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ABSTRAKT

Metatranskriptomicka analyza poskytuje informaci o pravé exprimovanych genech orga-
nismu v dobé odebrani analyzovaného vzorku. Rozmach zkoumani gen( prisel s vyvojem
sekvenacnich technologii a technologickym pokrokem. Tato prace pojednava o nukleo-
vych kyselinach a jejich vyznamu v genetice. Zabyva se pojmy metatranskriptom, me-
tagenom a mikrobiom. Popisuje metodu sekvenovani od znacky lllumina a predstavuje
software vhodny pro metatranskriptomickou analyzu. Nasledné prace zahrnuje vytvo-
feni testovaciho datasetu, vytvoreni dashboardu pro vizualizaci dat a vyzkouseni tohoto
dashboardu na testovacim datasetu.

KLICOVA SLOVA

metatranskriptomickd analyza, metatranskriptom, metagenom, nukleové kyseliny, HU-
MAnRN, MetaPhlAn, sekvenovani, mikrobiom

ABSTRACT

Metatranscriptomic analysis provides information about the currently expressed genes of
an organism at the time the sample is collected. The boom in the study of genes came
with the development of sequencing technologies and other technological advances. This
thesis discusses nucleic acids and their importance in genetics. It explores the concepts of
metatranscriptome, metagenome and microbiome. It describes the lllumina sequencing
method and introduces software suitable for metatranscriptomic analysis. Subsequently,
the work includes the creation of a test dataset, the creation of a dashboard for data
visualization, and the testing of this dashboard using the test dataset.
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metatranscriptomic analysis, metatranscriptome, metagenome, nucleic acids, HUMAnN,
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Uvod

Metatranskriptom prinasi informace o exprimaci gent ¢lovéka, ale také informace
o exprimaci gentl mikrobiomu v nasem téle a ve svété kolem nés. Nesmime vsak zapo-
minat, ze soucasné technologie umoznuji zjistovat metatranskriptom pouze v jednom
casovém momentu a za specifickych podminek u konkrétniho vzorku. Vyuzivani me-
tatranskriptomu je zalezitosti pocatku 21. stoleti. Tento smér méa pred sebou jesté
mnohé objevy a jisté se bude nemalou mirou podilet na zlepseni zdravi a kvality
zivota nas vsech.

Tato prace popisuje, co se pod slovem metatranskriptom skryva, jak je mozné jej
zjistit a k ¢emu je mozné jej vyuzit. Zaméii se blize na néastroje softwarového balicku
bioBakery 3 a na data analyzovana pomoci programu z tohoto balicku (MetaPhlAn
4 a HUMAnN 3). Pro tato data bude vytvofen dashboard s vizualizacemi, kde
budou pokud mozno, co nejlépe graficky vyobrazeny vysledky analyzy pomoci grafi,
tabulek a diagramii a bude poukazano na rozlicné moznosti vizualizace.

Cilem prace je seznamit c¢tenare se zakladnimi poznatky o genetické informaci
a o tom, kde se nachéazi a jak je s ni nakladdno. Dale jsou ¢tendri priblizeny pojmy
metagenom, mikrobiom a jejich souvislost s metatranskriptomem, nasledné je za-
meéfena pozornost na metody analyzy metatranskriptomu spolecné se souvisejicimi
metodami sekvenovani. Jako nastroj pro analyzu je zde predstaven balicek bioBakery
a priblizena softwarova ¢ast analyzy. Na zminénou teorii navazuje navrh vizualizac-
niho dashboardu, ktery méa za cil ukazat popis vizualiza¢niho prostiedi, nastroje
pro jeho tvorbu a predat c¢tenari informace o dilezitosti spravného vizualizovani

dat, ale také ¢tenare varovat pred moznymi chybami v procesu vizualizace.



1 Nukleové kyseliny DNA a RNA

Nukleové kyseliny jsou biopolymery tvorené polynukleotidovymi retézci. Jejich funkce
spociva v uchovani a prenosu genetické informace. Uplatnuji se pti proteosyntéze
(transkripci a translaci).

Zakladem nukleotidovych kyselin jsou tzv. dusikaté baze: adenin, guanin (puri-
nové baze), cytosin, thymin a uracil (pyrimidinové baze). Z dusikatych bazi a mo-
nosacharidu (ribosa a 2-deoxyribosa) poté vznikaji nukleosidy adenosin, guano-
sin, cytidin, thymidin a uridin. U nukleosidii obsahujicich 2-deoxyribosu pridavame
predponu deoxy-. Z nukleosidi jako jejich derivaty vznikaji nukleotidy. Na ribosu
nebo 2-deoxyribosu se esterovou vazbou vaze kyselina fosforecna, nejcastéji v pozici
5" nebo 3’ Obecny nazev nukleotidii je poté nukleosid-fosfat. U konkrétnich nazvi

se uvadi poloha 5’ nebo 3’, napf. adenosin-5-fosfat [1].

Baze Nukleosid Nukleotid
Adenin(A) adenosin | adenosin-5’-monofosfat(AMP)
Guanin (G) | guanosin | guanosin-5-monofosfat(GMP)
Cytosin (C) cytidin cytidin-5-monofosfat(CMP)
Uracil (U) uridin uridin-5’-monofosfat (UMP)
Thymin (T) | thymidin | thymidin-5-monofosfat(TMP)

Tab. 1.1: Pfehled ndzvu béazi nukleovych kyselin. Prevzato a preloZeno z [2].

Do nukleotidovych fetézct jsou jednotlivé nukleotidy spojeny prostrednictvim
3, 5’-fosfodiesterovych vazeb (na 3’ -OH skupinu nukleotidu se vaze 5’-fosfatova sku-
pina nasledujiciho nukleotidu). Retézce vSech nukleovych kyselin jsou usporddény
do pravidelné se opakujici sekvence fosfat-pentosa, k nimz jsou navazany dusikaté
baze. Retézce vizdy konéi na jedné strané 5’-koncem fosfatové skupiny a na druhé
strané 3’-konce hydroxidové skupiny. To dava fetézciim polaritu a urcuje, kterym
smérem se bude ¢ist geneticka informace ulozena v retézci. 5’-konec ma zaporny na-
boj a 3’ konec mé kladny naboj. Jednotlivé nukleotidy jsou vzdy ¢teny od 5’-konce
ke 3’-konci.

Podle povahy sacharidové slozky rozlisujeme deoxyribonukleové kyseliny (DNA),
v nichz je obsaZena 2-deoxyribosa, a ribonukleové kyseliny (RNA), v nichZ je obsa-
zena ribosa. V DNA se nachazeji purinové baze adenin, guanin a pyrimidinové baze

thymin a cytosin. V RNA je thymin nahrazen uracilem [1].



1.1 Deoxyribonukleova kyselina - DNA

Deoxyribonukleovou kyselinu (DNA) si mtuzeme predstavit jako dvé vldkna nukle-
otidovych Tetézctl, které se k sobé pres jednotlivé baze spojuji vodikovymi mustky.
Spojeni vSak v prostoru nevypada jako dva linearni fetézce spojené k sobé v jedné
roviné, ale jako pravotoc¢iva dvousroubovice.

Spojovani bazi ma v DNA sva pravidla, kterd nazyvame princip komplementar-
ntho parovani nukleotidii. Par mohou vzdy utvorit pouze adenin s thyminem (A-T)
a cytosin s guaninem (G-C). Vazba A-T je oznacovana jako slaba vazba, protoze
je spojena pouze dvéma vodikovymi mistky a vazba G-C je oznacovana jako silnd
vazba, protoze je tvorena tfemi vodikovymi mistky. Takto utvorend DNA je komple-
mentarni a mizeme z jednoho vldkna odvodit vlakno druhé, aniz bychom ho predem
znali. DNA je dale antiparalelni, coz znamenad, Ze na jednom konci mé jedno vldkno
3’-konec a druhé vldkno 5-konec. VySe popsané je znazornéno v obrazku DNA

samotnd slouzi predevs§im pro uchovéni genetické informace [2].
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1.2 Ribonukleova kyselina - RNA

Ribonukleova kyselina (RNA) je jednovlaknovy biopolymer, ktery je nejcastéji vy-
uzivim na prenos genu z jadra bunky (transkripce) a jejich nasledné zpracovani
a vytvoreni proteini (translace). RNA je casto kratsi nez DNA a nese informaci
pouze o jednom ¢i dvou genech. V. RNA se misto dusikaté baze thyminu nachazi
uracil. Princip komplementarity zistava zachovan, tudiz misto thyminu tvori par
s adeninem uracil. RNA vzdy vzniké transkripci (viz Kapitola a déli se na né-
kolik druhu [1} 2]. Zakladnimi druhy jsou:

« mRNA - messengerovda RNA, kterd dopravuje genetickou informaci z jadra

do ribozomiti. Timto typem RNA se zabyva transkriptomicka analyza.

e« TRNA - ribozomalni RNA tvori dvé tretiny ribosomu a je zodpovédna za jeho
funkci. Hraje dulezitou roli pii vytvareni bilkovin. Je malo variabilni, a proto

je vyuzivana pro urc¢ovani taxonomického puvodu organismu [2].

o tRNA - transferovi RNA se podili na syntéze bilkovin pripojovanim jednot-
livych aminokyselin do polypeptidového Tetézce [1].

1.3 Exprimovani genetické informace

Spravna exprese genetické informace je dulezita pro chod celého organismu. Fungo-
vani organismu zabezpecuji bilkoviny. Aby mohla byt vytvorena nova bilkovina, musi
nejdrive probéhnout procesy zvané transkripce a translace. Pti transkripci dochazi
ke ¢teni DNA a vytvareni kopie gent, které jsou prenaseny v podobé RNA do ribo-
zomt, kde jsou nasledné prelozeny (translace) na fetézec aminokyselin a upraveny
na funkéni bilkovinu. Dale bude podrobné popsan pouze proces transkripce, jelikoz

je stézejni pro pochopeni vyznamu analyzy (meta)transkriptomu.

