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Abstrakt

Hlavnim cilem této prace byl navrh a implementace webové aplikace, ktera je, na zakladé
uzivatelské volby, schopna ohodnotit primerové pary urcené pro 16S rRNA amplikonové
sekvenovani a zjednodusit uzivateli vybér primerového part pro jeho specifické potreby.
Ohodnoceni je realizovano na zakladé databdze primerovych part, kterd obsahuje data o
specifité a senzitivité kazdého jednoho primerového paru. Soucéasti prace byla i vykonnostni
optimalizace algortimu pro vypocet senzitivity a specificity a jeho integrace do aplikace.
Diky ¢emuz aplikace umoznuje uzivateli provést analyzu vlastniho primerového paru a ziskat
informace o pozici amplifikovaného regionu, senzitivité a specificité.

Abstract

Main goal of this thesis was an implementation of web application, that can evalutate and
recommend primer pairs for 165 rRNA amplicon sequencing, according to users specific
needs and by this simplify the procces of primer pair selection. Primer pair evaluation is
based on database of primer pairs, which contains data about senzitivity and specifity of
each primer pair. Part of the work was also the performance optimization of the primer pair
analysis algorithm, that computes senzitivity and specifity data. This optimization helped
in an integration of algorithm into the application, which means that users can submit their
own primer pair sequences, run analysis and get informations about position of amplified
region, sensitivity and specifity.
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Kapitola 1

Uvod

Jednou z moznosti studia popula¢ni diverzity bakteridlnich spolec¢enstvi v rdmci metageno-
mického studia, je klasifikace sekvenci ziskanych pomoci amplikonového sekvenovani genu
16S rRNA. [73]

Amplikonové sekvenovani je zalozeno na sekvenaci specifického regionu 16S rRNA genu,
ktery je amplifikovan pomoci reakce PCR [56]. Gen 16S rRNA je vysoce konzervovany napii¢
bakteridlni a archedlni taxonomickou doménu [41]. Diky tomu je mozné jedinym primerovym
parem, amplifikovat velkou podmnozinu vSech druht z téchto domén. Nésledné na zakladé
variabilnich regionti genu lze provést taxonomickou klasifikaci ziskanych sekvenci.

I pfes vysokou konzervovanost genu, ale neni mozné jedinym primerovym parem zarucit
amplifikaci vSech druhii. Skupina amplifikovanych druhti je primarné ovlivnéna pozici re-
gionu, ktery je pti PCR reakci zacilen. Mnozstvi amplifikovanych (zachycenych) druhi, lze
povazovat za senzitivitu primerového paru. Zatimco specificita se odviji od mnozstvi roz-
lisitelnych zachycenych druhti. Pozice regionu, potazmo senzitivita a specificita, zévisi na
pouzitém primerovém paru. [54, 64]

Pravé z toho divodu je hlavnim cilem této priace navrh a implementace webové aplikace,
kterd uzivateli na zdkladé rozsahlé databdze primerovych péari zjednodusi proces vybéru
idedlnfho primerového paru. Aplikace musi byt schopna, na zékladé uzivatelského dotazu
ohodnotit senzitivitu a specificitu vsech primerovych paru v databézi, provést vizualizaci
vysledkl a zjednodusit uzivateli vybér takového primerového paru, ktery nejvice vyhovuje
jeho pozadavkam.

Databéze aplikace by méla obsahovat podrobné informace o senzitivité a specificité tisict
primerovych pari. Tyto informace jsou vypocitany pro kazdy primerovy par pomoci exis-
tujiciho analytického algoritmu.

Cilem prace je mimo jiné i vykonnostni optimalizace a integrace analytického algoritmu
primo do webové aplikace. Coz umozni uzivatelim aplikace, provést analyzu jejich vlast-
nich primerovych sekvenci. Uzivatelé diky tomu ziskaji informace o pozici amplifikovaného
regionu, senzitivité a specificité vlozeného primerového paru. Zaroven uzivatel bude moci
tento novy primerovy par porovnat vici ostatnim partim v databazi.

Hlavni prinos této prace je predevsim vytvoreni verejné dostupné webové aplikace, ktera

bude obsahovat mechanizmy a algoritmy pro pokrocilou, ale presto uzivatelsky privétivou
praci s primerovymi pary a jejich sekvencemi.



Kapitola 2

Molekularni genetika a
metagenomika

Molekularni genetika se jako véda zabyva strukturou genetické informace, genomu a po-
pisem déju na trovni molekuldrni biologie [72]. Pro celistvé pochopeni problematiky této
préace, je nutné se sezndmit se zakladnimi pojmy a principy biologie, molekularni genetiky
a metagenomiky.

Prvnim dilezitym pojmem je Taxonomie [32]. V biologickém slova smyslu se taxonomie
zabyva popisem, identifikaci a klasifikaci organismii. Cilem taxonomie je klasifikace vsech
znamych biologickych skupin (taxonii) do jednotné hierarchie biologickych kategorii. Sa-
motnd taxonomicka hierarchie sestdva z nékolika trovni z nichz hlavnich sedm je: doména
(domain), fise (kingdom), kmen (phylum), t¥ida (class), fad (order), ¢eled (family), rod (ge-
nus), druh (specie). Mezi témito hlavnimy kategoriemi jsou jesté definovany mezistuptiové
kategorie jako napriklad nadtrida, podrad, infrarad a podobné. Z informatického hlediska je
taxonomické hierarchie stromova struktura, kde biologické kategorie pojmenovavaji irovné
tohoto stromu a kde taxony jsou jednotlivymi uzly stromu.

Kazdy organismus v taxonomické hierarchii 1ze identifikovat na zékladé genetické informace.

2.1 Genom jako nositel informace

Zakladnim stavebnim kamenem kazdého zivého organismu je sada genetickych informaci,
které urcuji vlastnosti, schopnosti a podobu burky. Kompletni sada genetickych informaci
dané bunky je souhrnné oznacena jako genom. U vétsiny organismi je genom tvoren dlou-
hymi vldkny molekul DNA, respektive RNA u nékterych viri, do nichz je zakédovana
veskera genetickd informace daného organismu. Ve vldknech DNA, respektive RNA, jsou
obsazeny veskeré kédujici oblasti ve formé geni. [38]

Gen je zékladni jednotka genetické informace a tedy zakladni jednotka dédi¢nosti. Jedna
se o sekvenci nukleotidi kédujicich produkt. Timto produktem je transkribovana sekvence
RNA, kterd muze, ale nutné nemusi, kédovat protein. [38]

DNA, neboli deoxyribonukleova kyselina, je nukleova kyselina, do jejiz struktury je zaké-
dovand geneticka informace. DNA je v bunce standardné ve formé dvousroubovice vzajemné
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Obréazek 2.1: Hustrace struktury vlakna dna. Obrazek prevzat ze serveru Wikimedia Com-
mons.

komplementarnich vldken. Vldkno DNA je slozeno ze ¢tyt druht nukleotidu (bézi). Dvou
pyrimidinovych bézi cytozinu (C) a thyminu (T) a dvou purinovych bazi adeninu (A) a
guaninu (G) [36]. Ilustrace dvousroubovice DNA je zobrazena na obrazku 2.1.

Jedno vldkno DNA je sekvenci tvorenou z jednotlivych bazi. Dvé vlakna tvori dvousrou-
bovici DNA, kde jednotlivé béze, jsou spojeny vodikovou vazbou podle pravidel Wat-
son—Crickova parovani takovym zpusobem, Ze adenin se vaze na thymin a cytozin se vaze
na guanin. V disledku tohoto parovani jsou obé vlakna vzajemné komplementarni, diky
¢emuz je dostacujici znat sekvenci jednoho vldkna, abychom byli schopni dopocitat druhé.

RNA, neboli ribonukleova kyselina, je nukleova kyselina, ktera v bunkach vystupuje jako
produkt transkripce DNA, pouze u RNA virt RNA zastupuje funkci DNA a primo tvori
genom daného viru. RNA se bézné vyskytuje v bunécéné cytoplazmé. Stejné jako DNA
je i RNA tvoreno sekvenci nukleotidi. Na rozdil od DNA zde neni zastoupen nukleotid
thymin, ale je nahrazen uracilem (U), pfi¢emz ostatni t¥i nukleotidy jsou v RNA sekvenci
obsazeny beze zmény. Na rozdil od DNA se RNA ve vétsiné pripadu vyskytuje pouze ve
formé jednovldknové sekvence. [35]

Rizné typy RNA jsou soucdsti mnoha rtznych procest v bunce. Zakladnim procesem jimz
je konkrétné mRNA, tRNA a rRNA (messenger RNA, transfer RNA a ribosomal RNA)
soucasti, je syntéza proteini. Krom toho ale RNA zastava i funkce, které nekéduji zadny
protein. Konkrétné se muze jednat procesy regulujici transkripci, replikaci chromozomii,
degradaci proteint a mnohé dalsi. Souhrnné se tyto typy RNA oznacuji jako ncRNA (non-
coding RNA). [68]

Biologické procesy genomu

Nukleové kyseliny jsou zakladnim drzitelem informace zivych organismt a umoznuji jejich
existenci a fungovani. Interpretace informace ulozené v DNA, potazmo RNA| je umoznéno
procesy, které realizuji prevod genetické informace z DNA na RNA (transkripce) a preklad
RNA na protein (translace).

Transkripce [36] je pfepis genetické informace z molekuly DNA na RNA. V naprosté
vétsiné pripadi se jednd o prepis jednoho genu, tedy jeho expresi. Transkripce genovych
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Obrazek 2.2: Schématicka ilustrace hybridizace primerového paru na komplementarni dena-
turovand vlakna DNA.

sekvenci, je velmi komplexni proces regulovan radou transkripénich faktort, které reaguji na
aktualni potreby bunky a reguluji expresi jednotlivych genii. Transkripce je vratny proces,
coz znamend, ze chemickym pusobenim enzymu lze provést reverzni transkripci z RNA na
DNA.

Translace [36] je proces prekladu sekvence mRNA (messenger RNA) do sekvence ami-
nokyselin proteinu. Pieklad mRNA do proteini probihd na ribozomech a jednotlivé ami-
nokyseliny se zarazuji podle pravidel genetického kédu, ktery predstavuje mnozinu pravi-
del definujicich jaké kodony (trojice nukleotidi) odpovidaji jakym aminokyselindm. Proces
translace na rozdil od transkripce neni vratny a tedy neni mozné aminokyselinovou sekvenci
prevést zpét na RNA.

Moznosti pienosu informace v rdmci DNA, RNA a proteini je definovdno v rdmci central-
niho dogmatu biologie. Toto dogma definuje, Ze prenos informace je mozné realizovat témito
sméry: z DNA na RNA (transkripce), z RNA na DNA (reverzni transkripce) a z RNA na
protein (translace). Jiné zpusoby pfenosu informace nebyly zatim pozorovany. [36]

Polymerazova retézova reakce (PCR)

Béhem studia DNA (a RNA) je dnes jiz béZnou praxi nepracovat pouze s jednou replikou
daného vlakna, ale velkym mnozstvim identickych replikovanych sekvenci. Pro replikaci
vybraného segmentu DNA vldkna, lze vyuzit polymerdzové fetézové reakce, oznacované
zkratkou PCR.

PCR [64, 65] je metoda jejiz historie sahé& az do roku 1985, kdy ji doktor Kary B. Mullis
a profesor Michael Smith prezentovali a pozdéji, v roce 1993, byly za sviij tspéch ocenéni
Nobelovou cenou [25].

PCR metoda umoznuje rychlou amplifikaci (replikaci) definovaného regionu DNA fetézce.

Zakladem PCR reakce je pouziti neporuseného tiseku DNA, ktery je cilem replikace, neboli
amplifikace. Amplifikovany region je definovan prostiednictvim pouzitych primera. Primery
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Obréazek 2.3: Prubéh amplifikace pomoci PCR. Z obrazku si lze povSimnout, ze v 1. cyklu
PCR se novy fetézec syntetizuje az do konce vldkna (pokud je dostatek ¢asu) a nikoliv pouze
do trovné, kde se nachazi druhy primer. Replikace pouze konkrétniho definovaného regionu
je provedena az ve druhém cyklu reakce, protoze az ve druhém cyklu reakce jsou amplikony
z 1. cyklu zkraceny na danou délku. Obréazek prevzat ze serveru Wikimedia Commons.

jsou kratké, chemicky syntetizované oligonukleotidové sekvence. Jejich délka se pohybuje
v tadu nizkych desitek nukleotidi. Konkrétni region DNA je definovan pomoci dvou pri-
meru, které se spolecné oznacuji jako primerovy par.

PCR reakce vyuziva skutecnosti, ze pri denaturaci vlakna DNA dojde k rozdéleni dvousrou-
bovice a pri nasledném chladnuti dochdzi k hybridizaci primert na prislusnd mista v retézci.
Schématicka ilustrace tohoto procesu je zobrazena na obrazku 2.2.

Prubéh PCR lze rozdélit do t¥1 hlavnich kroki. V prvnim kroku dochézi k zahrivani vzorku
DNA po dobu 10 az 30 sekund pfi teploté 95 °C, coz zpusobi jeho denaturaci. V dal$im
kroku se teplota snizi na 50-65°C. P1i této teploté dochazi k nasedani primeri na piislusna
mista na retézci. Po nasednut{ primeru na DNA se na takto vzniklé dvouvldknové dseky
vaze DNA polymerdza. V poslednim kroku je pomoci polymerazy syntetizovano vldkno
DNA. Po provedeni téchto tii krokt se pocet replikovanych vlaken zdvojnasobi. Opakovanim
kroku denaturace, navazani primeru na komplementirni fetézce a nasledné syntézy vlaken
DNA vede k exponencidlnimu ristu mnozstvi replikovaného regionu DNA. Pribéh PCR je
vyobrazen na obrazku 2.3.

Cely proces PCR probiha v pripravené reakéni smési obsahujici mimo jiné replikovanou
DNA, primery a volné nukleotidy (dANTP). Vysledné replikované fetézce jsou oznacovany
jako amplikony.

Pomoci PCR je mozné replikovat pouze DNA fetézce. Replikace RNA je pomoci PCR
mozné pouze po prevedeni RNA vldkna na DNA, ¢ehoz lze dosdhnout pisobenim enzymu
reverzni transkriptizy.



Znak Reprezentované baze Znak Reprezentované baze

A {A} K {G, T}

C {C} R {A,G}

G {G} Y {C, T}

T {T} B {C, G, T}

U {U} D {A, G, T}

W {A T} H {A, C, T}

S {C, G} Vv {A, C, G}

M {A, C} N {A C, G, T}

Tabulka 2.1: Soupis rozsitené nomenklatury plné nespecifikovanych nukleotidi.

Zapis primerovych para

Primerovy par se zapisuje jako sekvence pismen reprezentujicich specifické nukleotidy. Neji-
nak jako je tomu pfi zépisu jinych genomovych sekvenci. Oproti standardni genomové sek-
venci se v pripadé primerovych part, ¢asto pouziva nomenklatura zahrnujici i ¢astec¢né
nespecifikované nukleotidy. [45]

V praxi to znamend, ze standardni ¢tyfi znaky (A,T,C,G) reprezentujici DNA nukleotidy,
jsou rozsiteny o dalsi mnozinu znakt, které reprezentuji hned nékolik moznych nukleotidi.
Prikladem miuze byt znak W, ktery je zastupnym znakem pro A nebo T.

Pokud je tedy primerova sekvence definovana jako GGGCGGWGTG, pak takova sek-
vence realné popisuje dvé plné definované sekvence a to konkrétné: GGGCGGAGTG a
GGGCGGTGTG.

7 toho vyplyva, ze jeden primerovy par ¢asto odpovidd mnoziné redlnych plné specifikova-
nych oligonukleotidovych sekvenci.

2.2 Sekvenace genomu

Bioinformatika jako védni obor propojujici biologii a informatiku, potiebuje pro ucely zpra-
covani dat a realizaci vypocCtu nad nimi, nejdiive data digitalizovat, respektive reprezento-
vat v poéitaci. Proces realizujici ¢teni DNA (pfipadné RNA) a jeho digitalizaci se nazyva
sekvenovani.

Sekvenovani je obecny nazev shrnujici rtizné metody, které zjistuji sekvenci nukleotidi
urcitého segmentu DNA(RNA). Pocéatek sekvenac¢nich metod sahd do 70. let 20. stoleti kdy
anglicky biochemik Frederick Sanger a jeho tym predstavily Sangerovu metodu sekvenovani
DNA. Kréatce poté byla predstavena i druhd Maxam—Gilbertova sekvena¢ni metoda. [34, 59]

Obé tyto metody jsou oznacovany jako metody prvni generace. Sangerova a Maxam-Gilbertova
metoda jsou sice odlisné, ale presto maji spolecny princip. Obé metody jsou zalozené na
principu kdy se sekvenovany retézec DNA nareplikuje na podfetézce s ndhodnou délkou,
pricemz tyto podretézce se déle sekvenuji pomoci elektroforézy. Hlavni rozdil obou metod
je mechanizmus tvorby nahodné dlouhych retézca.

Vyvoj technologii, ale postupuje a v dusledku toho vznikly nové sekvenacni metody 2.
generace a aktudlné i metody 3. generace. [52, 66]



¢ 1. Generace

— Sangerova a Maxam—Gilbertova metoda
— Délka sekvenci 500-800bp (bazovych pért)

¢ 2. Generace

— Roche, Illumina, Ion Torrent Systems

— Délka sekvenci se pohybuje kolem 300bp
e 3. Generace

— Pacific Biosciences, Oxford Nanopore Technologies

— Délka sekvenci v pruméru 20kbp

Souhrnné se technologie 2. a 3. generace oznacuji jako next-generation sequencing (NGS).
NGS technologie se od prvni generace lisi mimo jiné rychlosti zpracovani, ale predevsim
vyraznym cenovym rozdilem sekvenovani genomu. Kde u prvni generace je cena sekvenace
genomu 1 milion dolari, tam se u druhé generace pohybuje cena v fadu nizkych tisict
dolartt a u treti generace v rfadu nizkych stovek dolarii. Dnes velmi rozsifenou metodou

sekvenovani je metoda pouzivana v sekvendtorech firmy Illumina'.

INlumina sekvenovani [39, 19] je masivné paralelni sekvena¢ni proces sestévajici z nékolika
fazi. Prvni fazi je ptiprava vzorku. Sekvenovany DNA fetézec se rozdéli na podietézce dlouhé
150-300 bézi (podle modelu sekvenatoru). Na konce ptipravenych podfetézcu jsou pfipojeny
specifické kratké retézce oznacovany jako adaptéry a sekvence vazajici primer.

Druhou fazi sekvenace je aplikace pripravenych denaturovanych DNA vzorku na specidlni
sekvenac¢ni desticku (flow cell). Flow cell je specidlni desticka, na niz jsou pripravené kratké
DNA fetézce, které jsou komplementarni k aplikovanym adaptérum na sekvenovanych re-
tézcich. Aplikované vzorky se prichyti pomoci adaptérovych sekvenci k desti¢ce. Déale se
pomoci PCR dané sekvence nareplikuji do velkého pocétu. Nasledné se DNA denaturuje a
polovina nareplikovanych fetézct se odstrani tak, aby zbyla jen pfimd DNA vldkna. Nako-
nec se pridaji sekvenacni primery, jenz se navazou na konce pripravenych retézcu.

Ve treti fazi se realizuje samotné sekvenovani. Na pripravenou flow cell desticku jsou apli-
kované volné nukleotidy, upravené tak, aby byly fluorescentni. Zaroven tyto nukleotidy
maji modifikovanou hydroxylovou skupinu, coz zpusobi pozastaveni postupu polymerdzy
a efektivné tedy pozastaveni syntézy retézce. Na flow cell je priddna i polymeréza, kterd
naseda na primer a realizuje syntézu vldkna. Syntéza je pozastavena v dusledku pripojeni
modifikovaného fluorescentniho nukleotidu. V tuto chvili je pofizen snimek mikroskopem,
ktery zachyti fluorescenci daného nukleotidu. Podle barvy zareni je identifikovan typ nuk-
leotidu. Jakmile jsou vzorky nasnimané, obnovi se hydroxylova skupina na modifikovaném
nukleotidu, ktera umozni pokracovani syntézy. Cely proces se opakuje do doby, dokud neni
nasyntetizované celé vldkno.

Cely tento proces je masivné paralelni a na jediné flow cell se takto sekvenuje obrovské
mnozstvi fetézcu. Vysledkem analyzy nasnimanych obrazu je tedy mnozina kratkych (150-
300 znaku) textovych fetézcu, které reprezentuji sekvenované retézce.

Thttps://www.illumina.com/
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Obrézek 2.4: Ilustrace procesu shotgun sekvenovani. Obrazek inspirovan ze stranek Okinawa
institute of science and technology www.oist.jp

Aktivné se pouzivaji i dalsi technologie jako: Ion Torrent technologie pouzivand v sekvena-
torech firmy ThermoFisher”, pifpadné dnes jiz nevyvijend technologie [28] 454 Pyrosekve-
novani a v neposledni fadé také technologie 3. generace jako nanopdérové sekvenatory od
Oxford Nanopore Technologies®.

