit, tentokrat
zalozenou na nahodném pohybu po hranach grafu. Predpokladem metody bloudéni je
skute¢nost, ze ndhodné kratké ptresuny bodu po hranach grafu maji tendence zlstavat uvnitf
komunit. Iteracemi je tak ziskana vzdalenost mezi jednotlivymi vrcholy, ktera mize byt
vyuzita pro hierarchickou detekci komunit. Vahovani hran mtize urovat pravdépodobnost,

s jakou je dand hrana grafu vybréna pro pfesun, a tim slouzit k zevrubnégj$i analyze komunit.
Metoda vlastniho vektoru

Na rozdil od vyse zminénych heuristickych postupti, hleddni komunit pomoci metody
vlastniho vektoru pfistupuje k problému pfimou optimalizaci matice modularity B vypoctem
hlavniho vlastniho vektoru:

kik; ®)

)

Buj =4~ 7,

kde A je matice sousednosti a m pocet hran grafu a k; a kj znaci pocet stuptitt uzlu i a j.
Algoritmus pracuje ve tiech krocich: [55]

Vypocet hlavniho vlastniho vektoru matice modularity.
Uzly, které odpovidaji pozitivnim hodnotam vlastniho vektoru jsou pfifazeny do jedné
komunity. Zbylé uzly jsou zatazeny do druhé komunity.

3. Krok dvé se opakuje pro kazdou komunitu znovu, dokud jsou ve vlastnim vektoru
pfitomny pozitivni hodnoty.
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Metoda optimalniho rozloZeni komunit

Implementovana metoda optimalnich shlukt vraci optimalni rozlozeni komunit v zévislosti na
maximalizaci funkce modularity. Metoda zkousi vSechny mozné kombinace a vybira z nich
tu, ktera je modularni funkci hodnocena jako nejkvalitnéjsi. Vypocetni naroky této metody
jsou vysoké, ale jak autofi igraph funkce uvadéji, pro grafy o velikosti do 50 uzlti by mél

vypocet probéhnout rychle. [65]
Projekce bipartitniho grafu

Uskalim vy$e zminénych detekénich metod knihovny igraph je jejich zkreslena detekce pfi
aplikaci na bipartitni grafy. Pfi¢inu snizené funk¢énosti muzeme hledat bud’ piimo
V charakteru metod nebo také ve vyuziti funkce modularity jako optimaliza¢niho kritéria.
Pokud chceme vyuzivat metody detekce komunit knihovny igraph, je zadouci prevést
bipartitni grafy do takzvanych projekci bipartitnich grafii. Guimera a kolektiv [66] nenasli
zadny rozdil mezi detekovanymi komunitami pfi pouZziti maximalizace modularity u projekce
bipartijniho grafu a maximalizace bimodularity (alternativy funkce modularity pro bipartitni
grafy) u bipartitnich grafa. Funkce bimodularity v souc¢asné dobé neni u igraph funkci

dostupna.

Nazveme-li jednu partitu bipartitniho grafu P a druhou S, pak projekce partity P grafu
G=(P VS, E)jegraf Gp = (P, Ep), kde dva uzly i a j € P jsou spojeny hranou E,, pokud maji
alespon jeden spole¢ny sousedici uzel v S. Projekce mohou byt vdhované i nevahované, avSak
vahované projekce jsou obvykle povazovany za vice reprezentativni [67]. V balicku
bipartiteOTU je vyuZito jednoduchého vahovani hran, kde vadha hrany mezi dvéma uzly

odpovida poctu jejich spole¢nych sousedu.
Matice sousednosti Gp pro dany graf G je definovana jako:

1, kdyz uzel i a j maji spoleény sousedni uzel
Aij = < 1, kdyz ma uzel i sousedni uzel, ktery nema zadné dalsi sousedy v P

0 ve vsech dalsich ptipadech

Vaha hran W;; ve vahované projekci je pak dana vztahem 9, kde 77(i) zna¢i mnozinu

sousedt uzlu i:

Wij=IT@O nT@l, i #j 9)
Takto ziskané véhované projekce mohou zastoupit ptivodni bipartitni grafy a byt
vhodnym vstupem zminénych algoritmt detekce komunit knihovny igraph.
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6.3 Charakteristiky grafu
Vlastnost community definujici piislusnost uzli do konkrétnich komunit neni jedinou
charakteristikou grafu, kterou mizeme ziskat pomoci navrzeného bali¢ku bipartiteOTU.

Velmi dilezitou vlastnosti zminénou jiz v predeslych kapitolach, ktera miize do znacné
miry ovlivnit i detekované komunity, je vahovani hran bipartitniho grafu a jeho projekci. Pti
tvorbé grafii nabizi balicek moznost volby, zda chceme vyuzit vdhovani hran, ¢i nikoliv.

V piipadé nevyuziti vahovani hran E je kalkulovano s vahou definovanou jako:

1, kdyz uzel i a ] maji spolecny sousedni uzel

ij=

0 ve vSech dalSich piipadech
Pii vyuziti vahovani je zavedena vlastnost weight odvozena od poctu Cteni
v OTU tabulce P.

Py (10)
max (P)’

Vahovani hran projekci bipartitniho grafu je pak dano vztahem 9 popsanym
v kapitole 6.2.

Ei,j =10

Balicek pii tvorbé grafii rovnéz automaticky zavadi vlastnost uzli type popisujici, ke
které partité bipartitniho grafu uzel nalezi, a dale vlastnost degree udavajici pocet hran
vychazejicich z uzlu. Vlastnost degree pak mutze byt vyuzita pii vykreslovani grafu pro

optimalizaci velikosti uzli.

6.4 Dopliikové funkce pro praci s grafy

Balicek nabizi doplitkové funkce pro praci s grafy. UmozZiuje jak vykresleni grafu pfimo v R,
tak také obsahuje funkci save_as_gml, ktera pievede ziskany graf do GML formatu. Tento
format je podporovan fadou vizualizanich programil, do nichz tak muZze byt snadno

importovan. Na obr. 28 je ukazka vizualizace pomoci Gephi softwaru.

Graf muze také byt pro dalsi vypocty pifeveden do matice sousednosti pomoci funkce
adjacency_matrix. Pro Gpravu automaticky vygenerovanych popiski softwarem QIIME slouzi
funkce name_adjust. Tato funkce odstraiuje z popiski navésti a piejmenovava dlouhé nazvy
na kratsi. Pfiklady takové transformace jsou uvedeny v tabulce 1.