1.3.1 Centralni dogma molekularni biologie

Centralni dogma molekularni biologie udava pravidla a zastfeSuje proces repliko-
vani a exprimovani genetické informace. Je zakladnim stavebnim kamenem mole-
kularni biologie. Genetickd informace se mize dle schématu posouvat jen urci-
tymi sméry [2]. Hrozbou pro fungovani exprimace genetické informace a centralniho
dogma je oxidace, konkrétné reaktivni kyslikaté molekuly. Ty mohou poskozovat
cely proces a narusovat strukturu nukleovych kyselin. Kvili tomu vznikaji rtizna

neurologickd onemocnéni jako je napf. Alzheimerova choroba [4].
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1.3.2 Transkripce

Pri transkripci genu z DNA je vyuzivano pouze jedno vlakno DNA, které se nazyva
templatové vldkno. Proces zahajuje RNA-polymerasa a transkripc¢ni faktory, které
se vazou na templatové vlakno DNA v misté pred strukturnim genem zvaném pro-
motor. Nasledné dochazi k syntéze nové RNA na zakladé principu komplementarity
bézi [1].

Nové vytvorenda RNA se nazyva priméarni transkript. Primarni transkript byva
casto vysledna mRNA, ktera je pripravena na translaci, ale neni to vzdy pravidlem.
U clovéka vznikd jako primérni transkript tzv. preemRNA (prekurzorovd mRNA).
Pre-mRNA obsahuje tiseky DNA, které koduji funkéni geny (exony) a tseky DNA,
které nenesou genovou informaci a nachazeji se mezi jednotlivymi geny (introny).
Pro vznik mRNA musi pre-mRNA projit ipravami, jednou z nich je naptiklad spli-
cing (vystfizeni introni). Poté z pre-mRNA vznikd vyslednd mRNA a putuje dile
do ribozomt.

Analyza transkriptomu se zabyva pravé zminénou pre-mRNA a mRNA a zkouma
jaké geny jsou exprimovany a v jaké mife jsou geny exprimovany. Bylo zjisténo,
ze vyznamnou roli pfi exprimaci genti hraji pravé introny, i kdyz nenesou uzite¢nou

genovou informaci [2].

1.3.3 Alternativni splicing

Konstitutivni (standardni) splicing je proces vystfihovani intront a spojovani exont
v poradi, v jakém se v genu vyskytuji. U alternativniho splicingu dochéazi k riiznym
odchylkdm od bézného splicingu. Ruzné faktory (napt. spliceozomy) ovliviiuji spli-

cing, coz vede k riznym formam vysledné mRNA. Jiz tedy neplati pravidlo jeden



gen — jedna RNA — jeden protein. Z jednoho genu muze vzniknout vice proteint,
které mohou mit podobné funkce. Dochazi tim ke zvysSeni diverzity exprimovanych
proteinii.

Cetné studie potvrdily stézejni roli alternativniho splicingu v biologickjch sys-
témech. Alternativni splicing se objevuje piedevsim u eukaryot(Cim komplexnéjsi
eukaryota, tim vyssi podil alternativniho splicingu.), kde se podili na rozmanitych
biologickych procesech, které nés provazeji od narozeni az po smrt. Piikladem miize
byt vyvoj jednoduchych ale i komplexnich tkani jako jsou tkané mozku, varlat ¢i imu-
nitniho systému. Alternativni splicing mizeme tedy povazovat za jeden z ustrednich
prvki genové exprese. Nejcastéjsi varianty alternativniho splicingu jsou graficky zna-
zornény v obrazku [5].
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2 Mikrobiom a metagenom lidského téla

Metagenomika (metagenomicka analyza) se zabyva studiem celych biologickych ko-
munit v daném prostiedi. Metagenom zachycuje kompletni genetickou informaci
vSech organismu ve vzorku, coz znamena, ze v sobé skryva také informace o meta-
transkriptomu. Diky metagenomu vime, jakou maji organismy genetickou vybavu
a pri studiu metatranskriptomu zjistujeme, do jaké miry tuto genetickou vybavu

vyuzivaji [2].

2.1 Propojeni metagenomu a metatranskriptomu

Metagenomicka analyza je tzce spjatd s analyzou metatranskriptomu. Nejprve je
nutné urcit jaké organismy zkouméame a az poté muzeme zacit zjistovat, jaké kon-
krétni geny jsou exprimovany. Z metagenomickych dat 1ze za pomoci softwaru a refe-
rencnich databazi ur¢it metatranskriptom. Nelze se vsak spolehnout na jeho tiplnou
presnost, protoze pracujeme pouze s odhadem, ktery byl proveden na zakladé zna-
mych dat. Je tedy dobré mit na pameéti, ze se v tomto pripadé nedivime na skutecny
metatranskriptom. Pro zjisténi presnéjSiho metatranskriptomu je stéle nutné provést

metatranskriptomickou analyzu z pre-mRNA a mRNA [2].

2.2 Vyznam mikrobiomu nejen v lidském téle

Nejcastéji studujeme tzv. mikrobiom, coz je soubor mikroorganismi v daném pro-
sttedi. Jedna se naptiklad o mikrobiom zZivocichi, ale také o mikrobiom na dné
oceant, ¢i pod zemskym povrchem.

Studium metagenomu pomaha odhalit, co za organismy se nachazi v mikrobiomu,
jaka je jejich diverzita, ale také jaké nové proteiny, enzymy ¢i biochemické cesty mo-
hou existovat. Vyuziva se naptiklad jiz predem znamych gent a genetické informace
k urceni pritomnosti daného organismu. Metagenomikou zkoumame napiiklad bak-
terie zijici ve znecisténém prostredi a pozorujeme jejich prizpusobivost. Ze zjisténych
informacich lze poté vycist jaké enzymy bakterie produkuji a jak se vyporadavaji
se znecisténim. Lidé pak mohou tyto znalosti vyuzit ve sviij prospéch a zvratit na-

pachané skody na zivotnim prostfedi nebo pomoci lé¢it nemocné pacienty.



Pro tuto praci bude podstatny mikrobiom lidského téla. Nejvyznamnéjsimi mi-
krobiomy jsou:

o ordlni (ustni) mikrobiom,

e kozni mikrobiom,

o vaginalni mikrobiom,

o stfevni mikrobiom - nékolikandsobné vétsi nez predchozi jmenované.

Bylo zjisténo, ze zména v mikrobiomu muze byt vyuzita jako biomarker pro
urc¢eni zdravotniho stavu. Neni vSak znamo, jak pfesné zména mikrobiomu ovliv-
nuje nas zdravotni stav. Poodhalit toto tajemstvi nam pomaha pravé meta-omicka
analyza (viz Kapitola |3)) a muzeme tak vyuzivat nové moderni techniky a novych

poznatki k zlepseni kvality zivota lidstva [2].



3 Analyza metatranskriptomu

3.1 Zakladni poznatky

Metatranskriptomicka analyza (téz metatranskriptomika) je jednou ze zakladnich
metod zjistovani informaci o spolecenstvu organismi. Mezi dalsi metody patii:
o Metagenomicka analyza - pro zjisténi taxonomie a abundance jednotlivych
mikroorganismu ve vzorku [7].

o Metaproteomicka analyza - zjistuje vyskyt proteini a déni kolem nich [8].

o Metabolomicka analyza - zamétuje se na metabolity produkované organismem
[9].

Vsechny tyto analyzy jsou navzajem provazany a dohromady vytvareji komplexni
obraz jednotlivych metagenomi. Souhrnné se daji oznacit jako meta-omicka ana-
lyza [§]. Predpona meta- (fecky: "nesrovnatelng") u jednotlivych analyz znamen4,
ze se jedna o analyzu, kterd popisuje vice (mikro)organismu v jednom vzorku. Za-
hrnuje tedy napriklad vice genomii ¢i transkriptomi. Toto neplati u metabolomické
analyzy, kde je nazev odvozen od slova metabolit 7]. Metabolomicka analyza je slozi-
t€jsi na provedeni nez predchozi zminéné analyzy. Pracuje totiz s nizkomolekularnimi

objekty s odlisnymi fyzikalnimi vlastnostmi [9].

3.2 Vyuziti metatranskriptomu

Zjistovani metatranskriptomu by nebylo mozné bez vyvijejicich se technologii, zrych-
lovani zpracovani velkého mnozstvi dat a vyvoje sekvenac¢nich metod. Jednou z prv-
nich analyz metatraskriptomu byly analyzy planktonu, mikrobiomti v moti a na mot-
ském dné. Rizné studie mapuji zmény v oceanech a odhaluji informace o dosud ne-
poznanych organismech. Ptida je dalsim prostfedim, na které védci upreli sviij zrak.
V pidé se nachézi nescetné organismii a je jako takova velmi dilezitd pro zivot
na Zemi [10].

Hlavnim zajmem je ale v tomto pripadé lidské télo, jeho ¢asti, organy, vznika-
jici patologie a lidsky mikrobiom. Pomoci metatranskriptomiky mtizeme zkoumat
vliv mikrobii na clovéka a zjistovat, jaké procesy probihaji pti urc¢itych chorobach.
Mezi detailné zkoumané mikrobiomy patti stfevni mikrobiom, ale i prostiedi od tst
az po zaludek [7, |11].

Velkou kategorii tvori také nddorova onemocnéni a rakovina obecné. Zvyseny
vyskyt rakoviny a karcinogennich latek trapi lidstvo ¢im dal vice. Bezpecnou a uni-
verzalni 1écbu je ale tézké najit a to zejména kviili velké riznorodosti nadort a velké
komplexnosti téchto onemocnéni. Metatranskriptomika ndm miize pomoci odhalit,

co se v dany okamzik s nadorem déje a jaké jeho slozky jsou aktivni. To by mohlo



prinést dalsi informace potiebné k efektivni 1é¢bé. Analyzu pravé funkcénich gent
Ize také skloubit s riiznymi zobrazovacimi metodami a zacilit exprimaci konkrétniho
genu na konkrétni misto u nadoru. Jednim z moznych vyuziti je napriklad ziskani

informace, zda bude naddor metastazovat a do kterych mist to bude [6] 12].

3.3 Vyzvy analyzy metatranskriptomu

P1i vybéru sekvenacni technologie momentalné dominuji sekvenatory pro kratka
¢teni a metoda shotgun sekvenovani. Zejména proto, ze pojmou velké mnozstvi dat
za nizkou provozni cenu. Sekvenacni technologie se ale stale zlepsuji a zefektiviuji
a mohli by v budoucnu prinést vétsi presnost pri ¢teni a lepsi vysledky. Obecné
plati, Ze je potieba zlepsovat a zrychlovat technologie, aby bylo mozné ziskavat lepsi
a lepsi vysledky.

