
VYSOKÉ UČENI TECHNICKE V BRNE 
BRNO UNIVERSITY OF TECHNOLOGY 

FAKULTA INFORMAČNÍCH TECHNOLOGIÍ 
FACULTY OF INFORMATION TECHNOLOGY 

ÚSTAV POČÍTAČOVÝCH SYSTÉMŮ 
DEPARTMENT OF COMPUTER SYSTEMS 

WEBOVÁ APLIKACE PRO VÝBĚR SEKVENAČNÍCH PŘÍ
MĚRŮ PRO A M PLIKONOVÉ SEKVENOVÁNÍ16S RRNA 
WEB APPLICATION FOR PRIMER SELECTION FOR 16S RRNA AMPLICON SEQUENCING 

DIPLOMOVÁ PRÁCE 
MASTER'S THESIS 

AUTOR PRÁCE Be. JAN JURČA 
AUTHOR 

VEDOUCÍ PRÁCE Ing. STANISLAV SMATANA 
SUPERVISOR 

BRNO 2022 



Vysoké učení technické v Brně 
Fakulta informačních technologií 

Ústav počítačových systémů (UPSY) Akademický rok 2021/2022 

Zadání diplomové práce 
25131 

Student: 
Program: 
Special izace: 
Název: 

Kategorie 
Zadání: 

1 

Jurča Jan, Be. 
Informační technológie a umelá inteligence 
Bioinformatika a biocomputing 
Webová aplikácia pre výber sekvenačných primerov pre amplikónové 
sekvenovanie 16S rRNA 
Web Application for Primer Selection for 16S rRNA Amplicon Sequencing 
Bioinformatika 

Naštudujte si problematiku určovania mikroorganizmov pomocou technológie 16s rRNA. 
Zamerajte sa na problematiku sekvenačných primerov a ich vlastností. 

2. Preskúmajte existujúce nástroje na podporu výberu primerov, zhrňte ich výhody a nevýhody 
a na základe týchto zistení navrhnite nový nástroj. 

3. Navrhnutú aplikáciu implementujte. Implementácia by mala byť užívateľsky prívetivá, 
umožňovať pokročilé filtrovanie, vizualizáciu dát a inteligentný výber primerovej kombinácie 
na základe obmedzení zadaných užívateľom. 

4. Vyhodnoťte implementované riešenie, zhodnoťte naplnenie jednotlivých cieľov a navrhnite 
možné budúce zlepšenia. 

Literatura: 
• Na základe odporúčaní vedúceho 

Při obhajobě semestrální části projektu je požadováno: 
• Splnenie bodov 1 a 2 zadaní. 

Podrobné závazné pokyny pro vypracování práce viz https://www.fit.vut.cz/study/theses/ 
Vedoucí práce: 
Vedoucí ústavu: 
Datum zadání: 
Datum odevzdání: 
Datum schválení: 

Smatana Stanislav, Ing. 
Sekanina Lukáš, prof. Ing., Ph.D. 
1. listopadu 2021 
18. května 2022 
1. listopadu 2021 

Zadání diplomové práce/25131/2021/xjurca08 Strana 1 z 1 

https://www.fit.vut.cz/study/theses/


Abstrakt 
H l a v n í m cí lem t é t o p r á c e by l n á v r h a implementace webové aplikace, k t e r á je, na zák ladě 
uživate lské volby, schopna ohodnotit p ř íměrové p á r y u r č e n é pro 16S r R N A ampl ikonové 
sekvenování a z j ednoduš i t uživate l i v ý b ě r p ř íměrového p á r ů pro jeho specifické po t řeby . 
O h o d n o c e n í je rea l izováno na zák ladě d a t a b á z e p ř í m ě r o v ý c h p á r ů , k t e r á obsahuje data o 
specifitě a senz i t iv i tě k a ž d é h o jednoho p ř íměrového p á r u . Součás t í p r á c e byla i v ý k o n n o s t n í 
optimalizace algort imu pro v ý p o č e t senzit ivi ty a specificity a jeho integrace do aplikace. 
Díky čemuž aplikace umožňu je uživate l i p rovés t a n a l ý z u v l a s tn ího p ř íměrového p á r u a z ískat 
informace o pozici ampl i f ikovaného regionu, senz i t iv i tě a specificitě. 

Abstract 
M a i n goal of this thesis was an implementat ion of web applicat ion, that can evalutate and 
recommend primer pairs for 16S r R N A amplicon sequencing, according to users specific 
needs and by this simplify the procces of primer pair selection. P r imer pair evaluation is 
based on database of primer pairs, which contains data about senzit ivity and specif!ty of 
each primer pair. Par t of the work was also the performance opt imizat ion of the primer pair 
analysis algori thm, that computes senzit ivity and specifity data. This opt imizat ion helped 
in an integration of a lgori thm into the application, which means that users can submit their 
own primer pair sequences, run analysis and get informations about posit ion of amplified 
region, sensitivity and specifity. 
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Kapitola 1 

Úvod 

Jednou z m o ž n o s t í s tudia p o p u l a č n í diverzity bak te r i á ln í ch spo lečens tv í v r á m c i metageno-
mického studia, je klasifikace sekvencí z í skaných p o m o c í ampl ikonového sekvenování genu 
16S r R N A . [73] 

Ampl ikonové sekvenování je za loženo na sekvenaci specifického regionu 16S r R N A genu, 
k t e r ý je amplif ikován p o m o c í reakce P C R [56]. G e n 16S r R N A je vysoce konzervovaný nap ř í č 
bak t e r i á ln í a a rcheá ln í taxonomickou d o m é n u [41]. D íky tomu je m o ž n é j e d i n ý m p ř í m ě r o v ý m 
p á r e m , amplifikovat velkou p o d m n o ž i n u všech d r u h ů z t ě c h t o d o m é n . N á s l e d n ě na zák ladě 
var iab i ln ích regionů genu lze provés t taxonomickou klasifikaci z í skaných sekvencí . 

I p řes vysokou konzervovanost genu, ale nen í m o ž n é j e d i n ý m p ř í m ě r o v ý m p á r e m zaruč i t 
amplifikaci všech d r u h ů . Skupina ampli f ikovaných d r u h ů je p r i m á r n ě ov l ivněna pozicí re
gionu, k t e r ý je př i P C R reakci zací len. M n o ž s t v í ampli f ikovaných (zachycených) d r u h ů , lze 
považovat za senzi t ivi tu p ř íměrového p á r u . Z a t í m c o specificita se odvíj í od m n o ž s t v í roz
l iš i telných zachycených d r u h ů . Pozice regionu, p o t a ž m o senzit ivi ta a specificita, závisí na 
p o u ž i t é m p ř í m ě r o v é m p á r u . [54, 64] 

P r á v ě z toho d ů v o d u je h l a v n í m cí lem t é t o p r á c e n á v r h a implementace webové aplikace, 
k t e r á uživate l i na zák ladě rozsáhlé d a t a b á z e p ř í m ě r o v ý c h p á r ů z j ednoduš í proces v ý b ě r u 
ideá ln ího p ř íměrového p á r u . Apl ikace m u s í bý t schopna, na zák l adě už iva te lského dotazu 
ohodnotit senzi t ivi tu a specificitu všech p ř í m ě r o v ý c h p á r ů v d a t a b á z i , p rovés t vizual izaci 
výs ledků a z j ednoduš i t uživate l i v ý b ě r t akového p ř íměrového p á r u , k t e r ý nejvíce vyhovuje 
jeho p o ž a d a v k ů m . 

D a t a b á z e aplikace by m ě l a obsahovat p o d r o b n é informace o senz i t iv i tě a specificitě t is íců 
p ř íměrových p á r ů . T y t o informace jsou v y p o č í t á n y pro k a ž d ý p ř í m ě r o v ý p á r p o m o c í exis
tu j íc ího ana ly t i ckého algori tmu. 

Cí lem p r á c e je mimo j iné i v ý k o n n o s t n í optimalizace a integrace ana ly t i ckého algori tmu 
p ř í m o do webové aplikace. Což u m o ž n í u ž i v a t e l ů m aplikace, provés t a n a l ý z u jejich vlast
ních p ř í m ě r o v ý c h sekvencí . Uživate lé d íky tomu získají informace o pozici ampl i f ikovaného 
regionu, senz i t iv i tě a specificitě v loženého p ř íměrového p á r u . Zároveň už iva te l bude moci 
tento nový p ř í m ě r o v ý p á r porovnat vůči o s t a t n í m p á r ů m v d a t a b á z i . 

Hlavn í p ř ínos t é t o p r á c e je p ř e d e v š í m vy tvo řen í veřejně d o s t u p n é webové aplikace, k t e r á 
bude obsahovat mechanizmy a algori tmy pro pokroč i lou , ale p ř e s t o už iva te l sky p ř ívě t ivou 
prác i s p ř í m ě r o v ý m i p á r y a jejich sekvencemi. 
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Kapitola 2 

Molekulární genetika a 
metagenomika 

Moleku lá rn i genetika se jako věda zabývá s t rukturou genet ické informace, genomu a po
pisem dějů na ú rovn i mo leku l á rn í biologie [72]. P r o cel is tvé p o c h o p e n í problematiky t é t o 
p ráce , je n u t n é se s e z n á m i t se z á k l a d n í m i pojmy a pr incipy biologie, mo leku l á rn í genetiky 
a metagenomiky. 

P r v n í m d ů l e ž i t ý m pojmem je Taxonomie [32]. V biologickém slova smyslu se taxonomie 
zabývá popisem, identif ikací a klasifikací o rgan i smů . Cí lem taxonomie je klasifikace všech 
z n á m ý c h biologických skupin ( t a x o n ů ) do j e d n o t n é hierarchie biologických ka tegor i í . Sa
m o t n á t a x o n o m i c k á hierarchie ses tává z někol ika ú rovn í z nichž h lavn ích sedm je: d o m é n a 
(domain), ř íše (kingdom), kmen (phylum), t ř í d a (class), ř á d (order), čeleď (family), rod (ge-
nus), druh (specie). M e z i t ě m i t o h l a v n í m y kategoriemi jsou j e š t ě definovány mez i s tupňové 
kategorie jako n a p ř í k l a d n a d t ř í d a , p o d ř á d , in f ra řád a p o d o b n ě . Z in format ického hlediska je 
t a x o n o m i c k á hierarchie s t r o m o v á struktura, kde biologické kategorie po jmenováva j í ú rovně 
tohoto stromu a kde taxony jsou j e d n o t l i v ý m i uzly stromu. 

K a ž d ý organismus v t a x o n o m i c k é hierarchii lze identifikovat na zák l adě genet ické informace. 

2.1 Genom jako nositel informace 

Z á k l a d n í m s t a v e b n í m kamenem k a ž d é h o živého organismu je sada gene t ických informací , 
k t e r é určuj í vlastnosti , schopnosti a podobu buňky . K o m p l e t n í sada gene t ických informací 
d a n é b u ň k y je s o u h r n n ě o z n a č e n a jako genom. U vě tš iny o r g a n i s m ů je genom t v o ř e n dlou
h ý m i v l ákny molekul D N A , respektive R N A u n ě k t e r ý c h virů , do nichž je z a k ó d o v á n a 
veškerá gene t ická informace d a n é h o organismu. Ve v láknech D N A , respektive R N A , jsou 
obsaženy veškeré kóduj ící oblasti ve formě genů. [38] 

G e n je z á k l a d n í jednotka genet ické informace a tedy z á k l a d n í jednotka děd ičnos t i . J e d n á 
se o sekvenci nuk l eo t i dů kódujících produkt . T í m t o produktem je t r a n s k r i b o v a n á sekvence 
R N A , k t e r á může , ale n u t n ě nemus í , kódova t protein. [38] 

D N A , neboli deoxyr ibonuk leová kyselina, je nukleová kyselina, do jejíž s t ruktury je zakó
dovaná gene t i cká informace. D N A je v b u ň c e s t a n d a r d n ě ve formě dvouš roubov ice vzá j emně 
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D N A 

O b r á z e k 2.1: Ilustrace s t ruktury v l á k n a dna. O b r á z e k p ř e v z a t ze serveru W i k i m e d i a C o m -
mons. 

k o m p l e m e n t á r n í c h v láken . V l á k n o D N A je složeno ze č ty ř d r u h ů nuk l eo t i dů (báz í ) . D v o u 
pyr imid inových báz í cytozinu (C) a thyminu (T) a dvou p u r i n o v ý c h báz í adeninu (A) a 
guaninu (G) [36]. Ilustrace dvouš roubov ice D N A je zobrazena na o b r á z k u 2.1. 

Jedno v l á k n o D N A je sekvencí t v o ř e n o u z j edno t l i vých báz í . Dvě v l á k n a tvoř í dvouš rou-
bovici D N A , kde j edno t l ivé báze , jsou spojeny vodíkovou vazbou podle pravidel Wat-
son-Crickova pá rován í t a k o v ý m z p ů s o b e m , že adenin se váže na thymin a cytozin se váže 
na guanin. V d ů s l e d k u tohoto pá rovan í jsou obě v l á k n a v z á j e m n ě k o m p l e m e n t á r n í , d íky 
čemuž je dos tačuj íc í z n á t sekvenci jednoho v l ákna , abychom by l i schopni d o p o č í t a t d r u h é . 