Tabulka 1: Transformace popiski

Pivodni popisek Novy popisek
p_Firmicutes Firmicutes
c_Bacteroidia Bacteroidia

New.ReferenceOTU15639 New15639
New.CleanUp.ReferenceOTU746 CleanUp746

Ptejmenovani popiskll usnadiiuje Citelnost vysledného grafu.
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7 Analyza

V 6. kapitole byly popsany zakladni vlastnosti grafu a mechanismy implementované v balicku
bipartitetOTU. V této kapitole jsou zhodnoceny vlastnosti balicku, pfedev§im pak jeho

reduk¢ni schopnosti a schopnosti detekovat hlavni komunity.

Ve druhé ¢asti této kapitoly jsou porovnany tfi hlavni pfistupy k procesu OTU picking a

moznosti jejich nastaveni.

7.1 Analyza funkci bali¢ku bipartiteOTU

Jako vstupni data pro porovnani reduk¢nich schopnosti balicku byl pouzit dataset mikrobiomu
vyizolovanych z vody vyuzivané k piepravé ryb. Dataset byl publikovan v [56]. Jednotliva
¢teni byla ziskana pyrosekvenovanim V3/V4 variabilnich regionti 16S rRNA genu. Data byla
dale prosttednictvim platformy QIIME a vypocetnich serveri MetaCentra zpracovana de novo
OTU picking metodou. Jako shlukovaci algoritmus byl volen uclust a prahem podobnosti pro
ptifazeni dvou OTU do shluku byla volena konven¢ni hranice 97 %. Vysledné shluky byly
dodate¢n€¢ porovnany s referencni databazi Greengenes 13 8, aby bylo mozno vyuzit
taxonomické informace k redukci dat. V pfipad¢ srovnavani jiz vytvofenych shluka
sreferencni databazi za ucelem taxonomického =zatazeni byla vzdy vybrédna jedna
reprezentativni sekvence a ta byla porovnavana s databazi na prahu podobnosti 90 %.
Vysledné taxonomické urceni je pak prinikem taxonomie tii OTU z referen¢ni databaze,

které vykazovaly nejvyssi podobnosti s porovnavanou sekvenci.
Redukce dat na zakladé taxonomické kategorie

Tabulka 2 ukazuje vysledky redukce dat na zaklad¢ taxonomického urCeni popsaného
v kapitole 6.1. Pro jeji sestaveni byla funkce merge taxonomy spusténa s nastavenim
NewOTU = FALSE, tedy vSechny OTU, u kterych nebyla definovana poZzadovana taxonomie,
byly z dalsi analyzy vyfazeny. V tabulce 2 je pocet takto vyfazenych OTU znaden jako
nedefinované OTU.

Tabulka 2: Vysledky redukce dat na zakladé taxonomického urceni.

Taxonomicka kategorie

shluky

fise kmen tiida fad Celed rod druh

Pocet uzlt 4167 19 37 56 81 131 203 69
Pocet hran 6453 18 102 239 454 670 798 172
Primérny stupefi uzl 3,097 1,805 5514 8536 11,210 10,229 7,862 4,986
Denzita grafu 0,001 0,211 0,306 0,310 0,280 0,157 0,078 0,147
Pocet Gteni 56661 54973 54973 54946 54792 52664 35625 5042
Nedefinované OTU 921 921 921 936 1011 1325 2600 3939
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Je patrny trend nartistu poc¢tu vyrazenych OTU a poklesu celkovych zpracovanych ¢teni
s volbou konkrétnéjsi taxonomické kategorie. Pii taxonomické kategorii druhti bylo do grafu
zahrnuto pouze 5042 ¢teni z plivodnich 56661. Vyrazny pokles zpracovanych sekvenci se
projevil také na poctu uzli. Zde je dobré fici, Ze analyza byla provedena na celkem 18
vzorcich vody, kde je kazdy reprezentovan jednim uzlem.

Na obr. 28, obr. 29 a obr. 30 jsou znazornény bipartitni grafy popsané tabulkou 2.
Konkrétné se jednd o bipartitni grafy fise, kmena a druhi. Jednotlivé partity jsou oddé€leny

barevné.

Obr. 28: Detekované taxonomické rise

Pti taxonomické redukci dat dle kategorie fiSe zlstal v datasetu pouze jediny uzel
reprezentujici OTU, a to sice uzel Bacteria. Zadné jiné taxonomické fise nebyly ve vzorku
nalezeny. Tento jediny OTU uzel je propojen se vSemi uzly z druhé partity (vzorky izolath
vody znacené Cisly), a tim zvySuje primérny stupen uzli a udava denzitu grafu. V grafu je
patrné, ze uzel je vétsi nez ostatni. Zde bylo vyuzito vahovani uzli — uzly s vy$$im stupném
jsou Vetsi.

Redukce podle kmeni je na obr. 29. Doslo k narGstu uzli reprezentujicich OTU. Vsechny
vykreslené OTU samoziejmé spadaji pod Bacteria, nebot' to byl jediny uzel ziskany
zpracovanim dat sredukci podle ftiSe. Zastupci kmenti Bacteroidetes, Proteobacteria,
Firmicutes a Actinobacteria byli pfitomni takika ve vSech vzorcich (kmen Firmicutes ve
vSech vzorcich, kmeny Proteobacteria a Bacteroidetes nebyly pfitomny pouze ve vzorku 39 a
zastupci kmene Actinobacteria nebyli nalezeni ve vzorcich 39 a 23). Zda se, Ze tyto kmeny
tvofi jakési jadro, a 1 Vv bipartitnim grafu jsou znazornény velkymi uzly lokalizovanymi
zejména ve stfedu grafu. Obklopeny jsou pak uzly vzorki, ve kterych byly zaznamenany.
Kmeny vice specifické pro vzorky se nachazeji na okrajich grafu. Velikost jejich uzlu je
mensi. Vahovani uzli také napovidé, ze nejvétsi kmenova diverzita byla zaznamendna u
vzorku 55.
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Pokud srovname grafy znazornujici taxonomické kmeny (obr. 29) a druhy (obr. 30),
vidime, ze u grafu taxonomickych druhti doslo k nartstu poétu uzli a hran. Ac¢koliv je jeho
velkému poctu uzll a hran méné piehledny nez graf taxonomickych kmeni. V piipadé¢ méné
ptehlednych grafii mize byt vyhodné pouziti interaktivnich vizualizaénich programi (napf.
Gephi) nebo kombinace vétsiho poctu redukénich technik.