Vsechny aktudlni technologie jsou omezeny délkou osekvenovanych sekvenci. U dnes nejpo-
uzivanéjsich technologii (1. a 2. generace) je tento limit v fadu stovek osekvenovanych bazi.
Cela genomova sekvence organismu se ale pohybuje v fadu miliond a vice bazovych paru.
Konkrétné u ¢lovéka se jedné o piiblizné 3200 Mbp *, které tvoii cely genom. V disledku
tohoto faktu je jasné, ze pro osekvenovani celého genomu, je nutné sekvenovat po c¢astech a
nésledné tyto ¢asti spojovat do vétsich celkil. Tato metoda se oznacuje shotgun sekvenovani.

Shotgun sekvenovani [67] je metoda sekvenovani velkych ¢asti (celého) genomu, pri které
se DNA nahodné rozstépi na mnoho malych fragmentii, které se samostatné osekvenuji. Cely
proces stépeni a fragmentace je nékolikrat opakovan, diky ¢emuz vznikne mnoho vzajemné
se prekryvajicich sekvenci. V této fazi je osekvenovan velky blok genomu ve formé velkého
mnozstvi kratkych retézcii o kterych, ale neni informace, kde se ptivodné v genomu nachazeji
a jak na sebe vzajemné navazuji.

Diky prekryvu sekvenci, je mozné vysledné sekvence, které jsou v pocitac¢i ulozeny jako
sekvence znakil, vzajemné zarovnat a vypocitat celou sekvenci. Ilustrace tohoto procesu je
vyobrazena na obrizku 2.4.

Vysledky sekvenace je potieba pro ucely dalsiho zpracovani reprezentovat a ulozit v poci-
taci. Pro tento ucel vznikly formaty soubori jako FASTA nebo napriklad FASTQ. V obou
pripadech se jedna o textové soubory s definovanou strukturou.

2https://www.thermofisher.com/cz/en/home/brands/ion-torrent.html
3https:/ /nanoporetech.com/
“https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/browse! /overview /human
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FASTA je textovy format uréeny k reprezentaci nukleotidovych sekvenci a aminokyselin.
Sekvence jsou reprezentovany pomoci sekvenci pismen, kde jedno pismeno odpovida pravé
jednomu nukleotidu, respektive aminokyseliné. Kazdé sekvenci ve FASTA souboru pred-
chézi jeji jednotadkovy popis uvozeny znakem ">". Na dalsim Faddku nésledné zacinad dana
sekvence. Sekvence se zapisuje do jednotlivych fadki, které by nemély presdhnout délku 80
znaki. Priklad FASTA souboru lze nalézt na obrazku 2.5.

>Enterobacter--space--cloacae--13047
AAATTGAAGAGTTTGATCATGGCTCAGATTGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTC
GCTTGCTCTCGGGTGACGAGTGGCGGACGGGTGAGTAATGTCTGGGAAACTGCCTGATGGAGG
CGGTAGCTAATACCGCATAATGTCGCAAGACCAAAGAGGGGGACCTTCGG

Obréazek 2.5: Priklad reprezentace sekvence prostrednictvim FASTA souboru.

FASTQ soubor, na rozdil od FASTA souboru, dokéze navic kromé samotné sekvence re-
prezentovat i kvalitativni informace o kazdém jednom znaku v sekvenci. Pravé diky kvalita-
tivnimu zaznamu je casto pouzivan jako vystupni format sekvenatort. Struktura zdznamu
zaCind fadkem s popisem sekvence uvozeny znakem "@Q". Na dalsim fadku je dand sekvence.
Treti fadek zadind znakem "+'"a jménem sekvence. Ctvrty fadek v fadé obsahuje kvalita-
tivni informace o dané sekvenci ve formé ascii znaku. Priklad FASTQ souboru lze nalézt
na obrazku 2.6. [42]

@Sequence_name
GCTTGCTCTCGGGTGACGAGTGGCGGACGGGTGAGTAATGTCTGGGAAACTGCCTGATGG
+Sequence_name
127% ((x%21214>>>>CCCCO5 Ckkokx) % hSSS U hototets! ! 1 #%%)) () 1112CC65

Obrazek 2.6: Priklad reprezentace sekvence a jeji kvality ve FAST(Q souboru.

2.3 Metagenom a jeho studium

Metagenomika je soubor metod zabyvajici se studiem genetického materidlu ziskaného
primo z prostiedi. Tento materidl obsahuje mnoho riznych mikrobidlnich organismu, které
nelze, nebo jen velmi obtizné, oddélit do samostatnych vzorkd.

Studium metagenomu pronikd do mnohych oblasti od studia prostredi, zpracovani biopaliv
az po studium metagenomu stiev, ust, kuze lidi a zvirat a z toho vychéazejici diagnostiku
riznych onemocnéni. Pravé stfevni metagenom se ukazuje jako mozny indikator rtznych
onemocnéni od rakoviny stfev [53], pfes psychologické nemoci jako deprese nebo bipoldrni
porucha [55] az po Parkinsonovu chorobu [62]. Préavé velky potencidl metagenomiky, vede
k rozvoji rtiznych metagenomickych metod.

Do metagenomiky spadéd studium funkcénich vlastnosti, genetickych sekvenci a populacni
diverzity celych mikrobidlnich populaci [75]. Tato prace spadd do oblasti metagenomiky,
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kterd se zabyva studiem populacni diverzity, tedy pritomnosti jednotlivych bakterialnich a
archedlnich druhti a jejich zastoupenim.

Ke studiu metagenomické populac¢ni diverzity 1ze vyuzit dva hlavni pristupy. Jednou moz-
nosti je sekvenace vsech genomovych sekvenci v daném metagenomickém vzorku pomoci
shotgun sekvenovani. Soubor vsech téchto genomovych sekvenci se oznacuje jako metage-
nom a jeho sekvenace je anglicky oznacovana jako Whole metagenome sequencing
(WMS). Druhou moznosti je amplikonové sekvenovani, kdy je sekvenovdna pouze urcitd
specifickd ¢ast vysoce konzervovaného genu (u prokaryot se jedna o gen 16S rRNA).

WMS [63] metoda spociva v sekvenaci idedlné veskeré genetické informace obsazené ve
vzorku pomoci shotgun sekvenovani. Vystupem takto provedeného shotgun sekvenovani je
obrovské mnozstvi kratkych textovych fetézcli, reprezentujicich tseky genomu veskerych
moznych organismi obsazenych ve vstupnim vzorku. Nasekvenovand data se zpracovavaji
v pocitaci. Jednou moznosti zpracovani je mapovani ziskanych fetézci, na jiz znamé geno-
mové sekvence. V tomto pripadé se hleda idedlni zarovnani ziskaného retézce, vici velkému
mnozstvi genomovych sekvenci v databazi. Diky namapovani ziskanych fetézcti jsme schopni
identifikovat pritomnost daného druhu a diky c¢etnosti danych sekvenci i jeho priblizné za-
stoupeni. Tento postup je ovSsem limitujici na identifikaci druht jiz obsazenych v databazi.
Druhou moznosti je de novo sestavovani. V tomto pripadé se v fetézcich hledaji prekryva-
jici se casti, které se na sebe zarovnavaji, diky ¢emuz je mozné vypocitat delsi genomové
bloky. V idedlnim pripadé lze timto zpusobem zrekonstruovat celé genomy jednotlivych
organismi. Redlné se ale dafi zrekonstruovat pouze rizné dlouhé bloky (oznacované jako
contigy) genomu, u kterych lze dale identifikovat druh podle mapovani na genomovou da-
tabézi, pripadné urcit, ze se jednd o novy druh v databazi neobsazeny.

Popularita WMS roste spolecné se snizovanim ceny sekvenovani. Cena sekvenovani je pro
tuto metodu pomérné stézejni, protoze mnozstvi genetické informace obsazené ve vzorcich
z prostiedi je obrovské. Zaroven je WMS velmi vypocetné narocné, predevsim pii de novo
sestavovani se jedna o velmi komplexni proces.

Amplikonové sekvenovani [73, 56] vyuziva skutecnosti, ze v genomu organismu existuji
vysoce konzervované geny, tedy takové, které se vyskytuji ve velmi podobné formé napiic
velkou skupinou (idedlné vsech) druhi. Jednim z takovych gent, ktery se vyuziva pii am-
plikonovém sekvenovani prokaryotickych organismii je gen 16S rRNA. Pii amplikonovém
sekvenovani se ze vzorku z prostfedi pomoci PCR amplifikuje specificky region 16S rRNA
genu. Naslednou sekvenaci amplifikovaného vzorku, lze provést klasifikaci pritomnych druht
a zjistit jejich pomérné zastoupeni. Pro pochopeni toho pro¢ je to mozné je potieba pochopit
strukturu a funkci genu 16S rRNA.

16S rRINA je gen kédujici ribozomalni RNA, kterd je potiebnd pri proteosyntéze u pro-
karyotickych organismu [1]. Vétsinou je v genomu redundantné obsazen v nékolika kopiich
(5-10) [40] . Celkové délka genu se pohybuje kolem 1500bp a interni struktura genu je slo-
zena z konzervovanych a variabilnich regionti, kde konzervované regiony jsou napri¢ druhy
velmi podobné a variabilni se u jednotlivych druht prevazné lisi. Standardné se v genu vy-
skytuje 9 variabilnich regionti oznacenych V1-V9, jejichz ilustrace je zobrazena v obrazku
2.7. [41]

Pravé diky vyskytu variabilnich regionti je mozné tento gen vyuzit k fylogenetickému stu-
diu organismu [74, 73], klasifikaci jednotlivych druht, potazmo k urc¢eni druhové diverzity
mikrobiomu. Pfesto se ale nejednd o jednoznacény proces. Variabilni regiony nejsou vsechny
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Obrazek 2.7: Ilustrace variabilnich (modré) a konzervovanych (zluté) regiont 16S rRNA
genu.

rozdilné u kazdého druhu a proto vybér amplifikacnich primeri, které jsou pouzity pri PCR,
neni trividlni. [41]

Amplikonové sekvenovani vyuziva existence variabilnich a konzervovanych regiont. Vza-
jemn4 variabilita regiont, ale neni mezi vsemi druhy stejnd [41]. Zjednodusenym piikladem
muze byt pripad, kdy urcita tfida bakterii se oproti jiné miize nejvice lisit v regionech V1-V3
zatimco regiony V4-V9 se budou mezi témito tridami liSit pouze minimalné, nebo naopak
se mezi dvéma druhy mtze nejvice lisit region V7 a ostani mohou byt shodné. Z tohoto
davodu je vybér amplifikovaného regionu velmi dtlezity a ovliviiuje kvalitu vysledku. To
jaky region se bude amplifikovat zalezi na sekvencich pouzitého primerového péru.

Proto je tvorba systému, schopného vybrat z databaze pravé takovy primerovy par, ktery
bude maximalné vyhovovat podminkam experimentu, tedy Ze zaruci co nejlepsi specificitu
vybranych druht za zachovani co nejvyssi senzitivity celého spektra organismi, cilem této
prace.

Vlastnosti a vybér vhodného primerového paru jsou krucidlnimi faktory ovliviujici
vysledky amplikonového sekvenovani. Stézejni vlastnosti, které je nutné brat v dvahu pii
vybéru primerového paru jsou senzitivita a specificita experimentu.

Senzitivita urcuje, mnozstvi druht zachycené danym primerovym parem, tedy u kolika
druhit bude amplifikovat cileny segment 16S rRNA genu.

Specificita urcuje, kolik a jaké druhy je mozné pri pouziti daného primerového paru jed-
noznacné urcit. Tedy kolik druht nebude v ramci amplifikované sekvence kolidovat s jinymi
druhy.

Na pocatku feSeni této prace jsem dostal piistup k databédzi (a skriptu, ktery je scho-
pen ji generovat) obsahujici data o nékolika tisicich (celkem 5643) primerech. V databdzi
byly ulozeny informace o primerech ve formé orientovanych grafii, které jsou vice popsané
v sekci 3.3. Grafy reprezentuji, které taxony mezi sebou nerozlisitelné pri pouziti urcitého
primerového paru. Zaroven obsahuji i informace o tom, jaké taxony vybrany primerovy par
zachyti. Z téchto graft lze tedy vypocitat specificitu i senzitivitu primert pro taxony, které
jsou v databdzi zahrnuty (celkem 24829 taxont, pfi¢emz 21493 na trovni druht). Z da-
tabaze lze na zakladé obsazenych dat inferovat idealni primerovy par pro zvolené taxony.
Algoritmus inference je uveden v sekei 3.5.

Ve vétsiné pripadl nelze tvrdit, ze idedlnim primerovym parem, bude praveé ten s nejvyssi
globalni senzitivitou i specificitou (pokud by tedy obé vlastnosti nebyly 100%). Zaroven
nelze tvrdit, ze k dostatecné presnému vysledku je dostatecné pouzit "univerzalni"primerovy
par, ktery zachyti vétsinu druhti, protoze urc¢ité primerové pary jsou schopny zachytit pouze
urc¢ité taxony. Tato skutecnost je zachycena na obrazku 2.8, kde je vizualizovana senzitivita a
specificita vybranych primerovych parti s vybranymi kmeny prokariot. Na obrazku lze vidét
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fakt, ze sic urc¢té primerové pary jsou schopny zachytit pomérné Sirokou skalu organismt,
rozhodné nezachycuji kompletni skalu. Takovy primerovy par muze byt napriklad P699D -
1492R (s), ktery umoznuje amplifikovat 16S rRNA region u vétsiny vizualizovanych kmen,
bude zcela nevhodny pro amplifikaci kmenu Abditibacteriota.

7 toho plyne, ze vybér vhodného primerového paru tedy neni jednoduchy a primocary
problém. Pri rozhodovani je nutné vzit v potaz, které taxony jsou pro dany experiment
dulezité a které méné. Protoze idedlni primerovy par (takovy, ktery by senzitivoval i speci-
fikoval celé spektrum) pri pouziti 16S sekvenovani neexistuje, je nutné, pii vybéru pocitat
s kompromisnimi rozhodnutimi.

Taxonomicka klasifikace na zdkladé 16S rRINNA sekvenci

Samotnou sekvenaci metagenomu neziskame informace o pritomnosti konkrétnich druht.
K tomu je nutné provést klasifikaci.

Klasifikace ziskanych sekvenci je proces, jehoz vstupem je genomova sekvence a vystupem je
taxonomicka skupina ze které pochézi véetné miry jistoty klasifikace. Vystupni taxonomicka
skupina neni pouze na trovni druhu. Castou skute¢nosti je klasifikace na vyssi trovni,
naptiklad rodu. Divodem k tomu je obtiznost realizace klasifikace. Jednotlivé druhy jednoho
konkrétniho rodu, mohou mit sekvence natolik podobné, Ze jejich presnd klasifikace by byla
nemozna, nebo velmi obtizna. Z toho vyplyva, ze chybovost klasifikace na drovni druhu, je
podstatné vyssi nez na drovni rodu.

Existuje nékolik moznych pristupt jak klasifikaci provést.

Prvni moznosti je vyuziti ndstroje BLASTn [57]. Jedna se o néstroj schopny vyhleddvat
sekvence na zdkladé podobnosti. Na zdkladé vstupni sekvence jsou vyhleddny nejpodob-
nejsi sekvence z databaze. Vyhledané sekvence jsou na zakladé podobnosti ohodnoceny
a vysledky jsou zobrazeny uzivateli. Nastroj je mozné plné vyuzit prostfednictvim webo-
vych stranek projektu BLAST, diky ¢emuz je zdkladni pouziti nastroje snadné a predevsim
rychlé. Klasifikace s pomoci BLASTn je vsak pouze zdkladni metodou a jeji vysledky jsou
¢asto pouzivany spiSe jako porovnani vici komplexnéjsim metodam klasifikace. [37, 70]

Presnéjsich vysledku klasifikace, 1ze dosdéhnout pouzitim klasifika¢niho modelu, jako je na-
priklad klasifikdtor RDP [71].

Jednd o naivni bayesovsky klasifikator, ktery umoznuje klasifikaci sekvenci na zakladé 163
rRNA podsekvenci. Jednd se o velmi ¢asto pouzivany klasifikdtor [44, 61]. Projekt RDP
(Ribosomal database project) ovSem nesestava pouze z klasifikdtoru, ale soucasti projektu
je i spravovand databdze 16S rRNA sekvenci bakterii a archei, ddle doplnéna o 28S rRNA
sekvence hub [43]. Aktudlné je posledni verze databaze ze zaii roku 2016 a celkem obsahuje
pres tfi miliony anotovanych 16S rRNA sekvenci. Pravé tyto sekvence jsou pouzity pii
trénovani RDP klasifikdtoru.

Alternativnimi, a podle jejich autori presnéjsimi, klasifikatory jsou SINTAX [47] nebo
SPINGO [37]. Ani jeden z téchto klasifikdtort, neni tak Siroce rozsifen jako klasifikdtor
RDP, prestoze v obou ptipadech jejich autofi uvadéji lepsi vysledky klasifikace sekvenci.
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7 této vizualizace je jasné vidét dulezitost vybéru primerového paru, ktery odpovida oblasti
experimentu.
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Kapitola 3

Navrh a architektura aplikace

Pri tvorbé webové aplikace je tfeba vzit do tivahy mnoho ruznych aspekti, pozadavka a
funkcionalit, které musi vysledna aplikace spliiovat. Zikladnim kamenem rozhodovani je
jaké technologie a pristupy pfi tvorbé aplikace pouzit. Velkou mirou tomuto rozhodovani
prispiva analyza pozadavku aplikace. Jejim cilem je definovat pozadovanou funkcionalitu a
schopnosti vysledného systému, spolecné s cilovou skupinou a ocekdvanym pouzitim apli-
kace.

3.1 Analyza pozadavku

Hlavnim cilem této prace, je tvorba webové aplikace, kterda bude obsahovat databéazi prime-
rovych part a jejich vlastnosti. Na zakladé téchto dat a uzivatelského vstupu bude aplikace
schopna sama vyhodnotit a doporucit uzivateli primerové pary tak, aby maximéalné vyho-
vovaly uzivatelskym pozadavkium. Vysledky ohodnoceni primerovych part bude aplikace
zaroven uzivateli pro prehlednost vizualizovat.

Zaroven bude aplikace schopna vypocitat vlastnosti uzivatelem vlozeného primerového
paru.

Daéle bude aplikace umoznovat prochazeni, filtraci a vizualizaci databaze primerovych part.
V neposledni fadé bude aplikace poskytovat aplika¢ni rozhrani pro moznost vyuziti funk-
cionality inference i mimo webové uzivatelské rozhrani. Zakladni schéma funkci aplikace je
vyobrazeno na obrazku 3.1.

Inference amplikonového primeru. Jednd se proces pii némz se ohodnoti vSechny pri-
merové pary v databazi na zakladé zvolené mnoziny taxoni. Konkrétné se na zakladé ta-
xonu v této zvolené mnoziné vypocita vybrand senzitivita a specificita kazdého primerového
paru. Na zakladé vypocitanych vlastnosti lze primerové pary nasledné porovnavat radit a
vizualizovat.

S inferenci primerovych part tizce souvisi moznost ziskat informace o specicfikém primero-
vém paru. Mezi tyto informace spada specificita, senzitivita, samotné primerové sekvence,
poloha amplikovaného regionu 16S rRNA genu a predevsim vizualizace nerozlisitelnych ta-
xonud. Tedy taxont, které po osekvenovani nebude mozné mezi sebou klasifikovat.
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- Obsahuje informace o senzitivité a specifitité jednotlivych

primerovych paru.

7 7 afy

Inference Analyza
primerového paru primerového paru
Prochazeni a filtrace
ehiErs Ohodnoceni primerovych Vypocet vlastnosti
parQ na zakladé primerového paru
uzivatelského vstupu. vlozeného uzivatelem.

REST api

Obréazek 3.1: Schéma zakladnich funkci aplikace. Vyobrazeny jsou tii hlavni funkce aplikace.
Dveé, které pracuji z daty obsazenymi v databdzi, a které je mozné vyuzit i s pomoci roz-
hrani REST: Inference a prochézeni a filtrace primerovych pari. A funkce analyzy nového
primerového paru.

Pravé vizualizace nerozlisitelnosti je jednou ze stézejnich detailnich informaci, které bude
aplikace umét uzivateli predat. Vizualizace by méla byt dostatecné prehlednd a srozumi-
telna.

Diky ohodnocenému seznamu primerovych part a moznosti detailné prostudovat kazdy jed-
notlivy primerovy par a jeho vlastnosti, by mél byt uzivatel schopen zvolit takovy primerovy
par aby co nejlépe vyhovoval jeho potrebam.

Protoze moznych kombinaci a sekvenci jednotlivych primera je obrovské mnozstvi, je zcela
jisté, ze se objevi potteba uzivatele zjistit informace o jeho vlastni primerové sekvenci. Z toho
davodu je nutnou soucasti aplikace i funkcionalita pro vypocet uzivatelsky definovaného
primerového paru.