R N A , neboli r ibonukleová kyselina, je nukleová kyselina, k t e r á v b u ň k á c h vystupuje jako 
produkt transkripce D N A , pouze u R N A v i rů R N A zastupuje funkci D N A a p ř í m o tvoř í 
genom d a n é h o v i ru . R N A se b ě ž n ě vyskytuje v b u n ě č n é c y t o p l a z m ě . S te jně jako D N A 
je i R N A t v o ř e n o sekvencí nuk leo t idů . N a rozdí l od D N A zde nen í zastoupen nukleotid 
thymin , ale je nahrazen uracilem (U) , p ř i čemž o s t a t n í t ř i nukleotidy jsou v R N A sekvenci 
obsaženy beze změny. N a rozdí l od D N A se R N A ve vě t š ině p ř í p a d ů vyskytuje pouze ve 
formě j ednov láknové sekvence. [35] 

R ů z n é typy R N A jsou součás t í mnoha různých p rocesů v b u ň c e . Z á k l a d n í m procesem j ímž 
je k o n k r é t n ě m R N A , t R N A a r R N A (messenger R N A , transfer R N A a r ibosomal R N A ) 
součás t í , je syn t éza p r o t e i n ů . K r o m toho ale R N A zas t ává i funkce, k t e r é nekóduj í ž á d n ý 
protein. K o n k r é t n ě se m ů ž e jednat procesy regulující t ranskripci , replikaci c h r o m o z o m ů , 
degradaci p r o t e i n ů a m n o h é dalš í . S o u h r n n ě se tyto typy R N A označuj í jako n c R N A (non-
coding R N A ) . [68] 

B i o l o g i c k é procesy g e n o m u 

Nukleové kyseliny jsou z á k l a d n í m d rž i t e l em informace ž ivých o r g a n i s m ů a umožňu j í jejich 
existenci a fungování . Interpretace informace u ložené v D N A , p o t a ž m o R N A , je u m o ž n ě n o 
procesy, k t e r é realizují p ř e v o d genet ické informace z D N A na R N A (transkripce) a p řek lad 
R N A na protein (translace). 

Transkripce [36] je p řep i s genet ické informace z molekuly D N A na R N A . V n a p r o s t é 
vě tš ině p ř í p a d ů se j e d n á o přep i s jednoho genu, tedy jeho expresi. Transkripce genových 
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Vlákna DNA Příměrový pár 

O b r á z e k 2.2: Schéma t i cká ilustrace hybridizace p ř íměrového p á r u na k o m p l e m e n t á r n í dena
t u r o v a n á v l á k n a D N A . 

sekvencí , je velmi k o m p l e x n í proces regulován ř a d o u t r a n s k r i p č n í c h fak torů , k t e r é reaguj í na 
a k t u á l n í p o t ř e b y b u ň k y a reguluj í expresi j edno t l i vých genů. Transkripce je v r a t n ý proces, 
což z n a m e n á , že c h e m i c k ý m p ů s o b e n í m e n z y m ů lze provés t reverzní t ranskr ipci z R N A na 
D N A . 

Translace [36] je proces p ř e k l a d u sekvence m R N A (messenger R N A ) do sekvence ami
nokyselin proteinu. P ř e k l a d m R N A do p r o t e i n ů p r o b í h á na ribozomech a j edno t l ivé ami
nokyseliny se zařazuj í podle pravidel gene t ického kódu , k t e r ý p ř e d s t a v u j e m n o ž i n u pravi
del definujících j a k é kodony (trojice nuk leo t idů ) odpov ída j í j a k ý m a m i n o k y s e l i n á m . Proces 
translace na rozdí l od transkripce nen í v r a t n ý a tedy nen í m o ž n é aminokyselinovou sekvenci 
převés t zpě t na R N A . 

Možnos t i p ř e n o s u informace v r á m c i D N A , R N A a p r o t e i n ů je definováno v r á m c i cen t rá l 
n ího dogmatu biologie. Toto dogma definuje, že p řenos informace je m o ž n é realizovat t ě m i t o 
směry : z D N A na R N A (transkripce), z R N A na D N A (reverzní transkripce) a z R N A na 
protein (translace). J i né z p ů s o b y p ř e n o s u informace nebyly z a t í m pozorovány. [36] 

Polymerázová řetězová reakce (PCR) 

B ě h e m studia D N A (a R N A ) je dnes již b ě ž n o u p r a x í nepracovat pouze s jednou replikou 
d a n é h o v l ákna , ale ve lkým m n o ž s t v í m iden t ických repl ikovaných sekvencí . P r o replikaci 
v y b r a n é h o segmentu D N A v lákna , lze využ í t po lymerázové ře tězové reakce, označované 
zkratkou P C R . 

P C R [64, 65] je metoda jejíž historie s a h á až do roku 1985, kdy j i doktor K a r y B . M u l l i s 
a profesor Michae l Smi th prezentovali a pozděj i , v roce 1993, byly za svůj ú spěch oceněni 
Nobelovou cenou [25]. 

P C R metoda umožňu je rychlou amplif ikaci (replikaci) def inovaného regionu D N A ře tězce . 

Z á k l a d e m P C R reakce je použ i t í n e p o r u š e n é h o úseku D N A , k t e r ý je cí lem replikace, neboli 
amplifikace. Ampli f ikovaný region je definován p r o s t ř e d n i c t v í m p o u ž i t ý c h p r i m e r ů . P r imery 

5 



Q De nátur. 

1. cyklus 

^ N a s e d á n í p r imem ) Elongace 

Replikovaná 
DNA 

5' 3' r 

m i 
5' 

* d N T P P r i m e ? 

Polymeráza 

2. cyklus 

I •111 

u. • • • • 

r 

v , 

r 

u 

r 

L 

r 

v , 

3. cyklus 

Tmi 
n-tý cyklus 

PCR produkt 

~ 2 n kopií 

O b r á z e k 2.3: P r ů b ě h amplifľkace p o m o c í P C R . Z o b r á z k u si lze p o v š i m n o u t , že v 1. cyk lu 
P C R se nový ře tězec syntetizuje až do konce v l á k n a (pokud je dostatek času) a n ikol iv pouze 
do ú rovně , kde se nacház í d r u h ý primer. Replikace pouze k o n k r é t n í h o def inovaného regionu 
je provedena až ve d r u h é m cyk lu reakce, p ro tože až ve d r u h é m cyk lu reakce jsou amplikony 
z 1. cyk lu zk ráceny na danou dé lku . O b r á z e k p ř e v z a t ze serveru W i k i m e d i a Commons. 

jsou k r á t k é , chemicky syn te t i zované o l igonukleot idové sekvence. Jejich dé lka se pohybuje 
v ř á d u n ízkých des í tek nuk leo t idů . K o n k r é t n í region D N A je definován p o m o c í dvou pří
měrů , k t e r é se spo lečně označuj í jako p ř í m ě r o v ý pá r . 

P C R reakce využ ívá sku tečnos t i , že př i denaturaci v l á k n a D N A dojde k rozdělení dvouš rou-
bovice a př i n á s l e d n é m c h l a d n u t í docház í k hybr idizaci p r i m e r ů na p ř í s lušná m í s t a v ře tězci . 
Schéma t i cká ilustrace tohoto procesu je zobrazena na o b r á z k u 2.2. 

P r ů b ě h P C R lze rozděl i t do t ř í h lavn ích k roků . V p r v n í m kroku docház í k zah ř íván í vzorku 
D N A po dobu 10 až 30 sekund p ř i t e p l o t ě 95 °C, což způsob í jeho denaturaci. V da l š ím 
kroku se teplota sníží na 50-65°C. P ř i t é t o t e p l o t ě docház í k n a s e d á n í p r i m e r ů na p ř í s lušná 
m í s t a na ře tězci . Po n a s e d n u t í p r i m e r ů na D N A se na takto vzniklé dvouv láknové úseky 
váže D N A p o l y m e r á z a . V p o s l e d n í m kroku je p o m o c í p o l y m e r á z y syn te t i zováno v l á k n o 
D N A . P o p roveden í t ě ch to t ř í k r o k ů se p o č e t repl ikovaných v láken zdvo jnásob í . O p a k o v á n í m 
k roků denaturace, navázán í p r i m e r ů na k o m p l e m e n t á r n í ře tězce a n á s l e d n é syn tézy v láken 
D N A vede k e x p o n e n c i á l n í m u r ů s t u m n o ž s t v í rep l ikovaného regionu D N A . P r ů b ě h P C R je 
vyobrazen na o b r á z k u 2.3. 

Celý proces P C R p r o b í h á v p ř i p r avené reakčn í směsi obsahuj íc í mimo j iné replikovanou 
D N A , pr imery a volné nukleotidy ( d N T P ) . Výs ledné repl ikované ře tězce jsou označovány 
jako amplikony. 

P o m o c í P C R je m o ž n é replikovat pouze D N A ře tězce . Replikace R N A je p o m o c í P C R 
m o ž n á pouze po p řeveden í R N A v l á k n a na D N A , čehož lze d o s á h n o u t p ů s o b e n í m enzymu 
reverzní t r a n s k r i p t á z y . 
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Znak R e p r e z e n t o v a n é b á z e Znak R e p r e z e n t o v a n é b á z e 
A { A } 
C { C } 
G { G } 
T { T } 
U {U} 

K { G , T } 
R { A , G } 
Y { C , T } 
B { C , G , T } 
D { A , G , T } 
H { A , C , T } 
V { A , C , G } 

W { A , T } 
S { C , G } 

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

Tabulka 2.1: Soupis rozš í řené nomenklatury p lně nespecif ikovaných nuk leo t idů . 

Z á p i s p ř í m ě r o v ý c h p á r ů 

P ř í m ě r o v ý p á r se zapisuje jako sekvence p í s m e n reprezentu j íc ích specifické nukleotidy. Nej i 
nak jako je tomu př i záp i su j iných genomových sekvencí . Opro t i s t a n d a r d n í genomové sek
venci se v p ř í p a d ě p ř í m ě r o v ý c h p á r ů , č a s to použ ívá nomenklatura zahrnuj íc í i čás tečně 
nespecif ikované nukleotidy. [45] 

V praxi to z n a m e n á , že s t a n d a r d n í č tyř i znaky ( A , T , C , G ) reprezentu j íc í D N A nukleotidy, 
jsou rozš í řeny o dalš í m n o ž i n u z n a k ů , k t e r é r ep rezen tu j í hned několik m o ž n ý c h nuk leo t idů . 
P ř í k l a d e m m ů ž e bý t znak W, k t e r ý je z á s t u p n ý m znakem pro A nebo T. 

P o k u d je tedy p ř íměrová sekvence def inovaná jako G G G C G G W G T G , pak t aková sek
vence reá lně popisuje dvě p lně definované sekvence a to k o n k r é t n ě : G G G C G G A G T G a 

Z toho vyplývá , že jeden p ř í m ě r o v ý p á r ča s to o d p o v í d á m n o ž i n ě reá lných p lně specifikova
ných o l igonukleo t idových sekvencí . 

2.2 Sekvenace genomu 

Bioinformat ika jako vědní obor propoju j íc í biologii a informatiku, p o t ř e b u j e pro účely zpra
cování dat a realizaci v ý p o č t ů nad n imi , ne jdř íve data digitalizovat, respektive reprezento
vat v poč í t ač i . Proces realizující č t en í D N A ( p ř í p a d n ě R N A ) a jeho digi tal izaci se nazývá 
sekvenování . 

S e k v e n o v á n í je obecný název shrnuj íc í r ů z n é metody, k t e r é zjišťují sekvenci nuk l eo t i dů 
u rč i t ého segmentu D N A ( R N A ) . P o č á t e k sekvenačn ích metod s a h á do 70. let 20. s to le t í kdy 
angl ický biochemik Frederick Sanger a jeho t ý m p ředs t av i ly Sangerovu metodu sekvenování 
D N A . K r á t c e p o t é byla p ř e d s t a v e n a i d r u h á M a x a m - G i l b e r t o v a sekvenačn í metoda. [34, 59] 

O b ě tyto metody jsou označovány jako metody p r v n í generace. Sangerova a Maxam-Gi lbe r tova 
metoda jsou sice odl išné , ale p ř e s t o maj í společný pr incip. O b ě metody jsou za ložené na 
pr incipu kdy se sekvenovaný ře tězec D N A nareplikuje na p o d ř e t ě z c e s n á h o d n o u délkou, 
p ř ičemž tyto p o d ř e t ě z c e se dá le sekvenují p o m o c í elektroforézy. Hlavn í rozdí l obou metod 
je mechanizmus tvorby n á h o d n ě d louhých ře tězců . 

Vývoj technologi í , ale postupuje a v důs l edku toho vzn ik ly nové sekvenačn í metody 2. 
generace a a k t u á l n ě i metody 3. generace. [52, 66] 

G G G C G G T G T G . 
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• 1. Generace 

— Sangerova a M a x a m - G i l b e r t o v a metoda 

— Dé lka sekvencí 500-800bp (bázových p á r ů ) 

• 2. Generace 

— Roche, I l lumina, Ion Torrent Systems 

— Dé lka sekvencí se pohybuje kolem 300bp 

• 3. Generace 

— Pacific Biosciences, Oxford Nanopore Technologies 
— Dé lka sekvencí v p r ů m ě r u 20kbp 

S o u h r n n ě se technologie 2. a 3. generace označuj í jako next-generation sequencing ( N G S ) . 
N G S technologie se od p r v n í generace liší mimo j iné rychlos t í zpracování , ale p ř e d e v š í m 
v ý r a z n ý m c e n o v ý m rozd í lem sekvenování genomu. K d e u p r v n í generace je cena sekvenace 
genomu 1 mi l ion do la rů , t am se u d r u h é generace pohybuje cena v ř á d u n ízkých t is íců 
do la rů a u t ř e t í generace v ř á d u n ízkých stovek do la rů . Dnes velmi rozš í řenou metodou 
sekvenování je metoda p o u ž í v a n á v sekvená to rech firmy I l l umina 1 . 

Il lumina s e k v e n o v á n í [39, 19] je m a s i v n ě pa ra le ln í sekvenačn í proces sestávaj ící z někol ika 
fází. P r v n í fází je p ř í p r a v a vzorku. Sekvenovaný D N A ře tězec se rozděl í na p o d ř e t ě z c e d louhé 
150-300 báz í (podle modelu s e k v e n á t o r u ) . N a konce p ř ip r avených p o d ř e t ě z c ů jsou p ř ipo jeny 
specifické k r á t k é ře tězce označovány jako a d a p t é r y a sekvence vázající primer. 