ZlepsSovat se musi nejen technologie, ale také sbirani a zpracovani dat. Pti ana-
Iyzach chybi referenéni a predem znama data, kterd by nam pomohla a usnadnila
zpracovani vzorki. Bude tedy nutné rozsitovat databéaze a sbirat dalsi a dalsi data.
Neni vsak dulezité data jen sbirat, ale také sjednotit format, ve kterém budou ulo-
zena. Protoze pokud chceme data sdilet a chceme mit co nejvice dostupnych dat,
musime je zapisovat jednim stylem. V opacném pripadé dochazi ke zpomaleni analyz

a ziskédvani cennych informaci [10].
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4 Metody ziskani dat pro analyzu metatran-
skriptomu

Momentalné nejpresnéjsi metodou analyzy metatranskriptomu daného mikrobiomu
v ur¢itém ¢asovém tuseku a za urcitych podminek je RNA sekvenovani (RNASeq).
Pomoci této metody miizeme zachytit transkriptomy, geny s nizkou expresi, ale i ne-
kodujici casti RNA.

Vzhledem ke slozitosti mikrobiomu se pro metatranskriptomické studie nejcas-
téji pouziva sekvenovani ve formé kratkych ¢teni obvykle generovanych sekvenacéni
technologii Illumina, zejména pokud pozadujeme vicevzorkovou analyzu a dobré
pokryti. Je vSak tézké spravné urcit parametry sekvenovani a to kvili nedostatku
pfedem znamych informaci o vzorcich [10]. Metatranskriptomicka analyza se tedy
témér vzdy provadi spolecné s dalsimi analyzami zminénymi v kapitole [3.1], zejména

spolecné s metagenomickou profilaci.

4.1 Ziskani RNA-Seq ze vzorki

Pokud chceme zjistit jaka geneticka informace je v daném vzorku exprimovana,
musime izolovat pouze RNA molekuly, které chceme zkoumat. Pro izolovani RNA
sekvenci jsou dnes dostupné kity od rtuznych spolecnosti. Kazdy kit ma svij stan-
dardni operac¢ni protokol (SOP), podle kterého se postupuje. Kity se mohou lisit
v postupu a v pouzitych chemikaliich, zakladni idea nicméné zlustava stejna. Nej-
prve je potreba ze vzorku odstranit veskerou DNA a ponechat pouze RNA. Daéle
musime odstranit ribozomalni RNA, kterd nepredstavuje pravé exprimované geny.
Konecnou tpravou pred vytvorenim knihovny a samotnym sekvenovanim je pretvo-
reni RNA sekvenci na ¢cDNA (z anglického: complementary DNA (komplementdrni
DNA) sekvence. cDNA vznikd za pouziti reverzni transkriptazy, pricemz dochdzi
k syntetizovani komplementarniho vldkna k vlaknu RNA. Tento krok je nutné pro-

vést, abychom mohli vyuzit technologie pro DNA sekvenovani |13} |14].

4.1.1 Technologie sekvenovani DNA

Existuje nékolik technologii pro sekvenovani DNA. Nejznaméjsi technologie, z nichz
se vétsina stale pouziva, jsou tyto:

o Maxam-Gilbert (jiz se nepouziva)

e Sanger

» Roche 454 pyrosequencing (jiz se nepouziva)

e Illumina
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« SOLiD

e Jon Torrent

« Pacific Bioscience

e Oxford Nanopore

V téchto technologii se vyuziva budto metoda ¢teni kratkych sekvenci (napr. Illu-

mina) nebo metoda ¢teni dlouhych sekvenci (napt. Oxford Nanopore). Prvni metoda

je rychla a velmi rozsitena. Druhd metoda je presnéjsi a dokéaze 1épe urcit predem

neznamé nukleotidové sekvence. V této praci bude zminéna predevsim sekvenacni

technologie Illumina, ktera je momentalné nejvyuzivanéjsi technologii pro transkrip-

tomickou analyzu. Illumina se zaméruje predevsim na kratka c¢teni, ale vyviji také

technologie pro dlouha ¢teni. Podrobnéjsi popis pripravy knihovny a procesu sekve-
novani je v kapitole [15]. P¥ehled struéné historie s vyznamnymi body genomiky

a sekvenovani je mozné vidét na ¢asové mapé v obrézku [£.1]

Roche pfedstavuje prvni
sekvendtor nové generace

Solexa vydava prvni genomovy

analyzator (sekvenator)

Leeuwenhoek publikuje sva
pozorovani ordlnich mikrobiot

Winogradskyho mikrobialni
experimenty v ekologii

1676 1931

| o ]
1

Robert Koch isoluje prvni mikroorganismy
pomoci pevného substritu

Handelsman a kolektiv pfichézi
s terminem “metagenomika”

Kary Mullis vyviji metodu PCR

g,

Fred Sanger vyviji prvni
metodu sekvenovani

1977

Carl Woese ukazuje vyuZiti
rRNA pro taxonomii

J
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Obr. 4.1: Struc¢ny prehled historie sekvenovani a genomiky. Diilezité objevy pro vyvoj

sekvenovani.
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4.1.2 Sekvenovani nové generace - lllumina

Abychom mohli zahajit sekvenovani pomoci technologie Illumina, musime nejprve
pripravit tzv. knihovnu z cDNA | které jsme ziskali ze vzorku, viz kapitola Kni-
hovnou myslime DNA, kterd je upravena tak, aby ji bylo mozno pouzit pro danou
technologii (pridéani adaptéru, oznaceni DNA z jednotlivych vzorkt). Pro pipravu

knihovny je vyuzivano kitu, ktery Illumina vyrabi.

Ptiprava knihovny

Proces pripravy knihovny se déli do téchto krokii:
1. Kvantifikace genetického materidlu - mizeme vyuzit naptiklad metodu qPCR,
abychom zjistili pocet para bazi ve vzorku.
2. Fragmentace DNA na kratsi ¢asti - délka sekvenci se bude v pripadé Illuminy
pohybovat mezi 50-600 pary bazi. Konkrétni délka zavisi na druhu analyzy.
3. Pridani adaptért k jednotlivym fragmentiim - adaptéry jsou nutné pro uchy-
ceni fragmenttt DNA na promyvaci desticku, pro rozpoznani, z kterého vzorku
fragmenty pochazi a pro oznaceni mista zacatku genetické informace.
4. Opétovné provedeni kvantifikace vzniklé knihovny - zjisténi, do jaké miry byla
uspésna fragmentace a prichyceni adaptér.
5. Vznikl4 knihovna, kterd je pripravena na vloZeni do sekvenatoru [14, [16].
Spravné upraveny fragment DNA i s popisem dilezitych adaptérii je mozno vidét
na obrazku [4.2] Pripravenou knihovnu nésledné nandsime na promyvaci desticku.
Promyvaci desticka ma sklenény povrch rozclenény do kanalt. Zde probiha proces

sekvenovani.

Pro shlukovani - knihovny musi mit pojici mista, pro prichyceni fetézce na na povrch promyvaci desticky

Pro sekvenovani — mista pro prichyceni primert a vytvoieni prvniho a druhého éteni

|
Rdl P5

Pro multiplexaci — pfifazeni unikatniho indexu, aby bylo mozné sekvenovat vice riznych vzorku zéroven

Obr. 4.2: Spravné vytvorena knihovna pro sekvenovani — priklad jednoho spravné

upraveného fragmentu DNA — pfevzato a prelozeno z |16].
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Shlukovani

Fragmenty jednotlivych knihoven jsou denaturoviany na ssDNA (single stranded
DNA - jednoretézovd DNA) a prichytavaji se na desticku pomoci pripojenych adap-
tért. Kazdy fragment v knihovné je poté klonovan a dochézi k vytvareni shluki.
Klonovani probihd pomoci mustkové PCR, ktera je nazorné vysvétlena na schématu
[4.3] Tento proces se neustale opakuje. Po dostateéném namnozeni fragmentu do-
jde k linearizaci (narovnani vsech fragmentu ) a probiha kvantifikace knihovny.
Je nutné zjistit, zda se na desti¢ce nenachézi prilis mnoho nebo pftilis malo shluki.
V obou pripadech by mohlo mit sekvenovani vétsi chybovost. Pti tvoreni shlukt

se tedy snazime docilit optiméalniho poctu shluki pro co nejlepsi vysledek [14].

A B ECcC

O
m
T

....l.... .
; o T

(A) VIdkno ssDNA se pfichyti na promyvaci desti¢ku pomoci adaptéru.

(B) Polymeraza replikuje vlakno, které bude upevnéné k desti¢ce.

(C) Vznikld DNA denaturuje, plvodni pfichycené vldkno se oddéluje a je vymyvano pry¢.
(D) Upevnéné vlakno se ohyba a spojuje se s nejblizSim adaptérem, ktery ma na svém
druhém konci.

(E) Vznikd mustek a dochézi k replikaci ssDNA.

(F) Dochazi k denaturaci a vznikaji dvé samostatna vlakna ssDNA upevnéna k desticce.

Obr. 4.3: Schématické znédzornéni procesu mustkové PCR — prevzato a prelozeno
z [17].

Sekvenovani

Pr1i sekvenovani vkladdme promyvaci desticku do sekvenatoru (Illumina vyviji rizné
typy sekvenatori). K fragmenti DNA jsou pridavany reaktanty a chemikélie pro sek-

venovani véetné fluorescentné barvenych nukleotidii. P¥i ozareni promyvaci desticky
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4-kanélové provedeni 2-kanalové provedeni 1-kanélové provedeni

(10 TIT 2.0%

A G T C G T C
Obraz1l
Obraz1 Obrazl | @

Obraz 2 .
Obraz 3

o Obraz2 | | | obraz2 oo
Obraz 4 @
Vysledek| A | G| T [C | |Vysledek| A | G| T |C | |Vysledek| A| G| T |C

Vyuziti £tyF fluorescenénich barev  VyuZiti dvou fluorescenénich barev Vyuziti CMOS technologie pro
(kaZda pro jednu béazi) a EtyF obrazi a dvou obrazi pro jeden cyklus uréeni bazi za pomoci jedné
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Obr. 4.4: Mozné varianty sekvenovani metodou Illumina. Riizné sekvenatory vyuzi-

vaji riznych technik snimani a barveni bazi. Pfevzato a prelozeno z ||

dojde k vyzatreni barvy odpovidajici pro jednotlivé nukleotidy a vznika obraz, na kte-
rém jsou vidét jednotlivé barvy. Nasleduje promyti desticky a ozareni dalsi vrstvy
nukleotidi. Cely tento proces se nazyva sekvenovani syntézou (anglicky: sequencing
by synthesis (SBS).