Dalsim pozadavkem na systém, je tedy moznost vlozeni primerového paru k analyze.
Uzivateli bude umoznéno spustit vypocet vlastnosti pro jeho vlastni primerovy péar. Takovy
primerovy par se analyzuje stejnym postupem jako vsechny ostatni pary v databazi a uzi-
vatel diky tomu zjisti, ktery region genu bude dany par amplifikovat, zdali viibec néjaky,
a samozrejmé také u jakych druht bude region amplifikovat, a které druhy budou mezi
sebou kolidovat. Zaroven bude moci tento nové vypocitany par porovnat vuci jiz stavajicim
param v databdazi.
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Vypocet vlastnosti primerového paru, miize potencialné trvat desitky minut, proto je nutné,
aby sytém podporoval béh dlouhotrvajicich dloh. V dusledku to znamenad, ze systém musi
umét pracovat s frontou tloh a mnozinou vypocetnich uzli, kterym budou dané dlohy prira-
zovany. Po ukonceni vypoctu systém bude umoznovat upozornit uzivatele prostrednictvim
emailové zpravy.

V neposledni fadé bude systém umoznovat prochazeni a parametrizované filtrovani
primerovych para uloZenych v databazi.

Pii tvorbé aplikace je také nutné vzit do tvahy cilovou uzivatelskou skupinu. V tomto
konkrétnim pripadé cilovou skupinu predstavuji prevazné biologové, bioinformatici a jini
prevazné védecti pracovnici. Z toho vyplyva, ze se jedna o skupinu uzivateld, ktera je sezna-
mena s problematikou metagenomiky, aspekti amplikonového sekvenovani a problematiky
senzitivity a specificity primerovych part.

Zaroven je pri navrhu uzivatelského rozhrani a celé aplikace nutné pocitat z moznosti,
ze uzivatel neni sezndmen s problematikou, principem a celkovym vyznamem algoritmu
inference. Z toho divodu je nutné do rozhrani zaclenit stru¢né napovédy, které vysvetli
pripadné nejasnosti.

3.2 Existujici reseni

Na internetu lze nalézt mnohé projekty a nastroje, které se zabyvaji obecnou problematikou
16S rRNA sekvenci. Siroce pouzivané projekty, které se zabyvaji extrakci, anotaci a spravou
databaze 16S rRNA sekvenci jsou projekty SILVA [19], nebo RDP [43]. Soucasti projektu
RDP je i klasifikdtor sekvenci.

Kromé nich existuji i nastroje, které se zaméiuji specificky na problematiku primerovych
paru. Néastroje, které lze vyuzit k vybéru primerového paru jsou napiiklad ProbeBase [50]
nebo Primer BLAST [76]. Oba ndstroje se zaméruji na podobnou tlohu, jaka je fesena v
ramci této prace, ale ani jeden z téchto nastroju ovsem nedisponuje plnou funkcionalitou,
kterou nabizi aplikace vyvinutd v ramci této prace.

Jednou z hlavnich motivaci tvorby téchto nastroji a predevsim této prace, je poskytnout
vyzkumnikim néastroj, diky némuz budou moci najit primerovy par, ktery je pro jejich
experiment vhodny. Nikoliv par, ktery je obecné znamy, pripadné casto pouzivany,
a ktery pro jejich experiment ve své podstaté viibec vhodny neni.

ProbeBase je nastroj provozovany Videnskou univerzitou. Jednd se o manualné spravo-
vanou databdzi rRNA oligonukleotidi. Umoznuje prochizet databdzi primerti, vyhledavat
primery na zakladé jména nebo sekvence. Déle lze nastroj pouzit k nalezeni pouzitelnych
primeru pro jeden specificky taxon. Aplikace, ale postradd moznost vyhledat a ohodnotit
primery pro mnozinu nékolika taxonti, porovnani jednotlivych primerovych para. Déale neni
mozné provést ani vizualizaci nebo filtraci nalezenych parta. Také postrada moznost vlozeni
vlastniho primeru, respektive tato moznost je dlouhodobé nedostupna (dle zachycenych
obrazfi stranky na internetovém archivu', byla tato moznost dostupna tésné po spusténi
této aplikace v roce 2015, ale uz na archivované verzi z 29.3.2016 je funkce nedostupna a
v nasledujicich zdznamech ani dnes uz zpfistupnéna nebyla).

"https://web.archive.org
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Lze tici, Ze se jedna o databazi se zakladni funkcionalitou vyhledani a ziskani zdkladnich
informaci o primerovych sekvencich.

ProbeBase umoznuje ziskat vice informaci o vybrané oligonukleotidové sekvenci pomoci
dvou zminénych databédzi. Konkrétné je mozné pro vybrany primer ziskat dalsi informace
za pomoci databazi SILVA a RDP.

SILVA a RDP jsou spravované databaze ribozomélnich rRNA genovych sekvenci. Mimo
jiné je zde mozné najit ribozomalni rRNA sekvence velkého mnozstvi organismii, vcetné
podrobnéjsich informacich o danych druzich a pripadné i studiich, které je popisuji.

Primer BLAST je nastroj, ktery se zabyva problematikou konstrukce primerového paru.
Primer BLAST se nespecializuje na primerové pary pro amplikonové 16S rRNA sekveno-
vani, ale umoznuje vypocet primerového paru pro specifickou sekvenci, kterd je cilem PCR
amplifikace. Primer BLAST tedy dokéaze zacilit vybrany primer tak, aby amplifikoval prave
zadanou sekvenci a idedlné zddnou jinou. Tento pristup se, ale nehodi pti 16S rRNA am-
plifikaci pravé kvili variabilnim regiontim, které jsou hlavnim cilem nésledné sekvenace a
navazujici klasifikace.

3.3 Datovy model

Veskera funkcionalita aplikace zavisi na informacich o jednotlivych primerovych péarech ulo-
zenych v databézi. V databazi jsou uloZena data o jednotlivych taxonech, jejich poctech,
senzitivité, specificité a jejich vzajemné nerozlisitelnosti v souvislosti s jednotlivymi prime-
rovymi pary.

Na pocatku feSeni prace jsem dostal pristup k databazi primerovych part a pfi navrhu
datového modelu z této databaze sice vychazim, ale oproti pivodnimu navrhu jsem provedl
pomérné mnoho zmeén, vylepseni a optimalizaci.

Zakladni ¢asti datového modelu je ulozeni taxonomické hierarchie. Ve své podstaté se jedna
o stromovou strukturu, kde jednotlivé tirovné stromu predstavuji taxonomické kategorie.
Kompletni taxonomicka hierarchie je sestavena z mnoha stupnu a mezistupnu (nadkmen,
podkmen, infratiida...).

V této hierarchii ale v nezanedbatelném poctu pripadi nastava situace, kdy urcity or-
ganismus nemé definovanou urcitou taxonomickou kategorii, at uz z jakéhokoliv duvodu.
(Pfikladem mohou byt dosud nezarazené bakterie, jenz maji definovanou napriklad pouze
doménu a druh.) Z divodu zjednoduseni a normalizace taxonomického stromu, je tedy
taxonomicka hierarchie, pro ucely aplikace, omezena pouze na 7 (respektive 8) hlavnich
kategorii. Ty jsou konkrétné: doména (domain), kmen (phylum), t¥ida (class), fad (order),
¢eled (family), rod (genus) a druh (specie). Osmou, ale z pohledu uzivatele aplikace méné
dilezitou kategorii je strain, tedy specifickd varianta urcitého druhu.

Situaci, kdy druh nema definovanou jednu nebo vice taxonomickych kategorii je z divodu
dalsich aspektu aplikace nutné resit. Tyto aspekty se tykaji predevsim analyzy a nésledné
vizualizace vlastnosti primerového paru. Nedefinovand mista jsem se rozhodl vyplnit ozna-

¢enim kategorie z nizsi irovné. Tento mechanizmus je vyobrazen v tabulce 3.1.

Pro tplnost je potieba uvést, ze cela taxonomické hierarchie se s postupem casu pomérné
intenzivné méni a druhy, které drive klasifikovany nebyly, dnes uz byt mohou. Piipadné
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Druh Rod Celed Rad Trida Kmen Doména
druh-A  druh-A cCeled-A fad-A tfida-A  kmen-A doména-A
druh-B rod-B rod-B rod-B trfida-B trfida-B = doména-A

Tabulka 3.1: Mechanizmus vypliovani prazdnych mist v taxonomické hierarchii. Oranzove
vyznacend policka byla vyplnéna kategorii nizsi tridy.

druhy, které patrily do jedné kategorie, mohou dnes pattit do jiné. Stejné tak mohou zmé-
nit pojmenovani. Z toho vyplyva, ze jednoduché vyckavani na klasifikaci dnes nezatazenych
druht, sice v budoucnu mize vést plnému zarazeni druhu do hierarchie, ale zaroven prav-
dépodobné pribydou dalsi nezafazené druhy. V databéazi je tedy ulozen obraz z jednoho
konkrétniho stavu hierarchie.

Dalsim tkolem datového modelu je uchovani informaci o primerovych parech, oznaceni jed-
notlivych primeru a jejich sekvenci. Stézejni ¢asti, a také majoritni co se mnozstvi dat tyce,
je predevsim cast zodpovédnd za ulozeni informace o senzitivité a specificité jednotlivych
primerovych part.

V ramci aplikace je senzitivita primerového paru definovana jako mnozstvi druhd z cel-
kového poctu, u nichz bude pri reakci PCR amplifikovan cileny region 16S rRNA genu.
Konkrétné je senzitivita vyjadiena jako procento amplifikovanych druht z celkového mnoz-
stvi druhi.

Na druhé strané celkova specificita je definovana jako mnozstvi rozlisitelych druhu z celko-
vého poctu senzitivovanych druhti. Stejné jako senzitivita je i specificita vyjadfena procen-
tualné.

Celkova senzitivita a specificita, jsou ale pouze zakladnimi a nikoliv dostacujicimi informa-
cemi. Pro celkovou funkcionalitu aplikace je tieba uchovavat informace o tom kolik druht
je zachycenych a rozlisitelnych v ramci vSech taxoni a taxonomickych kategorii v databézi.
Je-li tedy v databézi celed A do které spadéd N druhi, pak v datech musi byt obsaZena
hodnota kolik z celkového poc¢tu N druhu je danym primerovym parem zachyceno a kolik
z téchto druht bude nerozlisitelnych vic¢i ostatnim druhiim v databazi. V databazi jsou
v ramci jedné tabulky ulozeny hodnoty mnozstvi amplifikovanych a nerozliSitelnych druhu
v zévislosti na taxonu a na primerovém paru.

Na to piimo navazuje posledni vyznamna ¢ast dat souvisejici se specificitou primerového
paru. Jedna se o ulozeni konkrétnich nerozlisitelnosti mezi taxony. Je-li v databazi taxon, do
néhoz spadaji druhy, které jsou prii pouziti specifického paru nerozliSitelné s jinymi druhy,
pak pro tento taxon jsou v databazi ulozeny informace mezi kterymi konkrétnimi taxony na
stejné taxonomické trovni dochazi k nerozlisitelnosti a kolik druhi bude nerozlisitelnych.
Vysledna datova struktura odpovidé orientovanému grafu, kde ohodnocend hrana z jednoho
uzlu (taxonu) do druhého vyjadiuje existenci a mnozstvi nerozlisitelnych druhu. Fragment
realného grafu je vyobrazen na obrazku 3.2.

Popsand ¢ast datového modelu je zachycena prostfednictvim ER diagramu na obrazku 3.3.

Moznosti rozsifeni datového modelu. Zatim se veskeré informace uvadély na trovni
druhd, tedy kolik druhia je nerozlisitelnych, kolik druhii je amplifikovanych a podobné.
Ptvodni databaze, ale i findlni implementace, pocita i s takzvanym parametrem rozlisent,
ktery definuje taxonomickou kategorii, pro niz jsou hodnoty vedeny. Ve finalni implementaci
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Obréazek 3.2: Fragment grafu reprezentujici nerozlisitelnosti na trovni druhti. V grafu jsou
uzly predstavujici taxony a hrany mezi uzly reprezentujici nerozlisitelnosti sekvenci mezi
témito taxony. Konkrétni priklad z grafu: Celkem 13 druht z kmene Actinobacteria je
nerozlisitelnych s néjakym druhem v kmenu Firmicutes. Zaroven 3646 druht v ramci kmenu
Actinobacteria bude nerozliSitelnych s néjakym druhem ve stejném kmenu.

sice databaze a i implementace vypoc¢tu informaci o primerovém paru podporuje rizné
rozliseni, ale na drovni aplikace se pracuje pouze s rozliSenim na drovni druht.

Parametr rozliseni urcuje taxonomickou kategorii na niz se pocita senzitivita, specificita
a nerozlisitelnosti. Priklad lze ukdzat na obrazku 3.2. Jedna se o graf s uzly na trovni kmenu
a rozliSenim na trovni druhu. (VSechny uzly v jednom grafu jsou vzdy na stejné trovni.)
Pri rozliseni na drovni druht, hodnoty hran odpovidaji poc¢tu nerozlisitelnych druht. Pokud
by se jednalo o graf s jinym rozliSsenim, napiiklad celed, pak by hodnoty hran vyjadiovaly
mnozstvi nerozlisitelnosti pravé na trovni celedi. V tu chvili by se hodnoty na hranach
pohybovaly v podstatné mensich ¢islech, protoze celedi je v celé taxonomii podstatné méné
nez druht.

Dtvodem pro¢ by mohlo byt vhodné operovat i s parametrem rozliseni je neproporcéni
mnozstvi druhtt v rdmci naptiklad jednotlivych rodi. Konkrétné se lze podivat na situ-
aci, kdy pomérné intenzivné zkoumany rod Escherichia mé v pouzité verzi taxonomie 104
identifikovanych druhii. Na rozdil od toho napiiklad rod Rhodobaca ma druh pouze jeden.
A pravé tento nepomér muze zpusobovat vykyvy senzitivity a specificity. Protoze je prav-
dépodobné zZe jeden primerovy par amplifikuje vétsinu druhti Escherichia, ale na druhou
stranu je otazka jestli je bude mozné navzijem rozlisit. Proto by v urcitych situacich mohl
parametr rozliseni pomoci.

Dalsi motivace, pro budouci integraci parametru rozliseni i do logiky aplikace, souvisi s pro-
blematikou klasifikace sekvenci. Velmi rozsiteny RDP klasifikator umoznuje klasifikaci sek-
venci na droven rodu. Z ¢ehoz vyplyva, ze analyza nerozlisitelnosti na trovni druhu je sice
presnéjsi co se tyce druhové klasifikace, ale pro pripady, kdy je potreba klasifikovat na vyssi
taxonomické urovni, mohou byt vysledky zkreslené, pravé z diivodu nerovnomérného mnoz-
stvi identifikovanych druhi jednotlivych kment. Protoze primerovy par mutze byt schopen
dobTe senzitivovat a specifikovat kmen od ostatnich, ale nemusi byt schopen dobie specifi-
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Obréazek 3.3: ER diagram datového modelu, ktery zachycuje strukturu dat a informaci
o primerovych pérech a jejich vlastnostech.

kovat jednotlivé druhy, coz v pripadé kdy je identifikovano mnoho druht v jednom kmeni,
muze znatelné snizit hodnotu senzitivity.

3.4 Algoritmus analyzy primerového paru

Cilem analyzy primerového paru je vypocet informaci o senzitivité, specificité a poloze
amplifikovaného regionu, na zdkladé jednotlivych primerovych sekvenci. Zakladni podoba
algoritmu se sklada z nékolika casti:

1. Extrakce amplifikovanych sekvenci jednotlivych variantti pomoci nastroje V-ripper.

2. Identifikace nerozlisitelnosti mezi jednotlivymi strainy. Nerozlisitelnost je definovana
jako identita amplifikované sekvence se sekvenci jiného strainu.
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Obréazek 3.4: Mechanizmus vypoctu polohy amplifikovaného regionu specifikym primerovym
parem.

3. Vypocet polohy amplifikovaného regionu genu.

4. Tvorba grafii nerozliSitelnosti a vypocet mnozstvi amplifikovanych a nerozlisitelnych
druhu (respektive taxonu na drovni rozliseni) pro kazdy jednotlivy taxon.

Prvni bod, tedy vypocet amplifikovanych sekvenci, je ve své podstaté cely odveden v ramci
néstroje V-ripper. Ten jako vstup dostane primerovy par a na jeho zdkladé urci pro vSechny
predlozené 16S rRNA sekvence amplifikovanou podsekvenci genu.

Vv

V-ripper. Pti vypoctu nerozlisitelnosti vSech amplifikovanych sekvenci je nutné provést vza-
jemné porovnani vSech ziskanych podsekvenci. Vzadjemnym porovnanim se na zédkladé iden-
tity sekvenci identifikuji vzajemné nerozlisitelné taxony na trovni strain. Jedna se o trividlni
identifikaci nerozlisitelnosti, ktera ale vylucuje existenci chyb vzniklych chybnou klasifikaci
pomoci klasifikdtoru a lze ji povazovat za urcitou ground-truth klasifikaci.

Mirné odlisSnym pristupem, by mohlo byt vyuziti RDP klasifikarotu a provedeni klasifi-
kace kazdé amplifikované sekvence. Na zdkladé chybnych klasifikaci by se nasledné mohly
identifikovat nerozlisitelné taxony. Diky tomu by se vysledky nerozlisitelnosti priblizily vy-
sledkiim experimentu, které vyuzivaji klasifikatoru RDP. Pro potencidlni budouci rozsireni
aplikace, by tato funkcionalita byla vhodnym kandiddtem k implementaci. OvSem pouze
jako doplnék ke stavajicim dattim, nikoliv jako ndhrada.

Ttetim bodem je urceni zacileného regionu genu. Prestoze je 16S rRNA gen pomérné kon-
zervovany, jeho délka neni jednotna a v ruznych organismech se muze mirné lisit. Z toho
divodu je délka genu urcena jako prumeér délek vsech variant genu a pri vypoctu je norma-
lizovana na délku 0 az 1. Zachyceny region je vypocitan na zakladé primérného umisténi
pres vSechny amplifikované sekvence a poloha je promitnuta na polohu pravé v intervalu 0
az 1. Proces vypoctu polohy amplifikovaného regionu je znédzornén na obrazku 3.4

Posledni, stézejni a nejrozsdhlejsi bod vypoctu je tvorba grafti nerozlisitelnosti jednotlivych
taxonl a vypocet mnozstvi amplifikovanych a nerozlisitelnych dcerinych taxont pro kazdy
jednotlivy taxon. Cely proces jsem znazornil postupné na nékolika obréazcich.
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Obrazek 3.5: ZjednoduSeny ilustracni graf, ktery je ziskan po urceni nerozlisitelnosti na
urovni straini. NerozliSitelnosti jsou vyobrazeny pomoci hran mezi uzly grafu.
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Obrazek 3.6: Graf agregovany na troven a rozliSeni druh. Vpravo jsou znazornény zesu-
marizované informace on mnozstvi amplifikovanych a nerozlistelnych druht v ramci vSech
taxond na urovni agregace.

Vysledkem identifikace nerozlisitelnosti jednotlivych amplifikovanych sekvenci, jsou data,
kterd lze interpretovat jako graf nerozlisitelnosti, kde uzly jsou jednotlivé strainy a hrany
reprezentuji nerozlisitelnosti. Podoba takového grafu je vybrazena na obrazku 3.5. V tomto
obrazku je pro jednoduchost a prehlednost vybrazeno zarazeni pouze do tii taxonomickych
tiid (strain, druh, rod). hrany mezi uzly znazornuji vzéjemné nerozlisitelné strainy.

Tento pocatecni graf je nédsledné agregovan na troven rozliSeni druh. Vysledek procesu
agregace je vyobrazen na obrazku 3.6. Mechanizmus vypoctu je takovy: Jestlize existovala,
alespon jedna hrana mezi strainy druhu A a druhu B spoj tyto dva druhy hranou s hodnotou
1. Zaroven kazdému uzlu na trovni druhu pridej hranu do sebe samotného.

Z grafu se nasledné vypocitaji sumarizované informace o mnozstvi amplifikovanych taxont
na drovni rozliSeni (v této chvili druh) timto zptsobem: Pro kazdy taxon se urci pocet
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Obrézek 3.7: Graf agregovany na troven rodu (genus) a rozliseni druh. Vpravo jsou zné-
zornény zesumarizované informace on mnozstvi amplifikovanych a nerozlisitelnych druht
v rdamci vSech taxonu na Urovni agregace.

dcerinych taxont na trovni rozliseni, které maji hranu sami do sebe. Protoze vsechny am-
plifikované taxony maji hranu sami do sebe, efektivné se jedna o jejich soucet. Hodnota,
kterd reprezentuje celkové mnozstvi je v databdzi oznacena jako self.

Podobnym zptisobem se vypocité i pocet nerozliSitelnosti na trovni rozliseni (v této chvili
druh): Pro kazdy taxon se uréi pocet dcefinych taxont na trovni rozliSeni, které maji
hranu do jiného taxonu. V tuto chvili se nepocitd s poétem hran ani jejich hodnotou,
pocita se pouze mnozstvi taxonu, které jsou z néjakym jinym nerozlisitelné. Hodnota, ktera
reprezentuje celkové mnozstvi nerozlisitelnych taxoni je v databazi oznacena jako other.

Tim se ziskaji veskeré informace na dané taxonomické trovni a provede se agregace grafu na
vyssi aroven. Vysledek takové agregace je vyobrazen na obrazku 3.7. Agregace na zvolenou
agregovanou uroven se provede, jako soucet hodnot hran mezi taxony na trovni rozliseni.
Jestlize existuji dva taxony na urovni agregace, jejichz dcefiné taxony jsou mezi sebou
spojeny hranou, pak tyto dva taxony spoj hranou jejiz hodnota se rovna souctu hodnot
hran mezi dcefinymi taxony.