Druhou fází sekvenace je aplikace p ř ip r avených d e n a t u r o v a n ý c h D N A vzo rků na speciá ln í 
sekvenační des t i čku (flow cell). F l o w cell je spec iá ln í des t ička , na níž jsou p ř ip r avené k r á t k é 
D N A ře tězce , k t e r é jsou k o m p l e m e n t á r n í k ap l ikovaným a d a p t é r ů m na sekvenovaných ře
tězcích. Apl ikované vzorky se p ř i chy t í p o m o c í a d a p t é r o v ý c h sekvencí k des t ičce . Dá le se 
p o m o c í P C R d a n é sekvence narep l iku j í do velkého p o č t u . N á s l e d n ě se D N A denaturuje a 
polovina narep l ikovaných ře t ězců se o d s t r a n í tak, aby zbyla jen p ř í m á D N A v lákna . Nako
nec se p ř ida j í sekvenačn í primery, j enž se navážou na konce p ř ip ravených ře tězců . 

Ve t ř e t í fázi se realizuje s a m o t n é sekvenování . N a p ř i p r a v e n o u flow cell des t ičku jsou apli
kované volné nukleotidy, u p r a v e n é tak, aby byly f luorescentní . Zároveň tyto nukleotidy 
maj í modifikovanou hydroxylovou skupinu, což způsob í p o z a s t a v e n í postupu p o l y m e r á z y 
a efekt ivně tedy p o z a s t a v e n í syn tézy ře tězce . N a flow cell je p ř i d á n a i p o l y m e r á z a , k t e r á 
n a s e d á na primer a realizuje syn t ézu v l ákna . Syn téza je pozastavena v důs l edku p ř ipo jen í 
modif ikovaného f luorescentního nukleotidu. V tuto chvíli je poř í zen sn ímek mikroskopem, 
k t e r ý zachy t í fluorescenci d a n é h o nukleotidu. Podle barvy zá řen í je identif ikován typ nuk
leotidu. Jakmile jsou vzorky n a s n í m a n é , obnov í se hydroxy lová skupina na modi f ikovaném 
nukleotidu, k t e r á u m o ž n í pok račován í syntézy. Celý proces se opakuje do doby, dokud nen í 
na syn t e t i zované celé v lákno . 

Celý tento proces je m a s i v n ě pa ra le ln í a na j ed iné flow cell se takto sekvenuje obrovské 
m n o ž s t v í ře tězců . Výs ledkem a n a l ý z y n a s n í m a n ý c h o b r a z ů je tedy m n o ž i n a k r á t k ý c h (150-
300 z n a k ů ) t e x t o v ý c h ře tězců , k t e r é reprezen tu j í sekvenované ře tězce . 

1https://www.illumina.com/ 
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O b r á z e k 2.4: Ilustrace procesu shotgun sekvenování . O b r á z e k insp i rován ze s t r á n e k Okinawa 
institute of science and technology www.oist . jp 

A k t i v n ě se používa j í i dalš í technologie jako: Ion Torrent technologie p o u ž í v a n á v sekvená-
torech firmy ThermoFisher 2 , p ř í p a d n ě dnes již nevyv í jená technologie [28] 454 Pyrosekve-
nování a v nepos l edn í ř a d ě t a k é technologie 3. generace jako n a n o p ó r o v é s e k v e n á t o r y od 
Oxford Nanopore Technologies'^. 

Všechny a k t u á l n í technologie jsou omezeny dé lkou osekvenovaných sekvencí . U dnes nejpo-
užívanějších technologi í (1. a 2. generace) je tento l imi t v ř á d u stovek osekvenovaných bází . 
Celá genomová sekvence o r g a n i s m ů se ale pohybuje v ř á d u mi l ionů a více bázových p á r ů . 
K o n k r é t n ě u člověka se j e d n á o př ib l ižně 3200 M b p l , k t e r é tvoř í celý genom. V důs l edku 
tohoto faktu je j a sné , že pro osekvenování celého genomu, je n u t n é sekvenovat po čás tech a 
nás l edně tyto čás t i spojovat do větš ích celků. Tato metoda se označuje shotgun sekvenování . 

Shotgun s e k v e n o v á n í [67] je metoda sekvenování velkých čás t í (celého) genomu, př i k t e ré 
se D N A n á h o d n ě rozš těp í na mnoho m a l ý c h f r agmen tů , k t e r é se s a m o s t a t n ě osekvenují . Celý 
proces š t ěpen í a fragmentace je něko l ik rá t opakován , d íky čemuž vznikne mnoho vzá j emně 
se překrývaj íc ích sekvencí . V t é t o fázi je osekvenován velký blok genomu ve formě velkého 
m n o ž s t v í k r á t k ý c h ře t ězců o k t e rých , ale nen í informace, kde se p ů v o d n ě v genomu nacházej í 
a jak na sebe v z á j e m n ě navazuj í . 

Díky p ř e k r y v u sekvencí , je m o ž n é výs ledné sekvence, k t e r é jsou v poč í t ač i u loženy jako 
sekvence znaků , v z á j e m n ě zarovnat a v y p o č í t a t celou sekvenci. Ilustrace tohoto procesu je 
vyobrazena na o b r á z k u 2.4. 

Výs ledky sekvenace je p o t ř e b a pro účely da l š ího zp racován í reprezentovat a uloži t v počí
t ač i . P ro tento účel vzn ik ly fo rmá ty s o u b o r ů jako F A S T A nebo n a p ř í k l a d F A S T Q . V obou 
p ř í p a d e c h se j e d n á o t ex tové soubory s definovanou strukturou. 

2 https: / / www. thermofisher. com/cz/en/home/brands / ion-torrent. html 
3https://nanoporetech.com/ 
4https://www. nebi. nim. nih.gov/genome/browse!/overview/human 
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F A S T A je t e x t o v ý fo rmát u r č e n ý k reprezentaci nuk leo t idových sekvencí a aminokyselin. 
Sekvence jsou r ep rezen továny p o m o c í sekvencí p í smen , kde jedno p í s m e n o o d p o v í d á p rávě 
jednomu nukleotidu, respektive aminokyse l ině . K a ž d é sekvenci ve F A S T A souboru před
chází její j e d n o ř á d k o v ý popis uvozený znakem ">". N a da l š ím ř á d k u nás l edně zač íná d a n á 
sekvence. Sekvence se zapisuje do j edno t l i vých ř á d k ů , k t e r é by nemě ly p ř e s á h n o u t dé lku 80 
znaků . P ř í k l a d F A S T A souboru lze na léz t na o b r á z k u 2.5. 

>Enterobacter—space—cloacae—13047 
AAATTGAAGAGTTTGATCATGGCTCAGATTGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTC 
GCTTGCTCTCGGGTGACGAGTGGCGGACGGGTGAGTAATGTCTGGGAAACTGCCTGATGGAGG 
CGGTAGCTAATACCGCATAATGTCGCAAGACCAAAGAGGGGGACCTTCGG 

O b r á z e k 2.5: P ř í k l a d reprezentace sekvence p r o s t ř e d n i c t v í m F A S T A souboru. 

F A S T Q soubor, na rozdí l od F A S T A souboru, dokáže nav íc k r o m ě s a m o t n é sekvence re
prezentovat i kva l i t a t i vn í informace o k a ž d é m jednom znaku v sekvenci. P r á v ě d íky kval i ta
t i v n í m u z á z n a m u je ča s to použ íván jako v ý s t u p n í fo rmát s e k v e n á t o r ů . S t ruktura z á z n a m u 
zač íná ř á d k e m s popisem sekvence uvozený znakem "@". N a da l š ím ř á d k u je d a n á sekvence. 
T ř e t í ř á d e k zač íná znakem "+"a j m é n e m sekvence. Č t v r t ý ř á d e k v ř a d ě obsahuje kval i ta
t i vn í informace o d a n é sekvenci ve formě ascii z n a k ů . P ř í k l a d F A S T Q souboru lze na léz t 
na o b r á z k u 2.6. [42] 

@Sequence_name 
GCTTGCTCTCGGGTGACGAGTGGCGGACGGGTGAGTAATGTCTGGGAAACTGCCTGATGG 
+Sequence_name 
! "*((**21214»»CCCC65(*****)7.7.7.$$$7.7.7.7.7.7,! ! !***)) 01112CC65 

O b r á z e k 2.6: P ř í k l a d reprezentace sekvence a její kval i ty ve F A S T Q souboru. 

2.3 Metagenom a jeho studium 

Metagenomika je soubor metod zabývaj íc í se studiem gene t ického m a t e r i á l u z í skaného 
p ř í m o z p ros t ř ed í . Tento m a t e r i á l obsahuje mnoho různých mikrob iá ln ích o rgan i smů , k te ré 
nelze, nebo jen velmi ob t í žně , oddě l i t do s a m o s t a t n ý c h vzorků . 

S tud ium metagenomu p r o n i k á do m n o h ý c h ob las t í od studia p ros t ř ed í , zp racován í biopaliv 
až po s tudium metagenomu s t řev , ú s t , kůže lidí a zv í řa t a z toho vycházej íc í diagnostiku 
různých o n e m o c n ě n í . P r á v ě s t ř evn í metagenom se ukazuje jako m o ž n ý i n d i k á t o r různých 
o n e m o c n ě n í od rakoviny s t ř e v [53], p řes psychologické nemoci jako deprese nebo b ipo lá rn í 
porucha [55] až po Parkinsonovu chorobu [62]. P r á v ě velký p o t e n c i á l metagenomiky, vede 
k rozvoji r ůzných m e t a g e n o m i c k ý c h metod. 

D o metagenomiky s p a d á s tudium funkčních v la s tnos t í , gene t ických sekvencí a p o p u l a č n í 
diverzity celých mikrob iá ln ích p o p u l a c í [75]. Tato p r á c e s p a d á do oblasti metagenomiky, 
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k t e r á se zabývá studiem p o p u l a č n í diverzity, tedy p ř í t o m n o s t í j edno t l i vých bak t e r i á ln í ch a 
a rcheá ln ích d r u h ů a jejich z a s t o u p e n í m . 

K e s tudiu m e t a g e n o m i c k é p o p u l a č n í diverzity lze využ í t dva h lavn í p ř í s tupy . Jednou mož
nos t í je sekvenace všech genomových sekvencí v d a n é m m e t a g e n o m i c k é m vzorku p o m o c í 
shotgun sekvenování . Soubor všech t ě c h t o g e n o m o v ý c h sekvencí se označuje jako metage-
nom a jeho sekvenace je anglicky označována jako Whole metagenome sequencing 
( W M S ) . Druhou m o ž n o s t í je ampl ikonové sekvenování , kdy je sekvenována pouze u r č i t á 
specifická čás t vysoce konzervovaného genu (u prokaryot se j e d n á o gen 16S r R N A ) . 

W M S [63] metoda spoč ívá v sekvenaci ideá lně veškeré genet ické informace obsažené ve 
vzorku p o m o c í shotgun sekvenování . V ý s t u p e m takto p rovedeného shotgun sekvenování je 
obrovské m n o ž s t v í k r á t k ý c h t e x t o v ý c h ře tězců , reprezentu j íc ích úseky genomu veškerých 
možných o r g a n i s m ů obsažených ve v s t u p n í m vzorku. N a s e k v e n o v a n á data se zpracovávaj í 
v poč í t ač i . Jednou m o ž n o s t í zp racován í je m a p o v á n í z í skaných ře tězců , na již z n á m é geno-
mové sekvence. V tomto p ř í p a d ě se h l edá ideální z a r o v n á n í z í skaného ře tězce , vůči ve lkému 
m n o ž s t v í genomových sekvencí v d a t a b á z i . D íky n a m a p o v á n í z í skaných ře t ězců jsme schopni 
identifikovat p ř í t o m n o s t d a n é h o druhu a d íky če tnos t i d a n ý c h sekvencí i jeho př ib l ižné za
s toupen í . Tento postup je ovšem l imituj íc í na identifikaci d r u h ů j iž obsažených v d a t a b á z i . 
Druhou m o ž n o s t í je de novo ses tavování . V tomto p ř í p a d ě se v ře tězc ích h ledaj í p řek rýva
jící se čás t í , k t e r é se na sebe zarovnávaj í , d íky čemuž je m o ž n é v y p o č í t a t delší genomové 
bloky. V ideá ln ím p ř í p a d ě lze t í m t o z p ů s o b e m zrekonstruovat celé genomy j edno t l i vých 
o rgan i smů . R e á l n ě se ale da ř í zrekonstruovat pouze r ů z n ě d louhé bloky (označované jako 
contigy) genomu, u k t e r ý c h lze dá le identifikovat druh podle m a p o v á n í na genomovou da
t a b á z i , p ř í p a d n ě u rč i t , že se j e d n á o nový druh v d a t a b á z i neobsazený. 

Popular i ta W M S roste spo lečně se sn ižováním ceny sekvenování . Cena sekvenování je pro 
tuto metodu p o m ě r n ě s těžejní , p ro tože m n o ž s t v í genet ické informace obsažené ve vzorcích 
z p r o s t ř e d í je obrovské . Zároveň je W M S velmi v ý p o č e t n ě n á r o č n é , p ř e d e v š í m př i de novo 
ses tavování se j e d n á o velmi k o m p l e x n í proces. 