Pti sekvenovani lze vyuzit nékolika variant snimani obarvenych béazi. Tti pouzi-
vané varianty jsou zobrazeny na obrazku [4.4] U 4-kanélové varianty ¢asto dochézi
k prekryti barev a snizuje se tim kvalita ¢teni. Je nutné dobré rozeznavani barev
a softwarové zpracovani. Ve 2-kanalovém a 1-kandlovém zpracovani nejde rozeznat
zda je cast prectené sekvence se stejnymi nukleotidy homopolymerem nebo Spatné
prectenou sekvenci. Tyto dvé varianty totiz nezavadi moznost prirazeni pismena N
misto precteného nukleotidu v pripadé, ze nejde rozeznat o jaky nukleotid se presné
jedna. Je to dano tim, ze nukleotid G nesviti ani v jednom obrazu a je tedy prirazen
vzdy, kdyz neni zaznamenana barva.

Po dokonceni samotného sekvenovani dochazi ke sestaveni konsenzu nukleotido-
vych fetézcli a stanoveni kvality sekvenovani pro jednotlivé baze. Vse je ulozeno
do souborti, kdy pro jeden vzorek dostavame dva soubory: ¢teni 1 a ¢teni 2. Vice
o datovém formatu v kapitole 14].
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4.2 Vyuziti softwaru pro predikci metatranskriptomu

Postupem c¢asu vzriasta poptavka na zpétné zjistovani funkcéniho profilu u jiz ode-
branych vzorkt. Bylo tedy vytvofeno nékolik nastroji pro tento tucel, mezi nimi
i HUMAnN. Pii zpétném zjistovani metatranskriptomu se nejcastéji vyuziva metod
zalozenych na anotovani slozenych metagenomu ¢i funkéni profilaci dle reference.
Pti anotovani je vzorek skenovan a jsou hledany kédovaci sekvence, nekodovaci RNA
a tRNA. Poté se provadi celkova charakteristika a prirazenich celych kdédovacich sek-
venci na zakladé ortolognich vztahi, které jsou definovany v databazich.

Funkéni profilace miize byt zalozena bud to na mapovani k referenci pro geno-
mova ¢teni nebo na prohledavani proteinovych databazi. U mapovani jsou vzorky
namapovany k referenci a poté znovu prohledany pro kédujici mista. Naopak pti pro-
hledavani proteinovych databazi je vzorek nejprve translatovan a potom je profilovan
na zakladé ortolognich vztahti a ¢etnosti metabolickych drah. Posledni zminénou va-

riantu vyuziva nastroj HUMAnN, ktery je vyuzit v této praci [11} [18].

4.3 Ostatni metody

4.3.1 Hmotnostni spektrometrie

S rozvojem technologii se pro analyzu DNA a nasledné urceni mikrobii zacala na konci
20. stoleti opét pouzivat hmotnostni spektrometrie. Zacaly se vyuzivat zejména vy-
lepsené a upravené metody hmotnostni spektrometrie, napr. MALDI-TOF hmot-
nostni spektrometrie.

Matrix assisted laser desorption ionization-time of flight hmotnostni spektromet-
rie vyuziva roztoku tvz. matrice, do které je vzorek namocen. Pti suseni zacne roztok
spolecné se vzorkem krystalizovat. Vzorek je poté v matrici ionizovan. Pti ionizace
a desorpci laserem vznikaji protonové ionty, které jsou urychlovany s jednotnym po-
tencidlem a jsou od sebe separovany na zakladé jejich poméru hmotnost ku naboji.
Nésledné jsou tyto ionty zachytavany a méreny pomoci zarizeni urcujicich dobu letu.

Zminéna metoda se pro svou rychlost, presnost a malé naklady pouziva zejména
pro mikrobidlni identifikace a typizace kment, epidemiologické studie, detekce bojo-
vych biologickych latek, detekce patogenti prenasenych vodou a potravinami, detekce

rezistence na antibiotika, detekce patogent krve a mocovych cest atd [19).

4.3.2 Fluorescen¢ni mikroskopie

Pri vyuzivani fluorescenéni mikroskopie pro detekci tiseki DNA je nejvétsim pro-
blémem barveni molekul jadra bunky a soucasné zachovani jadra. Pri barveni miize

dojit k poskozeni jadra ¢i bunky a znemoznéni dalsi analyzy.
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Mezi vhodné metody barveni patii napf. vyuziti pyrrol-imidazolovych (Py-Im)
polyamidu ¢i riznych dalsich syntetickych molekul. Samotna fluorescen¢ni mikro-
skopie funguje na principu ozarovani vzorku svétlem o urcitych vinovych délkach

a pozorovani preparatu pomoci specidlni optiky [20].

4.3.3 Kvantitativni PCR

Kvatitativni PCR nebo také qPCR se vyuziva nejen pro kvantifikaci DNA ¢i RNA
ve vzorku, ale také pro zjisténi relativni genové exprese, genotypizovani, detekci
mutaci atd.

Hlavnimi pouzivanymi variantami qPCR jsou SYBR Green PCR a TagMan
PCR. SYBR Green PCR vyuziva barvu, ktera se vaze na DNA a béhem PCR re-
akce vyzaruje svétlo, podle kterého 1ze urcit kvantitu DNA. TagMan PCR vyuziva
sond s fluorescen¢ni barvou, které se prichyti pouze na pozadovana mista a pozado-
vané molekuly ve vzorku. Jakmile k nim dospéje proces polymerazové reakce, tak
je vyzarena barva sondy, kterou je mozné detekovat a zjistit tak nejen pocet DNA,
ale 1 jestli je pritomna konkrétni sekvence DNA |21 [22].

4.3.4 Microarrays - DNA cipy

DNA ¢ipy byly vytvoreny za tcelem automatizovaného paralelniho sekvenovani né-
kolika DNA sekvenci. V praxi je mozné timto zpusobem sekvenovat tisice DNA sek-
venci najednou. Cipy se nejéastéji vyuzivaji pro sekvenovani, detekci mutaci a ana-
Iyzu genové exprese.

Principem sekvenovani u ¢ipt je hybridizace fluorescencéné obarvena DNA v roz-
toku k jednovlaknové DNA | kterd je trvale uchycena na ¢ip. Takto upevnénych DNA
je na Cipu vice a tvori pole bodii, které je skenovano a vyzarena barva je zazname-
navana. Podle vyzatené barvy se urcuje, zda je dana sekvence pritomna. Vyuziva

se k tomu specialniho softwaru.
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5 Bioinformatické zpracovani vzorki - bali-
cek bioBakery

BioBakery poskytuje kompletni soubor nastroji a analytického prostiedi pro pro-
vadéni meta-omickych analyz. To zahrnuje metody pro jednotlivé kroky zpracovani
dat mikrobiadlnich komunit a dalsich meta-omickych analyz. Dale nabizi statistiky
na nizsi urovni, integrované reprodukovatelné pracovni postupy a standardizované
baleni a dokumentaci prostfednictvim open-source repozitait, jako jsou GitHub,
Conda, PyPI a R/Bioconductor. bioBakery podporuje grid- a cloud-deployable ob-
razy pro platformy jako AWS, GCP a Docker.

K dispozici jsou online skoleni, demonstracni data a verejné féorum pro komu-
nitni podporu. Jeho jedine¢nost spociva v schopnosti generovat kontrolu kvality, ta-
xonomicky profil, funkéni profil, profil kmene a vysledné datové produkty a zpravy
v ramci jednoho pracovniho postupu, pricemz udrzuje verzovani a zdznamy o puavodu
dat. bioBakery cerpa z databaze ChocoPhlAn, ktera vyuziva zdroju jako je NCBI
nebo UniProt [23].

Prikladem nastroji je StrainPhlAn, pro detekovani polymorfismti, PICRUSt,
pro predikci funkéniho obsahu z markrii, nebo KneadData, pro kontrolu kvality
¢teni. Tato prace se ale zaméruje na dva dulezité nastroje, kterymi jsou MetaPhlAn
a HUMAnN. Nejprve vsak budou kratce predstaveny datové formaty, s kterymi

je mozné se pii analyze setkat [24].

5.1 Datové formaty

Dtlezitym datovym forméatem, pro vystup sekvenovani a jako vstupni format pro
analyzu, je fotmat .fastq. Jedna se o textovy clovékem citelny format, ktery slouzi
k uchovani nukleotidovych sekvenci a kvality, s jakou byly sekvenatorem precteny.
Pro kazdou sekvenci jsou v tomto formatu vyclenény ctyti radky:

1. @ a nazev sekvence

2. nukleotidova sekvence

3. znak +

4. kvalita precteni jednotlivych nukleotidii
Velikost dat je casto velkd, proto se bézné muzeme setkat s komprimovanou varian-
tou tohoto formatu .fastq.gz, kde .gz znamena gzip, coz se nastroj pro komprimovani
a dekomprimovani soubort.

Vystupy z provedené datové analyzy byvaji ¢asto v bézné vyuzivaném forméatu
tabulky .csv (comma separated values - ¢arkou oddélené hodnoty) nebo .tsv (ta-

bulator separated values - tabuldtorem oddélené hodnoty). Dalsi vystupni forméty
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jsou nejcastéji v textové ¢i kodové podobé. Pro jejich prehledné zobrazeni lze vyuzit
néastroj MultiQC [25], ktery shrne vysledky do prehlednych tabulek a grafi a predd

tak uzivateli dilezité informace o zpracovanych datech.