Obr. 29: Detekované taxonomické kmeny
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Obr. 30: Detekované taxonomické druhy

Redukce dat pomoci prahové hodnoty

Porovnavani poctu pozorovani (poctu c¢teni) kazdého organismu se zadanym prahem se
ukazuje jako dalsi efektivni metoda predzpracovani dat (viz tabulka 3). Jiz pii prahové
hodnoté 5 byl celkovy pocet uzli zredukovan z 4167 na 538, a to pfi odstranéni 8128 cteni.
Primérny pocet pozorovani u odstranénych OTU tak byl 2,2 ¢teni. Prudce klesl také pocet
OTU, u kterych nemohlo byt definovano taxonomické zafazeni. Konkrétné z 921 OTU na 25.
Pti nastaveni prahové hodnoty na 100 cteni zbylo jiz jen posledni OTU s nezndmou

taxonomii, které se zatadilo mezi 52 nejcetnéji zastoupenych OTU. Jeho celkovy pocet Cteni
byl 107.
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Tabulka 3: Vysledky redukce dat nastavenim prahové hodnoty

Prahova hodnota 0 5 10 50 100
Pocet uzlt 4167 538 312 106 70
Pocet hran 6453 1068 620 160 80

Pramérny stupenn uzla 3,097 3,970 3,974 3,019 2,286

Denzita grafu 0,001 0,015 0,026 0,058 0,066

Pocet ¢teni 56661 48533 45650 35847 30024
Nedefinované OTU 921 25 12 1 1

Obr. 31 ukazuje data ziskana redukci puvodniho datasetu porovnanim s prahovou
hodnotou 100 &teni. Vykresleny jsou zastoupené &eledi. Cervené jsou zvyraznény uzly
reprezentujici Celed Comamonadaceae. Tato c¢eled’ neni jedind vyskytujici se v grafu
vicekrat, dale také Sphingobacteriaceae, Cytophagaceae, Flavobacteriaceae a dalsi.
Zpracovanim takovychto uzli do jednoho se zabyva vySe zminény piistup redukce na zékladé

taxonomie, ktera tento problém dokaze odstranit.
Pric¢ina vyskytu uzli se stejnym nazvem mize byt disledkem jednoho z nasledujicich:

e Uzly jsou totozné ve zvolené taxonomické kategorii (v tomto ptipadé kategorii Celedi),
avSak 1isi se v nékteré z podkategorii (v tomto ptipadé kategorie rodu nebo druhu).

e Jedinému organismu muze byt vreferenéni databdzi pfifazeno vice sekvenci.
Vysvétleni pro tento jev najdeme v historii taxonomického pfifazovani odvijejici se
nikoliv od studia genetické informace, ale od morfologickych a chemickych vlastnosti
organismu. Hranice 97% podobnosti tak neni ekvivalentem zadné specifické
taxonomické kategorie.

e Gen 16S rRNA nemusi spolehlivé diferencovat vSechny organismy. Porovndvanim
16S rRNA gent s referencni databazi mizeme u vice sekvenci v referencni databazi
ziskat shodu 100 %. Sekvence mohou byt shodné v 16S rRNA genu, ale mohou se lisit
Vv jinych castech genetické informace. Pfifazend taxonomie pak odpovidd priniku
taxonomického urceni referen¢nich sekvenci. Taxonomické kategorie, ve kterych se

referenéni sekvence lisi, zlstavaji u analyzované sekvence nevyplnény.
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Nekteré celedi jsou Cytophagaceae
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Obr. 31: Detekované ¢eledi piredzpracované porovnanim s prahovou hodnotou 100.

V pravém dolnim rohu obrazku 31 jsou zaneseny vzorky 22 a 39, u kterych po
zpracovani nebyly zjiStény Zadné organismy (vSechny OTU byly pozorovany méné nez
stokrat). U vzorku 55 byla po zpracovani objevena pouze jedina ¢eled’, a to Bacteroidaceae.

Se vzorky 29 a 32 jsou propojeny dvé nedefinované OTU nazvané jako NewOTU1L a

NewOTU2. Ackoliv se dvé nedefinované OTU zdaji v rozporu s tabulkou 3, jejich vyskyt je
opravnény. Musime si uvédomit, ze v grafu jsou vykresleny vSechny ziskané Celedi, a tak i
OTU, u kterych jsou vyssi taxonomické kategorie znamé, avSak chybi informace o pfislusSném
zatazeni do celedi, a jsou tedy oznaceny jako NewOTU. Zatimco u NewOTUI nemame
zédnou informaci o taxonomii (OTU nemohla byt na hranici 90% podobnosti pfifazena

k zadné referencni sekvenci), u NewOTU2 je znam rod Bacteria, kmen Bacteroidetes, tiida
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Sphingobacteriia a tad Sphingobacteriales. Tato informace je vSak pievedenim do grafu

pozorovanych Celedi ztracena.
Redukce na zakladé informace uloZené v metadatech

Doposud jsme redukovali pouze pocet uzla z partity zastupujici OTU. Je nasnadé zam¢étit se

také na druhou partitu grafu. Dataset obsahoval nasledujici metadata popsana v tabulce 4:

Tabulka 4: Dostupna metadata

SamplelD Dodavatel Zemé Pavodu Description
21 B Vietnam Paracheirodon_axelrodi
22 B Vietnam Poecilia_sphenops
23 B Vietnam Hypostomus_plecostomus
29 D Peru Otocinclus_affinis
32 D Peru Otocinclus_affinis
44 E Vietnam Plecostomus_Gold
46 E Vietnam Gold_Black_Molla
55 F Vietnam V4
51 F Singapur Colisa_lalia_blood red K574, samecci
52 F Singapur Colisa_lalia_blood_red_ K574, samicky
28 C Peru Panaqolus_changae
43 E Thajsko Poecilia_sphenops
30 D Peru Surubim_Lima
40 E Vietnam Sewelia
61 G Vietnam Xiphophorus_maculatus
35 D Hong_Kong Pseudotropheus_Cheni
39 E Cina Xenopus_laevis_Albin
57 G Vietnam Gyrinocheilus

V prvnim sloupecku vidime identifikator vzorku, ve druhém typ dodavatele, ve tfetim
zemi puvodu a ve ¢tvrtém druh piepravované ryby. Z tabulky byla vypusténa informace o
barcodové sekvenci, sekvenci primeru a sekvenci reversniho primeru. V metadatech byla

samoziejmeé pritomna tak, jak ukazuje vzor na obr. 13.