A m p l i k o n o v é s e k v e n o v á n í [73, 56] využ ívá sku tečnos t i , že v genomu o r g a n i s m ů existuj í 
vysoce konzervované geny, tedy takové , k t e r é se vysky tu j í ve velmi p o d o b n é formě nap ř í č 
velkou skupinou ( ideálně všech) d r u h ů . J e d n í m z t akových genů, k t e r ý se využ ívá př i am-
pl ikonovém sekvenování p roka ryo t i ckých o r g a n i s m ů je gen 16S r R N A . P ř i a m p l i k o n o v é m 
sekvenování se ze vzorku z p r o s t ř e d í p o m o c í P C R amplifikuje specifický region 16S r R N A 
genu. N á s l e d n o u sekvenaci ampl i f ikovaného vzorku, lze provés t klasifikaci p ř í t o m n ý c h d r u h ů 
a zjistit jejich p o m ě r n é z a s t o u p e n í . P r o p o c h o p e n í toho p r o č je to m o ž n é je p o t ř e b a pochopit 
s t rukturu a funkci genu 16S r R N A . 

16S r R N A je gen kóduj ící r i bozomá ln í R N A , k t e r á je p o t ř e b n á př i p ro t eosyn t éze u pro
karyo t i ckých o r g a n i s m ů [1]. Vě t š inou je v genomu r e d u n d a n t n ě obsažen v někol ika kopiích 
(5-10) [40] . Celková dé lka genu se pohybuje kolem 1500bp a in t e rn í s t ruktura genu je slo
žena z konzervovaných a var iabi ln ích regionů, kde konzervované regiony jsou n a p ř í č druhy 
velmi p o d o b n é a var iab i ln í se u j edno t l i vých d r u h ů p řevážně liší. S t a n d a r d n ě se v genu vy
skytuje 9 var iab i ln ích regionů označených V 1 - V 9 , jej ichž ilustrace je zobrazena v o b r á z k u 
2.7. [41] 

P r á v ě d íky v ý s k y t u var iab i ln ích regionů je m o ž n é tento gen využ í t k fylogenet ickému stu
diu o r g a n i s m ů [74, 73], klasifikaci j edno t l i vých d r u h ů , p o t a ž m o k u rčen í d r u h o v é diverzity 
mikrobiomu. P ř e s t o se ale ne j edná o j e d n o z n a č n ý proces. Var iab i ln í regiony nejsou všechny 
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O b r á z e k 2.7: Ilustrace var iabi ln ích (modré ) a konzervovaných (ž luté) reg ionů 16S r R N A 
genu. 

rozdí lné u k a ž d é h o druhu a proto v ý b ě r ampl i f ikačních p r i m e r ů , k t e r é jsou p o u ž i t y př i P C R , 
nen í t r iv iá ln í . [41] 

Ampl ikonové sekvenování využ ívá existence var iab i ln ích a konzervovaných reg ionů. Vzá
j e m n á var iabi l i ta regionů, ale nen í mezi všemi druhy s t e jná [41]. Z j e d n o d u š e n ý m p ř í k l a d e m 
m ů ž e bý t p ř í p a d , kdy u r č i t á t ř í d a bak t e r i í se oproti j i né m ů ž e nejvíce lišit v regionech V I - V 3 
za t ímco regiony V 4 - V 9 se budou mezi t ě m i t o t ř í d a m i lišit pouze m i n i m á l n ě , nebo naopak 
se mezi d v ě m a druhy m ů ž e nejvíce lišit region V 7 a o s t án í mohou bý t s h o d n é . Z tohoto 
d ů v o d u je v ý b ě r ampl i f ikovaného regionu velmi dů lež i tý a ovlivňuje kval i tu výs ledku . To 
j a k ý region se bude amplifikovat záleží na sekvencích p o u ž i t é h o p ř íměrového p á r u . 

Proto je tvorba s y s t é m u , s chopného vybrat z d a t a b á z e p rávě t a k o v ý p ř í m ě r o v ý pá r , k t e r ý 
bude m a x i m á l n ě vyhovovat p o d m í n k á m experimentu, tedy že za ruč í co nejlepší specificitu 
v y b r a n ý c h d r u h ů za zachování co nejvyšší senzit ivity celého spektra o rgan i smů , c í lem t é t o 
p ráce . 

Vlastnosti a v ý b ě r v h o d n é h o p ř í m ě r o v é h o p á r u jsou k ruc iá ln ími faktory ovlivňující 
výs ledky ampl ikonového sekvenování . Stěžejní vlastnosti , k t e r é je n u t n é b r á t v ú v a h u př i 
v ý b ě r u p ř íměrového p á r u jsou senzit ivi ta a specificita experimentu. 

Senzitivita u rčuje , m n o ž s t v í d r u h ů zachycené d a n ý m p ř í m ě r o v ý m p á r e m , tedy u kol ika 
d r u h ů bude amplifikovat cí lený segment 16S r R N A genu. 

Specificita určuje , kolik a j aké druhy je m o ž n é př i použ i t í d a n é h o p ř íměrového p á r u jed
n o z n a č n ě urč i t . Tedy kolik d r u h ů nebude v r á m c i ampli f ikované sekvence kolidovat s j i n ý m i 
druhy. 

N a p o č á t k u řešení t é t o p r á c e jsem dostal p ř í s t u p k d a t a b á z i (a skriptu, k t e r ý je scho
pen j i generovat) obsahuj íc í data o někol ika t is ících (celkem 5643) p ř íměrech . V d a t a b á z i 
byly u loženy informace o p ř ímě rech ve formě or ien tovaných grafů, k t e r é jsou více p o p s a n é 
v sekci 3.3. Grafy reprezentu j í , k t e r é taxony mezi sebou nerozl iš i te lné př i použ i t í u r č i t ého 
p ř íměrového p á r u . Zároveň obsahuj í i informace o tom, j a k é taxony v y b r a n ý p ř í m ě r o v ý p á r 
zachyt í . Z t ěch to grafů lze tedy v y p o č í t a t specificitu i senzi t ivi tu p r i m e r ů pro taxony, k te ré 
jsou v d a t a b á z i zahrnuty (celkem 24829 t a x o n ů , p ř i čemž 21493 na ú rovn i d r u h ů ) . Z da
t a b á z e lze na zák l adě obsažených dat inferovat ideá ln í p ř í m ě r o v ý p á r pro zvolené taxony. 
Algor i tmus inference je uveden v sekci 3.5. 

Ve vě t š ině p ř í p a d ů nelze tvrdi t , že ideá ln ím p ř í m ě r o v ý m p á r e m , bude p rávě ten s nejvyšší 
g lobální senzit ivi tou i specificitou (pokud by tedy obě vlastnosti nebyly 100%). Zároveň 
nelze tvrdi t , že k d o s t a t e č n ě p ř e s n é m u výs ledku je d o s t a t e č n é použ í t "univerzá ln í"př íměrový 
pár , k t e r ý zachy t í vě t š inu d r u h ů , p r o t o ž e u rč i t é p ř íměrové p á r y jsou schopny zachytit pouze 
u rč i t é taxony. Tato sku t ečnos t je zachycena na o b r á z k u 2.8, kde je v izua l izována senzit ivi ta a 
specificita v y b r a n ý c h p ř í m ě r o v ý c h p á r ů s v y b r a n ý m i kmeny prokariot. N a o b r á z k u lze v idět 
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fakt, že sic u r č t é p ř íměrové p á r y jsou schopny zachytit p o m ě r n ě š i rokou šká lu o rgan i smů , 
r o z h o d n ě nezachycuj í k o m p l e t n í šká lu . Takový p ř í m ě r o v ý p á r m ů ž e bý t n a p ř í k l a d P699D -
1492R (s), k t e r ý u m o ž ň u j e amplifikovat 16S r R N A region u vě tš iny vizual izovaných k m e n ů , 
bude zcela n e v h o d n ý pro amplif ikaci kmenu Abdi t ibac ter io ta . 

Z toho plyne, že v ý b ě r v h o d n é h o p ř íměrového p á r u tedy nen í j e d n o d u c h ý a p ř í m o č a r ý 
p r o b l é m . P ř i rozhodován í je n u t n é vzí t v potaz, k t e r é taxony jsou pro d a n ý experiment 
důlež i té a k t e r é m é n ě . P r o t o ž e ideá ln í p ř í m ě r o v ý p á r ( takový, k t e r ý by senzitivoval i speci
fikoval celé spektrum) p ř i použ i t í 16S sekvenování neexistuje, je n u t n é , p ř i v ý b ě r u p o č í t a t 
s k o m p r o m i s n í m i r o z h o d n u t í m i . 

Taxonomická klasifikace na základě 16S rRNA sekvencí 

Samotnou sekvenací metagenomu nez í skáme informace o p ř í t o m n o s t i konk ré tn í ch d r u h ů . 
K tomu je n u t n é provés t klasifikaci. 

Klasifikace z í skaných sekvencí je proces, j ehož vs tupem je genomová sekvence a v ý s t u p e m je 
t a x o n o m i c k á skupina ze k t e r é pocház í vče tně m í r y j is toty klasifikace. V ý s t u p n í t a x o n o m i c k á 
skupina nen í pouze na ú rovn i druhu. Č a s t o u sku t ečnos t í je klasifikace na vyšší ú rovni , 
n a p ř í k l a d rodu. D ů v o d e m k tomu je ob t í žnos t realizace klasifikace. J e d n o t l i v é druhy jednoho 
k o n k r é t n í h o rodu, mohou m í t sekvence natolik p o d o b n é , že jejich p ř e s n á klasifikace by byla 
n e m o ž n á , nebo velmi ob t í žná . Z toho vyplývá , že chybovost klasifikace na ú rovn i druhu, je 
p o d s t a t n ě vyšší než na ú rovn i rodu. 

Existuje několik možných p ř í s t u p ů jak klasifikaci provés t . 

P r v n í m o ž n o s t í je využ i t í n á s t r o j e B L A S T n [57]. J e d n á se o n á s t r o j s chopný vyh ledáva t 
sekvence na zák l adě podobnosti . N a zák ladě v s t u p n í sekvence jsou v y h l e d á n y nejpodob-
nější sekvence z d a t a b á z e . V y h l e d a n é sekvence jsou na zák ladě podobnosti ohodnoceny 
a výs ledky jsou zobrazeny uživate l i . N á s t r o j je m o ž n é p lně využ í t p r o s t ř e d n i c t v í m webo
vých s t r á n e k projektu B L A S T , d íky čemuž je zák l adn í použ i t í n á s t r o j e s n a d n é a p ř e d e v š í m 
rychlé . Klasifikace s p o m o c í B L A S T n je však pouze z á k l a d n í metodou a její výs ledky jsou 
čas to použ ívány spíše jako p o r o v n á n í vůči komplexně j š ím m e t o d á m klasifikace. [37, 70] 

Přesně jš ích výs ledků klasifikace, lze d o s á h n o u t p o u ž i t í m klasif ikačního modelu, jako je na
p ř ík lad klasif ikátor R D P [71]. 

J e d n á o na ivn í bayesovský klasif ikátor , k t e r ý umožňu je klasifikaci sekvencí na zák l adě 16S 
r R N A podsekvenc í . J e d n á se o velmi čas to použ ívaný klasif ikátor [44, 61]. Projekt R D P 
(Ribosomal database project) ovšem neses tává pouze z klas i f ikátoru, ale součás t í projektu 
je i sp r avovaná d a t a b á z e 16S r R N A sekvencí bak t e r i í a archeí , dá le d o p l n ě n á o 28S r R N A 
sekvence hub [43]. A k t u á l n ě je pos ledn í verze d a t a b á z e ze zář í roku 2016 a celkem obsahuje 
přes t ř i mil iony a n o t o v a n ý c h 16S r R N A sekvencí . P r á v ě tyto sekvence jsou p o u ž i t y př i 
t r énován í R D P klasi f ikátoru. 

A l t e r n a t i v n í m i , a podle jejich a u t o r ů přesnějš ími , k las i f ikátory jsou S I N T A X [47] nebo 
S P I N G O [37]. A n i jeden z t ěch to klas i f ikátoru, nen í tak š i roce rozš í řen jako klasif ikátor 
R D P , p ře s tože v obou p ř í p a d e c h jejich a u t o ř i uváděj í lepší výs ledky klasifikace sekvencí . 
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O b r á z e k 2.8: Vizual izace specificity a senzit ivity v y b r a n ý c h p r i m e r ů pro v y b r a n é kmeny 
bak te r i í . Velikost č tverce reprezentuje m í r u senzit ivity (č ím větš í č tverec , t í m větš í sen-
z i t iv i ta . Specificita je v y j á d ř e n a barvou č tverce (čím t m a v š í m o d r á , t í m větš í specificita). 
Z t é t o vizualizace je j a s n ě v idě t dů lež i tos t v ý b ě r u p ř íměrového p á r u , k t e r ý o d p o v í d á oblasti 
experimentu. 
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Kapitola 3 

Návrh a architektura aplikace 

P ř i t v o r b ě webové aplikace je t ř e b a vzí t do ú v a h y mnoho různých a s p e k t ů , p o ž a d a v k ů a 
funkcionalit, k t e r é m u s í výs l edná aplikace sp lňova t . Z á k l a d n í m kamenem rozhodován í je 
j aké technologie a p ř í s t u p y př i t v o r b ě aplikace použ í t . Velkou m í r o u tomuto rozhodován í 
př i sp ívá a n a l ý z a p o ž a d a v k ů aplikace. Je j ím cí lem je definovat p o ž a d o v a n o u funkcionali tu a 
schopnosti výs ledného s y s t é m u , společně s cílovou skupinou a o č e k á v a n ý m p o u ž i t í m apli
kace. 

3.1 Analýza požadavků 

H l a v n í m cí lem t é t o p ráce , je tvorba webové aplikace, k t e r á bude obsahovat d a t a b á z i p ř ímě
rových p á r ů a jejich v l a s tnos t í . N a zák ladě t ěch to dat a už iva te l ského vstupu bude aplikace 
schopna sama vyhodnoti t a d o p o r u č i t uživate l i p ř íměrové p á r y tak, aby m a x i m á l n ě vyho
vovaly už iva t e l ským p o ž a d a v k ů m . Výs ledky o h o d n o c e n í p ř í m ě r o v ý c h p á r ů bude aplikace 
zároveň uživatel i pro p ř eh l ednos t vizualizovat. 