5.2 MetaPhlAn 4

MetaPhlAn 4 je nastroj navrzeny pro taxonomické profilovani metagenom, ktery
prinasi vylepseni a rozsiteni svych stavajicich moznosti. Pristup je zaloZen na inte-
graci rozsahlého sestavovani metagenomt s referenénimi genomy bakterii a archei
ulozenymi v objemné databazi CHOCOPhIAnSGB, coz umoznuje efektivni mapo-
vani metagenomi na miliony jedine¢nych markerovych genii.

MetaPhlAn vyuziva genomovych tseki na druhové trovni (SGBs - species-level
genome bins) jako primarnich taxonomickych jednotek, které sdruzuji mikrobialni
genomy a metagenomicky sestavené genomy (MAGs - metagenome-assembled geno-
mes) do konzistentnich skupin na trovni druhu. To usnadiiuje presné taxonomické
analyzy a organizaci vzorku do opera¢nich taxonomickych jednotek (OTUs - ope-
rational taxonomic units).

Metoda integruje do struktury SGBs vice nez 1 milion MAGs a genomii, které
vytvareji jednu z nejvétsich databédzi spolehlivych referencnich sekvenci mikrobu.
Tato integrace zajistuje komplexni reprezentaci pro taxonomické profilovani.

MetaPhlAn 4 zdokonaluje postup extrakce unikatnich markerovych genii z kaz-
dého SGB a tim optimalizuje strategii referen¢niho mapovani. Tento krok je klicovy
pro presnou taxonomickou identifikaci a kvantifikaci.

SGBs jsou klicovym prvkem tohoto pristupu, ktery zahrnuje vymezeni mikro-
bidlniho druhu na zdkladé genetickych vzdalenosti celych genomt s minimalné 5%
shodou na trovni genomické identity. Taxonomické oznaceni mtze byt prifazeno
SGB na zakladé pritomnosti nebo nepfitomnosti oznacenych genomu z izolované

sekvenace [206].

5.3 HUMANN 3

HUMAnRN je néstroj, ktery slouzi k efektivnimu a presnému profilovani pritomnosti
nebo absence a hojnosti mikrobidlnich drah v mikrobiomu z metagenomickych nebo
metatranskriptomickych sekvena¢nich dat (typicky miliony kratkych ¢teni DNA
nebo RNA). Tento proces se nazyva funkéni profilovini a ma za cil popsat me-
tabolicky potencidl mikrobialni komunity a jejich ¢lenti. Jedna se tedy o urcovani
metatranskriptomu. Obecné mtzeme Tici, ze funkéni profilovani odpovida na otazku:

'Co mikroby v nasem vzorku délaji nebo jsou schopny délat?"[23].
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Pii pouzivini HUMAnNu nejcastéji zjistujeme metatranskriptom z metageno-
mickych dat. HUMANNN vyuziva ortolognich genomi, genovych rodiny a c¢etnosti
metabolickych drah ke stanoveni odhadu metatranskriptomu. V procesu je nale-
zena genetickd informace translatovana a porovnavana s referenéni databazi DIA-
MOND, ktera je dostupna v ruznych verzich, popiipadé je mozné zvolit databézi
RAPSearch2. HUMAnN poté na zédkladé riznych parametrti uréi predikei aktivnich
genovych rodin, ¢etnost aktivnich metabolickych drah a jejich pokryti ve vzorku
[18].
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6 Navrh testovaciho datasetu - vyuziti NCBI

Pro névrh testovaciho datasetu byla vyuzita databdze NCBI (National Center for

Biotechnology Information), konkrétné sekce SRA (Sequence Read Archive), kde

jsou ukladany a zvefejnovany cteni z jednotlivych vzorki od danych experimenti.

Vsechny dostupné vzorky jsou verejné a dostupné pro zpracovani za akademickymi

ucely. Pro testovaci dataset bylo vybrano deset vzork, jejich prehled je mozné vidét
v tabulce [6.1| niZe. U kazdého vzorku je uveden odkaz na piehled informaci ohledné

vzorku, v jakém experimentu byl pouzit a kde je mozné jej stahnout.

Nazev vzorku | Pouzity sekvenator Odkaz na SRA
ERX10325893 lumina HiSeq 3000 | www.ncbi.nlm.nih.gov/sra/ERX10325893
SRX20105627 | llumina NovaSeq 6000 | www.ncbi.nlm.nih.gov/sra/SRX20105627
SRX21412157 [Nlumina MiSeq www.ncbi.nlm.nih.gov/sra/SRX21412157
SRX23032646 | Illumina NovaSeq 6000 | www.ncbi.nlm.nih.gov/sra/SRX23032646
SRX23032643 | lumina NovaSeq 6000 | www.ncbi.nlm.nih.gov/sra/SRX23032643
SRX3201554 Mlumina HiSeq 2000 www.ncbi.nlm.nih.gov/sra/SRX3201554
SRX21188772 HiSeq X Ten www.ncbi.nlm.nih.gov/sra/SRX21188772
SRX20325651 | Illumina NovaSeq 6000 | www.ncbi.nlm.nih.gov/sra/SRX20325651
ERX7017794 [MMumina HiSeq 2500 www.ncbi.nlm.nih.gov/sra/ERX7017794
ERX5600663 HiSeq X Ten www.ncbi.nlm.nih.gov/sra/ERX5600663

Misto odbéru vzorku Typ vzorku

stfevni mikrobiom ¢lovéka metagenomicky

nadorova tkan metagenomicky

horni cesty dychaci u clovéka metagenomicky

dutina ustni (lidské sliny) metagenomicky

lidské oko metagenomicky

stfevni mikrobiom ¢lovéka (stolice) metagenomicky
stfevni mikrobiom clovéka (stolice) | metatraskriptomicky
stfevni mikrobiom ¢lovéka (stolice) | metatraskriptomicky
stfevni mikrobiom c¢lovéka metatraskriptomicky
stfevni mikrobiom ¢lovéka metatraskriptomicky

Tab. 6.1: Prehled vzorka pouzitych v testovacim datasetu

Vzorky nejcastéji pochézeji z ¢asti lidského téla naprt. stiev nebo z nadort vznika-

jicich v lidském téle. Zameérné byly vybrany vzorky z riiznych sekvenatori, riznych

casti lidského mikrobiomu a riiznych experimentii, aby bylo mozné vysledny dashbo-

ard otestovat na riznych datech a zarucit jeho univerzalnost a pouzitelnost pro Si-
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roky okruh dat. Testovaci dataset slouzi pouze pro testovani dashboardu, nejedna

se o dataset urceny k vyhodnoceni.

6.1 Postup zpracovani

Vzorky z testovaciho datasetu byly zpracovany pomoci vlastniho postupu, jehoz
schematicky navrh je mozné vidét na obrazku [6.1] Po stazeni vzorka z NCBI SRA
byly jednotlivé vzorky podrobeny kontrole kvality pomoci softwaru FastQC [27]
a Fast(Q) Screen [2§], pro odhaleni nedostateéné kvality ¢teni, prebyvajicich adaptért
nebo pripadnych kontaminaci. Néasledné byla provedena filtrace vzorka nastrojem
Fastp [29]. Parametry filtrace byly nastaveny na zdkladé vysledku kontroly kva-
lity, aby byla vysledna analyza relevantni. Pti filtrovani se odstranuji nedostatecné
kvalitné osekvenovana ¢teni a odstranuji se adaptéry.

Samotné analyza probihd pomoci softwaru HUMAnN [23], ktery predikuje me-
tatranskriptom a pomoci softwaru MetaPhlAn [26], ktery taxonomicky zatazuje jed-
notliva ¢teni. Vysledné tabulky pro jednotlivé vzorky jsou poté spojovany prostied-
nictvim pomocnym algoritmi softwaru HUMAnN a MetaPhlAn. Vystupy téchto

algoritmt jsou nasledujici:

MetaPhlAn

e bugs_ list.tsv - udava taxonomickou profilaci vzorku, tedy s jakou hojnosti

jsou jednotlivé organismy zastoupené ve vzorku

HUMANnRNN

o genefamilies.tsv - udava hojnost zastoupeni jednotlivych genovych rodin
ve vzorku
o pathabundance.tsv - udava hojnost zastoupeni metabolickych drah ve vzorku,
ty predstavuji funkéni potencial vzorku
« pathcoverage.tsv - udava jaké biochemické funkce mohou byt provadény
mikrobidlni komunitou ve vzorku, jaka je rozmanitost metabolickych drah
ve vzorku
Takto upravené vystupy jsou findlni formou vysledkii analyzy ur¢enou pro vlozeni
do vizualizacniho dashboardu a naslednou interpretaci. Vsechny vypocetni tkony
byly v ramci efektivniho a pokud mozno rychlého zpracovani provedeny v gridovém
vypocetnim prostredi MetaCentrum.
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Obr. 6.1: Blokové schéma zpracovani vzorkii pro testovaci dataset.
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7 Vizualizacni dashboard

Vizualiza¢ni dashboard se skldda ze tii hlavnich casti:

o Overview - umoznuje nacteni, zobrazeni a manipulaci s tabulkou,

o Graphs - zobrazuje zdkladni grafy dilezité pro metatranskriptomickou ana-

lyzu,

o Statistics - provadi zakladni statistickou analyzu a zobrazuje ji pomoci grafi.

VSechny ¢asti jsou nize podrobné popsany a okomentovany. Dashboard poskytuje
zakladni dilezité komponenty pro analyzu metatranskriptomu a pro hodnoceni vy-
sledkti analyzy. VSe bylo naprogramovano pomoci programovaciho jazyku Python,
prislusnych knihoven a frameworku Streamlit, ktery umoznuje vytvaret dynamické

aplikace pro zobrazovani dat. Vse je podrobnéji popsano v kapitole

7.1 Programové reseni

V této praci byl vyuzit programovaci jazyk Python (dédle pouze Python) a jeho
knihovny. Déle byl pouzit Streamlit framework, ktery zabezpecuje snadné vyvijeni

aplikacniho prostredi a poskytuje néstroje pro vytvoreni vizualiza¢niho dashboardu.

7.1.1 Python a pouzité knihovny

Pro svou multifunkénost, prehlednost, jednoduchost uceni a velky pocet dostupnych
balick pro analyzu byl pro implementaci dashboardu pouzit pravé Python (verze
3.11.7). Tento programovaci jazyk vynikd ve zpracovani dat a datové analyze, ale
také ve tvoreni aplikaci ¢i jako serverova ¢ast pro webové stranky. Python je objek-
tové orientovany programovaci jazyk na vysoké trovni, coz znamena, ze fesi spoustu
tkonu za uzivatele (napft. alokovdni paméti, kolik mista v paméti je potieba, jaky
typ proménné se mé nastavit) a usnadriuje proces samotného programovani.