Obrazek 32 porovnava jednotlivé dodavatele ryb mezi sebou. Data byla zpracovana do
celedi a dale redukovana prahovou hodnotou 100 ¢teni. Do jednoho uzlu nazvaného B byly
dale dle tabulky 4 shluknuty vzorky 21, 22 a 23. Podobnym zpisobem byly vytvofeny i uzly
C,D,E,FaG.

Graf se stal piehlednéjsim nez graf uvedeny na obr. 31. Zaroven, ackoliv bylo pouzito vice
redukénich technik, zdstal vyssi pocet ¢teni (viz tabulka 5). Shlukovanim uzli na zakladé

taxonomie totiZ stoupla abundance uzlli a redukce pomoci prahové hodnoty neodstranila tolik
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¢teni. Opacna volba potadi téchto dvou technik by vedla k niz§imu poctu ¢teni (konkrétné
30024, jak bylo uvedeno v tabulce 3). Vzrostla také denzita grafu a primérny stupen uzlu.
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(e)
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- Lacto@aceae
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Bacteri@caceae A@1 Bact roid/’;aceae
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Obr. 32: Bipartitni graf porovnavajici dodavatele. Data byla zpracovana redukci podle abundance ¢eledi 100 a vyssi.

U grafu na obr. 32 bylo také pouzito vahovani hran. Vidime, ze ackoliv byla celed’
Lactobacillaceae piitomna ve vodé dodavateli B, C, D i F, pro dodavatele C byla
mnohem vys$$i neZ u vSech vzorkd dodavatele D, F nebo B dohromady. VVzorky dodavatele D
byly Iépe charakterizovany celedi Comamonadaceae a Sphingobacteriaceae. Voda od
dodavatele D obsahovala také mnoho specifickych celedi, které nebyly nalezeny u Zadnych
jinych dodavatelt, napt.: Coxiellaceae.
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Tabulka 5: Parametry grafu ziskaného souborem ti'i redukénich funkei

Pocet uzlu 37

Pocet hran 64
Primérny stupen uzld 3,460
Denzita grafu 0,192
Pocet ¢teni 42146

Nedefinované OTU 2

Zaméreni pouze na specifické organismy

Dalsi moznosti k ziskani ptehledngjSich bipartitnich grafii je zaméfeni se pouze na urcité
organismy pomoci funkce taxonomy_focus. Na obrazku 33 je graf, ve kterém jsou uvedeny
vSechny organismy spadajici do tifidy Bacilli. Pro vykresleni do grafu byla volena
rody, Celedi i fady. Nekteré vzorky neobsahovaly zadné organismy tiidy Bacilli a nejsou tak
v grafu viibec zaznaceny. Parametry grafu jsou uvedeny v tabulce 6.

@ druh
@ rod

@ celed
@ fad
® vzorky

Thermoa ovorans

Lac LIS

1

trepto€ogcaceae

eae

Carnob riaceae
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Ce m Aerd@otcus
Aerocclaceae
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Obr. 33: Detekované organismy spadajici do tfidy Bacilli
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Tabulka 6: Parametry grafu zaméieného na tfidu Bacilli

Pocet uzlu 31

Pocet hran 43
Primérny stupen uzla 2,774
Denzita grafu 0,185
Pocet ¢teni 8555

Nedefinované OTU 0

Prah podobnosti

V tvodu této kapitoly jsme si zminili prah podobnosti 97 % pro pfifazeni dvou OTU do
jednoho shluku a 90 % pro pfifazeni taxonomie. Pro lepsi predstavu kolik je to vlastné bazi,
se podivejme na tabulku 7 a obr. 34 charakterizujici délku vstupnich sekvenci.

Tabulka 7: RozloZeni délky analyzovanych sekvenci

Minimum 1. kvartil Median Pramér 3. kvartil  Maximum
Vsechny sekvence 43 467 476 467,7 477 998
189 412 419 418,2 421 559

Reprezentativni sekvence

500 4

450 A

délka [bazi]

]

400 4

chny sekvence

reprezentativni sekvence vsechny sek

Obr. 34: Krabicovy graf rozloZeni délky sekvenci

Uvazujme median vSech sekvenci jako délku sekvenci, které chceme sloucit do jednoho OTU.
PouZijeme-li prah podobnosti 97 %, zjistime, ze sekvence se od sebe mohou liSit maximalné o
14 bazi, jinak nebudou zatfazeny do jednoho OTU. Podobné uvazujeme-li median délky
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reprezentativnich sekvenci jako délku sekvence, u které chceme urcit jeji taxonomii pii prahu

podobnosti 90 %, zjistime, Ze se sekvence museji shodovat minimalné v 378 bazich z 419.

7.2 Analyza algoritmu detekce komunit
V této kapitole se zaméfime na porovnadni algoritmi pro detekci komunit zminénych
v kapitole 6.2. Data pro vSechny analyzy v této kapitole byla stejna jako v kapitole 7.1, avsak

byla jiz ptedzpracovana redukci podle ¢eledi a naslednym porovnanim s prahem 100 ¢teni.

Nejprve byly komunity hledany v partité¢ zastupujici OTU. Tabulka 8 uvadi ziskané

vysledky.
Tabulka 8: Vysledky detekce komunit mezi OTU

Vahovana projekce Nevahovana projekce

Detek¢ni metoda Modularita Pocet komunit Modularita Pocet komunit
Metoda bloudéni 0,156 4 0,150 4
Hlavni vlastni vektor 0,155 3 0,159 6
Propagace znacky 0 1 0 1
Mezilehlost hran 0,038 12 0,027 18
Rychlé rozvijeni 0,176 3 0,198 4
Optimalni rozlozeni 0,178 4 0,198 4

Vzhledem Kk nizkému pocétu uzli v této partité mohlo byt vypocéteno také optimalni
rozd€leni komunit ve smyslu maximalizace modularni funkce. Nejvyssi modularni funkce
bylo dosazeno pouzitim nevahované projekce metodou rychlého rozvijeni stejné jako
optimalniho rozloZeni. AvSak odstranénim informace ulozené v hranich grafu pfi pouziti

nevahované projekce miizeme ztratit dilezité vazby v grafu.

Véhované optimalni rozlozeni se liSilo od nevahovaného v zatazeni Cceledi
Rhodospiracalleae a Sphingobacteriaceae. Na obr. 35 je vykreslen graf ziskany optimalni
nevahovanou detekci komunit. Komunity jsou rozliSeny barevné. U vihované optimalni
detekce komunit byly ¢eledi Rhodospiracalleae i Sphingobacteriaceae piitazeny do svétle

modré komunity.