Zároveň bude aplikace schopna v y p o č í t a t vlastnosti už iva te l em v loženého p ř íměrového 
p á r u . 

Dá le bude aplikace u m o ž ň o v a t p rocházen í , filtraci a vizual izaci d a t a b á z e p ř í m ě r o v ý c h p á r ů . 
V nepos l edn í ř a d ě bude aplikace poskytovat ap l ikačn í r o z h r a n í pro m o ž n o s t využ i t í funk
cionality inference i mimo webové uživate lské r o z h r a n í . Zák l adn í s c h é m a funkcí aplikace je 
vyobrazeno na o b r á z k u 3.1. 

Inference a m p l i k o n o v é h o primeru. J e d n á se proces př i n ě m ž se o h o d n o t í všechny pří
měrové p á r y v d a t a b á z i na zák ladě zvolené m n o ž i n y t a x o n ů . K o n k r é t n ě se na zák l adě ta
x o n ů v t é t o zvolené m n o ž i n ě v y p o č í t á v y b r a n á senzit ivi ta a specificita k a ž d é h o p ř íměrového 
p á r u . N a zák ladě v y p o č í t a n ý c h v l a s tnos t í lze p ř íměrové p á r y nás l edně p o r o v n á v a t ř ad i t a 
vizualizovat. 

S inferencí p ř í m ě r o v ý c h p á r ů úzce souvisí m o ž n o s t z ískat informace o specicfikém p ř íměro 
v é m p á r u . M e z i tyto informace s p a d á specificita, senzit ivita, s a m o t n é p ř íměrové sekvence, 
poloha ampl ikovaného regionu 16S r R N A genu a p ř e d e v š í m vizualizace nerozl iš i te lných ta
xonů . Tedy t a x o n ů , k t e r é po osekvenování nebude m o ž n é mezi sebou klasifikovat. 
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O b r á z e k 3.1: S c h é m a zák ladn ích funkcí aplikace. Vyobrazeny jsou t ř i h lavn í funkce aplikace. 
Dvě , k t e r é p racu j í z daty obsaženými v d a t a b á z i , a k t e r é je m o ž n é využ í t i s p o m o c í roz
h r a n í R E S T : Inference a p rocházen í a filtrace p ř í m ě r o v ý c h p á r ů . A funkce a n a l ý z y nového 
p ř íměrového p á r u . 

P r á v ě vizualizace nerozl i š i te lnos t í je jednou ze s těžejních de ta i ln ích informací , k t e r é bude 
aplikace u m ě t uživatel i p ř e d a t . Vizual izace by m ě l a bý t d o s t a t e č n ě p ř e h l e d n á a srozumi
te lná . 

Díky o h o d n o c e n é m u seznamu p ř í m ě r o v ý c h p á r ů a možnos t i de t a i l ně prostudovat k a ž d ý jed
no t l ivý p ř í m ě r o v ý p á r a jeho vlastnosti , by mě l bý t už iva te l schopen zvolit t a k o v ý p ř í m ě r o v ý 
p á r aby co nej lépe vyhovoval jeho p o t ř e b á m . 

P r o t o ž e možných kombinac í a sekvencí j edno t l i vých p r i m e r ů je obrovské množs tv í , je zcela 
j i s té , že se objeví p o t ř e b a uživate le zjistit informace o jeho v l a s tn í p ř íměrové sekvenci. Z toho 
d ů v o d u je nutnou součás t í aplikace i funkcionalita pro v ý p o č e t už iva te l sky def inovaného 
p ř íměrového p á r u . 

Da l š ím p o ž a d a v k e m na sy s t ém, je tedy m o ž n o s t v l o ž e n í p ř í m ě r o v é h o p á r u k a n a l ý z e . 
Uživatel i bude u m o ž n ě n o spustit v ý p o č e t v l a s tnos t í pro jeho v l a s tn í p ř í m ě r o v ý p á r . Takový 
p ř íměrový p á r se analyzuje s t e jným postupem jako všechny o s t a t n í p á r y v d a t a b á z i a uži
vatel d íky tomu zjistí , k t e r ý region genu bude d a n ý p á r amplifikovat, zdal i v ů b e c nějaký, 
a s a m o z ř e j m ě t a k é u j a k ý c h d r u h ů bude region amplifikovat, a k t e r é druhy budou mezi 
sebou kolidovat. Zároveň bude moci tento nově v y p o č í t a n ý p á r porovnat vůči již s távaj íc ím 
p á r ů m v d a t a b á z i . 
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V ý p o č e t v l a s tnos t í p ř íměrového p á r u , m ů ž e po t enc i á lně trvat des í tky minut, proto je n u t n é , 
aby s y t é m podporoval b ě h d louhot rva j íc ích ú loh . V důs l edku to z n a m e n á , že s y s t é m mus í 
u m ě t pracovat s frontou ú loh a m n o ž i n o u v ý p o č e t n í c h uzlů, k t e r ý m budou d a n é ú lohy př i řa 
zovány. P o ukončen í v ý p o č t u s y s t é m bude u m o ž ň o v a t upozornit už iva te le p r o s t ř e d n i c t v í m 
emai lové zprávy. 

V nepos l edn í ř a d ě bude s y s t é m u m o ž ň o v a t p r o c h á z e n í a p a r a m e t r i z o v a n é filtrování 
p ř í m ě r o v ý c h p á r ů u ložených v d a t a b á z i . 

P ř i t v o r b ě aplikace je t a k é n u t n é vzí t do ú v a h y cílovou už iva te l skou skupinu. V tomto 
k o n k r é t n í m p ř í p a d ě cílovou skupinu p ředs t avu j í p ř evážně biologové, bioinformatici a j in í 
p řevážně vědeč t í p racovníc i . Z toho vyplývá , že se j e d n á o skupinu už iva te lů , k t e r á je sezná
mena s problematikou metagenomiky, a s p e k t ů ampl ikonového sekvenování a problematiky 
senzit ivity a specificity p ř íměrových p á r ů . 

Zároveň je př i n á v r h u už iva te l ského r o z h r a n í a celé aplikace n u t n é p o č í t a t z možnos t í , 
že už iva te l nen í s e z n á m e n s problematikou, pr inc ipem a ce lkovým v ý z n a m e m algori tmu 
inference. Z toho d ů v o d u je n u t n é do r o z h r a n í začleni t s t r u č n é nápovědy , k t e r é vysvět l í 
p ř í p a d n é nejasnosti. 

3.2 Existující řešení 

N a internetu lze na léz t m n o h é projekty a ná s t ro j e , k t e r é se zabývaj í obecnou problematikou 
16S r R N A sekvencí . Široce použ ívané projekty, k t e r é se zabývaj í ex t rakc í , a n o t a c í a sp rávou 
d a t a b á z e 16S r R N A sekvencí jsou projekty S I L V A [49], nebo R D P [43]. Součás t í projektu 
R D P je i klasif ikátor sekvencí . 

K r o m ě nich exis tuj í i nás t ro j e , k t e r é se zaměřu j í specificky na problematiku p ř í m ě r o v ý c h 
p á r ů . Nás t ro j e , k t e r é lze využ í t k v ý b ě r u p ř íměrového p á r u jsou n a p ř í k l a d ProbeBase [50] 
nebo Pr imer B L A S T [76]. O b a n á s t r o j e se zaměřu j í na podobnou úlohu, j a k á je ř e šena v 
r á m c i t é t o p ráce , ale ani jeden z t ěch to n á s t r o j ů ovšem nedisponuje plnou funkcionalitou, 
kterou nab íz í aplikace v y v i n u t á v r á m c i t é t o p ráce . 

Jednou z h lavn ích mot ivac í tvorby t ě c h t o n á s t r o j ů a p ř e d e v š í m t é t o p ráce , je poskytnout 
v ý z k u m n í k ů m n á s t r o j , d íky n ě m u ž budou moci naj í t p ř í m ě r o v ý pár , k t e r ý je pro jejich 
experiment vhodný . Nikol iv p á r , k t e r ý je o b e c n ě z n á m ý , p ř í p a d n ě č a s t o p o u ž í v a n ý , 
a k t e r ý pro jejich experiment ve své p o d s t a t ě v ů b e c v h o d n ý není . 

ProbeBase je n á s t r o j p rovozovaný Vídeňskou univerzitou. J e d n á se o m a n u á l n ě spravo
vanou d a t a b á z i r R N A ol igonukleo t idů . Umožňu je p rocháze t d a t a b á z i p r i m e r ů , vyh ledáva t 
primery na zák ladě j m é n a nebo sekvence. Dá le lze n á s t r o j p o u ž í t k na lezen í použ i t e lných 
p r i m e r ů pro jeden specifický taxon. Apl ikace , ale p o s t r á d á m o ž n o s t vyhledat a ohodnotit 
pr imery pro m n o ž i n u někol ika t a x o n ů , p o r o v n á n í j edno t l i vých p ř í m ě r o v ý c h p á r ů . Dá le nen í 
m o ž n é provés t ani vizual izaci nebo filtraci na lezených p á r ů . Také p o s t r á d á m o ž n o s t vložení 
v l a s tn ího p r i m e r ů , respektive tato m o ž n o s t je d l o u h o d o b ě n e d o s t u p n á (dle zachycených 
o b r a z ů s t r á n k y na i n t e r n e t o v é m a rch ivu 1 , by la tato m o ž n o s t d o s t u p n á t ě sně po s p u š t ě n í 
t é t o aplikace v roce 2015, ale už na a rch ivované verzi z 29.3.2016 je funkce n e d o s t u p n á a 
v nás leduj íc ích z á z n a m e c h ani dnes už z p ř í s t u p n ě n a nebyla). 

1https://web. archive.org 
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Lze říci, že se j e d n á o d a t a b á z i se zák l adn í funkcionalitou v y h l e d á n í a z í skání zák ladn ích 
informací o p ř í m ě r o v ý c h sekvencích. 

ProbeBase umožňu je z ískat více informací o v y b r a n é o l igonukleot idové sekvenci p o m o c í 
dvou zmíněných d a t a b á z í . K o n k r é t n ě je m o ž n é pro v y b r a n ý primer z ískat da lš í informace 
za pomoci d a t a b á z í S I L V A a R D P . 

S I L V A a R D P jsou sp ravované d a t a b á z e r i bozomá ln í ch r R N A genových sekvencí . M i m o 
j iné je zde m o ž n é na j í t r i bozoma ln í r R N A sekvence velkého m n o ž s t v í o rgan i smů , vče tně 
podrobně j š í ch informacích o d a n ý c h d ruz ích a p ř í p a d n ě i s tud i ích , k t e r é je popisuj í . 

Pr imer B L A S T je n á s t r o j , k t e r ý se zabývá problematikou konstrukce p ř íměrového p á r u . 
P r imer B L A S T se nešpecia l izuje na p ř íměrové p á r y pro ampl ikonové 16S r R N A sekveno-
vání , ale umožňu je v ý p o č e t p ř íměrového p á r u pro specifickou sekvenci, k t e r á je c í lem P C R 
amplifikace. P r imer B L A S T tedy dokáže zacíli t v y b r a n ý primer tak, aby amplifikoval p rávě 
zadanou sekvenci a ideá lně ž á d n o u j inou. Tento p ř í s t u p se, ale n e h o d í př i 16S r R N A am-
plifikaci p r ávě kvůl i va r i ab i ln ím reg ionům, k t e r é jsou h l a v n í m cí lem nás l edné sekvenace a 
navazující klasifikace. 

3.3 Datový model 

Veškerá funkcionalita aplikace závisí na informacích o j edno t l i vých p ř í m ě r o v ý c h p á r e c h ulo
žených v d a t a b á z i . V d a t a b á z i jsou u ložena data o j edno t l i vých taxonech, jejich poč t ech , 
senzi t iv i tě , specificitě a jejich v z á j e m n é nerozl iš i te lnos t i v souvislosti s j e d n o t l i v ý m i p ř ímě
rovými páry . 

N a p o č á t k u řešení p r á c e jsem dostal p ř í s t u p k d a t a b á z i p ř í m ě r o v ý c h p á r ů a př i n á v r h u 
d a t o v é h o modelu z t é t o d a t a b á z e sice vycház ím , ale oproti p ů v o d n í m u n á v r h u jsem provedl 
p o m ě r n ě mnoho změn , vylepšení a op t imal izac í . 

Zák ladn í čás t í d a t o v é h o modelu je u ložení t a x o n o m i c k é hierarchie. Ve své p o d s t a t ě se j e d n á 
o stromovou strukturu, kde j edno t l ivé ú r o v n ě stromu p ředs t avu j í t a x o n o m i c k é kategorie. 
K o m p l e t n í t a x o n o m i c k á hierarchie je sestavena z mnoha s t u p ň ů a m e z i s t u p ň ů (nadkmen, 
podkmen, in f ra t ř ída . . . ) . 

V t é t o hierarchii ale v n e z a n e d b a t e l n é m p o č t u p ř í p a d ů n a s t á v á situace, kdy u rč i t ý or
ganismus n e m á definovanou u r č i t o u taxonomickou kategorii, ať už z jakéhokol iv d ů v o d u . 
( P ř í k l a d e m mohou bý t dosud neza řazené bakterie, j enž ma j í definovanou n a p ř í k l a d pouze 
d o m é n u a druh.) Z d ů v o d u z j ednodušen í a normalizace t a x o n o m i c k é h o stromu, je tedy 
t a x o n o m i c k á hierarchie, pro účely aplikace, omezena pouze na 7 (respektive 8) h lavn ích 
ka tegor i í . T y jsou k o n k r é t n ě : d o m é n a (domain), kmen (phylum), t ř í d a (class), ř á d (order), 
čeleď (family), rod (genus) a d ruh (specie). Osmou, ale z pohledu uživate le aplikace m é n ě 
dů lež i tou ka tegor i í je strain, tedy specifická varianta u r č i t ého druhu. 