Je tedy vhodnym programovacim jazykem pro zacatecniky, kteti si chtéji vytvorit
svou vlastni aplikaci, ale také pro zkusené programatory, kteti chtéji vyuzit nespo-
¢etného mnozstvi moznosti, které Python nabizi. Déle budou popsany knihovny

a balicky pouzité pri tvorbé dashboardu.

Knihovny pro zpracovani dat

Knihovna Pandas (verze 2.2.2) je nastroj pro jednoduchou ale zaroven komplexni
manipulaci s daty. Vyuziva objekti DataFrame a Series, do kterych jsou data na-
hrana a nasledné je mozna tprava a jejich zpracovani. Znac¢na ¢ast knihovny je po-

stavena na balicku Numpy, ktery zjednodusuje a zefektivnuje praci s ¢isly v Pythonu.
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Diky tomu je Pandas vykonnou a spolehlivou volbou pro zpracovani dat. V praci
zabezpecuje veskerou transformaci a ipravu dat.

Pro efektivni transformaci dat do Pandas DataFrame je vyuzito balicku IO (sou-
¢ast zdkladni instalace Python), ktery umozni Pandas precteni nahraného souboru

ve formatu bytes.

Knihovny pro vizualizaci dat

Plotly (verze 5.22.0) je volné pristupna knihovna pro tvoreni interaktivnich a vysoce
kvalitnich grafu a vizualizaci. Diky interaktivnosti muze uzivatel manipulovat s vy-
tvorenym grafem, lépe mu porozumét a vycist z grafu vsechny pottebné informace.
Diky svému jednoduchému a propracovanému nastaveni je idealni volbou pro zob-
razeni ruznorodych vizualizaci. Dalsi knihovnou, ktera tzce souvisi s Plotly, je Dash
Bio (verze 1.0.2). Tento balicek zprosttedkovava bioinformatické vizualizace, jako

je napriklad Clustergram vyuzity v dashboardu.

Knihovny pro statistické zpracovani

Pro zpracovani statistické analyzy byla vyuzita knihovna Scikit-Bio (verze 0.6.0),
kterd je vytvorena pro vypocty v bioinformatice. Knihovna obsahuje sirokou skéalu
nastroju pro praci s biologickymi sekvencemi, fylogenetickymi stromy nebo pro ana-
Iyzu diverzity mikrobiomii. Z knihovny je zde vyuzit bali¢ek pro alfa a beta diverzitu
a pro vypocet analyzy hlavnich koordinat (PCoA). Podrobnéjsi popis téchto balicku

se nachazi v kapitole [7.4.1}

7.1.2 Django

Prvni navrh vizualiza¢niho dashboardu byl zpracovavan pomoci frameworku Django
a programovaciho jazyku JavaScript. Django je robustni webovy framework pro pro-
gramovaci jazyk Python. Jako takovy poskytuje prehledné serverové zpracovani dat
propojené s navrhovanim webové stranky a vyuziti JavaScriptu, HTML a CSS pro
zobrazovani a interagovani s daty na strance. Django vyuziva presmérovavani po-
moci URL, lze v ném vytvorené projekty skalovat a znovu vyuzivat. Dale nabizi
prehledné zpracovani formulait, pottebnou ochranu dat pfi jejich posilani a zpraco-
vani a mozné uzivatelské admin rozhrani.

V zéakladu pracuje Django dle architektury MTV (M - model, T - predloha,
V - pohled). Pomoci modeli jsou ukladany data do relacni databaze, vytvareny
formulare a ulozend data predavana pohledim pro dalsi zpracovani. Pohledy tedy

zabezpecuji zakladni logiku, upravu dat a zasilani dat na webovou stranku pro
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jejich zobrazeni. Predlohy poté slouzi pro udani struktury a interaktivnosti témto
zobrazenym datim.

Django je diky tomuto systému pomérné rigidni a nelze snadno nahrat do data-
baze naptiklad tabulku, kterd mtze mit pokazdé jiny pocet sloupcti. Z divodu prilis
slozitého zpracovani promeénlivych dat byl navrh dashboardu prenesen do vizuali-

zacniho prostredi Streamlit.

7.1.3 Streamlit

Streamlit je open-source Python knihovna urcena pro zjednodusenou tvorbu rizno-
rodych webovych aplikaci tykajicich se datového zpracovani, bioinformatiky, stro-
jového uceni a vizualizaci pro védecké a akademické ucely. Celda webova stranka
je tvofena v Pythonu, za pomoci knihovny Streamlit a jejich komponenti, které
jsou vkladany do kédu a zajistuji nacitani dat, zobrazovani a préci s tlacitky, zobra-
zovani tabulek, textu a vykreslovani grafii. Pomoci téchto jednoduchych komponentii
je snadno dosazeno modifikovani zobrazenych dat uzivatelem. Mezi témito kompo-
nenty lze psat bézny kod pro logické operace, ipravu dat nebo tvorbu proménnych
v Pythonu. Kompilovani kédu a jeho nacitani do aplikace funguje linearné shora
dolti. Streamlit tedy precte kod pro jednotlivé stranky postupné po prikazech a pro-
vede logické operace ¢i zobrazeni dat v daném poradi.

Pro zachovani dat v proménnych mezi jednotlivymi strankami zde existuje tzv.
session state (stav relace), do kterého je mozné proménné ulozit. Pii prekliknuti
na jinou stranku, zlistanou proménné ulozeny a pripraveny pro pouziti na nové
strance. Dalsi vyhodou je ukladani dat do cache. PTi opétovném nacitani stejnych
dat jiz nemusi znovu probéhnout vypocet, ale jsou nacteny data z mezipaméti, coz
urychluje chod celé aplikace.

Pri spusténi aplikace a ¢teni kodu Streamlitem neni nutné pouzivat komponenty
napriklad pro jednoduché vypisovani textu. Streamlit pouzije svou optimalizacni
knihovnu pro automatické urcovani typu dat a rozhodne, jakym zptsobem data
nejlépe vykresli. Ve vétsiné pripadu je vsak dobré stanovit presné, jaky komponent
pouzit. Divodem je, aby nedochazelo k nechténému nebo Spatnému vykreslovani.

V jadru pouziva Streamlit pro vykreslovani webové aplikace knihovnu React
programovaciho jazyku JavaScript. Po celou dobu béhu aplikace probiha vyménovani
dat mezi Pythonem (pro serverové zpracovani dat) a JavaScriptem (pro zobrazeni
dat uzivateli). Serverova databdze je zajisténa pomoci Tornado Framework [30].

Streamlit byl tedy idedlni prostfedim pro tvoreni vizualiza¢nich dashboardi a po-
dobnych webovych aplikaci. Nabizi jednoduse pochopitelny, ale komplexni systém

pro tvorbu interaktivnich grafii a vizualizaci statistickych analyz.

26



7.2 Overview - zobrazeni tabulky

Uvodn{ strana dashboradu s ndzvem Overview piinési uzivateli moznost nahrét ta-
bulku ve formétu .tsv v postrannim panelu (panel je pro vSechny nasledujici strany
stejny) a zobrazit ji uprostied prvni strany. Je mozné nahravat vice soubort na-
jednou nebo soubory nahravat postupné. Vybér konkrétniho souboru se provede
pomoci vybérového menu pod tlacitkem pro nahrani souboru. P¥i manualnim obno-
veni stranky (tedy pri zmacknuti tlacitka Obnovit v prohlizeé¢i ¢i zmacknuti klavesy
F5 na klévesnici) se vSechny nahrané soubory odstrani a je mozné nahrat soubory
nové. Je tim zajisténo, aby v dashboardu nepretrvavala data po zavieni stranky
¢i Spatném obnoveni prohlizece.

Zobrazena tabulka je sama o sobé interaktivni a disponuje funkcemi jako zvét-
seni, Tazeni pravé zobrazenych hodnot nebo hledani v pravé zobrazenych hodnotach.
Pro fazeni celkového datasetu je nutno vyuzit tlacitek nad tabulkou (konkrétné
se jednd o tlacitka oznacend ¢isly 4 a 5). Tyto tla¢itka sefadi celou tabulku podle
zvoleného sloupce a zvoleného sméru razeni. Tabulka je z divodu velkého mnoz-
stvi Tadkl vzdy rozdélena do stranek o urcitém poctu, ktery je nastavitelny. Toto
nastaveni spolecné s prepinanim a poctem stran lze nalézt naspodu tabulky.

Tabulka déle disponuje tla¢itky pro normalizace tabulky (prevede relativni abun-
danci na procentudlni zastoupeni daného radku ve sloupci) a pro pridéni sloupce
s prumérem z jednotlivych tadkt. U konkrétnich tabulek se poté miize objevit tla-
¢itko pro volbu taxonomické tdrovné, kterou chceme v tabulce zobrazit. Obrazek

s designem celého Overview a legendou se nachdzi nize [7.1]
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Obr. 7.1: Nahled stranky Overview z dashboardu, doplnény o ¢iselné oznaceni prvki.

1. Naviga¢ni menu pro prechod mezi jednotlivymi strankami dashboardu. 2. Tlacitko
pro nahrani soubori z analyzy. 3. Tla¢itko pro vybér nahraného souboru. 4. Tla-
¢itko pro sloupce pro fazeni sloupct. 5. Tlacitka pro prepinani mezi vzestupnym
a sestupnim tazenim. 6. Tlacitka pro pridani sloupce se primérnymi abundancemi
a pro normalizovani datasetu na procenta. 7. Tlacitko pro vybér taxonomické tirovné
(pro vybrané soubory). 8. Zobrazena tabulka. 9. Poc¢itadlo stranek. 10. Tlacitko pro

prepinani stranek. 11. Tlac¢itko pro nastaveni poc¢tu fadkt na stranku.