Nasledné se stejnym zptsobem vypocitaji hodnoty self a other a postupné se vypocitaji
grafy agregované na vsech 7 taxonomickych drovnich.

Vysledkem analyzy je tedy mnozina 7 graft, kde kazdy graf obsahuje taxony a jejich ne-
rozlisitelnosti na jedné taxonomické drovni. Z téchto grafi nerozliSitelnosti jsou odstranény
uzly, které neobsahuji zddné nerozlisitelnosti. Zaroven kazdy graf ma k sobé prirazené agre-
gované informace o kazdém amplifikovaném taxonu na dané drovni. Do téchto agregovanych
informaci spadaji hodnoty self a other.

Optimalizovana verze analytického algoritmu abstrahuje a zjednodusuje uvedeny al-
goritmus na praci v ramci jedné tabulky. Popsany algoritmus a priace nad popsanymi grafy,
Ize realizovat jako nad tabulkou. Tato tabulka obsahuje v fadcich jednotlivé hrany (neroz-
lisitelnosti vcetné rekurzivnich hran v rdmci uzlt) mezi taxony na trovni druhu. Sloupce
tabulky definuji vstupni a vystupni taxon (uzel grafu) hrany, véetné celé jeho taxonomické
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z uzlu do uzlu

Genus Specie Specie Genus
specie 1 1 specie 1
specie 1 1 specie 2
specie 1 1 specie 3
specie 2 1 specie 2
specie 2 1 specie 1
specie 2 1 specie 3
specie 3 1 specie 3
specie 3 1 specie 1
specie 3 1 specie 2
specie 4 1 specie 4

Tabulka 3.2: Tlustraéni ¢ast tabulky, reprezentujici orientovany graf nerozligitelnosti. Radky
odpovidaji jednotliviym hranam a sloupce definuji zdrojovy a cilovy uzel hrany s uvedenou
hodnotou.

z uzlu do uzlu
Genus Genus

Tabulka 3.3: Tabulka ilustrujici provedenou agregaci tabulky 3.2 na troven rodu (genus)
s rozlisenim druh.

hierarchie. Nasledné agregace a sumarizace jsou uz pouze operace seskupeni podle speci-
fickych sloupct tabulky. Uzly grafu jsou pouze implicitné definované v ramci jednotlivych
radka tabulky. Uzel je tedy deklarovan jeho existenci v tabulce hran.

Je-1li napriklad cilem vypocitat graf nerozlisitelnosti agregovany na troven rodu s rozliSenim
druh. Realizuje se seskupeni tabulky dle rodovych sloupct zdrojového a cilového uzlu,
pricemz se pri seskupeni vypocita suma unikatnich druht z nichz sméfuje hrana do jiného
druhu.

Podobnym mechanizmem ziskame i hodnoty self a other. V tomto pripadé probiha sesku-
peni pouze podle sloupce rodu zdrojového uzlu a realizuje se urceni po¢tu uzli na trovni
druhu (rozliSeni), které maji hrany samy do sebe, respektive do jiného uzlu.

Popsany mechanizmus agregaci grafii nad tabulkou je dstfedni ¢asti optimalizace celého
vypoctu. Pro zjednodusSeni prace nad touto tabulkou jsem vyuzil knihovny Pandas [69,
60], kterd umoznuje snadnou a predevsim velmi rychlou a pamétové optimalizovanou préci
s datovymi ramci v jazyce Python. Vypocet agregovaného grafu je pak diky této knihové
otazkou zlomku vtefiny.
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3.5 Inference primerového paru

Stézejni c¢asti funkcionality celé aplikace je pravé algoritmus ohodnoceni veskerych prime-
rovych pari v celé databazi na zakladé uzivatelského dotazu. Cely proces ohodnoceni a
specidlniho sefazeni primerovych péart je v aplikaci pojmenovan inference. Césteéné byla
tato problematika jiz nastinéna v sekci 3.1.

Idea inference je zalozZena skutecnosti, ze riznych kombinaci primerovych sekvenci je ne-
preberné mnozstvi. Kazdy takovy par mé jiné vlastnosti a cili jinou mnozinu organismi.
Pokud by tedy pri zkoumani zastoupeni urcitého bakteridlniho kmene ve vzorku, byl po-
uzit primerovy par, ktery jej neamplifikuje, pfipadné neumoznuje jeho rozliseni s jinymi
kmeny, vysledky by byly zna¢né nepresné. Vybérem spravného primerového paru je ale
mozné presnost podobnych zkoumani maximalizovat, coz je hlavni motivaci implementace
inference.

Strucné popsany prubéh inference, zacina uzivatelskou volbou cilenych taxont. Na zakladé
zvolenych taxoni, kterych muze byt libovolné mnozstvi z libovolnych vrstev taxonomické hi-
erarchie, se realizuje ohodnoceni vybrané senzitivity a specificity kazdého primerového paru.
Na zakladé vybrané senzitivity a specificity se vypocitaji Pareto mnoziny, do nichz jednot-
livé pary spadaji. Nakonec se primerové pary seradi podle nékolika klicth v tomto poradi:
pocet Pareto dominanci (vzestupné), vybrand senzitivita (sestupné), vybrana specificita
(sestupné), celkova senzitivita (sestupné) a celkova specificita (sestupné). Timto zptsobem
sefazené pole primerovych part uprednostiuje Pareto optimalni feseni nad ostatnimi méné
optimalnimi. Zaroven uprednostni vybranou senzitivitu nad vybranou specificitou. Posledni
dva parametry fazeni, celkova senzitivita a specificita, uz vysledné poradi zméni spise mi-
niméalné.

Vyuziti a princip Paretova optima [51]. Ve své podstaté, je vybér primerového paru
pouze multikriteridlni rozhodovani na zakladé nékolika parametri. Vybrané dva hlavni pa-
rametry, podle kterych se ve vysledku rozhoduje je senzitivita a specificita primerovych
para pro uzivatelem zvolené taxony. Protoze neexistuje primerovy par, ktery by mél oba
parametry idealni, je nutné se rozhodovat na zdkladé kompromisu obou kritérii.

Castym problémem, ktery nastdva pii multikriteridlni optimalizaci parametrii, je vzdjemny
konflikt rozhodovacich parametri. To znamenad, Ze se zlepsSujici se hodnotou jednoho para-
metru, se obvykle ostatni zhorsuji. Stejny pripad nastava i pfi vybéru primerového paru.
Vysokéa senzitivita, je vétsinou spojena s nizsi specificitou a naopak. Pro zjednoduseni a
systematizaci procesu se pouziva mechanizmu Paretova optiméalniho feseni, se kterym tzce
souvisi pojmy Paretovi dominance a Paretovi mnoziny.

V pripadé inference se za mozna feseni povazuji jednotlivé primerové pary. Pro kazdy pri-
merovy par, lze uréit pocet ostatnich primerovych part, kterymi je na zdkladé zvolenych
parametru (senzitivity a specificity) dominovan. Dominance jednoho feseni druhym, je situ-
ace, kdy dominované feSeni mé vSechny (v tomto pripadé obé) kritéria horsi nez dominujici
Teseni.

Podle poc¢tu dominujicich feseni, lze jednotliva feseni shlukovat do Paretovi mnoziny. Jedna
se o mnozinu feseni, kde jsou vSechna feseni dominovana stejnym mnozstvim jinych feseni.

Vizualizace pojmu souvisejicich s Paretovou optimalizaci je zobrazena na obrazku 3.8.
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Obrazek 3.8: Vizualizace pojmt souvisejicich s Paretovou optimalizaci.

Trividlni algoritmus vypoctu senzitivity a specificity. Diky reprezentaci taxonomické
hierarchie v databézi, je mozné pro vsechny zvolené taxony urc¢it mnozinu druhti, které za-
hrnuji. Jakmile uzivatel zvoli mnozinu taxont, z databize se ziskd mnozina vSech taxonu
na urovni druhu, které do nich spadaji. Nasledné se pro kazdy primerovy par v databazi
vypocita prinik kompletni mnoziny vSech druhti a mnoziny senzitivovanych druhii. Vy-
sledkem takového pruniku je mnozina druhi, které jsou predmétem uzivatelského dotazu
a zaroven jsou danym parem senzitivovany. Jestlize mnozinu vSech uzivatelem vybranych
druhi oznac¢ime A a mnozinu vSech amplifikovanych druhd z mnoziny A oznac¢ime B, pak
vypocet senzitivity jednoho primerového paru pro zvolené taxony je

senzitivita [%] = (|B]|/|A]) * 100.

Realna implementace vyuziva hodnoty self, ktera je na drovni druhu vzdy rovna 1, pokud
je druh senzitivovan. Sumou hodnoty self, pfes zvolené taxony, ziskdme v tomto pripadé
hodnotu ekvivalentni jejich poctu. Vysledna podoba rovnice ekvivalentni k implementaci
pak je

B

senzitivita [%] = () bsers/|Al) * 100.
b
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Vyuziti hodnoty self pfi implementaci souvisi predevsim s unifikaci s vypoctem specificity.
P1i vypoctu specificity, je potfeba zjistit. kolik druhti z mnoziny vybranych amplifikovanych
druht, dfive oznacené jako B, je nerozlisitelnych. Nerozlisitelnost taxonu je reprezentovana
hodnotou other, kterd na trovni druhu nabyva hodnot 0 (rozlisitelny) a 1 (nerozlisitelny).
Pro vypocet specificity je implementovana rovnice:

B B
specificita [%] = (1= Y Dother/ Y bseis) * 100.
b b

7 popisu této trividlni verze algoritmu, je zfejmé, ze se nejednd o optimalni verzi algo-
ritmu hned z nékolika divodt. Prvnim divodem, je velkd zavislost na vybranych taxonech
v ohledu mnozstvi dat, se kterymi se pfi vypoctu pracuje. Extrémnim pripadem muze
byt volba taxonu na trovni domény, napiiklad domény Bakterie. Doména Bakterie obsa-
huje v databazi 18174 druhti a celkovy pocet primerovych pard je 5661. Pro vypocet je
nutné ziskat hodnotu z databédze pro kazdy jednotlivy druh. Z toho vychézi Ze pro kazdy
primerovy par by se realizovala operace s fadové tisici zdznamy v databdzi a vzhledem
k poc¢tu primerovych para by se celkovy pocet zpracovavanych zaznamu vysplhal na mili-
ony zaznamu. Tato zkutecnost znamena velky napor na databdzovy server a pomaly prubéh
vypoctu vybrané senzitivity, respektive specificity.

Presto tato trividlni varianta v pribéhu vyvoje plnila funkci kontroly vysledkt optimalizo-
vané verze vypoctu.

Optimalizovany algoritmus vypoctu senzitivity a specificity vyuziva dat ulozenych
v databdzi takovym zpusobem aby se maximalné omezilo mnozstvi dat s nimiz se pracuje.
Je toho docileno plnym vyuzitim taxonomické hierarchie ulozené v databazi v kombinaci
s existenci agregovanych hodnot self a other pro kazdy taxon a kazdy primerovy par v da-
tabazi.

Jako prvni piiklad uvedu stejnou situaci jako u trivialni implementace. Uzivatel vybere
jako cileny taxon doménu Bakterie. Tento taxon ma pro kazdy primerovy péar ulozené
hodnoty self i other, v ramci jednoho radku databaze. Diky tomu je mozné vypocitat
vybranou senzitivitu a specificitu, pomoci selekce 5661 (celkovy pocet pari) radku z jedné
tabulky. Celkovy pocet druhi zahrnutych v ramci jednoho taxonu je ulozen v dalsi tabulce,
z niz by probéhla selekce pouze jednoho fadku (zjisténi poétu druht v doméné Bakterie).
A pokud se nebudou zapocitavat podpurné dotazy, souvisejici s uzivatelskym rozhranim
a jinymi malickostmi, celkovy pocet dotdzanych radku z databédze je 5662, coz je oproti
radové miliontim u trividlni implementace znac¢né zlepseni.

Jako druhy priklad uvedu optimalizovany vypocet pro dva zvolené taxony jejichz, mnoziny
druhi jsou vzajemné disjunktni. Cely vypocet probihd obdobnym zptsobem, s jedinym
rozdilem ze hodnoty self obou taxonu se pro zjisténi celkového poc¢tu amplifikovanych druhu
seCtou, obdobné i hodnoty other. Z databaze se nacitaji hodnoty pro dva taxony a tedy misto
5625 radku se jich nacte 11250. Je zde tedy linearni zavislost mnozstvi dat ziskdvanych
z databaze v zavislosti na poc¢tu zvolenych taxonu.

Komplikace a netrivialnost algoritmu se objevi v situaci, kdy uzivatel zvoli dva, nebo vice
taxont, z nichz alespon nékteré nemaji disjunktni mnozinu druhti. Jeden z taxont, v ramci
hierarchie, spadd pod druhy. V tomto piipadé neni mozné pouze jednoduse s¢itat hodnoty
jednotlivych taxont, protoze by jsme urcité druhy zapocitavaly duplicitné.
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Obrazek 3.9: Ilustrace eliminace taxont, které uz jsou pokryty jinym taxonem z vyssi
urovné. Zluté uzly predstavuji taxony zvolené uzivatelem a modré predstavuji zbytek hierar-
chie. Lze si povSsimnout ze po eliminaci zustaly zvoleny pouze vzdjemné disjunktni taxony.

Finélni podoba algoritmu nejdiive identifikuje takové taxony (z dotdzanych taxonu), které
jsou pokryty néjakym jinym taxonem. Takové taxony je potom mozné pfi navazujicim vypo-
¢tu ignorovat, protoze jsou jiz zahrnuty v taxonu vyssi irovné. Priklad eliminace pokrytych
taxonu je vyobrazen na obrazku 3.9. Nasledné pokracuje vypocet jiz popsanym zpusobem.
Tedy vypocitd se suma hodnot self a suma hodnot other vSech zvolenych taxonu a na
zékladé mnozstvi druhu, které zvolené taxony zahrnuji, se vypocita vybrana senzitivita a
specificita.

Vypocitané hodnoty se nésledné sefadi a zobrazi uzivateli, ktery mize vysledky dale po-
drobnéji prochazet a filtrovat.
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Kapitola 4

Implementace a vykonnostni
vyhodnoceni

Implementace celé aplikace se sklada z nékolika ¢asti. Od nejviditelnéjsi ¢asti aplikace, kte-
rou tvori webové uzivatelské rozhrani, pres logiku inference primerového paru, aplikacni
rozhrani REST, az po implementaci a optimalizaci algoritmu analyzujiciho vlastnosti pri-
merového paru.

4.1 Vybrané technologie

Jedna z prvotnich otazek, kterou je potfeba polozit pfed tvorbou nejen webové aplikace, je
predevsim volba programovaciho jazyka, potazmo knihoven a jinych nastroji, které budou
pouzity. Volba kvalitnich a rozsitenych nastroju a knihoven, je rozhodujici nejen pro aktualni
implementaci, ale i pro budouci udrzitelnost a pripadnou rozsiritelnost aplikace.

Vybér a celkova architektura aplikace vychazi z analyzy pozadavkt shrnutych v sekei 3.1.

Hlavni motivaci pro tvorbu pravé webové aplikace je aspekt jednoduchosti pouziti aplikace
a témér naprosta nezavislost na uzivatelové systému a platformé. Jediné co je potieba pro
béh aplikace, je webovy prohlize¢ a pristup k internetu. Zaroven vydani nastroje v podobé
webové aplikace kopiruje trend i jinych, nejen bioinformatickych, aplikaci, které uz nékolik
let ziskavaji na velké popularité.

Pravé masivni rozsiteni webovych aplikaci samoziejmé souvisi i s intenzivnim vyvojem
knihoven a néstroju zjednodusujicich a urychlujicich jejich vyvoj. Konkrétné lze jmenovat
sady knihoven (frameworky) pro jazyk PHP jako jsou CakePHP nebo Laravel, piipadné
pro jazyk Ruby lze zminit naptiklad Ruby on Rails a v neposledni radé i Flask a Django
pro jazyk Python.

Po zhodnoceni nékolika faktori, jako je pouzity programovaci jazyk, aktivita vyvoje pro-
jektu a mimo jiné i popularita s ¢imz primo souvisi velikost komunity, jsem jako programo-
vaci jazyk zvolil Python 3 doprovézeny frameworkem Django [46].

Framework Django je velmi rozsifeny a aktivné vyvijeny opensource framework pro

tvorbu webovych aplikaci s Sirokou komunitou a nes¢etnym mnozstvim ruznych doplnuji-
cich knihoven. Umoznuje vyvoj backendové, ale i frontendové ¢asti webové aplikace. V ramci
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samotného Djanga je implementovano i objektové-relaéni mapovani (ORM) zjednodusujici
praci s relaénimi databdzemi (na rozdil od frameworku Flask, jenz se ¢asto pouziva v kom-
binaci s knihovnou SQLAlchemy, kterd ORM implementuje). Dale Django nabizi mnoho
dalsich nastroji a pridruzenych knihoven tfetich stran, jako jsou: odlehceny webovy server
urceny pro vyvoj, implementované knihovny pro webovou cache, REST api a mnoho dalsich
z velké ¢asti komunitné vyvijenych knihoven.

Protoze aplikace je napsana v jazyce Python, neni mozné ji pfimo provozovat prostiednic-
tvim standardniho HTTP serveru, jako je naptiklad Apache [2]. Pro provoz Django aplikace
je nutné vyuzit specializovaného serveru. Konkrétné jsem se rozhodl pro server Gunicorn
[18].

Django pro tvorbu frontendové ¢asti aplikace vyuziva Sablon, jejichz syntaxe z velké c¢asti
vychézi z Sablonovaciho systému Jinja [20]. Django samo o sobé, ale neobsahuje zidné
knihovny pfimo urcené pro tvorbu webového uzivatelského rozhrani. Pro tento ucel jsem se
rozhodl vyuzit framework Bootstrap [4].

Bootstrap, je opensource framework zaméreny na tvorbu webovych uzivatelskych roz-
hrani. Ve své podstaté se jedna o sadu CSS a Javascriptovych knihoven, které implementuji
sadu pripravenych komponent a jinych funkcionalit. Tyto komponenty je mozné jednoduse
pouzit a zaintegrovat do stranky. Jiz naimplementované komponenty lze tedy pouzit pro
tvorbu formuléari, tabulek, tlacitek a mnoha jinych interaktivnich prvki, které jsou zaroven
navrzeny takovym zpusobem aby spolecné tvorily uceleny vizudlni dojem. Konkrétné jsem
vyuzil aktualné nejnoveéjsi patou verzi.

Aplikace ke svému béhu potiebuje uchovivat velké mnozstvi strukturovanych dat. Proto
je rela¢ni databdaze dalsi dilezitou komponentou systému. Zde jsem se rozhodoval ze dvou
moznych alternativ: PostgreSQL [26] a MySQL [24] (respektive MariaDB [23]).

Na pocatku Teseni projektu jsem dostal pristup k databazi primerovych parta. Jednalo se
databédzovy server MySQL a proto prvotni idea byla, pokracovat v feseni prace pravé s da-
tabazi MySQL. Po nékolika tydnech prace s MySQL databazi, jsem ale pozoroval velké
propady vykonu pri urcéitych operacich, které zahrnovaly praci s velkym mnozstvim dat.
Jednalo se o situace, kdy se méla agregovat data z velké tabulky (4+-120 GB), pfi¢emz
databaze byla ulozena na pomérné pomalém rota¢nim disku. Takové dotazy trvaly i de-
sitky minut. Z toho divodu jsem se rozhodl vyzkouset jestli PostgreSQL databaze nebude
schopna 1épe pracovat na pomalém disku s takto velkymi daty. Vysledek této zmény bylo
pomérné vyrazné zrychleni a operace, které na MySQL trvaly desitky minut na Postgre-
SQL, trvaly maximélné jednotky minut. Z toho divodu jsem se rozhodl u PostgreSQL
serveru zustat.

7 analyzy pozadavkl dale vychazi potfeba integrovat frontu tloh, ktera je potifeba pro
uskutecnovani analyzy uzivatelskych primerovych parta. Pro tento 1icel jsem se rozhodoval
ze dvou knihoven. Prvni knihovnou je Django-Q [12]. Jedna se o knihovnu implementujici
frontu uloh, pricemz celd knihovna je tzce provazand z frameworkem Django. Z toho duvodu
se jednalo o moji prvni volbu. Po delsim testovani jsem se, ale pro jisté nestability a jiz
témér rok neaktualizovany kod, rozhodl prejit na frontu tloh implementovanou knihovnou
Celery [5].

Knihovna Celery je implementovana v jazyce Python a je ji mozné pomérné jednoduse
vyuzit v kombinaci s frameworkem Django. Pro svou funkci potfebuje Celery databazi,
kterd bude schopna udrzovat samotnou frontu tloh a zaroven komunikovat s jednotlivymi
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Obrézek 4.1: Schéma navrzeného systému. Vétsinova ¢dst aplikace (aplika¢ni webovy ser-
ver, Redis a vypocetni uzly) je pfipravena na nasazeni v prostfedi typu Kubernetes. Mimo
PostgreSQL aplikac¢ni databaze, ktera aktualné pocitd s nasazenim na separatnim dediko-
vaném stroji.

vypocetnimi uzly. Pro tento ucel jsem zvolil databazovy server Redis [27]. Mechanizmus
implementovany v Celery je tedy takovy: Nejdrive je v Django aplikaci vytvoren pozadavek
na spusténi dlohy. Tento pozadavek se zpracuje a vysle na Redis databazi. V ten moment
se tloha zaradi do fronty a jakmile je volny néktery vypocetni uzel, poslou se mu informace
o tuloze a uzel ji zacne vykondavat. Jakmile je tiloha dokoncena, jeji vysledek se zapiSe zpét
do databéze.