Optimalnimu rozloZeni komunit se nejvice ptibliZovala metoda rychlého rozvijeni.
V piipadé nevahované projekce bipartitniho grafu docilila stejnych vysledkti jako metoda
optimalniho rozd¢leni. V piipad¢ vahované projekce bylo nalezeno o jednu komunitu méné.
Zatimco metoda optimdlniho rozd€leni komunit méla tendence shlukovat vysoce specifické
OTU (OTU nalezené pouze v jediném vzorku) do jedné skupiny, metoda rychlého rozvijeni je
shlukovala do vétsich celku.

Podobnych vysledkii bylo dosazeno také metodou bloudéni. Lisila se v odliSném zatazeni
celedi Commamonadaceae, Flavobactericiae, Neisseriaceae a Sphingomonadaceae.
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Naopak nizké modularity dosdhla metoda propagace znacky, ktera vSechny OTU
zahrnula do jedné komunity, a také metoda mezilehlosti hran, ktera detekovala 12 komunit pfi
vahované projekci a 18 pifi nevahované projekci. Nutno podotknout, Zze komunity ptisobily
znaén¢ chaotickym dojmem, a bylo detekovano mnoho komunit tvofenych pouze jedinym
uzlem.

Fusob.'laceae

Alcallceae

Mora.ceae . Rhizceae
Bacteceae @ / Enteroriaceae @
Pseudo’daceae
Lachnraceae @ O .
Rumincaceae /_/__ Aerom.aceae

[~

@ \\\\ //’ /__Elav/éb cteriaceae @ Shewaceae

Rhodobacteraceae \\Wee ckge Sphingo@adaceae

_..:\:\
Comagceae
Neis'c‘éﬁé | @
Lacto.laceae 30 / Xanthodaceae
/ AN . Ve ,./'/

. 7 Rhodospirjllaceae
Bdellov.ﬁacea/e//

g
Bacteric.acaceae

Chitino@gaceae @
Caulob@raceae

Burkh‘laceae Cox@ceae

NeByu2 A@1

Obr. 35: Vysledek nevahované detekce komunit metodou optimalniho rozloZeni.

Kromé¢ OTU byly piifazeny do komunit také jednotlivé odebrané vzorky. Vysledky jsou
shrnuty v tabulce 9.

v v

Ziskané vysledky skore modularity zlstaly o poznani nizs$i nez pii detekci komunit u
OTU. I zde doséhly metody propagace znaCky a mezilehlost hran velmi nizkého skore.
Podobné na tom byla také metoda bloudéni, kterd rovnéz dosahla nulové maximalni

modularity, ale na rozdil od pfedeslych metod nezahrnula vSechny shluky do jednoho, naopak
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kazdému vzorku byla pfifazena vlastni komunita. Metoda vlastniho vektoru a rychlého
rozvijeni dosahly jak u véhované, tak nevdhované projekce stejnych vysledkii jako metoda

optimalniho rozlozeni.

Tabulka 9: Vysledky detekce komunit mezi vzorky

Vahovana bipartitni projekce Nevahovana bipartitni projekce

Detek¢ni metoda Modularita Pocet komunit Modularita Pocet komunit
Metoda bloudéni 0,068 3 0,000 17
Hlavni vlastni vektor 0,086 3 0,011 2
Propagace znacky 0,000 1 0,000 1
Mezilehlost hran 0,000 1 0,000 1
Rychlé rozvijeni 0,086 3 0,011 2
Optimalni rozlozeni 0,086 3 0,011 2

Na obr. 36 je graf vahované detekce komunit optimalnim rozlozenim. Na rozdil od grafu
na obr. 35 je zde moznost vyuziti vahovani hran. U piedeslého grafu bylo vahovani hran
potlac¢eno. Byla volena také odliSnad vizualizacni metoda. Komunity jsou opét rozliSeny
barevné, ale OTU byly vykresleny pouze mens$im typem uzli. Uzly vzorkl jsou vSechny
vykresleny ve stejné velikosti. U predeSlého typu grafi byla velikost uzli zavisld na jeho
stupni.

Obr. 36: Vysledek vahované detekce komunit optimalnim rozloZenim.

55



Srovname-li vysledky z obrazku 36 s informacemi, které o vzorcich mame (uvedeny
v tabulce 4), zjistime, Ze vSechny vzorky dodavatele F a C jsou piifazeny do zluté zna¢eného
shluku. Stejn¢ tak vSechny vzorky od dodavatele E pochazejici z Viethamu a vzorky od
dodavatele G jsou v modrém shluku. V rizovém shluku jsou zafazeny vzorky od dodavatele
D a vzorek E z Thajska. Vzorky od dodavatele B byly zafazeny do rtzového i modrého
shluku bez zjevnych asociaci.

7.3 Analyza procesu OTU picking

Navrzeny balicek bipartiteOTU byl vyuzit pro analyzu hlavnich parametrti procesu OTU
picking. Byly porovnavany tfi hlavni OTU picking metody, a to pfedevsim z hlediska
detekované diverzity. Dale byla testovana zavislost vystupnich dat na nastaveni hranice prahu

podobnosti a volb¢ referencni databaze.
OTU picking pristupy

Byl pouzit dataset blize popsany v kapitole 7.1. Data byla prostfednictvim platformy QIIME a
vypocetnich servert MetaCentra zpracovana zvlast closed reference, open reference a
de novo metodou, u které byly vysledné shluky dodateéné porovnany s databazi, aby bylo

mozno ziskana data porovnat mezi sebou.

Analyzou byly zaznamendny urcité rozdily v celkové detekované mikrobidlni diverzité
vzorkll. Zatimco pomoci open reference OTU picking bylo nalezeno 16 mikrobialnich kment,
ptistup closed reference a de novo picking jich detekoval 19. Jak je patrné v tabulce 10,

rozdily ve vysledné diverzité naristaly s konkrétnéjsim taxonomickym zafazenim.

Tabulka 10: Srovnani vysledki ziskanych de novo, open reference a closed reference OTU picking metodami.