7.3 Graphs - grafické zobrazeni dat

Stranka pro grafy vykresluje zakladni zobrazeni primérné nejabundantnéjsich radk
tabulek pomoci clustergramu (heatmapa s dendrogramy) a zakladni prehled rozlo-
zeni hodnot v souboru pomoci barploti. Grafické zobrazeni poskytuje prehledné
informace o zastoupeni jednotlivych taxoni a vykresluje shluky pro celkové nej-
vice zastoupené taxony. Pfedava tedy informaci potfebnou k prvotnimu zhodnoceni

analyzy.

7.3.1 Heatmapa pro vykresleni abundanci

Heatmapa je zde prezentovana pomoci clustergramu, tedy heatmapy se shlukovanim
a vizualizaci pomoci dendrogrami. Pro vykresleni je vzdy vybran zvoleny pocet

prumeérné nejabundantnéjsich taxonti. S pouzitim zvolené metriky je poté generovan
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clustergram ktery zobrazuje shluky vzdélenosti a shluky mezi jednotlivymi taxony.
Jednotlivé taxony jsou z duvodu dlouhych nazvi oznaceny na vertikalni ose ¢isly.
Legenda k jednotlivym ¢islim je zobrazena pod clustergramem. Nahled je mozno
vidét na obrazku [.2

Obr. 7.2: Nahled stranky Graphs pro zalozku Heatmap z dashboardu, doplnény o ¢i-

selné oznaceni prvki. 1. Zalozky pro prepinani mezi heatmapou a barploty. 2. Tla-
¢itko pro vybér poc¢tu nejabundantnéjsich taxont dle primérné abundance naptic
vzorky. 3. Tlaéitko pro zvoleni vzdalenostni metriky pro shlukovani a vytvoreni clus-

tergramu 4. Zobrazeni clustergramu s legendou pro radky pod clustergramem.

7.3.2 Barploty

Pro relativni zastoupeni jednotlivych taxonu ve vzorcich jsou vykresleny barploty,
které v procentech udavaji relativni abundanci taxonti na dané taxonomické trovni.
U tabulky genefamilies je pro velky pocet fadkt vykreslen vzdy pouze jeden sloupec
v absolutni abundanci. Sloupec se vzdy sefazen sestupné podle abundance a je vy-
kreslen zvoleny pocet nejabundantnéjsich radkt. Pro tabulku pathcoverage se bar-
ploty nevykresluji, jelikoz pro ni neni tato vizualizace vhodna. Ukazku vzhledu
je mozné vidét v obrazku [7.3
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Obr. 7.3: Nahled stranky Graphs pro zalozku Barplots z dashboardu, doplnény o ¢i-

selné oznaceni prvki. 1. Zalozky pro prepinani mezi heatmapou a barploty. 2. Tla-
¢itko pro vybér taxonomickych drovni. 3. Zobrazeni barplotu pro vybranou taxono-

mickou urovern.

7.4 Statistics - grafické zobrazeni statistické analyzy

V sekci pro statistickou analyzu najdeme alfa a beta diverzitu vzorku a odhad di-
ferencidlni exprese. Statistickd analyza pridava dalsi pohled na data a podrobuje
je upravam pro jejich lepsi pochopeni a zjisténi vyznamnych porovnani dle riznych

vypocCti.

7.4.1 Alfa a Beta diverzita

Alfa diverzita se zabyva rozmanitosti taxoni v jednotlivych vzorcich. Dané vzorky
sdruzujeme dle nahranych metadat, ktera jsou potieba pro smysluplné zobrazeni alfa
diverzity pomoci violin ploti. Pro vypocet alfa diverzity je mozna zvolit Shannontv
nebo Simpsonuv index diverzity. Nechybi zde také volba jednotlivych taxonomic-
kych trovni a volba, podle jakého priznaku sdruzit vzorky do violin plotti. Nahled
na vzhled stranky pro alfa diverzitu je mozné vidét v obrazku Nize jsou uvedeny

vzorce pro Shannontv index,
S

H' == (p;log, p;)

i=1
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kde:

o H’ je Shanonnuv index,

o s je celkovy pocet taxont,

e p; je pocet jednotlived nalezicich ¢-tému taxonu.

A pro Simpsoniiv index diverzity,

1> p
=1

kde:
e s je celkovy pocet taxont.

e p; je pocet jednotlivcu nalezicich i-tému taxonu.

1 Statistics

elect feature to group by:

HiSeq3000
HiSeqXTen
HiSeq2500
NovasSeq6000
Miseq
HiSeq2000

HiSeq3000 HiSeqXTen HiSeq2500 HiSeq2000

Obr. 7.4: Nahled stranky Statistics pro zalozku Alpha Diversity z dashboardu, do-
plnény o ¢iselné oznaceni prvki. 1. Zalozky pro prepinani mezi statistickymi analy-
zami. 2. Tlac¢itko pro vybér taxonomické arovné. 3. Tlacitko pro zvoleni vzdalenostni
metriky pro vypocet beta diverzity. 4. Vykresleni distan¢ni matice. 5. Vykresleni 3D

scatter plotu pro zobrazeni prvnich tii komponent z analyzy hlavnich koordinat.

Beta diverzita zprosttedkovava porovnani mezi jednotlivymi vzorky, zabyva se tedy
zménou taxont v jednotlivych vzorcich. Pro vypocet beta diverzity je zde na vybér
metrika Bray-Curtis nebo Jaccard. Pomoci téchto metrik vznikne distan¢ni matice,
kterd je i s popisem vykreslena pomoci heatmapy. Déle je pro lepsi vyobrazeni jednot-

livych shluku dat provedena analyza hlavnich koordinat (PCoA), kterd je nésledné
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vynesena do 3D scatter plotu. PCoA je metoda vyuzivajici distanc¢nich neeuklidov-
skych matic pro redukovani dimenzionality dat, a je zde vyuzita zejména pro tcely
vizualizace. Opét zde nechybi moznost vybrat jednotlivé taxonomické trovné. Pii-
klad vykresleni grafu a ndhledu stranky je ukdzén na obrazku [7.5

Statistics

I
1 Braycurtis
B

Obr. 7.5: Nahled snimku stranky Statistics pro zalozku Beta Diversity z dashboardu,
doplnény o ¢iselné oznaceni prvki. 1. Zalozky pro prepinani mezi statistickymi ana-
Iyzami. 2. Tlac¢itko pro vybér taxonomické trovné. 3. Tlacitko pro vybér priznaku,
podle kterého seskupit vzorky pro vykresleni alfa diverzity. 4. Tlac¢itko pro zvoleni

metriky pro vypocet alfa diverzity. 5. Vykresleni alfa diverzity pomoci violin plotu.
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7.4.2 Diferencialni exprese (odhad)

Pri vypoctu diferencidlni exprese byl vyuzit pouze jeji odhad pomoci odecteni dvou
vybranych sloupcti a vzniku sloupce s rozdilovou hodnotou, ktery byl preveden
do absolutni hodnoty. Pomoci tohoto sloupce je vzdy tabulka sefazena sestupné
a je vykreslen zvoleny pocet nejrozdilnéjsich vzork.

Pouhy odhad byl zvolen, protoze tabulky jsou jiz rizné normalizovany a bylo
by obtizné a nepraktické je prevadét na jiné jednotky. Pro vizualizaci rozdilnosti
vzorkl tedy postaci jejich samotny rozdil a vykresleni do heatmapy, kde prvni dva
sloupce jsou zvolené vzorky s jejich hodnotami pro dané taxony a ve tretim sloupci
jsou hodnoty rozdilu. Lze zde tedy vy¢ist, o kolik se jednotlivé taxony lisi v jed-
notlivych sloupcich. Ve vypoctu rozdilu se vzdy odecita druhy sloupec od prvniho.
Heatmapa zobrazuje rozdily pro zvoleny pocet nejrozdilnéjsich taxonti. Nahled této

stranky je mozné vidét na obrazku [7.6]

Statistics
3

| Select first sample: (@] Select number of top rows:

1

1

f ERR5960142_metaphlan_bugs_list 10
1 |

k_Bacterialp__Firmicutes|c_Tissierellialo_Tissierellales

k_Bacteria|p_Bacteroidetes|c__Bacteroidialo__Bacteroidales

k__Bacteria|p_Firmicutes|c__CFGBA4806|o__OFGB4806

k__Bacteria|p__Bacteroidetes|c_ CFGBG58|o__OFGB658

Obr. 7.6: Nahled stranky Statistics pro zalozku Differencial Expression z dashbo-
ardu, doplnény o ¢iselné oznaceni prvku. 1. Zalozky pro prepinani mezi statistickymi
analyzami. 2. Tlacitko pro zvoleni prvniho sloupce pro porovnani. 3. Tlac¢itko pro
zvoleni druhého sloupce pro porovnani. 4. Tlacitko pro zvoleni poc¢tu nejrozdilnéj-
sich taxonu. 5. Tlacitko pro zvoleni taxonomické trovné. 6. Vykresleni heatmapy

pro hodnoty prvniho sloupce, druhého sloupce a rozdilu sloupcti.
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8 Diskuze

Celometagenomové sekvenovani a metagenomika obecné jsou vyuzivany pro studium
mikrobialnich spole¢enstev a pomahaji ndm pomoci sekvenovani genetické informace
nahlédnout blize do prostiedi, které je lidskému oku skryto. Takovym prostfedim
muze byt puda, do které zasévame plodiny, vzduch, ktery dychame, voda, bez které
by nevznikl zivot, nebo samotné lidské télo, o kterém toho vime hodné, ale stile
ne tak docela vse. Svét, ve kterém se odehravaji dilezité procesy pro fungovani
zivota, muzeme spatrit pod okularem modernich mikroskopt a zkoumat jeho ko-
lobéh. Presné urcovani poc¢tu mikroorganismu a jejich vlastnosti vsak slo jinou, 1épe
uzpusobenou cestou.

Za pomoci jiz zminéného sekvenovani primo jednotlivych nukleotidi a nasled-
ného c¢teni celych genomt, je mozné presné a efektivné urcit pocet a typ mikroorga-
nismu v odebraném vzorku. Je potieba zjistit, pro¢ se nedari rostlinam v konkrétnim
prostiedi? Zadny problém. Odeberou se vzorky, v laboratofi se nélezité upravi a vlozi
se do sekvenatoru. Vysledna data dale analyzujeme pomoci pocita¢i a dostavame
prehledny vycet vétsiny mikroorganismi, které by mohly skodit ptideé.