Reseni fronty tiloh pomoci knihovny Celery je dobie horizontalné skalovatelné a umoziiuje
zapojeni velkého mnozstvi vypocetnich uzli. Predpoklad je ale takovy, ze pii produkénim
nasazeni aplikace budou potfeba maximalné jednotky vypocetnich uzli. I presto je vhodné
mit moznost systém horizontalné skalovat.

Nejen z duvodu snadného skalovani, ale i z diivodu standardizace nasazeni aplikace do pro-
dukce, jsem se rozhodl aplikaci pripravit na béh v distribuovaném prostredi typu Kuber-
netes'. Pravé prostiedi Kubernetes mimo jiné umozni: standardizované nasazeni aplikace
do provozu v clusteru, skalovani vypocetnich uzla dle vytizeni, jejich podrobné monitoro-
vani, snadnou spravu, nezavislost na hardwaru a v idedlnim pripadé i vysokou dostupnost
aplikace.

Schéma navrzeného systému je vyobrazeno na obrazku 4.1.

Thttps://kubernetes.io/
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Rychlost [MB/s]
Operace HDD instance SSD instance
min | avg | max | min avg max
randread | 4.6 | 7.9 | 11.8 | 350.6 | 462.9 | 542.8
read 8.8 | 19.6 | 25.6 | 470.1 | 578.6 | 650.2

Tabulka 4.1: Vysledky méteni rychlosti disku na obou vyvojovych instancich. Z vysledkt je
ziejmé, ze v oblasti rychlosti ¢teni dat se HDD instance provozovana v Metacentru nemiize
rovnat s vykonem SSD instance. Data jsou primérem 5 béhid FIO benchmarku s parame-
try: size=10GB, direct=1, bs=4k, ioengine=libaio, iodepth=256, runtime=30, numjobs=1,
timepased.

4.2 Impementace a vyhodnoceni inference

Algoritmus inference a dulezité aspekty jsou uvedeny v sekci 3.5. Implementace inference v
aplikaci, odpovidé popsané optimalizované verzi algoritmu.

Vykon a rychlost algoritmu inference z nejvétsi c¢asti stoji na rychlosti databaze.
Samotny proces ziskani dat o primerovych parech z databéze, je zcela majoritni ¢asti vy-
pocetniho casu. Tato skutecnost vedla i ke vzniku popsané optimalizované verze algoritmu.

Koncepce aplikace zaroven pocita se schopnosti provedeni inference v fadu nizkych jednotek,
maximéalné nizkych desitek, vterin. Tento fakt jesté zvysuje naroky na rychlost databéze.

Pri vyvoji aplikace jsem pracoval se dvéma instancemi databaze. Prvni jsem provozoval ve
virtudlnim stroji v rdmci infrastruktury cloud.muni.cz. Tato instance mé ulozenou databazi
na rotacnim disku. Druhou instanci jsem provozoval na lokalnim pocitaci, kde databaze byla
ulozena na NVMe SSD disku. Z podstaty technologii se obé instance, velmi lisi v rychlosti
prace s diskovymi operaci, jako ¢teni a zapis.

Praveé rychlost ¢teni z disku je pro algoritmus inference stézejni. V ramci jeho vypoctu je
nutné velmi rychle ziskat mnozstvi dat z tabulek, které celkem obsahuji fadové desitky
gigabyti dat. Z toho samoziejmé vyplyva fakt, ze lokalni instance z SSD diskem umoznuje
nasobné rychlejsi vypocet inference. Pro srovnani jsou v tabulce 4.1 uvedeny namérené
rychlosti IO operaci na obou instancich. Hodnoty jsou primérem 5 méfeni, pricemz méreni
jsem provedl pomoci Siroce pouzivaného benchmarku FIO [14].

Rychlost ziskani dat z databaze odpovida trendu z tabulky 4.1. Provedl jsem méreni jednoho
konkrétniho ptipadu inference tii kmenti. Konkrétné se jednalo o kmeny Actinobacteria, Fir-
micutes, Proteobacteria. Hlavnim predmétem méreni byla pravé rychlost ¢teni z databéze.
Prakticky tedy méfeni zahrnovalo posloupnost dotazt na databazi, pricemz jsem méril dobu
provedeni vSech dotazl. Posloupnost dotazii odpovida posloupnosti, ktera je provedena pti
inferenci t¥{ zminénych kmeni. Celkem jsem provedl 10 méreni pro kazdou databazovou
instanci (SSD a HDD). Mezi kazdym méfenim jsem ukoncil databazovy server, vymazal
systémové mezipaméti a znovu nastartoval server, pomoci prikazu:

$> systemctl stop postgresql
$> sync; echo 3 > /proc/sys/vm/drop_caches
$> systemctl start postgresql
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Doba béhu dotazl optimalizované verze inference na HDD a SSD.

20.0 A

17.5 A

15.0 -1

12.5 A

10.0 A

Doba béhu [s]

7.5 A

5.0 A

2.5 - —

Metacentrum HDD NVMe SDD

Obrazek 4.2: Vysledky méreni casu potfebného k vyhodnoceni posloupnosti databazovych
dotazii odpovidajicich optimalizované verzi inference pro kmeny Actinobacteria, Firmicutes,
Proteobacteria.

Vysledky méfeni rychlosti dotazi, které odpovidaji optimalizované verzi algoritmu infe-
rence, jsou vyobrazeny na obrazku 4.2. Z tohoto obrazku je patrny vyrazny rozdil mezi HDD
instanci a SSD instanci. Kde databiaze HDD instance obsluhuje jednu inferenci priblizné 12
az 15 vtefin, SSD instance dokaze stejnou posloupnost dotazi vyhodnotit priblizné za 2
vtefiny. Zaroven je SSD instance podstatné stabilnéjsi, pokud se jednd o dobu zpracovani.
Na rozdil od HDD instance, kde je rozdil maxima a minima témétr 10 vtefin.

Pro srovnani jsem provedl i méreni dotazu, které odpovidaji trividlni verzi inference. Doba
vyhodnoceni téchto dotazii na SSD instanci se pohybovala mezi 6-7 minutami.

7 vysledkt lze usoudit, ze pro produkéni nasazeni je velmi vhodné zvolit rychlé, idedlné SSD,
ulozisté. Vysledky dale ukazuji, ze databaze a potazmo celd funkcionalita inference bude
s rychlosti odpovidajici HDD instanci, schopna obslouzit maximélné jednotky uzivatela za
minutu. V pripadé SSD instance se jedna o desitky uzivatelt za minutu.

Vybrany databazovy server PostgreSQL podporuje moznost vytvoreni replikovanych in-
stanci a tedy moznost rozlozeni pozadavki na nékolik riznych stroju. Diky tomu, by bylo
v pripadé potfeby mozné zvysit kapacitu aplikace.
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Obréazek 4.3: Snimek textového pole se schopnosti automatického dopliiovani. V aplikaci je
pouzit mimo jiné pro vybér taxonu urcenych k inferenci.
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Obréazek 4.4: Podoba vykresleného taxonomického stromu na zékladé zvolenych taxont pro
inferenci. Modre jsou zvyraznény body taxoni které jsou vybrany a sedé ty, které ne.

4.3 Uzivatelské rozhrani

Implementace frontendové casti aplikace a uzivatelského rozhrani, je provedena s pomoci
pouzitého frameworku Django. Jednd se tedy o implementaci v rdmci jednotlivych HTML
sablon, které jsou pro uzivatele zpracovavany na serverové c¢asti aplikace.

Funkcionalita vétsiny stranek je doplnéna o logiku implementovanou v jazyce Javascript.
Konkrétné je s pomoci Javacriptu implementovana veskera komunikace se serverovou ¢asti
od uzivatele (dotazy na api), vykreslovani a interakce s veskerymi grafy a v neposledni fadé
i dalsi interaktivni prvky stranek.

Pro ulehéeni tvorby uzivatelského rozhrani jsem vyuzil knihoven: Bootstrap [4] (sada kom-
ponent a nastroju na tvorbu uzivatelského rozhrani), jQuery (knihovna pro jednodusi praci
v ramci javascriptu), Axios [3] (knihovna realizujici HTTP dotazy), D3.js [7] (knihovna
urcena pro jednoduchou manipulaci s HTML,CSS a SVG za ucelem tvorby grafti a vizu-
alizace dat), DataTables [8] (knihovna implementujici datové tabulky). Zdrojem mnohych
navigacnich a jinych obrazka pouzitych v aplikaci je sluzba Font Awesome [15].

Celkovy vizualni dojem z aplikace je do velké miry ovlivnén pravé vyuzitou knihovnou Bo-
otstrap. Tato knihovna implementuje specificky vizualni styl, a protoZe se jedna o Siroce
vyuzivanou knihovnu je zfejmé, ze vizudlni dojem aplikace nebude puisobit vyloZzené uni-
katné, ale bude spise zapadat do vizualniho stylu dnesniho internetu. Predevsim se jedna
o podobu tlac¢itek, formuldit a navigacnich list.

Aplikace a jeji rozhrani, sestava ze t¥i hlavnich ¢asti: inference, prohlize¢ databaze primero-
vych part a analyza primerového paru. Celd aplikace je uvedena hlavni stranou, ktera slouzi
jako informacni rozcestnik na zminéné hlavni ¢ésti, ale i na stranku s kratkou dokumentaci,
popisem pojmi a rychlymi pfiklady vyuziti aplika¢niho rozhrani.

Hlavni stranka, jeji obsah a vizualni podoba umozni uzivateli se rychle zorientovat a
pokracovat na tu cast aplikace, kterou zrovna potrebuje. Jeji podoba je zachycena v priloze
B na obrazku B.1.
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Inference by pro uzivatele méla byt otazkou snadného vyplnéni jednoho pole taxoni a
kliku na jedno tlac¢itko. Z toho diivodu je stranka s inferenci z poc¢atku velmi minimalistické.
Obsahuje pouze jedno policko pro taxony a jedno tlacitko.

Policko pro taxony je vybaveno schopnosti automatického doplnovani. Jakmile uzivatel
zacne do pole psat, pres aplikac¢ni rozhrani se stranka zacne dotazovat serveru na mozné
taxony, jejichz jméno zac¢ind na napsany fetézec. Uzivateli je ndsledné nabidnut seznam
moznych taxont, ze kterych si mize vybrat anebo pokracovat ve psani. Seznam nabizenych
taxont je aktualizovan s kazdou dalsi zménou napsaného retézce. Konkrétni podoba tohoto
pole je zobrazena na obrazku 4.3. Do jednoho pole je timto zptisobem mozné zadat libovolné

voevs

tohoto pole jsem vyuzil knihovny Django autocomplete light [10].

Ve chvili kdy uzivatel zadd do pole novy taxon, vysle se dotaz na server s informaci o za-
daném taxonu. Server vrati informaci o poloze taxonu v taxonomické hierarchii, ktera se
nasledné vykresli a zvyrazni vybrané taxony ve formé taxonomického stromu pod vypliio-
vanym formulafem. Podoba takového vykresleného stromu je zachycena na obrazku 4.4.

Jakmile je inference tlac¢itkem spusténa, vysle se dotaz na server s informaci o danych ta-
xonech. Server pomoci algoritmu popsaném v sekci 3.5 ohodnoti vSechny primerové pary
z databdze, vypocita tedy pro kazdy par vybranou senzitivitu a specificitu a posle vysle-
dek zpét. Jakmile stranka obdrzi vysledek, vykresli statistiky vysledki, pfehledové grafy a
souhrnnou tabulku.

Celkem jsou vykresleny 4 ptrehledové grafy. Prvni dva grafy ve formé histogramu zobrazuji
pocet primerovych para v zavislosti na vybrané senzitivité, respektive specificité. Jedna se
¢isté o prehledové grafy, které neumoznuji jakoukoliv filtraci, ¢i jinou interakci s vysledky.
Jejich tkolem je rychle ptredat informaci o rozlozeni zminénych dvou veli¢in. Konkrétni
snimek jednoho z histogramt je na obrazku 4.5

Druhé dva grafy, které jsou z vysledkil vykresleny, jsou bodové grafy zavislosti vybrané
senzitivity na vybrané specificité v prvnim grafu, respektive zavislosti celkové senzitivity
na celkové senzitivité v grafu druhém. Tyto dva grafy umoznuji uzivateli vybrat specifikou
oblast grafu a tim filtrovat zobrazené primerové pary v prehledové tabulce. Lze filtrovat
podle vybranych i celkovych vlastnosti zaroven. V obou grafech jsou primerové péary repre-
zentovany modrymi body, respektive zlatymi body, pokud se jedna o primerovy par z pareto
optimalni mnoziny. Podoba grafii, véetné podoby mechanizmu vybéru oblasti grafu je vy-
obrazena na obrazku 4.6.

Posledni ¢ésti, vysledku inference, je prehledovd tabulka vsech (pfipadné pouze vyfiltro-
vanych) sefazenych primerovych part. V tabulce jsou v jednotlivych sloupcich uvedeny
hodnoty vybrané a celkové senzitivity a specificity a pocet Pareto dominujicich primero-
vich part. Radky v tabulce jsou ve vjchozim stavu multikriteridlné sefazeny takovym
zpusobem jak je popsano v sekci 3.5. Uzivatel miize uprednostnit jiné razeni a pomoci kliku
na nadpisy jednotlivych sloupct seradit vysledky jinym zptisobem.

Vsechny dulezité informace o funkcionalité inference a celé aplikace jsou uvedeny bud v do-
kumentaci, anebo v informac¢nich boxech strategicky rozmisténych na souvisejicich mistech
jednotlivych stranek.

Kompletni snimek stranky s vysledky inference je zobrazen v priloze B na obrazku B.2.
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Obrézek 4.5: Snimek histogramu vybrané senzitivity z vysledku inference.
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Obréazek 4.6: Snimek bodového grafu zavislosti vybrané specificity na senzitivité primero-
vych pard. Vybrand oblast reprezentovand Sedym obdelnikem realizuje filtraci para podle
vybranych hodnot danych veli¢in. Ve zvolené oblasti si 1ze vsimnout nékolika zlaté zbarve-
nych bodu. Jednd se primerové pary z Pareto optimalni mnoziny.

Ptehledova tabulka, mimo jiné umoznuje pristoupit na stranku s detailnimi informacemi
o primerovém paru. Zde jsou uvedeny sekvence jednotlivych primera, grafické zobrazeni
amplifikovaného regionu 16S rRNA genu a predevsim je zde mozné zjistit konkrétni neroz-
lisitelnosti a porovnat primerovy par vuci jinym partm.

Prohlizeni nerozlisitelnosti je implementovano pomoci interaktivni teplotni mapy, kde jsou
v Tadcich a sloupcich taxony a prostrednictvim barev uvnitf matice je vizualizovino mnoz-
stvi druhu z taxonu na radku, které jsou nerozlisitelné s néjakym druhem z taxonu ve
sloupci.

V pocatecnim stavu, jsou zobrazeny vSechny taxony na trovni kmene, mezi kterymi jsou
nerozlisitelnosti. Uzivatel se mtze postupné proklikavat hloubéji do hierarchie, az na roven
jednotlivych druhi. Tento proces je ilustrovan na obrazku 4.7, kde je nejdrive zobrazen
pocatecni stav na tirovni kmene a po kliknuti na raddek Proteobacteria a sloupec Firmicutes,
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Obrazek 4.7: Tlustrace procesu vizualizace nerozlisitelnosti mezi jednotlivymi taxony. Inter-
aktivita je zde naznacena kurzorem, ktery by kliknutim zptisobil prekresleni ptivodni mapy
vyse na mapu pod ni, kterd zobrazuje nerozlisitelnosti zvolenych taxont na nizsi taxono-
mické trovni.
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Obrazek 4.8: Vizualizace specificity a senzitivity vybranych primerovych part pro vybrané
taxony. Senzitivita je vyjadiena velikosti ¢tverce v prislusném radku a sloupci a specificita
je néasledné vyjadiena barvou daného ¢tverce. Cim vétsi plocha étverce tim vyssi senzitivita
a podobné ¢im tmavéjsi modra tim vyssi specificita. Z této konkrétni vizualizace je jasné
patrny vliv vybéru spravného primerového paru na kvalitu zachytu amplifikace.
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Obréazek 4.9: Snimek vizualizace polohy amplifikovaného regionu v ramci 16S rRNA genu.

je mapa prekreslena takovym zptsobem, Ze na fadcich a sloupcich jsou taxony o jednu
taxonomickou troven nize, které spadaji do vybranych taxonu a zaroven obsahuji mezi
sebou nerozlisitelné druhy.

Ve spodni ¢asti stranky detailniho prehledu primerového paru, je moznost porovnani néko-
lika riznych part na nékolika rtznych taxonech. Uzivatel si pomoci formuldfe mize zvolit
konkrétni pary a konkrétni taxony, pro které se nasledné vyzualizuje specidlni mapa za-
chycujici specificitu a senzitivitu zvolenych part na zvolenych taxonech. Konkrétni podoba
takové mapy je zachycena na obrazku 4.8.

Posledni vizualizaci, kterd se na strance nachézi, je vizualizace pozice amplifikovaného re-
gionu. Tato vizualizace je umisténa na samém vrcholu stranky a lze z ni rychlym pohledem
zjistit, které varibilni regiony jsou zacileny a které nikoliv. Konkrétni podoba této vizuali-
zace je zobrazena obrazku 4.9. Kompletni snimek stranky s detailem primerového paru je
k nalezeni v ptiloze B na obrizku B.3.

Pro tcely jednoduchého prochézeni a filtrovani databaze part, je pro uzivatele pripravena
stranka s prohliZzeCem primerovych para. Tato stranka poskytuje zdkladni moznosti
filtrace databdze. Konkrétné je mozné filtrovat konkrétni primery, pripadné filtrovat podle
reguldrnich vyrazi primerovych sekvenci. Pro piehled a jako dalsi moznost filtrace je na této
strance bodovy graf zavislosti specificity na senzitivité s obdobnymi schopnostmi filtrace
pomoci vybéru plochy, jako v pfipadé stranky s inferenci. Stranka je zakoncena prehledovou
tabulkou vSech, respektive vSech vyfiltrovanych, primerovych para v databazi.
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Forward sequence: GTGYCAGCMGCCGCGGTAA Task started: April 4, 2022, 11:52 p.m.
Reverse sequence: GGACTACNVGGGTWTCTAAT Last modification: April 5,2022, 2:03 a.m.

Log v
QView Primer pair X Untrack
P

Obréazek 4.10: Snimek seznamu uzivatelem sledovanych tloh. Uzivatel si kromé stavu tlohy,
muze zobrazit struény zaznam z béhu ilohy a pripadné prejit na stranku s detailnimi
informacemi o daném primerovém paru.

Kompletni snimek stranky s prohlizeCem databaze primerovych paru je k nalezeni v ptiloze
B na obrazku B.4.

Velmi dulezitou funkci aplikace je analyza uzivatelského primerového paru, jejiz algo-
ritmus je podrobné popsan v sekci 3.4. Uzivatel muze pomoci formulére, kde vyplni jména a
sekvence obou primert spustit vypocet analyzy primerového paru. Jako doplnujici informaci
muze zadat emailovou adresu, na kterou mu budou zasilany notifikace o stavu vypoctu.

Aplikace neumoznuje registraci ani prihlasovani uzivateld, s vyjimkou spravcovského uzi-
vatele, ktery ma pristup k Django administraci. Z toho divodu je veskera identifikace uzi-
vatell realizovana pomoci mechanizmu uzivatelské relace, ktera se udrzuje v ramci cookie
hostitelského prohlizece.

Mechanizmus a implementace spravy relaci a s tim souvisejici spravy uzivatelskych cookie
je plné integrovana v pouzitém frameworku Django. Jednou z hlavnich otéazek préce s rela-
cemi, je zpusob uchovani souvisejicich dat. Prikladem muze byt pravé seznam tloh kazdého
uzivatele, ktery je nutné na serveru uchovat a umoznit jeho pripadnou manipulaci. Django
implementuje nékolik ruznych feseni uchovani téchto dat [11], pficemz t¥i hlavni jsou:.

Ulozeni dat do docasnych souboril na strané souborového systému serveru. Jedna se o po-
meérné trividlni moznost, kterda nevyzaduje zadnou velkou konfiguraci, snad kromé nastaveni
prév k cilové slozce. Zaroven toto reseni, ale zahrnuje jednu velkou nevyhodu, a to zZe ta-
kova pamét je exkluzivni pouze pro jednu repliku daného serveru. Coz v pripadé provozu
nékolika replik serveru v systému Kubernetes, které se mohou vzajemné stridat a vyvazovat
vzajemnou zatéz, je nevhodné.