OTU picking shiuky Nova  Celkovy Nalezené taxonomické kategorie
metoda OTU pocet ¢teni fise kmen tiida fad celed rod druh
De novo 4149 921 56661 1 19 38 63 113 185 51

Open reference 2596 276 53740 1 16 31 56 94 134 45

Closed reference 1410 0 30345 1 19 37 62 106 194 89

Obrazek 37 ukazuje odlisnosti v dosazené diverzité na urovni celedi. OTU jsou rozdéleny
do péti barevné odliSenych komunit na zakladé pfislusnosti k jednotlivym OTU picking
parametry. Open reference totiz vyuZziva prahovani a odstraituje OTU tvofena jedinym Ctenim.
Na urovni taxonomickych celedi se toto nastaveni projevilo napiiklad potlacenim celedi
Staphylococcaceae s po¢tem 11 ¢teni nalezenych closed reference metodou.

Metody se také liSily v poctu nové detekovanych OTU. Z podstaty closed reference
pfistupu vyplyvd, Ze nemiiZze detekovat zadné nové OTU, a rovnéz celkovy pocet
zpracovanych ¢teni je niz$i, nebot’ Cteni, ktera nemohou byt sparovana s referenci, jsou
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Z datasetu vyfazena. Naproti tomu open reference pfistup vytvoiil 276 novych OTU, a
de novo metoda dokonce 921.

1 - Bryobacteraceae 12 - Aurantimonadaceae
OpenRef 16 - Beijerinckia(_:eae 19 - Brevibacteri'aceae

25 - Carnobacteriaceae 32 - Cyclobacteriaceae

35 - Desulfovibrionaceae 44 - Geodermatophilaceae

48 - Holophagaceae 53 - Intrasporangiaceae

81 - Propionibacteriaceae 96 - Staphylococcaceae
99 - Synergistaceae
101 - Thermaceae
106 - Kineosporiaceae
107 - Patulibacteraceae
@ 108 - A1-I_31
@ 109 - Bacillaceae
DeNovo @ 110 - Cystobacterineae
114 111 - Gallionellaceae
109 440 112 - Nannocystaceae
~ 113 - Solibacteracea
114 - Williamsiaceae

(9 (12)

Obr. 37: Taxonomické ¢eledi nalezené closed reference, open reference a de novo OTU picking metodami.

Prah podobnosti

Pro sledovani zmén zpiisobenych nastavenim parametru podobnosti byla data zpracovana
open reference OTU picking jakozto obecné doporucovanou a pravdépodobné
nejpouzivangj§si OTU picking metodou. Diive popsané prahovani open reference OTU
picking metody, které odstrafiuje OTU tvofena jedinym ¢tenim, bylo potlaceno.

Byl volen prah podobnosti 90 %, 95 %, 97 % a 100 %. V tabulce 11 je uveden maximalni
pocet rozdilnych bazi pro ptifazeni sekvenci do shlukii, uvazujeme-li délku vSech sekvenci
476 bazi podle jejich medianu (viz tabulka 7 v kapitole 7.1).

Tabulka 11: Maximalni pocet odli$Snych bazi pro pfifazeni do shluku

Prah podobnosti Vsechny sekvence
90 % 47 bazi
95 % 23 bazi
97 % 14 bazi
100 % 0 bazi
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Rozdily v dosazenych vysledcich nebyly pii zménéch prahu podobnosti tak markantni
jako pii zménach OTU picking metody. Dle predpokladt pii nastaveni prahu podobnosti na
90 % bylo nalezeno nejmén¢ OTU nezatazenych zadné taxonomické celedi (celkem 794).
Nasledovalo 95 % nastaveni (1170 nezatazenych OTU), 97 % (1460 nezatazenych OTU) a
100 % s 2933 nezarazenymi OTU.

197 %
78 - Oceanospirillaceae
~ 116 - Aurantimonadaceae
o (67 fasy L
85} /22\1 = ?0/ "
|2 Ty ey e e 95)
(40 80 N ;43{ 18
TiA LG @ 105 28
'.9?;\107;“101 84\ 2) 96 81,57 a5
31 S
T A A 471 166 69 15) 13 6
i o/ | —a\ U=y /,,, [
95 % {108 o *52/ 23 25 83 %0, (a7 ”106 20 110
G
(- ‘8. 100 97710858 12 72, g3
85 73« : - 44 42 “ N
S a0 21 g 61 16 ™ 54
&L,
7-\,_,_»111/ 4836 14,109 104 84) 29
iR 74 10160 58 86 4,;
55*77 12 Ty 726) 1 9'3\5 100 %
o o7 53 115 g1 gl
1;133“
78
90 %

Obr. 38: Taxonomické ¢eledi nalezené open reference OTU picking p¥i prahu podobnosti 90 %, 95 %, 97 % a 100 %.

Obr. 38 shrnuje vysledky dosazené diverzity v taxonomickych ¢eledich. 95% a 97% prah
detekovaly stejnou diverzitu, nastavenim 90% prahu byla navic detekovana Cceled
Oceanospirillaceae a nastavenim 100% byla kromé ¢eledi Oceanospirillaceae nalezena jeste
¢eled’ Aurantimonadacae. Jediné prahovou hodnotou 100 % jsme se tak dorovnali diverzité
dosazené closed reference OTU picking p¥istupem pti 97% prahu na obrazku 37. Celed’
Aurantimonadacae nebyla zastoupena velkym poctem cteni (9 Cteni u open reference a 11
¢teni u closed reference OTU picking metody). Zda se, ze schopnost jeji detekce byla silné
zéavisla na postupu pfifazovani taxonomické kategorie. Tvurci QIIME pfisuzuji veétsi
diivéryhodnost taxonomickému zatazeni closed reference metodou, protoZe je pouzita pfimo
taxonomie referencni sekvence, ke které byla nami analyzovana sekvence pfifazena. U open

reference jsou nejdiive reprezentativni sekvence z closed i de novo kroku ulozeny do jednoho
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textového souboru, a poté je u nich hledano taxonomické zafazeni opakovanym

porovnavanim s referencni databazi.

Ani rozdily v detekované abundanci druhti nebyly velké. V tabulce 12 a na obr. 39 jsou
uvedeny &eledi, jejichZ abundance byla 100 a vys§i. Cisla &eledi z tabulky odpovidaji ¢islim
Celedi z grafu. Porovname-li intervaly, vjakych se vyskytovaly pozorované cetnosti
organismi pii zméndch prahu podobnosti (90 % , 95 %, 97 % a 100 %), jejich variacni
rozpéti, tloustky hran a jejich barevny odstin vychazejici z jednotlivych OTU uzla v grafu,
zjistime, ze rozdily jsou pomérné malé.