Situaci , kdy druh n e m á definovanou jednu nebo více t a x o n o m i c k ý c h ka tegor i í je z d ů v o d u 
dalš ích a s p e k t ů aplikace n u t n é řeš i t . T y t o aspekty se týka j í p ř e d e v š í m a n a l ý z y a nás l edné 
vizualizace v l a s tnos t í p ř íměrového p á r u . Nedef inovaná m í s t a jsem se rozhodl vypln i t ozna
čen ím kategorie z nižší ú rovně . Tento mechanizmus je vyobrazen v tabulce 3.1. 

P ro úp lnos t je p o t ř e b a uvés t , že celá t a x o n o m i c k á hierarchie se s postupem času p o m ě r n ě 
in tenz ivně m ě n í a druhy, k t e r é dř íve klasifikovány nebyly, dnes už bý t mohou. P ř í p a d n ě 
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D r u h R o d Č e l e ď R á d T ř í d a K m e n D o m é n a 
druh-A d ruh -A čeled-A ř á d - A t ř í d a - A kmen-A d o m é n a - A 
druh-B rod-B rod-B rod-B t ř í d a - B t ř í d a - B d o m é n a - A 

Tabulka 3.1: Mechanizmus vyp lňován í p r á z d n ý c h mís t v t a x o n o m i c k é hierarchii . Oranžově 
v y z n a č e n á pol íčka byla v y p l n ě n a ka tegor i í nižší t ř ídy. 

druhy, k t e r é pa t ř i l y do j e d n é kategorie, mohou dnes p a t ř i t do j iné . S te jně tak mohou změ
nit po jmenován í . Z toho vyplývá , že j e d n o d u c h é vyčkáván í na klasifikaci dnes neza řazených 
d r u h ů , sice v budoucnu m ů ž e vést p l n é m u za řazen í druhu do hierarchie, ale zá roveň prav
d ě p o d o b n ě p ř i b y d o u dalš í neza řazené druhy. V d a t a b á z i je tedy uložen obraz z jednoho 
k o n k r é t n í h o stavu hierarchie. 

Da l š ím úko lem d a t o v é h o modelu je uchování informací o p ř íměrových pá rech , označen í jed
no t l ivých p r i m e r ů a jejich sekvencí . Stěžejní čás t í , a t a k é m a j o r i t n í co se m n o ž s t v í dat týče , 
je p ř e d e v š í m čás t z o d p o v ě d n á za uložení informace o senz i t iv i tě a specificitě j edno t l i vých 
p ř íměrových p á r ů . 

V r á m c i aplikace je senzit ivi ta p ř íměrového p á r u def inována jako m n o ž s t v í d r u h ů z cel
kového p o č t u , u nichž bude př i reakci P C R amplif ikován cílený region 16S r R N A genu. 
K o n k r é t n ě je senzit ivi ta v y j á d ř e n a jako procento ampl i f ikovaných d r u h ů z celkového m n o ž 
s tv í d r u h ů . 

N a d r u h é s t r a n ě celková specificita je def inována jako m n o ž s t v í rozl iš i te lých d r u h ů z celko
vého p o č t u senz i t ivovaných d r u h ů . S te jně jako senzit ivi ta je i specificita v y j á d ř e n a procen
t u á l n ě . 

Celková senzit ivi ta a specificita, jsou ale pouze z á k l a d n í m i a n ikol iv dos taču j íc ími informa
cemi. P ro celkovou funkcionali tu aplikace je t ř e b a uchováva t informace o t om kolik d r u h ů 
je zachycených a rozl iš i te lných v r á m c i všech t a x o n ů a t a x o n o m i c k ý c h ka tegor i í v d a t a b á z i . 
Je-l i tedy v d a t a b á z i čeleď A do k t e r é s p a d á N d r u h ů , pak v datech mus í bý t obsažena 
hodnota kolik z celkového p o č t u N d r u h ů je d a n ý m p ř í m ě r o v ý m p á r e m zachyceno a kolik 
z t ě c h t o d r u h ů bude nerozl iš i te lných vůč i o s t a t n í m d r u h ů m v d a t a b á z i . V d a t a b á z i jsou 
v r á m c i j e d n é tabulky u loženy hodnoty m n o ž s t v í ampl i f ikovaných a nerozl iš i te lných d r u h ů 
v závis lost i na taxonu a na p ř í m ě r o v é m p á r u . 

N a to p ř í m o navazuje pos ledn í v ý z n a m n á čás t dat související se specificitou p ř íměrového 
p á r u . J e d n á se o uložení konk ré tn í ch nerozl i š i te lnos t í mezi taxony. Je-l i v d a t a b á z i taxon, do 
něhož spada j í druhy, k t e r é jsou př i použ i t í specifického p á r u nerozl iš i te lné s j i n ý m i druhy, 
pak pro tento taxon jsou v d a t a b á z i u loženy informace mezi k t e r ý m i k o n k r é t n í m i taxony na 
s te jné t a x o n o m i c k é ú rovn i docház í k nerozl iš i te lnos t i a kolik d r u h ů bude nerozl iš i te lných. 
Výs l edná d a t o v á s t ruktura o d p o v í d á o r i e n t o v a n é m u grafu, kde o h o d n o c e n á hrana z jednoho 
uzlu (taxonu) do d r u h é h o vy jadřu je existenci a m n o ž s t v í nerozl iš i te lných d r u h ů . Fragment 
reá lného grafu je vyobrazen na o b r á z k u 3.2. 

P o p s a n á čás t d a t o v é h o modelu je zachycena p r o s t ř e d n i c t v í m E R diagramu na o b r á z k u 3.3. 

M o ž n o s t i r o z š í ř e n í d a t o v é h o modelu. Z a t í m se veškeré informace uvádě ly na ú rovn i 
d r u h ů , tedy kolik d r u h ů je nerozl iš i te lných, kolik d r u h ů je ampl i f ikovaných a p o d o b n ě . 
P ů v o d n í d a t a b á z e , ale i finální implementace, p o č í t á i s t a k z v a n ý m parametrem rozlišení, 
k t e r ý definuje taxonomickou kategorii, pro níž jsou hodnoty vedeny. Ve finální implementaci 
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O b r á z e k 3.2: Fragment grafu reprezentu j íc í nerozl iš i te lnos t i na ú rovn i d r u h ů . V grafu jsou 
uzly p ředs tavu j í c í taxony a hrany mezi uzly reprezentu j íc í nerozl iš i te lnos t i sekvencí mezi 
t ě m i t o taxony. K o n k r é t n í p ř ík l ad z grafu: Celkem 13 d r u h ů z kmene Act inobacter ia je 
nerozl iš i te lných s n ě j a k ý m druhem v kmenu Firmicutes . Zároveň 3646 d r u h ů v r á m c i kmenu 
Act inobacter ia bude nerozl iš i te lných s n ě j a k ý m druhem ve s t e j ném kmenu. 

sice d a t a b á z e a i implementace v ý p o č t u informací o p ř í m ě r o v é m p á r u podporuje různé 
rozlišení, ale na ú rovn i aplikace se pracuje pouze s roz l i šením na ú rovn i d r u h ů . 

Parametr r o z l i š e n í u rču je taxonomickou kategorii na níž se p o č í t á senzit ivita, specificita 
a nerozl i š i te lnos t i . P ř í k l a d lze u k á z a t na o b r á z k u 3.2. J e d n á se o graf s uzly na ú rovn i kmenu 
a roz l i šením na ú rovn i druhu. (Všechny uzly v jednom grafu jsou vždy na s te jné úrovni . ) 
P ř i rozlišení na ú rovn i d r u h ů , hodnoty hran odpov ída j í p o č t u nerozl iš i te lných d r u h ů . Pokud 
by se jednalo o graf s j i n ý m rozl išením, n a p ř í k l a d čeleď, pak by hodnoty hran vyjadřovaly 
m n o ž s t v í nerozl i š i te lnos t í p r ávě na ú rovn i čeledi. V t u chvíli by se hodnoty na h r a n á c h 
pohybovaly v p o d s t a t n ě menš ích číslech, p ro tože čeledí je v celé taxonomii p o d s t a t n ě m é n ě 
než d r u h ů . 

D ů v o d e m p r o č by mohlo bý t v h o d n é operovat i s parametrem rozlišení je n e p r o p o r č n í 
m n o ž s t v í d r u h ů v r á m c i n a p ř í k l a d j edno t l i vých r o d ů . K o n k r é t n ě se lze p o d í v a t na situ
aci, kdy p o m ě r n ě in t enz ivně z k o u m a n ý rod Escherichia m á v p o u ž i t é verzi taxonomie 104 
identif ikovaných d r u h ů . N a rozdí l od toho n a p ř í k l a d rod Rhodobaca m á druh pouze jeden. 
A p rávě tento n e p o m ě r m ů ž e způsobova t v ý k y v y senzit ivity a specificity. P r o t o ž e je prav
d ě p o d o b n é že jeden p ř í m ě r o v ý p á r amplifikuje vě t š inu d r u h ů Escherichia, ale na druhou 
stranu je o t á z k a jest l i je bude m o ž n é n a v z á j e m rozliši t . P ro to by v u rč i tých s i tuac ích mohl 
parametr rozlišení pomoci . 

Dalš í motivace, pro b u d o u c í integraci parametru rozl išení i do logiky aplikace, souvisí s pro
blematikou klasifikace sekvencí . Ve lmi rozš í řený R D P klasif ikátor umožňu je klasifikaci sek
vencí na ú roveň rodu. Z čehož vyplývá , že a n a l ý z a nerozl i š i te lnos t í na ú rovn i druhu je sice 
přesnějš í co se týče d r u h o v é klasifikace, ale pro p ř ípady , kdy je p o t ř e b a klasifikovat na vyšší 
t a x o n o m i c k é úrovni , mohou bý t výs ledky zkres lené , p r ávě z d ů v o d u n e r o v n o m ě r n é h o m n o ž 
s tv í ident i f ikovaných d r u h ů j edno t l i vých k m e n ů . P r o t o ž e p ř í m ě r o v ý p á r m ů ž e bý t schopen 
d o b ř e senzitivovat a specifikovat kmen od o s t a tn í ch , ale n e m u s í bý t schopen d o b ř e specifi-
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O b r á z e k 3.3: E R diagram d a t o v é h o modelu, k t e r ý zachycuje s t rukturu dat a informací 
o p ř í m ě r o v ý c h p á r e c h a jejich vlastnostech. 

kovat j edno t l ivé druhy, což v p ř í p a d ě kdy je identif ikováno mnoho d r u h ů v jednom kmeni , 
m ů ž e z n a t e l n ě snížit hodnotu senzitivity. 

3.4 Algoritmus analýzy př íměrového pá ru 

Cílem ana lýzy p ř íměrového p á r u je v ý p o č e t informací o senzi t iv i tě , specificitě a poloze 
ampl i f ikovaného regionu, na zák ladě j edno t l i vých p ř í m ě r o v ý c h sekvencí . Zák l adn í podoba 
algori tmu se s k l á d á z někol ika část í : 

1. Ext rakce ampli f ikovaných sekvencí j edno t l i vých v a r i a n t ů p o m o c í n á s t r o j e V-r ipper . 

2. Identifikace nerozl i š i te lnos t í mezi j e d n o t l i v ý m i strainy. Nerozl iš i te lnos t je def inována 
jako identi ta ampli f ikované sekvence se sekvencí j i ného strainu. 
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—Průměrná poloha simplifikovaného regionu Amplif ikované regiony konkrétních variant genu 

O b r á z e k 3.4: Mechanizmus v ý p o č t u polohy ampl i f ikovaného regionu specif ikým p ř í m ě r o v ý m 
p á r e m . 

3. V ý p o č e t polohy ampl i f ikovaného regionu genu. 

4. Tvorba grafů nerozl i š i te lnos t í a v ý p o č e t m n o ž s t v í ampl i f ikovaných a nerozl iš i te lných 
d r u h ů (respektive t a x o n ů na ú rovn i rozlišení) pro k a ž d ý j e d n o t l i v ý taxon. 

P r v n í bod, tedy v ý p o č e t ampl i f ikovaných sekvencí , je ve své p o d s t a t ě celý odveden v r á m c i 
nás t ro j e V-r ipper . Ten jako vstup dostane p ř í m ě r o v ý p á r a na jeho zák l adě urč í pro všechny 
p řed ložené 16S r R N A sekvence amplifikovanou podsekvenci genu. 

D r u h ý bod je časově ne jnáročnějš í . Využívaj í se p ř i n ě m v y p o č í t a n é podsekvence z programu 
V-r ipper . P ř i v ý p o č t u nerozl i š i te lnos t í všech ampl i f ikovaných sekvencí je n u t n é provés t vzá
j e m n é p o r o v n á n í všech z í skaných podsekvenci. V z á j e m n ý m p o r o v n á n í m se na zák l adě iden
t i ty sekvencí identifikují v z á j e m n ě nerozl iš i te lné taxony na ú rovn i strain. J e d n á se o t r iv iá ln í 
identifikaci nerozl iš i te lnost i , k t e r á ale vylučuje existenci chyb vznik lých chybnou klasifikací 
p o m o c í k las i f ikátoru a lze j i považova t za u r č i t o u ground-truth klasifikaci. 