Druhou moznosti je uchovani vsech dat na strané uzivatele protfednictvim samotnych co-
okies. Integrita takovych cookies, je na strané serveru udrzovana pomoci kryptografického
podpisu za vyuziti neverejného klice, ktery je v nastaveni serveru. Prestoze se jednéd o po-
mérné pohodlné feseni, v celkovém pohledu nanestésti zvysuje bezpecnostni rizika, ktera
by byla spojena s pripadnym tnikem zminéného neverejného klice.

Treti a zaroven v aplikaci pouzity pristup, je udrzovani dat v databazi aplikace. I toto reseni
je v ramci frameworku pripraveno ke snadnému pouziti. Velka vyhoda tohoto reseni je, ze
udrzuje jednotnost dat napri¢ nékolika replikami serveru. Nevyhodou ukladani v databazi,
je postupny narust a zastaravani dat v databézi. Data starych a nepouzivanych relaci se
nanestésti automaticky nemazou a postupné se pridavaji nova. Z tohoto duvodu je v pripadé
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Show 10 v entries Search:

# v FW primer RE primer Status Started Actions
18374 515FY 806R April 4,2022, 11:52 p.m. a
18373 515FY 803R April 4,2022,11:52 p.m. a

Obréazek 4.11: Snimek seznamu vsech tloh, které v aplikaci existuji. Uzivatel si mize jed-
notlivé ulohy pridat do sledovaného seznamu.

velkého narastu mnozstvi dat, nutné manualné iniciovat smazani starych dat. Mnozstvi dat
se v aktualni verzi aplikace drzi pouze na nékolika malo hodnotach na jednoho uzivatele
a to pouze u uzivatell, kteri vyuzivaji vypocetni funkci aplikace, nikoliv u uzivateli, kteri
pouze pouzivaji inferenci, a proto by tato vlastnost neméla plisobit vétsi problémy.

Jakmile tedy uzivatel spusti vypocet analyzy primerového paru, tloha se zaradi do databaze,
kde se udrzuje jeji stav a jeji metadata. Zaroven, je identifikac¢ni ¢islo tlohy pritfazeno
k danému uzivateli, pravé na zakladé identifikdtoru relace daného uzivatele. Konkrétné se
identifikacni ¢islo zaradi do seznamu tloh, které jsou v dané relaci sledovany.

Uzivatel si nasledné sledované lohy, mtze prohlédnout na strance tloh. Seznam vsech
tloh je vefejny pro vSechny uzivatele a kazdy si muze prohlédnout aktudlni stav bézicich,
cekajicich a jiz dokoncenych tloh. Snimek tohoto seznamu je k nalezeni na obrizku 4.11.
Jednotlivé tlohy si lze priddvat do sledovanych tloh, pripadné je ze seznamu sledovanych
odebirat. Snimek a tedy i podoba seznamu sledovanych polozek je zachycena na obrazku
4.10.

Jednim z duvodu otevienosti kompletniho seznamu loh je i moznost prohlizet si primerové
pary, které zatim nejsou zarazeny v databdazi. Prestoze by se mohlo zdat idealni, rovnou
zaradit nové vypocitany primerovy par do celkového seznamu primerovych para a pouzivat
ho pri inferenci. Pri FeSeni této prace padlo rozhodnuti toto automatické zarazovani necinit.
Duvodem je predevsim garance spravnosti a pouzitelnosti jednotlivych primerovych paru.
Pri automatické integraci vypocitanych part by mohlo dochézet k situacim, kdy uzivatel
zada par, ktery by mohl byt naptiklad obtizné syntetizovatelny, nebo by jednotlivé primery
mohly mit tak rozdilnou teplotu taveni, ze by jejich spole¢né vyuziti nebylo mozné. Z toho
divodu jsou uzivatelské pary v databazi oznaceny specifickym priznakem, aby pii inferenci
nebyly vyuzity.

Kompletni podoby stranek s obéma seznamy 1loh jsou k nalezeni v priloze B na obréazcich
B.5 a B.6.

Posledni vyraznéjsi strankou aplikace je kratka dokumentace. Zde jsou struc¢né uvedeny
a vysvétleny informace k procesu inference a predevsim je zde uvedeno mnozstvi prikladu
toho, jak vyuzit aplikac¢ni rozhrani REST k realizaci inference mimo uzivatelské rozhrant,
primo s pomoci jazyka Python.

Celkovy raz webové aplikace je silné ovlivnén pouzitou barevnou paletou a vizualni stylizaci.
Cela aplikace je stylizovana do svétlého motivu doplnéného minimalistickymi ohrani¢enimi
jednotlivych segmentu stranky, jako jsou grafy, tabulky nebo formulare. Nejvyraznéjsimi
vizualnimi a funkénimi prvky jsou tlacitka. Ta jsou diky Bootstrap stylizaci pomérné dost
barevné saturovand a diky tomu tézko prehlédnutelna.
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N(PRIMER £ 10 \
Obrazek 4.12: Logo aplikace.

Barevna paleta stranky se pak sklada ze 3 barev: zlatd a .

Vizuélné vyraznd je predevsim hlavni strana aplikace, kterd by méla slouzit jako dvere pro
uzivatele, ale i jako charakteristicky a na prvni pohled rozpoznatelny bod. Tomuto tcéelu
by mél napoméahat zvoleny obrazek na panelu hlavni stranky. Tento obrazek je jakousi
abstraktni ilustraci vysledku sekvenovani pomoci elektroforézy.

Poslednim prvkem, ktery identifikuje a tvori znacku aplikace, je jeji jméno, potazmo logo.
Aktudlni pracovni jméno aplikace je PrimerIO. Jméno vychézi z hlavni domény aplikace a
to praci s primerovymi pary a zaroven moznosti aktivniho pouzivani a spousténi tloh primo
v ramci aplikace.

Logo aplikace je navrzeno tak, aby vizualné zapadalo do pouzité barevné palety a minima-
listického vizualu. Logo je zobrazeno na obrazku 4.12. Motiv dvousroubovice koresponduje
s tématikou aplikace. Vyhodou tohoto ndavrhu loga je jeho pomérné vysokda univerzalnost,
co se tyce pojmenovani aplikace, protoze ve stejném pojeti si 1ze predstavit témeér libovolné
pojmenovani.

4.4 Realizace analyzy primerovych paru

Na pocatku feseni prace jsem dostal k dispozici implementovany nastroj, schopny vypocitat
kompletni informace o primerovém paru, které jsou rozebrany v sekci o datovém modelu
3.3. Jednalo se nastroj napsany ve funkciondlnim jazyce Clojure, jehoz vstupem je prime-
rovy par, vyextrahované 16S rRNA sekvence a taxonomickd hierarchie a vystupem jsou
vypocitané orientované grafy nerozliSitelnosti a informace potrebné pro vypocet senzitivity
a specificity. Pro ziskdni amplifikovanych regionti z extrahovanych 16S rRNA sekvenci vy-
uziva V-ripper skript z projektu SPINGO [37]. Vypocet jednoho primerového paru pomoci
tohoto néstroje trva, v zavislosti na konkrétnim paru, fddové hodiny (az 8 hodin).

7 duvodu optimalizace, zlepseni prehlednosti kodu a lepsi integrace do vyvijené aplikace
jsem se rozhodl tento nastroj nepouzit. Po prozkoumani celkové funkcionality a principu
vypoctu, jsem navrhl fadu zmén, optimalizaci a vylepseni vypocetniho algoritmu, jehoz
findlni podoba je podrobné popsana v sekci 3.4.

Funkcionalita nastroje je tedy takova: Na zakladé primerového paru a vyextrahovanych
16S rRNA sekvenci organismi, je nutné vypocitat, které druhy budou danym parem am-
plifikovany, a které variabilni regiony budou danym parem zacileny. Déle je nutné urcit
nerozliSitelnosti a vytvorit jednotlivé orientované grafy nerozlisitelnosti.

Druhotnymi funkcemi jsou funkce na inicializaci databéze, jako vypocet mnozstvi dcerinych
taxont kazdého jednotlivého taxonu a konstrukce taxonomického stromu v databazi. Tyto
funkce jsou, ale pouze jednordzové a pouziji se pouze pri pocatecni inicializaci databéze.
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Stejné jako pivodni Clojure skript i ja vyuzivam skript V-ripper z projektu SPINGO. V-
ripper dokdze na zakladé primé a reverzni primerové sekvence vypocitat, jaky (pripadné
zadny) region 16S rRNA genu se v dané sekvenci amplifikuje.

Vyextrahované 16S rRNA sekvence jsem dostal pri feseni projektu. Celkovy pocet vyextra-
hovanych sekvenci je 88646. Pricemz celkovy pocet straini je 39628. Sekvenci je vice nez
straini, protoZe kazdy jednotlivy strain muze obsahovat nékolik ruznych variant 16S rRNA
sekvence.

Srovnani vykonosti ptivodni a nové implementace. Vykonnostni aspekt byl jednim
z hlavnich priorit reimplementace celého vypoctu primerového paru. Pivodni implementace
v zavislosti na konkrétnim primerovém paru bézela fddové hodiny. Velkou casovou zatézi
vypoctu byla agregace grafii, ale predevsim néasledné ukladani dat do vystupniho souboru.
Pravé na tyto dvé casti jsem se v nové implementaci zaméril a optimalizoval je.

Optimalizaci agregace grafi jsem popsal v sekci 3.4 a je ji docileno predevsim diky pouziti
mechanizmu price nad datovym ramcem a pouzitim knihovny Pandas.

Vystup ptivodni implementace se ukladal ve formé databédze, bud do bézici MySQL instance,
nebo do sqlite souboru. Pro potteby integrace do aplikace byl pravé vystup do souboru
sqlite databaze vhodnéjsi. Po blizsim zkoumani, jsem ale prisel na to, ze data jsou do
databéze uklddana po jednotlivych radcich. Coz se v pripadé primerového paru, jehoz jeden
agregovany graf miize obsahovat i 100 tisic hran, ukazalo jako zna¢né neefektivni.

Aktuélni implementace umoznuje uklddat data ve formatu JSON souboru. Navic diky sku-
tecnosti, ze je nova implementace napsana v jazyce Python, bylo mozné celou implementaci
zaradit do aplikace jako samostatny modul a jakykoliv vystup do souboru tedy neni nutny.
Vysledna data analyzy se vkladaji do databaze primo v rdmci kédu aplikace po velkych
blocich, obsahujicich 10000 fadkd.

Nezanedbatelnym aspektem programu, je také jeho spotieba paméti. V dnesni dobé uz je
sice spotfeba paméti podstatné mensi problém nez v minulosti. Presto jedné-li se o aplikaci
bézici v clusteru, kde kazdé dalsi procesorové jadro a kazdy dalsi gigabyte paméti mutze
znamenat vyssSi finan¢ni naklady, je vhodné i spotiebu paméti minimalizovat.

Puvodni implementace v zavislosti na primerovém part alokovala radove jednotky gigabytt
paméti (cca do 10 GB). Coz na prvni pohled nemusi pusobit jako nadstandardné vysoka
hodnota. Komplikace nastava az v situaci, kdy je potreba provozovat jednotky, pripadné
desitky, vypocetnich uzlia. V takovém pripadé, kdy jediny uzel alokuje 10GB paméti, se
celkova alokovana pamétf dostava do desitek az stovek gigabajtii.

Nova implementace byla optimalizovand i v oblasti spotreby paméti. Nizkd paméfova na-
roc¢nost primo vychazi z filozofie optimalizované verze algoritmu. Vysledkem je, ze spotfeba
pameéti se u naprosté vétsiny primerovych para pohybuje do 500 MB.

Pti testovani a vyhodnoceni nové implementace, jsem provedl nespocet experimentalnich
vypocltl s riznymi primerovymi pary a tedy i s riznym mnozstevnim zachytem amplifi-
kace a riznym mnozstvim nerozlisitelnosti. Vybrané piiklady jsem shrnul do tabulky 4.2.
V tabulce je uvedeno konkrétni srovnani ¢asové a pamétové naroc¢nosti vypoctu ptivodni a
nové implementace analyzy primerového paru. Oproti pivodni implementaci je vidét zfejmé
zlepseni doby potiebné pro vypocet i celkové snizeni spotfeby paméti.
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Puvodni / Nova implementace
Primerovy par | Cas vypoc¢tu | Potfebnd pamét
530F - 1391R 4h47m/2m47s | 6.2GB/403MB
P609D - 1391R | 5hdm/2m24s | 5.4GB,/402MB
1099F - 1391R | 6h7m/2m38s | 4.8GB/387MB
515F - 806R 5h34m/2mls | 5.7GB/402MB

Tabulka 4.2: Srovnani vykonnosti ptivodni a nové implementace analyzy primerového paru.
Meéreni casu bylo provedeno pouze jednou pro kazdy péar, protoze rozdil je tak vyznamny,
Ze na jednotkdach sekund, nebo minut, nezalezi.

Implementace vypocetnich uzli

Protoze se, i po optimalizaci, doba vypocétu pohybuje v fadu jednotek minut, je potfeba
v ramci aplikace udrzovat mnozinu vypocetnich uzl, na nichz bude vypocet realizovan.
Nutnost existence vypocetnich uzll, respektive nemoznost vyuziti vypocetni sily webového
serveru, vychazi z filozofie funkce webového serveru. Webovy server aplikace je sice technicky
pripraven na to aby spustil pfikladné 5 minut dlouhou tlohu, v rdmci svého vlastniho
procesu. Obecné se ale nejedna o spravny pristup. V piipadé, kdy by uzivatel spustil takovou
dlouhotrvajici tlohu, dostal by odpovéd od serveru az po jejim dokonceni a po celou dobu
vypoctu by dana replika webového serveru byla nedostupné.

Trivialni, ale ani zdaleka idealni reseni, by bylo spousténi novych vypocetnich procesu pro
vypocet na stejném stroji, kde je provozovan webovy server. Uzivatel by v takovém ptipadé
poslal pozadavek na server, server by vytvoril novy proces, ktery by zacal danou tlohu
zpracovavat samostatné a server by vzapéti vratil uzivateli zprdvu o dspésném spusténi
ulohy. Prestoze by toto reseni do urcité miry fungovalo, obsahuje hned nékolik nedostatki.
Hlavnim nedostatkem je fakt, ze vypocet tlohy je spustén na stejném uzlu jako webovy
server. To muze potencidlné vést k situaci, kdy vypocetni uzel nebude mit dostatecnou
vypocetni silu na vypocet ilohy a provoz serveru zaroven, coz povede ke zpomaleni nejen
vypoctu, ale i ke snizeni responzivity webového serveru a tedy i celé aplikace. Tento problém
se jesté zvyrazni, pokud v jednu chvili bude spoustét tlohu vice uzivatelii najednou. Idealné
by vypocetni tlohy mély byt spustény na uzlech k tomu dedikovanych a jejich pocet, na
jednotlivych uzlech, by mél byt fizen a korigovan.

Proto se pro tyto ucely standardné vyuziva fronta tiloh a mnozina dedikovanych vypocetnich
uzld, které tlohy z fronty zpracovavaji.

S tcelem zjednoduseni implementace, respektive dnes uz spise pouhé integrace, mechanizmu
fronty 1loh do vlastni implementace, vzniklo hned nékolik opensource projekt. Pro jazyk
Python lze jmenovat projekty: Redis queue (RQ) [29], Django Q [12] a predevsim velmi
rozsifené Celery [5].

Do aplikace jsem se rozhodl integrovat pravé knihovnu Celery, predevsim z dtivodi stability,
velikosti komunity, aktudlnosti a zivosti projektu.

Princip ¢innosti knihovny Celery se zakladd na nékolika komponentach. Schéma jednotli-
vych komponent, které cely mechanizmus vyuziva, je zobrazen na obrazku 4.13.
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Web server —> Redl,s Aplikaéni databaze
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Obréazek 4.13: Schéma jednotlivych komponent systému, které zabezpecuji béh vypocetnich
uloh. Na pocatku celého procesu je uzivatel iniciujici vypocet pres pozadavek na webovy
server. Déle je tloha zarazena do fronty, nasledné zpracovana vypocetnim uzlem a vysledky
vypoctu jsou nakonec ulozeny v aplika¢ni databazi.

Na zacatku celého mechanizmu stoji webovy server, respektive uzivatel. Uzivatel vysle po-
zadavek na webovy server, ten ho zpracuje a na jeho zdkladé zaradi vypocetni tlohu do
fronty.

Fronta tloh je ulozena v rdmci samostatné bézictho databazového serveru Redis. Redis zde
slouzi predevsim jako prvek, ktery udrzuje frontu tdloh a realizuje rozesilani zprav mezi
jednotlivymi komponentami celého mechanizmu. Celery umoznuje v ramci jednoho Redis
serveru udrzovat témér libovolné mnozstvi rizné pojmenovanych front, které muzou byt
obsluhovany riznymi mnozinami uzli a plnit tedy rizné prioritni tlohy. V ramci aplikace
je vyuzita pouze jedna fronta urcend pravé pro tlohy analyzy primerovych part.

Posledni hlavni komponentou mechanizmu jsou vypocetni uzly. Ve své podstaté se jedna
o procesy, které bud cekaji na tlohu, anebo tlohu zpracovavaji. Vypocetni uzly v ramci
svého béhu komunikuji s databazi aplikace, do niz ukladaji vysledky analyzy. Vypocetnich
uzli je mozné provozovat témér neomezené mnozstvi. Respektive takové mnozstvi, jaké
zvlddnou ostatni prvky aplikace, predevsim pravé Redis a samotna databaze aplikace.

Sekvencni diagram pribéhu vytvoreni dlohy jejiho zpracovani a piislusné komunikace mezi
jednotlivymi komponentami je vyobrazen na obrazku 4.14.

Pokud by bylo nutné provozovat velké mnozstvi vypocetnich uzla (stovky az tisice), bylo by
z velkou pravdépodobnosti nutné resit Skalovatelnost aplikac¢ni databaze, ktera je v aktualni
dobé nejuzsim hrdlem celého systému. Ovsem pravdépodobnost potieby, tak velkého mnoz-
stvi uzli je zcela miziva, protoze by se jednalo o situaci, kdy by v aplikaci byly spoustény
tisice uloh kazdou hodinu. Coz rozhodné neni o¢ekdvany scénar vytizeni aplikace.
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Obrazek 4.14: Sekvencni diagram zachycujici sekvenci jednotlivych tkont pfi analyze jed-
noho primerového paru.

Ocekavany scénar vyuzivani analytické funkce aplikace predpokladd maximalné s jednotky
uloh tydné. I pfes tento pomérné maly predpoklad je aplikace v aktualni situaci i na HDD
instanci schopna obsluhovat nizké stovky tloh za hodinu.

Pro ilustraci vykonu. Cela aktualni databaze, obsahujici 5661 primerovych para, byla s vy-
uzitim 20 vypocetnich uzll, vytvorena béhem neceljch dvou dnti pfimo pomoci vypocetni
funkce aplikace. Databaze, ktera byla pri tomto vytvareni pouzita, bézela na HDD instanci
rozebrané podrobnéji v sekci 4.2. Tato skutecnost ukazuje pripravenost aplikace na radoveé
tisice dloh denné.

Pokud uzivatel zadal svoji emailovou adresu, pak je o celém prubéhu vypoc¢tu informo-
van prostfednictvim emailovych notifikaci. V okamziku, kdy je tloha zadédna do systému,
uzivatel dostane potvrzujici notifikaci, ve které je uveden odkaz pro sledovani ulohy pro-
strednictvim uzivatelského rozhrani. Dalsi notifikace jsou ndsledné zasilany pri spusténi
tlohy a pri jejim Uspésném ¢i neispésném dokonceni.

Podoba emailové notifikace je zachycena na obrazku 4.15.

4.5 Aplika¢ni rozhrani REST

Aplikaéni rozhrani umoznuje standardizovanou komunikaci mezi serverovou ¢ésti aplikace
a klientem. Klientem miuze byt uzivatelské rozhrani aplikace, pripadné uzivatelsky skript.
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™~
PRIMER 10
.

Task - 1099F - test2222

Task ID: 19506

Status: PENDING

FW primer pair: 1099F - GYAACGAGCGCAACCC

RE primer pair: test2222 - GGGCGGWGTGTACAAGGCNNN

View task
Thank for using our services.

Primerio team.

Obrazek 4.15: Obsah emailové notifikace o stavu zadané tlohy.

V dnesni dobé existuje hned nékolik moznosti, standardi a architektur, aplika¢nich roz-
hrani, které lze volné pouzit. Namétkou lze jmenovat pomérné popularni GraphQL [17],
nebo velmi populdrni rozhrani REST.

Prévé architektura rozhrani REST je do aplikace integrovana.

REST [48, 58], neboli Representational State Transfer, je architektura rozhrani, popsana
v roce 2000 Royem Fieldingem . Jedna se o bezstavové, datové orientované rozhrani, které
vyuziva k prenosu doménové specifickych dat primarné (je mozné vyuzit REST architekturu
i bez HTTP) protokol HTTP. Popisuje definici a adresaci dat, neboli zdroju a definuje étyfi
zakladni metody pro pristup k nim.

Jedna se tedy o architekturu klient a server, pficemz neni udrzovan stav komunikace. Z toho
plyne, Ze kazdy jeden pozadavek na rozhrani REST, popisuje kompletné pozadavek na ser-
ver, protoze bezstavovost architektury neumoznuje vyslani jakéhokoliv pifimo navazujiciho
pozadavku.