Spravné a presné urcit vinika vSak nemusi byt az tak jednoduché jak se zda. Sek-
venacni metody a naslednd analyza pro pomérné rychlé sekvenovani jsou do znacné
miry zavislé na predem prozkoumanych mikroorganismech a ulozenych datech v da-
tabazich. Aby se mikroorganismus mohl do databaze dostat, musi byt nejprve du-
kladné sekvenovan presnéjsi, nakladnéjsi a zdlouhavejsi metodou. I téchto metod
vyuziva celometagenomové sekvenovani pro objevovani nového a neprobadaného zi-
vota.

Dalsi velkou vyhodou celometagenomového sekvenovani a metagenomiky je iden-
tifikace mikroorganismi, které neni mozno kultivovat v laboratofi a posvitit si na
né pod laboratornim sklem. Odpada tedy nutnost konstruovat vhodné prostiedi, jen
abychom zjistili, o jaky mikroorganismus se jedna. Nékdy totiz neni mozné takového
prostiedi docilit.

Pominout by se neméla aplikace sekvenovani v oboru mediciny, biotechnologii,
ekologie a dalsich odvétvich lidské c¢innosti. Sekvenovani zde nachéazi nesc¢etného
vyuziti, od zachranovani zivoti pro zlepSovani lidského spolecenstvi.

Jak vyplyva z uvedenych prikladt, znét, co se v prostredi kolem nas nachazi,
je dilezité. Neméné dulezité je vsSak védét, co se kolem nas déje. Tedy presnéji,
co ma ktery mikroorganismus pravé na praci a jak to ovliviiuje jeho okoli.

V tomto ohledu nam pomuze metatranskriptom, ktery se presné témito otaz-
kami zabyva. Pii analyze se zaméfujeme na pravé transkribovanou informaci, tedy
na pravé produkovanou mRNA. Dozvime se tedy, co v daném casovém okamziku mi-

krobiom déla, muzeme ho podrobit experimentim a zkoumat jeho reakci. Abychom
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nepochybili a zjistili co nejvice, musime zkoumané vzorky sekvenovat s dobry po-
krytim.

Mikroorganismy jsou schopné se adaptovat. Zminénym experimentem mtizeme
vyvolat adaptacni zménu a pomoci metatranskriptomiky zkoumat, jak zména pro-
bih& a co se v mikrobiomu déje. Proces nam poskytne dilezité odpovédi na radu
otazek, které mohou pomoci napriklad v 1ékarském primyslu k objeveni novych
a lépe cilenych 1é¢iv.

Pti celometagenomové analyze a analyze metatranskriptomu narazime na nemala
uskali. Potize mohou nastat jiz pri odbéru a zpracovani vzorki. Sebemensi konta-
minace ¢i odchylka od postupu muze zavést chybu, ktera drasticky ovlivni vysledek
celé analyzy. Pritomné kontaminace lze v mnohych pripadech pfi pocitacovém zpra-
covani odhalit, v opac¢ném pripadé by kontaminace mohla zptlisobit zcela klamné
zaveéry a vyustit v dalsi nespravny postup.

Slozitost zpracovani celé analyzy se projevuje také v objemu dat, které je nutno
pocitacem zpracovat a ulozit. V tomto pripadé musi byt vyuzito serverovych grido-
vych vypocetnich systému. Dalsi prekazkou je vybér vhodného softwaru pro takovou
analyzu. Zprvu se to mize zdat jako slozity pripad pro leckterého detektiva a je tedy
dobré, mit po ruce bioinformatika, ktery se umi spravné navigovat velkym mnoz-
stvim dostupného softwaru, popripadé si sam navrhnout vlastni elegantni reseni.

U analyzy tohoto typu je mozno nastavit nesc¢etné parametrii a vyuzit celou radu
metrik a prislusnych jednotek. Na metagenom ¢i metatranskriptom se miizeme divat
z mnoha 1hli a kazdy potfebuje informace pravé pro ten sviij. Problém muze déle
nastat ve standardizaci, kdy pro podobné véci pouzivame rozdilny zapis. Obecné
plati, Ze pro zjednoduseni celé analyzy je potfeba tvorit velké a standardizované
databaze, které ulehcuji ziskavani vysledkti a urychluji cely proces.

Taktéz vysledky analyzy lze zobrazovat a interpretovat rizné. Pti vyuziti balicku
bioBakery je zde nékolik moznosti vizualizace dat. Pro vytvoreni kruhovych taxono-
mickych a fylogenetickych stromii je zde GraPhlAn, samotné bioBakery workflows
nabizi vytvoreni reportu s vizualizacemi pro celometagenomova a 16S data. Pro
vizualizaci vysledki HUMAnN a MetaPhlAn je zde program Hclust2, ktery tvori
heatmapy se shlukovanim pomoci korelaci. Vsechny tyto moznosti vyzaduji znalosti
Postradaji interaktivni prvky a okamzité zobrazeni vysledki.

Vizualiza¢ni dashboard predstaveny v této praci poskytuje po nahrani dat moz-
nost s daty ihned manipulovat a zobrazit si potfebné vizualizace. Naptiklad pti
otevirani velkého .tsv souboru v pocitaci, muze dojit k pretizeni editoru pro ta-
bulkova data. Dashboard zvladne velkou tabulku nacist a provadét rtizné operaci
s daty. Tabulka je interaktivni a prizpusobitelnd. Déle dashboard poskytuje pte-

hledné a interaktivni grafy pro vizualizaci dat a zobrazeni dat pod riznymi thly
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pohledu a statisticky nahled na zpracovana data.

Vsechny tyto vlastnosti dashboardu umoznuji snadnéjsi interpretaci dat. Dashbo-
ard ma slouzit biologiim, laboratornim pracovnikiim, bioinformatiktim a vsem tém,
ktefi potiebuji rychle nahlédnout na vysledky analyzy pomoci softwaru HUMAnN
a MetaPhlAn.

Pro nastavovani a spravné fungovani dashboradu byl pouzit testovaci dataset
(viz kapitola @, ktery byl sestaven z rtznorodych vzorki, aby dashboard fungoval
co nejuniverzalnéji. Postup zpracovani vzorkit byl dle vlastniho navrhu implemento-
van za ucelem ziskani relevantnich vysledki. Blizsi informace a schéma navrzeného
postupu lze nalézt v kapitole 6.1l Dashboard byl nasledné pomoci celého testovaciho
datasetu otestovan a dale upraven pro lepsi fungovani.

Celé technické feseni je jednoduché, volné pristupné, skalovatelné a snadno modi-
fikovatelné. Kéd spole¢né s informacemi o dashboardu je verejné pristupny na plat-
formé GitHub. Dashboard bude zajisté vice nez vhodnym ptispévkem do bioinfor-
matické komunity. Navrhy, zmény ¢i vlastni programové vylepseni dashbordu jsou

vitany. Vhodnych vizualizaci pro lepsi pochopeni vysledkti analyz neni nikdy dost.
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Zavér

Bakalarska préace shrnuje podstatné informace o exprimaci genetické informace clo-
véka a zaméfuje se na geny exprimované v daném casovém momentu. Podrobné
popisuje nukleové kyseliny, vysvétluje mikrobiom, metagenom a metatranskriptom.
Ukazuje potencial metatranskriptomiky, jejiho vyuziti a rozebira slozitost zpracovani
metatranskriptomickych dat. Shrnuje a popisuje sekvenacni technologii Illumina,
kterd je jednou z nejvyuzivanéjsich v oblasti sekvenovani a metatranskriptomiky.
Poskytuje ale i nahled ostatnich sekvenacnich metod.

Strucné je zde popsan vyuzivany software HUMAnN a MetaPhlAn (soucést ba-
licku bioBakery), ktery se vyuziva pii analyzovani vzorki. Hlavni ¢asti analyzy jsou
odhad metatranskriptomu a taxonomické zatrazeni jednotlivych c¢teni.

Podstatnou kapitolou pro praci je sestaveni postupu zpracovani pro testovaci
dataset. Pro zpracovani datasetu byl sestaven vlastni navrh tak, aby byl testovaci
dataset zkontrolovan, filtrovan, analyzovan a byl vhodny pro otestovani dashboardu,
ktery ma byt univerzalni a ma pojmout rozmanita data. Dashboard ma diky témto
projit zvolenymi programy s vhodné upravenymi parametry, aby mohl byt bran jako
relevantni a mohl byt pouzit pro testovani. Cely postup byl po navrhu implemento-
van a kompletni analyza probéhla pro vsechny vzorky v datasetu. Dataset byl dale
vyuzit pro nastavovani a testovani vizualizacniho dashboardu.

Hlavnim tkolem prace bylo vytvoreni vizualizacniho dashboardu pro vysledky
z metatranskriptomické analyzy dat. Dashboard byl vytvoren s dirazem na jedno-
duchost, vhodné vizualizace, interaktivnost, ale také skalovatelnost, moznost upravy
dat a dalsiho rozsiteni. Pro spravnou interpretaci analyzy je v tomto pripadé klicova
spravna a uzitecna vizualizace dat ale i jejich statistické zpracovani. Do dashboradu
byly zakomponovany vsechny dulezité prvky pro metatranskriptomickou analyzu.

Cilem préce také bylo vyzdvihnout dilezitost vizualizace pro spravné porozu-
meéni vysledkim analyz a ukézat, jaké moznosti vizualizace nabizi. Prace je proto
doplnéna o tématické obrazky, které byly vytvoreny za ti¢elem nazorného a prehled-
ného priblizeni problematiky:.

Kompletni bakalarsky projekt se struénym navodem a popisem je mozno nalézt
pod timto odkazem: https://github.com/HonzaHyl/VisualizationDashboard. Sou-
bory jsou zprostiedkovany timto zpltisobem, aby mohl byt dashborad dale rozvijen
a upravovan, protoze metatraskriptomicka analyza je podstatnou soucasti zkouméni
mikroorganismu kolem nas a v budoucnu bude jisté rozsirena a zlepsovana za ticelem

objeveni novych poznatki a prilomt ve védé.
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Elektronické prilohy

Veskeré zdrojové kédy a priklad naleznete na webové strance GitHub pod timto
odkazem: https://github.com/HonzaHyl/VisualizationDashboard.
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