Tabulka 12: Rozdily v zaznamenané ¢etnosti jednotlivych organismi. V kolonce interval je zanesen pozorovany

interval nap¥i¢ analyzami s 90%, 95%, 97% a 100% prahem podobnosti. DosaZené varia¢ni rozpéti je uvedeno
Vv tfetim a Sestém sloupci tabulky.

celed’ interval Vamfn,l celed’ interval Varlafn,l

rozpeti rozpeti
0-Weeksellaceae 1140 - 1153 13 17-Lactobacillaceae 8480 - 8489 9
1-ACK-M1 689 - 698 9 18-Lachnospiraceae 458 - 469 11
2-Aeromonadaceae 1970 - 1996 26 19-Microbacteriaceae 260 - 270 10
3-Alcaligenaceae 405 - 408 3 20-Moraxellaceae 893 - 906 13
4-Bacteriovoracaceae 192 - 202 10 21-Neisseriaceae 400 - 409 9
5-Bacteroidaceae 1954 - 1993 39 22-Oxalobacteraceae 574 - 584 10
6-Bdellovibrionaceae 255 - 256 1 23-Pseudomonadaceae 2267 - 2298 31
7-Burkholderiaceae 308 - 312 4 24-Rhizobiaceae 1880 - 1918 38
8-Caulobacteraceae 601 - 609 8 25-Rhodobacteraceae 536 - 540 4
9-Comamonadaceae 7979 - 8019 40 26-Rhodocyclaceae 268 - 346 78
10-Coxiellaceae 495 - 504 9 27-Rhodospirillaceae 1350 - 1352 2
11-Cytophagaceae 2037 -2068 31 28-Ruminococcaceae 281 - 308 27
12-Enterobacteriaceae 670 - 733 63 29-Shewanellaceae 289 - 374 85
13-Flavobacteriaceae  2995-3034 39 30-Sphingobacteriaceae 4072 - 4114 42
14-Fusobacteriaceae 1194 - 1195 1 31-Sphingomonadaceae 3918 - 3953 35
15-Hyphomicrobiaceae 210 - 212 2 32-Xanthomonadaceae 456 - 460 4

16-Chitinophagaceae = 1572 - 1574 2
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Obr. 39: Graf srovnavajici abundanci OTU p¥i rizném nastaveni prahové hodnoty.

Volba referen¢ni databaze

Poslednim zkoumanym faktorem ovliviiujicim dosaZené vysledky byla volba referenéni
databaze. Data byla zpracovavana open reference metodou pii 97% prahu podobnosti. Jako
shlukovaci algoritmus byl volen uclust a porovnavany byly tfi referencni databaze —
nejaktudlnéjsi QIIME kompatibilni databaze Silva 128 z29. zafi 2016, nejaktudlné;jsi
databaze Greengenes 13 8 ze srpna 2013 a déale Greengenes databaze ze 4. unora 2011.
Nastaveni open reference pfistupu pro odstraiovani shlukd s jedinym pozorovanim bylo

ponechano.

Vysledky analyzy jsou zachyceny na obr. 40. Z divodu velkého poétu uzli byla data
redukovana pouze na Celedi, jejichz abundance byla 20 a vyssi. Pii vyuziti databaze Silva byl
zaznamenan velky pocet OTU, které nebyly detekovany ani novéjsi, ani star$i databazi
Greengenes (v grafu znaceny jako GG a GG 2011). Podivame-li se vSak podrobné&ji na uzly,
Vv jejichz detekci se databaze lisily, zjistime, ze se miize jednat také o nejednotnost nazvoslovi.
Naptiklad uzly 57 a 66 oba dva zastupuji ¢eled’ Solibacteraceae. Rozdil je ale ve znaceni této
celedi — zatimco ob¢ Greengenes databaze ji znaci jako ,, Solibacteraceae “, v databazi Silva je
pojmenovana jako ,,Solibacteraceae (subgroup 3)“, ackoliv se v databazi Silva zadna dalsi
podtiida této ¢eledi nenachazi, jak by jeji nazev mohl napovidat (viz [68]).
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. 0 - Chromatiaceae 1 - Weeksellaceae

. 3-ACK-M1 6 - Alteromonadaceae
. Ve P 10 - Bradyrhizobiaceae 13 - Clostridiaceae

[ / /

[ ‘ ¥ 16 - Cytophagaceae 18 - Erythrobacteraceae

21 - Haliangiaceae 23 - Hyphomonadaceae
24 - Chitinophagaceae
35 - Peptostreptococcaceae
36 - Phyllobacteriaceae
k% g ! ; 37 - Polyangiaceae
‘ \\ o 38 - Porphyromonadaceae
L — 39 - Prevotellaceae
46 - Saprospiraceae
50 - Streptococcaceae
54 - Flexibacteraceae
57 - Solibacteraceae
58 - A0839
. ; 59 - Cellvibrionaceae
49 a3 R\ 2D 60 - Clostridiaceae 1
yr- ot N 61 - MNG7

62 - NS11-12 marine group
63 - Rhizobiales Incertae
Sedis

64 - Rhodospirillales
Incertae Sedis

65 - Rickettsiales Incertae
Sedis

66 - Solibacteraceae
(Subgroup 3)

67 - Sporichthyaceae

Obr. 40: Taxonomické ¢eledi nalezené pouzitim t¥i odliSnych databazi.

V grafu se také vyskytly uzly 63, 64 a 65 s taxonomickou kategorii Incertae Sedis, tedy
nejasného zafazeni. Jednd se o taxony, u nichZ nejsou znamy vyssi taxonomické skupiny.
Naptiklad bakterie druhu Reynarella massiliensis spada do ftadu Rhizobiales, avsak
v soucasné dob¢ neni zafazena do zadné Celedi. V Silva databazi je tak jeji ¢eled” vyplnéna
jako Rhizobiales Incertae Sedis.

Zda se tedy, ze se databaze Silva snazi o presnéj$i urceni OTU, avSak vykazuje
nejednotnosti, které pocitacové zpracovani datasetu mohou komplikovat. Naptiklad nezndma
taxonomicka kategorie bakterie mlze byt znaCena uncultured bacterium, uncultured,

uncultured organism, unassigned, unidentified a dalsi.

61



Ptiblizit odliSnosti se také pokousi tabulka 13. Do této tabulky byly zahrnuty pouze ty

OTU, jejichz abundance byla 100 a vyssi.