Bezstavovost rozhrani, umoznuje velmi snadné nasazeni v distribuovaném prostredi, protoze
veskery kontext, je vzdy obsazen piimo v rdmci jednoho pozadavku na server a tedy stiidani
replik server®i ne¢ini komunikaci pfes REST zadny problém.

Definovany jsou ¢tyti zakladni metody pro pristup k dattm.

1. GET - ¢teni existujicich dat.
2. PUT - Zapis a modifikace
3. POST - Vytvoteni nové polozky

4. DELETE - Vymazani zdznamu

Adresace dat je realizovana pomoci strukturované url adresy. Obecné lze adresovat konkrétni
polozky, pripadné celé datové kolekce.

Piikladem adresace datové kolekce, v rdmci GET dotazu, obsahujici primerové pary, miize
byt:
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"count": 5624,

"next": "http://primerio.eu/api/primer_pair/?page=2",
"previous": null,

"results": [

{
"id": 33859,
"name": "bact363F - Unil392R",
"fw_primer": 1179,
"re_primer": 1272,
"sensitivity": 91.7,
"specificity": 54.3

Obréazek 4.16: Priklad dat vracenych GET dotazem na kolekci primerovych pariu prostied-
nictvim rozhrani REST. Vysledkem je datova struktura, kterd predstavuje jednu stranku
polozek kolekce. Ziskand struktura obsahuje metadata o celkovém mnozstvi dat v kolekei,
adresu odkazu na predchozi a nasledujici stranku, pokud existuje a samoziejmé pole dota-
zanych dat.

GET http://primerio.eu/api/primer_pair/

Vysledkem takového dotazu by byla kolekce vSech ulozenych primerovych paria. Doplnuji-
cim mechanizmem, ktery se vyuziva pri zachdzeni s kolekcemi je strankovani vysledkt, po
definovaném poctu vysledki na jednu stranku.

Jako forméat pro prenos dat pres rozhrani REST je velmi ¢asto pouzivan format JSON. Data
ziskana pomoci zminéného GET dotazu, by tedy mohla mit strukturu jako na obrazku 4.16.

V pripadé potieby filtrace dotazované kolekce, je dobrym zvykem parametry filtrace umistit
do proménnych url dotazu: GET http://primerio.eu/api/primer_pair/?7id=33859.

Adresace jedné konkrétni datové polozky je standardné provedena pomoci rozsiteni adresy
o identifika¢ni ¢islo dané polozky: GET http://primerio.eu/api/primer_pair/33859

V ramci implementované aplikace je rozhrani REST vyuzito, predevsim jako nastroj
implementujici prvky vyuzité uzivatelskym rozhranim. Z uzivatelského rozhrani jsou pro-
stfednictvim REST posilany dotazy realizujici inferenci, interaktivni naseptavani taxont a
primert a v neposledni radé jsou jeho prostrednictvim ziskdvany data o primerovych parech
v prohlizeci primerovych part.

Druhotnou funkei implementovaného rozhrani, je moznost piimého vyuziti uzivatelem.
V pripadech, kdy by uzivatel chtél urcita data aplikace zpracovavat prostiednictvim svych
vlastnich skriptii, mize vyuzit aplika¢ni rozhrani a pristupovat k datim naptiklad pomoci
jazyka Python.

Pravé priklady v jazyce Python jsou uvedeny v aplikaci na strance s dokumentaci. Kon-
krétné jsou zde uvedeny priklady, jak ziskat taxonomickou hierarchii, jak ziskat ohodnocené
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GET /api/taxonomic_level/ v
GET /api/taxonomic_level/{id}/ 1

Obrazek 4.17: Snimek z nastroje Swagger, ktery uzivateli umozni si prohlédnout a vyzkouset
funkcionalitu rozhrani REST.

primerové pary z procesu inference a v neposledni fadé je pres rozhrani vystavena databaze
primerovych pari, véetné informaci o nerozlisitelnych a senzitivovanych taxonech.

Implementace rozhrani REST je v aplikaci realizovana s vyuzitim knihovny Django REST
framework (DRF) [9]. Ta implementuje integraci REST komunikace pfimo do frameworku
Django a usnadnuje propojeni rozhrani s datovym modelem aplikace. Déle knihovna zajis-
tuje spravnou serializaci dat a zpracovani uzivatelskych dotazti. Dnes je pravé tato knihovna
urcitym standardem pro implementaci REST rozhrani s frameworkem Django.

Knihovna DRF umoznuje vygenerovani schématu kompletni funkcionality rozhrani ve for-
matu OpenAPI. Jedna se o standardizovany formét, ktery popisuje funkcionalitu RESTful
rozhrani. Vyhodou tohoto formétu je pravé jeho standardni forma, diky niz vznikly nastroje,
které dokazi, uzivatelsky privétive, zobrazit jednotlivé funkce rozhrani.

Jednim takovym nastrojem je Swagger [31]. Jednd se o ndstroj, ktery dokéze zpracovat
soubor v OpenAPI formatu a na jeho zakladé zobrazit uzivateli moznosti a funkcionalitu,
kterou dané rozhrani poskytuje. Zaroven uzivateli umoznuje si jednotlivé funkce primo
v prohlize¢i vyzkouset a prohlédnout vysledky daného dotazu. Konkrétni podoba nastroje
Swagger, je zobrazena na obrazku 4.17.

V kontextu aplikace, je z pohledu uzivatele samotné rozhrani spise doplnék funkcionality,
nikoliv kompletni preneseni funkci aplikace.

4.6 Moznosti budouciho rozsireni

Prvni moznost vylepseni aplikace, byla nastinéna uz v kapitole 3.3. Konkrétné se jedna
o volbu parametru rozliseni, na kterém chce uzivatel vyhodnocovat primerové pary. Ak-
tualni verze aplikace, respektive uzivatelské rozhrani aplikace, dokaze pracovat pouze na
urovni rozliseni druhu. Tedy veskeré ohodnoceni senzitivity a specificity primerovych paru
je vypocitavano na této drovni bez moznosti volby. Hlavni ¢ast implementace tohoto roz-
siteni by byla na trovni uzivatelského rozhrani, protoze databaze a algoritmus analyzujici
primerové pary uz s funkcionalitou rozliseni pocitaji a jsou na ni pripraveni.

Druhé mozné rozsiteni aplikace se tyka rozsiteni algoritmu inference. Aktudlni princip infe-
rence, spo¢iva v praci s kazdym primerovym parem samostatné. Konkrétné se pocita s tim,
ze cilem je vybrat jeden jediny primerovy par. K tomu je uzptisobeno i uzivatelské rozhrani,
které je primarné zameéreno na vizualizaci primerovych pari, jako samostatnych jednotek.
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Obréazek 4.18: Dvojice primerovych pari, kde primerovy par P609D - 1391R neumoziuje
zéchyt vétsSiny bakterii z kmenu Armatimonadetes, ale pfi kombinaci s primerovym pére
520F - GM4R, by ve vysledku dany kmen byl zachycen plné.

Na celkovou inferenci se lze podivat ze Sirsiho pohledu a uzptisobit algoritmus k vyhledédvani
skupin primerovych pari, které je mozné vyuzit spolecné a tim docilit maximalni senzitivity,
za zachovani maximalni specificity.

Vysledkem inference by v takovém pripadé nebyly ohodnocené primerové pary samostatné.
Naopak, vysledkem by byly ohodnocené n-tice primerovych pari, které by dohromady
umoznovaly maximalni pokryti zvoleného, ale i celého, taxonomického spektra.

Trivalni ilustra¢ni priklad z databaze je zobrazen na obrazku 4.18. Na obrazku je dvojice
primerovych part, kde jeden dokéaze zachytit pouze minimum druhtt bakteridlniho kmene
Armatimonadetes. Pokud by se pouzil v kombinaci druhym primerovym parem, ktery umoz-
nuje zachyt celého kmene Armatimonadetes, mohl by celkovy vysledek sekvenace poskyt-
nout presnéjsi data k nasledné klasifikaci.

Mimo uvedené vétsi moznosti rozsiteni, 1ze aplikaci rozvijet i jen malymi inkrementalnimi
vylepsenimi. Z nichz néktera jsou:

e Provazani taxonomické hierarchie v aplikaci s NCBI hierarchii prostiednictvim NCBI
taxonomického identifika¢niho cisla.

o Implementace algoritmu pro vypocet teploty taveni primeru.

e Provazani primerovych sekvenci s databazi SILVA, pripadné RDP. Umoznit uzivate-
lim jednoduse prozkoumat primery pomoci téchto nastroju.

e Doplnéni dalsich informaci o primerech. Naptiklad: Uvedeni ptipadnych studii z nichz
pochazi.

Kvalita aplikace ptimo souvisi s kvalitou dat, se kterymi pracuje. V sekci 3.3 bylo nastinéno,
ze data v databdzi, s novymi objevenymi druhy a novymi variantnimi sekvencemi, postupem
casu zastaravaji, respektive jsou objevovany nové. Z toho duvodu je jasné, ze pokud by
aplikace méla byt pouzivana v fadu mnoha let, budou muset byt data aktualizovana, aby
odpovidala aktudlnim poznatktm. Proto by budouci motivaci méla byt tvorba, minimalné
semi-automatizovaného procesu pro ziskani aktualni taxonomické hierarchie a genovych
sekvenci, z nichz by mohla byt databdze v pravidelnych intervalech (napf. jednou roéné)
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aktualizovana. Diky tomu by kvalita aplikace a jeji smysl, byl udrzitelny po dobu mnoha
let.

V neposledni fadé, by se mohl rozsitit cely obor aplikace. Aktudlné je aplikace zamérena
na 16S rRNA amplikonové sekvenovani baterii a archei. Nicméné, aplikace by se mohla
rozsitit o podporu 185 rRNA sekvenovani a fylogenetickou analyzu urcitych eukariotickych
organismu, pripadné o primery 285 rRNA pouzivané ve fylogenetice hub.

Mimo zminéné moznosti, lze bezpochyby nalézt fadu dalsich potencidlnich vylepseni od
funkcionality uzivatelského rozhrani, pres logiku prace s primerovymi pary, az po zcela
novou zatim nepokrytou funkcionalitu.
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Kapitola 5

Produkc¢ni nasazeni aplikace

V kapitole 4 jsou podrobné rozepsany jednotlivé komponenty systému, které tvori celou
aplikaci. Ve zkratce jde o webovy server, PostgreSQL a Redis databaze a vypocetni uzly.
Vsechny tyto komponenty je nutné nékde provozovat. Z divoda popsanych v sekci 4.1, jsem
zvolil nasazeni vétsiny ¢asti aplikace v distribuovaném prostredi typu Kubernetes.

Kubernetes [21] je open-source systém urceny pro automatizovanou spravu kontejnerizova-
nych aplikaci. Poskytuje funkcionalitu horizontalniho skalovani, standardizaci produkéniho
nasazeni aplikaci a mimo jiné zjednodusuje provoz vysoce dostupnych aplikaci.

Samotny koncept systému Kuberenetes se skladé z nékolika prvki, které dohromady umoz-
nuji béh aplikaci, jejich siftovou komunikaci a spravu udlozisté. Mezi hlavni prvky systému
mimo jiné patfi:

e Vypocetni uzly: Konkrétni stroje, které jsou zapojeny do Kubernetes clusteru a na
kterych jsou provozovany jednotlivé kontejnery.

e Pody: Konkrétni kontejnerové instance, které bézi na jednotlivych uzlech a poskytuji
sluzby. Specifikace homogenni mnoziny podi, je standardné popsana tzv. deploymen-
tem.

o Sluzby: Mnoziny podi, které spolecné obsluhuji definovanou sitovou sluzbu. (Napr.:
webovy server)

Dalsimi prvky systému, které umoznuji béh, automatizovanou spravu a rizeni aplikaci jsou
mimo jiné: kontroléry replik, sprava tlozisté, sady konfigurace a dalsi.

Na prvni pohled je z mnozstvi jednotlivych komponent, ziejméa celkova robustnost a kom-
plexnost systému Kubernetes, kterd ale umoznuje maximalné univerzalni pouziti pro provoz
rozlicnych aplikaci.

Alternativou k systému Kubernetes je napriklad systém OpenShift. PFi¢emz aplikace, ktera
je pripravend pro béh v Kubernetes, bude zcela jisté schopna provozu i v systému OpenShift,
protoze rozdil funkcionality obou systémt je minimélni. Konfigura¢ni soubory obou systému
jsou dokonce natolik podobné, Ze pro migraci z jednoho systému do druhého, je potieba
zcela minimélnich zmén.
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FROM python:3.10 # RodicCovsky obraz, z~néhoz se odvozuje.

RUN pip install pipenv # Doinstatalce potfebnjych balicki.

COPY primerio /home/primerio # VloZeni kodu aplikace.

COPY Pipfile /home/

RUN cd /home/ && pipenv lock --requirements > requirements.txt

RUN pip install -r /home/requirements.txt # Instalace Python zavislosti.

EXPOSE 8080 # Vystaveni portu serveru

RUN chmod +x /home/primerio/run.sh

ENV RELEASE=True # Nastaveni proménnjch prostredi.

ENV REDIS_HOST=127.0.0.1

WORKDIR /home/primerio # Nastaveni vjchozi pracovni slozky.

CMD ["./run.sh"] # Definice skriptu, ktery se spusti pfi vychozim spuSténi
kontejneru.

Obrazek 5.1: Docker sablona popisujici tvorbu obrazu kontejneru webového serveru aplikace.

5.1 Postup pripravy nasazeni aplikace v systému Kubernetes

Pomérné vysoka univerzalnost systému Kubernetes s sebou nese i urcitou miru komplexity
pripravy aplikace pro uspésné nasazeni. Z toho divodu je nejdiive nutné posoudit, jestli se
viibec vyplati danou aplikaci timto zptisobem provozovat a jestli to nepfinese vice nevyhod
nez vyhod.

Obecné lze rici, ze v piipadé webovych aplikaci je nasazeni v Kubernetes vyhodné. V pripadé
této prace je to velmi vyhodné i z divodu provozu vypocetnich uzli.

Prvnim krokem pripravy aplikace je jeji kontejnerizace. Standardné se vyuziva kontejne-
rizace pomoci nastroje Docker [13].

Docker umoznuje tvorbu kontejnerovych obrazii na zikladé Sablon, tzv. Dockerfile. Tato
sablona mimo jiné popisuje, jaké soubory a programy budou v kontejneru dostupné, jaké
sitové porty ma kontejner pristupné a jaky program se spusti pfi vychozim nastartovani kon-
tejneru. Standardné se Sablony kontejneri vytvari odvozenim od jinych sablon, respektive
obrazi, které lze nalézt napiiklad na oficidlnich Docker registrech Docker Hubu' .

Konkrétni postup tvorby sablony na prikladu kontejnerizace webového serveru aplikace:

Prvnim krokem je volba obrazu z né¢hoz se bude vychazet. Hlavnim parametrem vybéru
obrazu je podpora jazyka Python. Na Docker Hubu je dostupny oficidlni obraz kontejneru,
ktery mé integrovanou specifickou verzi (kterou lze zvolit) jazyka Python. Tento obraz po-

uziji jako rodic¢ovsky obraz. Nasledné doinstaluji zavislosti aplikace, zkopiruji do kontejneru
samotny kod aplikace, definuji sitové porty, proménné prostredi a spoustéci skript.

Vysledna sablona je uvedena na obrazku 5.1.

Na zékladé vytvorené Sablony je mozné sestavit obraz kontejneru, ktery je mozné spustit
prakticky kdekoliv, bez jakychkoliv problému se zavislostmi. Podobnym zptusobem je vy-
tvorena i Sablona pro vypocetni uzly a Sablona pro hostovani statickych souboru aplikace.

Thttps://hub.docker.com/
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Do statickych soubort aplikace spadaji: obrazky, javascript soubory, css soubory a pripadné
dalsi statické soubory, které se ve vysledné strance nacitaji.

Diky docker registrim (Docker hub...) je mozné jednoduse v kontejneru spustit i jiné pro-
gramy, protoze autori ruznych projekti primo vydéavaji sviij software i prostfednictvim
Docker obrazti. Napiiklad databaze Redis, obsahuje plné pouzitelny a konfigurovatelny ob-
raz primo v registru. Diky tomu se instalace Redisu redukuje na pouhé spusténi kontejneru
a nastaveni proménnych prostiedi.

Jakmile jsou vSechny casti aplikace , které maji byt provozovany v ramci Kubernetes kon-
tejnerizovany, lze prejit k dalsimu kroku. Tvorba Sablony pro Kubernetes.

Kompletni strukturu, sluzby a konfiguraci aplikace, lze popsat prostiednictvim yaml sou-
boru. V ném je popsano jaké pody, sluzby, tlozisté, konfigurace a dalsi prvky systému
aplikace pouziva. Standardné se pro kazdou ¢ést aplikace (skupinu podu) definuje tzv.
deployment. V ramci deploymentu muze byt definovano: jaké pody se maji vytvorit, jakym
zpusobem, kolik jich ma byt, jaké sluzby poskytuji, jaka potrebuji ulozisté, jaké proménné
prostredi se maji nastavit a dalsi. Dale je mozné definovat skripty pro kontrolu dostupnosti
jednotlivych podi, s tim souvisejici politiku restartovani podu pri nedostupnosti a mnozstvi
dalsich parametri, které jsou popsané v dokumentaci.

Vytvorena sablona ve vysledku presné popisuje, co vse je potfeba vytvorit, spustit a propojit
aby aplikace mohla fungovat.

Pres mnoho vyhod sebou Kubernetes nese i urcité aspekty, se kterymi je nutné pocitat.
Kromé komplexnosti a strmé ucici krivky, se jedna i o aspekty souvisejici piimo s filozofii
celého systém. Napriklad je nutné pocitat s moznymi tranzicemi podu z uzlu na uzel a tedy
neocekavanym prerusenim ¢innosti daného podu.

Jedna z velkych otazek pti nasazovani systému, byla ohledné provozu databazového serveru.
Konkrétné, jestli i databazi aplikace provozovat v ramci Kubernetes, anebo ji provozovat
na separatnim stroji.

Aktuélni stav aplikace je takovy, Ze aplikacni PostgreSQL databéze, je jedinou ¢asti apli-
kace, kterd je provozovana mimo Kubernetes. Bézi na separdtnim virtudlnim stroji. Di-
vodem toho je, predevsim snazsi administrace databaze a vyssi mira kontroly nad celym
prostiedim, kde databaze bézi. Protoze, jak bylo popséno v kapitole 4, aplikac¢ni databéze je
pomérné rozsahld (aktudlné kolem 150GB) a jsou na ni kladeny velké vykonnostni naroky.

Ptesto do budoucna, by bylo vhodné provést experimenty s vykonosti databaze v prostredi
Kubernetes. Pokud by se vykonnostné pohybovala minimélné na stejné irovni, jako na se-
paratnim stroji, pak by se mohla presunout do Kubernetes permanentné. Nejvhodnéjsim
zpusobem nasazeni v Kubernetesu, by pravdépodobné bylo vyuziti tzv. operatoru. Opera-
tor je urcitym softwarovym dopliikem systému Kubernetes, ktery napriklad muze zjedno-
dusovat spravu a provoz distribuované databaze. Pro PostgreSQL jsou dostupné naptiklad
operatory: Stolon [30] nebo Zalando Postgres Operator [33].

Do budoucna, by pfesun databaze do Kubernetesu mohl zjednodusit proces horizontalniho
skalovani databaze, ktery PostgreSQL sice podporuje, ale rozhodné se nejedna o triviadlni
proces. Diky tomu, by se potencidlné mohlo zvysit mnozstvi uzivatell, které je aplikace
schopna obslouzit.
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Kompletni sablona definujici veskeré prvky aplikace, je soucasti odevzdanych zdrojovych
kédi v adreséari deploy.

5.2 CI proces

Standardem vyvoje témér jakéhokoliv software, je vyuziti verzovaciho systému. Dnes se
vétsinou vyuziva nastroje Git. Ten je podporovan fadou online sluzeb, které umoznuji hos-
tovani Git repozitafe na jejich serverech. Mimo samotné hostovani souborti projektu, je
dnes uz standardem poskytovani CI (Continuos integration) sluzeb.

CI je proces automatizace zaclenovani zmén do novych verzi aplikace. CI sluzby umoznuji
mimo jiné automatizaci kompilace softwaru, nasledné automatické spusténi testl a sestaveni
softwarového balicku, nebo jako v pripadé této aplikace sestaveni Docker obrazu.

Pro hostovani repozitére aplikace, jsem se rozhodl vyuzit sluzbu GitLab [16]. GitLab inte-
gruje CI podporu piimo, bez nutnosti pouzivat jakoukoliv sluzbu treti strany.

Cely CI proces aplikace sestava z nékolika krokt. Jakmile jsou provedeny zmény v hlavni
vétvi repozitare, v ramci GitLab CI se automaticky spusti tlohy pro sestaveni jednotlivych
kontejnerovych obrazi. Konkrétné se sestavuje obraz webového serveru aplikace, obraz
vypocetniho uzlu a obraz webového serveru se statickymi soubory aplikace. VSechny tii
ulohy bézi paralelné. Jakmile jsou obrazy sestaveny, ulozi se do registru, ktery je asociovan
k danému repozitafi. V tuto chvili jsou obrazy pripravené k nasazeni v Kubernetes.