Mí rně od l i šným p ř í s t u p e m , by mohlo bý t využ i t í R D P klas i f ikárotu a p roveden í klasifi
kace k a ž d é ampli f ikované sekvence. N a zák ladě chybných klasifikací by se nás l edně mohly 
identifikovat nerozl iš i te lné taxony. D í k y tomu by se výs ledky nerozl i š i te lnos t í př ibl íži ly vý
s l e d k ů m e x p e r i m e n t ů , k t e r é využívaj í k las i f ikátoru R D P . P r o po t enc i á ln í b u d o u c í rozší ření 
aplikace, by tato funkcionalita byla v h o d n ý m k a n d i d á t e m k implementaci . O v š e m pouze 
jako d o p l n ě k ke s távaj íc ím d a t ů m , nikol iv jako n á h r a d a . 

T ř e t í m bodem je u rčen í zac í leného regionu genu. P ř e s t o ž e je 16S r R N A gen p o m ě r n ě kon
zervovaný, jeho dé lka nen í j e d n o t n á a v různých organismech se m ů ž e m í r n ě lišit . Z toho 
d ů v o d u je dé lka genu u r č e n a jako p r ů m ě r délek všech variant genu a př i v ý p o č t u je norma
lizovaná na dé lku 0 až 1. Zachycený region je v y p o č í t á n na zák l adě p r ů m ě r n é h o u m í s t ě n í 
přes všechny ampli f ikované sekvence a poloha je p r o m í t n u t a na polohu p rávě v intervalu 0 
až 1. Proces v ý p o č t u polohy ampl i f ikovaného regionu je z n á z o r n ě n na o b r á z k u 3.4 

Pos lední , s těžejní a nej rozsáhlejš í bod v ý p o č t u je tvorba grafů nerozl i š i te lnos t í j edno t l i vých 
t a x o n ů a v ý p o č e t m n o ž s t v í ampli f ikovaných a nerozl iš i te lných dceř iných t a x o n ů pro k a ž d ý 
j edno t l i vý taxon. Celý proces jsem znázorn i l p o s t u p n ě na někol ika obrázc ích . 
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G e n u s I G e n u s II 

O b r á z e k 3.5: Z j ednodušený i lus t r ačn í graf, k t e r ý je z í skán po u rčen í nerozl iš i te lnos t í na 
ú rovn i s t r a inů . Nerozl i š i te lnos t i jsou vyobrazeny p o m o c í hran mezi uzly grafu. 

O b r á z e k 3.6: G r a f agregovaný na ú roveň a rozlišení druh. Vpravo jsou z n á z o r n ě n y zesu-
mar i zované informace on m n o ž s t v í ampli f ikovaných a nerozl i š te lných d r u h ů v r á m c i všech 
t a x o n ů na ú rovn i agregace. 

Výs ledkem identifikace nerozl i š i te lnos t í j edno t l i vých ampl i f ikovaných sekvencí , jsou data, 
k t e r á lze interpretovat jako graf nerozl iš i te lnost í , kde uzly jsou j edno t l ivé strainy a hrany 
reprezen tu j í nerozl i š i te lnos t i . Podoba t akového grafu je vyhrazena na o b r á z k u 3.5. V tomto 
o b r á z k u je pro jednoduchost a p ř eh l ednos t vyhrazeno za řazen í pouze do t ř í t a x o n o m i c k ý c h 
t ř í d (strain, druh, rod), hrany mezi uzly znázorňu j í v z á j e m n ě nerozl iš i te lné strainy. 

Tento p o č á t e č n í graf je ná s l edně agregován na ú roveň rozlišení druh. Výsledek procesu 
agregace je vyobrazen na o b r á z k u 3.6. Mechanizmus v ý p o č t u je t akový : Jes t l iže existovala, 
a l e spoň jedna hrana mezi strainy druhu A a druhu B spoj tyto dva druhy hranou s hodnotou 
1. Zároveň k a ž d é m u uz lu na ú rovn i druhu př idej hranu do sebe s a m o t n é h o . 

Z grafu se nás l edně vypoč í t a j í s u m a r i z o v a n é informace o m n o ž s t v í ampli f ikovaných t a x o n ů 
na ú rovn i rozlišení (v t é t o chvíli druh) t í m t o z p ů s o b e m : P ro k a ž d ý taxon se urč í poče t 
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Genus I Genus II 

O b r á z e k 3.7: G r a f agregovaný na ú roveň rodu (genus) a rozl išení druh. Vpravo jsou zná
zorněny zesumar i zované informace on m n o ž s t v í ampl i f ikovaných a nerozl iš i te lných d r u h ů 
v r á m c i všech t a x o n ů na ú rovn i agregace. 

dceř iných t a x o n ů na ú rovn i rozlišení, k t e r é ma j í hranu sami do sebe. P r o t o ž e všechny am-
plifikované taxony ma j í hranu sami do sebe, efekt ivně se j e d n á o jejich souče t . Hodnota , 
k t e r á reprezentuje celkové m n o ž s t v í je v d a t a b á z i o z n a č e n a jako self. 

P o d o b n ý m z p ů s o b e m se v y p o č í t á i p o č e t nerozl i š i te lnos t í na ú rovn i rozl išení (v t é t o chvíli 
druh): P r o k a ž d ý taxon se urč í p o č e t dceř iných t a x o n ů na ú rovn i rozlišení, k t e r é maj í 
hranu do j i ného taxonu. V tuto chvíli se n e p o č í t á s p o č t e m hran ani jejich hodnotou, 
p o č í t á se pouze m n o ž s t v í t a x o n ů , k t e r é jsou z n ě j a k ý m j i n ý m nerozl iš i te lné . Hodnota , k t e r á 
reprezentuje celkové m n o ž s t v í nerozl iš i te lných t a x o n ů je v d a t a b á z i o z n a č e n a jako other. 

T í m se získají veškeré informace na d a n é t a x o n o m i c k é ú rovn i a provede se agregace grafu na 
vyšší ú roveň . Výsledek t akové agregace je vyobrazen na o b r á z k u 3.7. Agregace na zvolenou 
agregovanou úroveň se provede, jako součet hodnot hran mezi taxony na ú rovn i rozlišení. 
Jes t l iže exis tuj í dva taxony na ú rovn i agregace, jej ichž dceř iné taxony jsou mezi sebou 
spojeny hranou, pak tyto dva taxony spoj hranou jejíž hodnota se r o v n á s o u č t u hodnot 
hran mezi dce ř inými taxony. 

Nás l edně se s t e j n ý m z p ů s o b e m vypoč í t a j í hodnoty self a other a p o s t u p n ě se vypoč í t a j í 
grafy agregované na všech 7 t a x o n o m i c k ý c h úrovních . 

Výs ledkem ana lýzy je tedy m n o ž i n a 7 grafů, kde k a ž d ý graf obsahuje taxony a jejich ne
rozl iš i te lnost i na j e d n é t a x o n o m i c k é ú rovn i . Z t ě c h t o grafů nerozl i š i te lnos t í jsou o d s t r a n ě n y 
uzly, k t e r é neobsahu j í ž á d n é nerozl i š i te lnos t i . Zároveň k a ž d ý graf m á k sobě p ř i ř azené agre
gované informace o k a ž d é m ampl i f ikováném taxonu na d a n é ú rovn i . Do t ěch to agregovaných 
informací spada j í hodnoty self a other. 

O p t i m a l i z o v a n á verze a n a l y t i c k é h o algoritmu abstrahuje a z jednodušu je u v e d e n ý al
goritmus na p rác i v r á m c i j e d n é tabulky. P o p s a n ý algoritmus a p r á c e nad p o p s a n ý m i grafy, 
lze realizovat jako nad tabulkou. Tato tabulka obsahuje v řádc ích j edno t l ivé hrany (neroz
l iš i telnost i vče tně rekurz ivn ích hran v r á m c i uzlů) mezi taxony na ú rovn i druhu. Sloupce 
tabulky definují v s t u p n í a v ý s t u p n í taxon (uzel grafu) hrany, vče tně celé jeho t axonomické 
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z uz lu do uz lu 
Genus Specie Specie Genus 

Genus I specie 1 1 specie 1 Genus I 
Genus I specie 1 1 specie 2 Genus II 
Genus I specie 1 1 specie 3 Genus I 
Genus II specie 2 1 specie 2 Genus II 
Genus II specie 2 1 specie 1 Genus I 
Genus II specie 2 1 specie 3 Genus I 
Genus I specie 3 1 specie 3 Genus I 
Genus I specie 3 1 specie 1 Genus I 
Genus I specie 3 1 specie 2 Genus II 

Genus III specie 4 1 specie 4 Genus III 

Tabulka 3.2: I l u s t r ačn í čás t tabulky, reprezentu j íc í o r i en tovaný graf nerozl iš i te lnost í . Ř á d k y 
odpov ída j í j e d n o t l i v ý m h r a n á m a sloupce definují zdro jový a cílový uzel hrany s uvedenou 
hodnotou. 

z uz lu do uz lu 
Genus Genus 

Genus I 2 Genus I 
. . . Genus I 2 Genus II 

Genus II 1 Genus I 
Genus III 1 Genus III 

Tabulka 3.3: Tabulka i lustruj íc í provedenou agregaci tabulky 3.2 na ú roveň rodu (genus) 
s roz l i šením druh. 

hierarchie. N á s l e d n é agregace a sumarizace jsou už pouze operace seskupen í podle speci
fických s loupců tabulky. U z l y grafu jsou pouze impl ic i tně definované v r á m c i j edno t l i vých 
ř á d k ů tabulky. Uze l je tedy dek la rován jeho exis tencí v tabulce hran. 

Je-l i n a p ř í k l a d cí lem v y p o č í t a t graf nerozl i š i te lnos t í ag regovaný na ú roveň rodu s rozl išením 
druh. Realizuje se s e skupen í tabulky dle rodových s loupců zdro jového a cílového uzlu, 
p ř ičemž se př i s e skupen í v y p o č í t á suma u n i k á t n í c h d r u h ů z nichž směřu je hrana do j i ného 
druhu. 

P o d o b n ý m mechanizmem z í skáme i hodnoty self a other. V tomto p ř í p a d ě p r o b í h á sesku
pen í pouze podle sloupce rodu zdro jového uz lu a realizuje se u rčen í p o č t u uz lů na ú rovn i 
druhu (rozlišení) , k t e r é maj í hrany samy do sebe, respektive do j i ného uzlu. 

P o p s a n ý mechanizmus agregac í grafů nad tabulkou je ú s t ř e d n í čás t í optimalizace celého 
v ý p o č t u . P r o z j ednodušen í p r á c e nad touto tabulkou jsem využi l knihovny Pandas [69, 
60], k t e r á umožňu je snadnou a p ř e d e v š í m velmi rychlou a paměťově optimalizovanou p rác i 
s d a t o v ý m i r á m c i v jazyce Py thon . V ý p o č e t ag regovaného grafu je pak d íky t é t o knihově 
o t ázkou z lomku vteř iny. 
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3.5 Inference př íměrového pá ru 

Stěžejní čás t í funkcionality celé aplikace je p rávě algoritmus o h o d n o c e n í veškerých p ř ímě
rových p á r ů v celé d a t a b á z i na zák ladě už iva te l ského dotazu. Celý proces o h o d n o c e n í a 
spec iá ln ího seřazení p ř íměrových p á r ů je v apl ikaci p o j m e n o v á n inference. Č á s t e č n ě byla 
tato problematika již n a s t í n ě n a v sekci 3.1. 

Idea inference je za ložena sku tečnos t i , že různých kombinac í p ř í m ě r o v ý c h sekvencí je ne
p ř e b e r n é m n o ž s t v í . K a ž d ý t a k o v ý p á r m á j iné vlastnosti a cílí j inou m n o ž i n u o rgan i smů . 
P o k u d by tedy př i z k o u m á n í z a s t o u p e n í u r č i t ého b a k t e r i á l n í h o kmene ve vzorku, b y l po
uži t p ř í m ě r o v ý pár , k t e r ý jej neamplifikuje, p ř í p a d n ě n e u m o ž ň u j e jeho rozlišení s j i n ý m i 
kmeny, výs ledky by byly z n a č n ě nep ře sné . V ý b ě r e m s p r á v n é h o p ř íměrového p á r u je ale 
m o ž n é p řesnos t p o d o b n ý c h z k o u m á n í maximalizovat , což je h lavn í mot ivac í implementace 
inference. 

S t r u č n ě p o p s a n ý p r ů b ě h inference, zač íná už iva te l skou volbou cí lených t a x o n ů . N a zák ladě 
zvolených t a x o n ů , k t e r ý c h m ů ž e bý t l ibovolné m n o ž s t v í z l ibovolných vrstev t a x o n o m i c k é h i 
erarchie, se realizuje o h o d n o c e n í v y b r a n é senzit ivi ty a specificity k a ž d é h o p ř íměrového p á r u . 
N a zák l adě v y b r a n é senzit ivi ty a specificity se vypoč í t a j í Pareto množiny , do nichž jednot
livé p á r y spada j í . Nakonec se p ř íměrové p á r y se řad í podle někol ika klíčů v tomto p o ř a d í : 
poče t Pareto d o m i n a n c í ( vzes tupně ) , v y b r a n á senzit ivi ta ( s e s tupně ) , v y b r a n á specificita 
( se s tupně ) , celková senzit ivi ta ( ses tupně) a celková specificita ( s e s tupně ) . T í m t o z p ů s o b e m 
seřazené pole p ř í m ě r o v ý c h p á r ů u p ř e d n o s t ň u j e Pareto o p t i m á l n í řešení nad o s t a t n í m i m é n ě 
o p t i m á l n í m i . Zároveň u p ř e d n o s t n í vybranou senzi t ivi tu nad vybranou specificitou. Pos ledn í 
dva parametry řazení , celková senzit ivi ta a specificita, už výs ledné p o ř a d í změn í spíše mi 
n imá lně . 