Tabulka 13: Rozdily v zaznamenané ¢etnosti jednotlivych organismi. V kolonce interval je zanesen pozorovany
interval napfi¢ analyzami s pouZitim databaze Silva, Greengenes z roku 2013 a Greengenes z roku 2011. DosaZené

varia¢ni rozpéti je uvedeno v ti‘etim a Sestém sloupci tabulky.

Celed interval Vanafn,l Celed interval Varlafn,l
rozpeti rozpeti
Weeksellaceae 0-1106 1106 Lachnospiraceae 415 - 614 199
ACK-M1 0 - 696 696 Microbacteriaceae 252 - 258 6
Aeromonadaceae 1902 -1959 57 Moraxellaceae 798 - 843 45
Alcaligenaceae 383 - 389 6 Neisseriaceae 360 - 377 17
Bacteriovoracaceae 196 - 198 2 Oxalobacteraceae 442 - 513 71
Bacteroidaceae 986 -1955 969 Porphyromonadaceae 0-1007 1007
Bdellovibrionaceae 223 -238 15 Pseudomonadaceae 2169 -2229 60
Bradyrhizobiaceae 0-305 305 Rhizobiaceae 1637 -1869 232
Burkholderiaceae 302 - 356 54 Rhodobacteraceae 491 - 513 22
Caulobacteraceae 566 - 569 3 Rhodocyclaceae 0-243 243
Comamonadaceae = 5751-7896 2145 Rhodospirillaceae 0-1327 1327
Coxiellaceae 497 - 497 0 Ruminococcaceae 189 - 252 63
Cytophagaceae 0-2013 2013 Shewanellaceae 270 - 390 120
Enterobacteriaceae 537 - 613 76 Sphingobacteriaceae 3994 - 4044 50
Erythrobacteraceae 0-282 282 Sphingomonadaceae = 3643 -3860 217
Flavobacteriaceae 2888 - 3988 1100 Xanthomonadaceae 416 - 430 14
Fusobacteriaceae 1176 -1199 23 Flexibacteraceae 0-1929 1929
Hyphomicrobiaceae 187 - 193 6 NS11-12 marine group 0 - 406 406
. Rhodospirillales Incertae
Chitinophagaceae 0-1477 1477 . 0-1251 1251
Sedis
Lactobacillaceae 8441 -8454 13 Sporichthyaceae 0-695 695

Velké rozdily jsou vidét u celedi Weeksellaceae, ktera byla detekovana pouze
Greengenes databazi z roku 2013. A také napiiklad u ¢etné zastoupené Celedi Cytophagaceae,
ktera nebyla s vyuzitim Greengenes databaze z roku 2011 vibec detekovana.

Co se ty¢e nalezenych novych OTU, nejvice jich bylo detekovano star§i Greengenes
databazi (737). Novéjsi Greengenes verze ji nasledovala (501), a naopak nejméné
nezafazenych OTU (277) nalezla databaze Silva, ktera je z analyzovanych databazi

nejnovejsi.
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Zavér

Vystupem diplomové prace je piedevSim vypracovany R balicek pro snadnou tvorbu
bipartitnich grafli z mikrobialnich dat. Soucasti prace bylo také vypracovani literarni reSerSe
zabyvajici se problematikou vizualizace tohoto typu dat a ukazalo se, Ze soucasné metody
nesplnuji pozadavky kladené na studium mikrobiomi. Nedostatky vidim predev§im v nizké
provazanosti studovanych spolecenstev a jejich propojeni, slozitosti detekce dulezitych vzora
a komunit, a také moznosti vykresleni konkrétnich organismii. Zda se, ze vizualizace pomoci

bipartitnich grafii by mohla mnohé z téchto problémi vytesit.

Soucasti balicku je také n€kolik funkci umoziujicich zpracovani dat vedouci k vysledné
vétsi prehlednosti findlniho grafu. Jedna se konkrétné o metody redukce na zéklade
taxonomického shlukovani, odstranéni OTU s nizkou abundanci, shlukovani na zakladé
aditivnich informaci o vzorcich a metody zamétujici se na konkrétni taxonomické vétve.
Analyza téchto funkci ukézala, ze vhodnou kombinaci zminénych metod muizeme docilit

ptehlednych grafli za soucasného zachovani velkého mnozstvi pivodnich sekvenci.

Do balicku je rovnéz implementovdno 7 funkci pro detekci komunit. Diky ptevedeni
bipartitniho grafu do jeho projekce je tak mozno vyuzit detekce komunit pomoci metody
bloudéni, vlastniho vektoru, propagace znacky, mezilehlosti hran, rychlého rozvijeni a pfi
nizkém poctu uzll také optimalniho rozlozeni. Algoritmy byly testovany na vzorcich vody
slouzici k pfepravé ryb a obzvlasté¢ dobrych vysledkii bylo dosazeno pomoci algoritmu
rychlého rozvijeni. Jeho vypocetni naro¢nost nebyla tak vysoka jako pii vypoctu optimalniho
rozlozeni a dosazené vysledky byly totozné. Navic se zd4, ze vysledky koresponduji

s informacemi o datasetu, totiz Se zemi ptuvodu a s konkrétnimi dodavateli.

V diplomové praci jsem se dale vénovala popisu zpracovani surovych dat ziskanych ze
sekvenatoru, pfiCemzZ jsem se zaméfila na ty kroky zpracovani, které mohou vysledna data
nejvice ovlivnit. Nékteré z téchto krokd byly poté analyzovany v praktické ¢asti prace. Velky
vliv na vyslednéa data méla volba referen¢ni databaze. Naopak nastaveni 90 %, 95 %, 97 % a
100 % prahu podobnosti vedlo na taxonomické urovni celedi k takika nepozménénym
vysledkim. Déle se ukazalo, Ze ackoliv se open reference OTU picking povazuje za zlatou
sttedni cestu mezi de novo a closed reference OTU picking metodami, je velmi slozité
piiblizit se open reference pristupem vysledkim téchto dvou metod. Zejména pak kvili

odliSnému stylu pfifazovani taxonomie, a také vlivem dodate¢nych filtra¢nich kroka.

Pro potieby této diplomové prace bylo vyuzito platformy QIIME a vypocetnich servert

MetaCentra. NavrZeny balicek je voln¢ dostupny na www.github.com/safma/bipartiteOTU.
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napsany v programovacim prostfedi R verze 3.3.0 (2016-05-03). Piilozené CD obsahuje

kromé soubori balicku také diplomovou praci ve formatu pdf.
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