Samotné nasazeni je mozné také automatizovat. Ja jsem se ale pro tuto moznost nerozhodl, a
protoze se realné jedné o stisk jednoho tlac¢itka v ovladacim rozhrani clusteru, ponechal jsem
nasazeni nové verze manualni. Diky tomu je nasazend verze vice pod kontrolou a nebezpeci
toho, ze dojde k nasazeni verze, kterd k nasazeni urcena nebyla, je minimalizovano.

5.3 Doplnujici detaily

Neékolikrat byla v textu zminéna informace o statickych souborech aplikace. Vétsinove jde
o soubory, které se nacitaji az z klientské strany po ziskdni HTML stranky z aplika¢niho
serveru (Django aplikace). Jde o CSS a Javascript soubory, obrazky a dalsi potfebné sou-
bory. Obecné neni doporucovano tento typ souboru poskytovat pfimo pomoci aplika¢niho
serveru. Protoze ten neni primo stavén na tento typ vyuziti a tudiz by celkova vykonnost
aplikace mohla zbyteéné utrpét.

Misto toho Django framework dokaze veskeré statické soubory aplikace vyextrahovat tak,
aby mohly byt hostovany na jiném standardnim HTTP serveru.

To znamen4, ze veskeré statické soubory jsou umistény na subdoméné. Aplikace je aktu-
alné provozovana pod doménou primerio.eu. Pod touto doménou se uzivatel pripoji k jedné
z replik aplikacniho webového serveru. Statickd data jsou provozovana na doméné sta-
tic.primerio.eu. Pod touto doménou se tedy uzivatel pripoji k serveru Apache, kde jsou
hostovany veskeré statické soubory.
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plcls)  GET cdn,jsdelivr.net axios.min.js script js v mezipaméti 0B
pl)) GET  static.primerio.eu logo.png img png v mezipameéti 8,13 KB

plils) GET  static.primerio.eu main.png img png v mezipaméti 76,13 KB

Obrazek 5.2: Statické soubory jsou ziskavany ze subdomény aplikace.

Jediné co je, pro spravnou funkci aplikace, nutné nastavit, je pravé zminéna subdoména
v konfiguraci Django aplikace. Diky tomu se veskery provoz statickych soubort presune na
jiny server, coz je ilustrovano na obrazku 5.2. (Pripadné se nacitaji z mezipaméti prohlizece.)

Dalsim standardem dnesni doby, je provoz webové stranky prostrednictvim sifrovaného pro-
tokolu HTTPS. Pouzity aplika¢ni server Gunicorn podporuje pouze provoz s protokolem
HTTP. Diky provozu aplikace v Kubernetes to ovsem neni zadny problém. Protoze Kuber-
netes veskerou doménovou komunikaci zastfesuje jesté jednou vrstvou webového serveru,
ktery slouzi jako proxy mezi uzivatelem a aplikaci. HT'TPS je tedy nutné fesit pravé na
tomto zastfesujicim serveru. Pro zjednoduseni nasazeni HTTPS v clusteru vznikl projekt
Cert Manager [6], ktery se jako rozsifeni provozuje na clusteru a poskytuje pro vSechny uzi-
vatele moznost spravy HTTPS, mimo jiné prostiednictvim Let’s Encrypt [22] certifikat.

Diky tomu, Ze na clusteru Metacentra je Cert Manager dostupny, spusténi HT'TPS je otéz-
kou doplnéni konfigurace doménové sluzby o potrebné informace.

Ve vysledku je aplikace pfistupnd prostfednictvim odkazu: https://primerio.eu/.
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Kapitola 6

Z.aver

Hlavnim cilem prace byl ndvrh a implementace webové aplikace, kterd uzivateliim usnadni
vybér primerového paru urc¢eného pro 16S rRNA amplikonové sekvenovani a umozni maxi-
malizovat tspésnost nasledné klasifikace sekvenci.

Na pocatku TeSeni prace, jsem dostal pristup k databazi analyzovanych primerovych paru.
Pri tvorbé aplikace jsem z poskytnuté databaze sice vychazel, ale ve finalni aplikaci jsem ji
nepouzil, pfesto vyrazné ovlivnila cely vyvoj.

Hlavni funkcionalitou aplikace je algoritmus ohodnoceni a nasledného doporuceni primero-
vych part, podle specifického zadani uzivatele. Tento algoritmus je v aplikaci pojmenovan
inference a dokaze ohodnotit senzitivitu a specificitu primerovych part, pro uzivatelem
vybrané taxonomické skupiny. Pii inferenci se béhem nizkych jednotek vtefin ohodnoti
vSechny primerové pary v databézi, coz je aktualné celkem 5661 primerovych péri.

Ohodnocené primerové pary jsou nasledné podle nékolika kritérii sefazeny a vysledky jsou
zobrazeny uzivateli. Vysledky u kazdého paru zahrnuji kromé vypocitanych hodnot senziti-
vity a specificity i mnozstvi pareto dominantnich primerovych pari. Vysledky inference jsou
zaroven vizualizovany v nékolika interaktivnich grafech, které umoznuji i filtraci vysledki.

Pro kazdy primerovy pér lze zobrazit stranku s detailnimi informacemi. Uzivatel zde zjisti
pozici amplifikovaného regionu, primerové sekvence a s vyuzitim interaktivni mapy neroz-
lisitelnosti, muze zjistit, které vsechny druhy,pfi pouziti daného paru, nebude mozné plné
rozlisit.

Samoziejmosti je i pritomnost jednoduchého prohlizece primerovych paru, kde uzivatel
muze prochizet kompletni databézi a vyhledavat pary podle zékladnich parametru.

Dalsi dilezitou soucasti aplikace je moznost analyzy vlastniho primerového paru. Uzivatel
tedy muze prostirednictvim formulaie v aplikaci, spustit vypocet analyzy nové primerové
sekvence. K realizaci analyzy nového paru bylo potieba integrovat analyticky nastroj primo
do aplikace.

Prvni iteraci analytického néstroje jsem dostal k dispozici na poc¢atku feseni prace. Jednalo
se o nastroj implementovany ve funkcionalnim jazyce Clojure.

V prubéhu reseni jsem se rozhodl tento néstroj z divodu spatné vykonosti kompletné na-
hradit. Funkcionalitu nastroje jsem zcela reimplementoval a optimalizoval v jazyce Python.
Diky optimalizaci jsem dosahl velmi vyrazného vykonnostniho zlepseni vypoctu.
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Vypocet, ktery stard implementace realizovala jednotky hodin (cca 5-6 hodin), novy néastroj
vypocita se stejnym vypocetnim vykonem béhem jednotek minut (cca 2 minuty). Méné
vyrazny, ale presto znatelny je i trend ve spotfebé paméti. Kde se spotieba paméti staré
implementace pohybovala kolem 5 az 6 GB, se nova implementace pohybuje kolem 400
MB. Diky vyrazné optimalizaci se celkovd integrace analytické funkce do aplikace znacné
zjednodusila.

Spousténi uzivatelskych analytickych tloh si vyzadalo rozsifeni aplikace o mnozinu vypo-
cetnich uzli a frontu tloh. Nejen z tohoto divodu jsem se rozhodl aplikaci provozovat
v distribuovaném prostiedi typu Kubernetes. Coz ve vysledku zjednodusilo spravu nejen
vypocetnich uzli, ale i celého zbytku aplikace, véetné moznosti horizontdlniho skalovani
urcitych c¢asti aplikace.

Aktudlné je aplikace dostupnd prostiednictvim domény https://primerio.eu/ a umoznuje
jakémukoliv uzivateli internetu, vyuzit implementované mechanizmy a algoritmy realizujici
pokrocilou praci s primerovymi pary a jejich sekvencemi.
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Obsah prilozeného pamétového
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Dockerfile.worker
misc

Pipfile
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Docker sablona obrazu se statickymi soubory
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Priloha B

Prehled stranek uzivatelského
rozhrani

D) PRIMER / 10 & Inference Primer Browser Computation Tasks Docs

Smart™eS rRNA Primer Pair
evaluation toal

RunInference

G N

Inference Browser Submit
Use our algorithm and infere the most suitable primer Explore our database of 165 rRNA Primer pairs and Do you have a Primer pair that you want to know
pairs for your needs. maybe find some for your experiments. more about. What region it cover or what species it

sensitivise. Run this computation with our algorithm

Run inference Browse Submit new Primer pair

Obrazek B.1: Snimek hlavni strany aplikace.
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Inference

Long story short. Inference algorithm takes as input taxonomic classes that are important in your experiments, search our database of Primer pairs and accordingly to input taxons evaluates selected

sensitivity and specifity of each Primer pair. At the end found primer pairs are sorted by multiple values, firstly by pareto cfficiency then by selected sensitivity, specifity and at last by global sensitivity and
speficity. Thi h should maximalize the possi

allowfiltering of results by their selected and global specifity and sensitivity. This filtering can be done by selection of chart area. More in documentation,

ity that best Primer pair will be listed first but the final resolution is left to you. Two bottom scatter plots should make your job easier, because they

Taxons you want to study*

| *Archaea || * Acidobacteria || * Proteobacteria | | * Firmicutes | | * Acti ia| -

Taxonomy Tree A~
Acidobacteria
Archaca
° Actinobacteria Actinobacteria
—_— Bacteria .
Firmicutes
Proteobacteria
.
Results Summary ~
1800- ao0-
La00- 00—
1200- o0
9 @
Lrowo- £ sn-
5 5
3 3
8 wo- G ao-
- 0=
w00 20—
o o .II I
o- . o- .
o @ s 0 i o w x4 omo e moow oo
Selected sensitivity (%] Selected specificity [%]
Results Visualisation & Filtering @ ~
Fioo— 10—
Zx-fy 50-
Sa &
] &
2 &
& - >
3 bl
2 £
© @
] -4
& &

0 10 Y El il s o o i B 1600 ] 1 B El & ) L) o & 0 100
Selected Sensitivity [%] Sensitivity [%]

Filtered Primer Pairs @

Show 10 v entries Search:
Pareto Selected Sensitivity Selected specifici Overall Sensitivi Overall Specifici

Primer pair Efficiency (%] v [%] v [%] v [%] v
Uni340F - 1492R (s) 0 99 53 % 58

AS19F - 1492R (s) 0 99 48 98

ASTOF - P699R 0 99 39 98

Uni340F - P609R 0 99 38 97 43

27F - Callahan - P699R 0 91 54 90 61

27F - Schloss - P699R 0 91 54 88 61

27F - Callahan - 1492R (s) 0 90 59 89 65

27F - Schloss - 1492R (s) 0 EY 59 88 65

ENV1 - P1425 0 89 59 78 62

27F - Callahan - Arch1492R 0 7 59 79 65

Showing 1to 10 of 5,508 entries Previous

Obrazek B.2: Snimek vysledki inference.
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1099F - 1391R

V1 V2 V3 V4 V5 V6 V7 V8

Covered region

Info
Forward sequence:3' - GYAACGAGCGCAACCC -5' Specificity: 31.7 %
Reverse sequence: 5' - GACGGGCGGTGWGTRCA - 3' Sensitivity: 89.5 %

All sensitived species | All specified species

Phylum Collisions Heatmap @

| Proteobacteria

Firmicutes

(Gammaproteabacteria
Deltaproteobacteria
Betaproteobacteria

Alphaproteabacteria

eIpLISDIY

Visualise & Compare @

Taxons you want to study*

‘_ * Euryarchaeota ‘ | * Acidobacteria | ‘ = Aquificae ‘ |  Bacteroidetes | ‘ * Chlamydiae ‘ ‘ # Chlorobi ‘ ‘ * Chlor’oﬂexi_‘

‘. * Prochloraceae | ‘ « Deferribacteres | ‘ nFirmicutes.‘ | % Planctomycetes | ‘ * Proteobacteria || = Escherichia ‘

‘. » Spirochaetes || * Tenericutes | ‘ » Thermotogae ‘

Primer pairs to compare*

| bact363F - Bac927R | | % 1099F - 1492 - Schloss || x 27F - 1027R |

ualise

27F - 1027R || Bl -
1099F - 1492 - Schloss ] ||l . o
bact363F - Bacd2TR (L) 0 [ m =
—TT T T T T T T T
fEZgo9g3rgiaszesy

S @2 sagidazgsIal

8 £ 38 333 =93 5288834
285835828558 ¢ 323235

A% &8 2 22F 2258 38

gE FR TEaT3regty

) o &g - "

Obrazek B.3: Snimek stranky s detailem primerového paru.
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Filter Form N
Forward primer name (5'->3') Reverse primer name (5'->3')
‘| ‘ v
Forward sequence regex: 5'-> 3' (eg.. GTR.¥)
Reverse sequence regex: 5" -> 3' (eg.: ATR.*)
Results ~
100-
Boy
wfy
4
a3
E
z
5]
£
3
=3
0
13-
10—
.
uié s 1 1 2 2 S E s & s 55 & s 70 75 a ] E @ 100
Sensitivity [%]
Show 10 v entries Search:
Primer pair *~ Specificity [%]
1099F - 1387R l 31
1099F - 1389R 88 31
1099F - 1391R 90 32
1099F -1391R 90 32
1099F - 1401R 16 32
1099F - 1407R 88 32
1099F - 1490R 85 38
T099F - 1492 - Callahan 86 38
T099F - 1492 - Schloss 85 38
1099F - 1492R 81 37
Showing 1to 10 of 5,624 entries Previous . 2.3 4 5 563 | Next

Obréazek B.4: Snimek stranky prohlizece primerovych para.
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Tasks

When some user submit computation of Primer pair, the task is scheduled and it's status can be viewed in "All Tasks" tab. In "My tasks" tab you

can track tasks. This tracked task list is held within your session in this browser. (When you remove cookies the tracked tasks list will be lost.) More

in documentation.

My Tasks All Tasks

515FY - 806R

Forward sequence: GTGYCAGCMGCCGCGGTAA Task started: April 4, 2022, 11:52 p.m.
Reverse sequence: GGACTACNVGGGTWTCTAAT Last modification: April 5, 2022, 2:03 a.m.

Log ~

Q, View Primer pair X Untrack

Obrazek B.5: Snimek stranky se seznamem uzivatelem sledovanych tloh.
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Tasks

When seme user submit computation of Primer pair, the task is scheduled and it's status can be viewed in "All Tasks" tab. In "My tasks" tab you

can track tasks. This tracked task list is held within your session in this browser. (When you remove cookies the tracked tasks list will be lost.)

Maore in documentation.

My Tasks All Tasks
Show v entries Search:

# +  FW primer RE primer Status Started Actions

18374 S15FY 806R 'slpr:.‘ 4,2022,11:52 B
18373 S15FY 803R ':m.‘ 4,2022,Mm:52 B
18372 S15FY 907R 'slpr:.‘ 4,2022,11:52 H
18371 515FY 1492R ':.Pr:.‘ 4,2022,11:47 B
18370 515FY UA1406R 2.pr:'j.l 4, 2022, 11:47 n
18369 515FY Uni1392R ':.Pr:_‘ 4,2022,11:46 n
18368 357F VEIR J:pn:l 4,2022,11:45 B
18367 357F 1492 - Schloss iPn:‘ 4,2022,11:45 BE
18366 357F 1100R ':.Pn:‘ 4,2022,11:44 n
18365 357F CD[R] April 4, 2022, 11:44 n

Showing 1to 10 of 3,817 entries

p.m.

Previous 2 3 4 5

382

Obrazek B.6: Snimek stranky se seznamem vsech tloh.
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Priloha C

Aspekty nasazeni aplikace

Ukazky Kubernetes konfiguraci

V kapitole 5 je struéné popséan princip systému Kubernetes a jeho konfigura¢nich souborii.
7 dtavodu jejich velikosti jsem se rozhodl vlozit nékteré ukazky zde do prilohy. Kompletni
manifest je obsazen v odevzdanych souborech.

apiVersion: networking.k8s.io/vl
kind: Ingress
metadata:
name: primerio-ingress
annotations:
kubernetes.io/ingress.class: "nginx"
kubernetes.io/tls-acme: "true"
cert-manager.io/cluster-issuer: "letsencrypt-prod"
spec:
tls:
- hosts:
- "primerio.eu"
secretName: primerio-eu
rules:
- host: "primerio.eu"
http:
paths:
- backend:
service:
name: primerio-service
port:
number: 80
pathType: ImplementationSpecific

Obrazek C.1: Ukazka konfigurace domény a https.
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apiVersion: apps/vi
kind: Deployment
metadata:
name: primerio-worker
spec:
replicas: 2
selector:
matchlLabels:
app: primerio-worker
template:
metadata:
labels:
app: primerio-worker
spec:
containers:
- name: primerio-worker-pod

env:
- name: REDIS_HOST
value: redis-service
- name: EMAIL_HOST
value: "host"
- name: EMAIL_HOST_USER
value: "user"
- name: EMAIL_HOST_PASSWORD
value: "pass"
- name: EMAIL _USE_TLS
value: "true"
- name: DB_HOST
value: "thesis.tensorcloud.cz"
resources:
requests:
memory: "800Mi"
limits:
cpu: "1"

memory: "1500Mi"
image: registry.gitlab.com/kohoutovice/diplomka:worker
imagePullPolicy: Always
securityContext:
allowPrivilegeEscalation: false
capabilities: {}
privileged: false
readOnlyRootFilesystem: false
runAsUser: 1000
imagePullSecrets:
- name: gitlab-pull-secret

Obrazek C.2: Ukazka konfigurace deploymentu pro vypocetni uzly aplikace.
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Priloha D

Priklady pouziti aplikace

Aktuélné je systém nasazen v ramci serveru cloud.muni.cz, které je provozovano jako best
effort feseni a pfestoze vétsinu casu bézi spolehlivé. Béhem vyvoje jsem se setkal s mnohymi
vypadky, pripadné velmi intenzivnimi vykonnostnimi propady.

Inference

Prikladem vyuziti inference muze byt situace kdy jsou cilem studia dva bakteridlni kmeny:
Proteobacteria a Firmicutes.

ook W

. Nejdrive otevieme stranku aplikace. https://primerio.eu/

Na hlavni strance klikneme na Inference. (Bud v boxiku, nebo na listé.)
Do policka pro taxony napiSeme postupné zvolené kmeny a vybereme ze seznamu.
Klikneme na tlacitko Run inference.

Stranka se znovu nacte a na server se vysle pozadavek na inferenci. Chvili pockame,
protoze aktualné je databaze provozovana na instanci s HDD dulozistém a rychlost
muze byt lehce omezena.

. Jakmile je inference provedena, na strance se vykresli nékolik grafii a prehledova

tabulka ohodnocenych primert.

Ted je mozné v obou bodovych grafech vybrat oblast hodnot senzitivity a specificity,
které vyhovuji nejvice a nasledné v setazené tabulce primerovych part zvolit vybrany
par. Tabulka je sefazena, dle vSech parametrii, prioritné zleva do prava. Razeni si
Ize upravit kliknutim na hlavicku sloupce. Pripadné razeni podle nékolika sloupcu je
mozné klikem na hlavicku sloupce za soucasného drzeni klavesy shift.

Detail primerového paru

Ve vysledcich inference, nebo v prohlizeci primerovych part, je mozné pristoupit k detailu
primerového paru. Zde je mozné zjistit pozici amplifikovaného regionu, sekvence primert
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a nerozlisitelnosti pomoci interaktivni mapy. V této mapé je mozné se kliknutim na po-
lozku zanotit do taxonomické hierarchie a postupné az na troven druhu zjistit jednotlivé
nerozlisitelnosti.

Spusténi analyzy primerového paru

Kliknutim na moznost Computation se uzivatel dostane na formular spusténi vypoctu. Pro
ucely otestovani aplikace, je mozné postupovat takto:

10.

. 7Z prohlizeCe primerovych para si vybereme libovolny par a z nahledu detailu zkopi-
rujeme obé sekvence do formulédre pro vypocet.

. Vyplnime jména primerti libovolné.

. K jednomu (nebo obéma) primertm pripiseme na konec sekvence znak "N'reprezentujici
jakykoliv nukleotid. Diky tomu se funkce primeru nezméni, ale v databézi jesté nebude
takovy primer pravdépodobné existovat.

. Vyplnime emailovou adresu a spustime vypocet.

. Pokud jsme zménili pouze jednu sekvenci, pak aplikace automaticky identifikuje tu
nezménénou a priradi ji jméno, které uz v databazi je.

. Na email by méla dojit zprava o zatazeni ilohy.
Vypocet by se mél zahy spustit. Tento postup je mozné sledovat na strance Tasks.

. Vypocet by podle zvoleného paru a vytizeni databaze, mél byt dokoncen béhem né-
kolika jednotek az desitek minut.

.V pribéhu vypoctu, se jako prvni vypocita amplifikovany region. Pokud tedy klikneme
z prehledu tloh na zobrazeni primerového paru, mizeme zjistit pozici regionu jesté
pred tplnym dokonceni vypoctu.

Jakmile je vypocet dokoncen, je mozné si prohlédnout veskeré vypocitané informace
na strance detailu.

Pokud by primerovy par neamplifikoval zadny tsek 16S rRNA genu, tloha skonéi s chybou
a v logu tlohy se tato skutec¢nost zapise.
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