V y u ž i t í a princip Paretova opt ima [51]. Ve své p o d s t a t ě , je v ý b ě r p ř íměrového p á r u 
pouze mul t ik r i t e r i á ln í rozhodován í na zák l adě někol ika p a r a m e t r ů . V y b r a n é dva h lavn í pa
rametry, podle k t e rých se ve výs ledku rozhoduje je senzit ivi ta a specificita p ř í m ě r o v ý c h 
p á r ů pro už iva te l em zvolené taxony. P r o t o ž e neexistuje p ř íměrový pár , k t e r ý by mě l oba 
parametry ideální , je n u t n é se rozhodovat na zák ladě kompromisu obou kr i tér i í . 

Č a s t ý m p r o b l é m e m , k t e r ý n a s t á v á př i mu l t ik r i t e r i á ln í opt imal izaci p a r a m e t r ů , je v z á j e m n ý 
konflikt rozhodovac ích p a r a m e t r ů . To z n a m e n á , že se zlepšující se hodnotou jednoho para
metru, se obvykle o s t a t n í zhoršuj í . S te jný p ř í p a d n a s t á v á i p ř i v ý b ě r u p ř íměrového p á r u . 
Vysoká senzit ivita, je vě t š inou spojena s nižší specificitou a naopak. P r o z j ednodušen í a 
systematizaci procesu se použ ívá mechanizmu Paretova o p t i m á l n í h o řešení , se k t e r ý m úzce 
souvisí pojmy Paretovi dominance a Paretovi m n o ž i n y . 

V p ř í p a d ě inference se za m o ž n á řešení považuj í j edno t l ivé p ř íměrové páry . P r o k a ž d ý pří
měrový p á r , lze u rč i t p o č e t o s t a t n í c h p ř í m ě r o v ý c h p á r ů , k t e r ý m i je na zák ladě zvolených 
p a r a m e t r ů (senzitivity a specificity) dominován . Dominance jednoho řešení d r u h ý m , je situ
ace, kdy d o m i n o v a n é řešení m á všechny (v tomto p ř í p a d ě obě) k r i t é r i a horš í než dominuj íc í 
řešení . 

Podle p o č t u dominuj íc ích řešení , lze j edno t l i vá řešení shlukovat do Paretovi množiny . J e d n á 
se o m n o ž i n u řešení , kde jsou všechna řešení d o m i n o v á n a s t e jným m n o ž s t v í m j iných řešení . 

Vizual izace p o j m ů souvisejících s Paretovou op t ima l i zac í je zobrazena na o b r á z k u 3.8. 
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O b r á z e k 3.8: Vizual izace p o j m ů souvisejících s Paretovou op t imal izac í . 

T r i v i á l n í algoritmus v ý p o č t u senzitivity a specificity. D íky reprezentaci t axonomické 
hierarchie v d a t a b á z i , je m o ž n é pro všechny zvolené taxony urč i t m n o ž i n u d r u h ů , k t e r é za
hrnuj í . Jakmile už iva te l zvolí m n o ž i n u t a x o n ů , z d a t a b á z e se získá m n o ž i n a všech t a x o n ů 
na ú rovn i druhu, k t e r é do nich spada j í . N á s l e d n ě se pro k a ž d ý p ř íměrový p á r v d a t a b á z i 
v y p o č í t á p r ů n i k k o m p l e t n í m n o ž i n y všech d r u h ů a m n o ž i n y senz i t ivovaných d r u h ů . Vý
sledkem takového p r ů n i k u je m n o ž i n a d r u h ů , k t e r é jsou p ř e d m ě t e m už iva te l ského dotazu 
a zároveň jsou d a n ý m p á r e m senzi t ivovány. Jes t l iže m n o ž i n u všech už iva te l em v y b r a n ý c h 
d r u h ů označ íme A a m n o ž i n u všech ampl i f ikovaných d r u h ů z m n o ž i n y A označ íme B, pak 
v ý p o č e t senzit ivity jednoho p ř íměrového p á r u pro zvolené taxony je 

s e n z i t i v i t a [*/.] = ( | 5 | / | ^ | ) * 100. 

R e á l n á implementace využ ívá hodnoty self, k t e r á je na úrovn i druhu vždy rovna 1, pokud 
je druh senzi t ivován. Sumou hodnoty self, p řes zvolené taxony, z í skáme v tomto p ř í p a d ě 
hodnotu ekv iva len tn í jejich p o č t u . Výs l edná podoba rovnice ekv iva len tn í k implementaci 
pak je 

B 
s e n z i t i v i t a [%] = ( V ] bseif/\A\) * 100. 

b 
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Využi t í hodnoty self p ř i implementaci souvis í p ř e d e v š í m s unifikací s v ý p o č t e m specificity. 
P ř i v ý p o č t u specificity, je p o t ř e b a zjistit, kolik d r u h ů z m n o ž i n y v y b r a n ý c h ampli f ikovaných 
d r u h ů , dř íve označené jako B, je nerozl iš i te lných. Nerozl iš i te lnos t taxonu je r ep rezen tována 
hodnotou other, k t e r á na ú rovn i druhu n a b ý v á hodnot 0 (rozliši telný) a 1 (nerozl iš i te lný) . 
P ro v ý p o č e t specificity je i m p l e m e n t o v á n a rovnice: 

B B 

s p e c i f i c i t a [%] = (1 - ^ bother/y^.bgeif) * 100. 
b b 

Z popisu t é t o t r iv iá ln í verze algoritmu, je z ře jmé, že se ne j edná o o p t i m á l n í verzi algo
r i tmu hned z někol ika d ů v o d ů . P r v n í m d ů v o d e m , je velká závislost na v y b r a n ý c h taxonech 
v ohledu m n o ž s t v í dat, se k t e r ý m i se př i v ý p o č t u pracuje. E x t r é m n í m p ř í p a d e m m u ž e 
bý t volba taxonu na ú rovn i domény , n a p ř í k l a d d o m é n y Bakterie . D o m é n a Bakterie obsa
huje v d a t a b á z i 18174 d r u h ů a celkový p o č e t p ř í m ě r o v ý c h p á r ů je 5661. P r o v ý p o č e t je 
n u t n é z ískat hodnotu z d a t a b á z e pro k a ž d ý j e d n o t l i v ý druh. Z toho vycház í že pro k a ž d ý 
p ř íměrový p á r by se realizovala operace s ř ádově t isíci z á z n a m y v d a t a b á z i a vzhledem 
k p o č t u p ř í m ě r o v ý c h p á r ů by se celkový p o č e t zpracovávaných z á z n a m ů vyšp lha l na mi l i 
ony z á z n a m ů . Tato zku t ečnos t z n a m e n á velký n á p o r na d a t a b á z o v ý server a p o m a l ý p r ů b ě h 
v ý p o č t u v y b r a n é senzitivity, respektive specificity. 

P ř e s t o tato t r iv iá ln í varianta v p r ů b ě h u vývoje p ln i la funkci kontroly výs ledků optimalizo
vané verze v ý p o č t u . 

O p t i m a l i z o v a n ý algoritmus v ý p o č t u senzitivity a specificity využ ívá dat u ložených 
v d a t a b á z i t a k o v ý m z p ů s o b e m aby se m a x i m á l n ě omezilo m n o ž s t v í dat s n imiž se pracuje. 
Je toho docí leno p l n ý m v y u ž i t í m t a x o n o m i c k é hierarchie u ložené v d a t a b á z i v kombinaci 
s exis tencí agregovaných hodnot self a other pro k a ž d ý taxon a k a ž d ý p ř í m ě r o v ý p á r v da
t a b á z i . 

Jako p r v n í p ř ík l ad uvedu stejnou situaci jako u t r iv iá ln í implementace. Uživa te l vybere 
jako cílený taxon d o m é n u Bakterie. Tento taxon m á pro k a ž d ý p ř í m ě r o v ý p á r uložené 
hodnoty self i other, v r á m c i jednoho ř á d k u d a t a b á z e . D íky tomu je m o ž n é v y p o č í t a t 
vybranou senzi t ivi tu a specificitu, p o m o c í selekce 5661 (celkový poče t p á r ů ) ř á d k ů z j e d n é 
tabulky. Celkový poče t d r u h ů z a h r n u t ý c h v r á m c i jednoho taxonu je u ložen v dalš í tabulce, 
z níž by p r o b ě h l a selekce pouze jednoho ř á d k u (zjištění p o č t u d r u h ů v d o m é n ě Bakterie) . 
A pokud se nebudou z a p o č í t á v a t p o d p ů r n é dotazy, související s už iva t e l ským r o z h r a n í m 
a j i n ý m i mal ičkos tmi , celkový p o č e t d o t á z a n ý c h ř á d k ů z d a t a b á z e je 5662, což je oproti 
ř ádově m i l i o n ů m u t r iv iá ln í implementace značné zlepšení . 

Jako d r u h ý p ř ík l ad uvedu op t ima l i zovaný v ý p o č e t pro dva zvolené taxony jejichž, m n o ž i n y 
d r u h ů jsou v z á j e m n ě d i s junk tn í . Celý v ý p o č e t p r o b í h á o b d o b n ý m z p ů s o b e m , s j e d i n ý m 
rozdí lem že hodnoty self obou t a x o n ů se pro zj iš tění celkového p o č t u ampli f ikovaných d r u h ů 
sečtou, o b d o b n ě i hodnoty other. Z d a t a b á z e se nač í t a j í hodnoty pro dva taxony a tedy m í s t o 
5625 ř á d k ů se j ich n a č t e 11250. Je zde tedy l ineárn í závislost m n o ž s t v í dat z í skávaných 
z d a t a b á z e v závislost i na p o č t u zvolených t a x o n ů . 

Kompl ikace a ne t r iv iá lnos t a lgori tmu se objeví v situaci, kdy už iva te l zvolí dva, nebo více 
t a x o n ů , z nichž a l e spoň n ě k t e r é nema j í d i s j u n k t n í m n o ž i n u d r u h ů . Jeden z t a x o n ů , v r á m c i 
hierarchie, s p a d á pod druhý . V tomto p ř í p a d ě nen í m o ž n é pouze j e d n o d u š e sč í t a t hodnoty 
j edno t l i vých t a x o n ů , p ro tože by jsme u rč i t é druhy započ í t áva ly dup l i c i tně . 
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T1 

O b r á z e k 3.9: Ilustrace eliminace t a x o n ů , k t e r é už jsou pokry ty j i n ý m taxonem z vyšší 
ú rovně . Ž lu té uzly p ř eds t avu j í taxony zvolené už iva te l em a m o d r é p ředs t avu j í zbytek hierar
chie. Lze si p o v š i m n o u t že po el iminaci zůs t a ly zvoleny pouze v z á j e m n ě d i s j u n k t n í taxony. 

F iná ln í podoba algori tmu nejdř íve identifikuje t akové taxony (z d o t á z a n ý c h t a x o n ů ) , k t e ré 
jsou pokryty n ě j a k ý m j i n ý m taxonem. Takové taxony je po tom m o ž n é př i navazuj íc ím v ý p o 
č t u ignorovat, p ro tože jsou j iž zahrnuty v taxonu vyšší ú rovně . P ř í k l a d eliminace p o k r y t ý c h 
t a x o n ů je vyobrazen na o b r á z k u 3.9. N á s l e d n ě pok raču j e v ý p o č e t již p o p s a n ý m z p ů s o b e m . 
Tedy v y p o č í t á se suma hodnot self a suma hodnot other všech zvolených t a x o n ů a na 
zák ladě m n o ž s t v í d r u h ů , k t e r é zvolené taxony zahrnuj í , se v y p o č í t á v y b r a n á senzit ivi ta a 
specificita. 

V y p o č í t a n é hodnoty se nás l edně se řad í a zobraz í uživate l i , k t e r ý m ů ž e výs ledky dá le po
drobněj i p rocháze t a filtrovat. 
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Kapitola 4 

Implementace a výkonnostní 
vyhodnocení 

Implementace celé aplikace se s k l á d á z někol ika čás t í . O d nejvidi te lnějš í čás t i aplikace, kte
rou tvo ř í webové uživate lské rozh ran í , p ř e s logiku inference p ř íměrového p á r u , ap l ikačn í 
r o z h r a n í R E S T , až po implementaci a opt imal izaci algori tmu analyzuj íc ího vlastnosti pří
měrového p á r u . 

4.1 Vybrané technologie 

Jedna z p r v o t n í c h o tázek , kterou je p o t ř e b a položi t p ř e d tvorbou nejen webové aplikace, je 
p ř edevš ím volba p r o g r a m o v a c í h o jazyka, p o t a ž m o knihoven a j iných ná s t ro jů , k t e r é budou 
použi ty . Vo lba kva l i tn ích a rozš í řených n á s t r o j ů a knihoven, je rozhoduj íc í nejen pro a k t u á l n í 
implementaci, ale i pro b u d o u c í ud rž i t e lnos t a p ř í p a d n o u rozš i ř i te lnos t aplikace. 

V ý b ě r a celková architektura aplikace vycház í z ana lýzy p o ž a d a v k ů s h r n u t ý c h v sekci 3.1. 

Hlavn í mot ivac í pro tvorbu p rávě webové aplikace je aspekt jednoduchosti použ i t í aplikace 
a t é m ě ř n a p r o s t á nezávis los t na uživate lově s y s t é m u a p la t fo rmě . J e d i n é co je p o t ř e b a pro 
b ě h aplikace, je webový prohl ížeč a p ř í s t u p k internetu. Zároveň v y d á n í n á s t r o j e v p o d o b ě 
webové aplikace kopíruje trend i j iných , nejen b io informat ických , apl ikací , k t e r é už několik 
let získávají na velké p o p u l a r i t ě . 

P r á v ě m a s i v n í rozší ření webových ap l ikac í s a m o z ř e j m ě souvisí i s i n t e n z i v n í m vývo jem 
knihoven a n á s t r o j ů z jednodušuj íc ích a urychluj íc ích jejich vývo j . K o n k r é t n ě lze jmenovat 
sady knihoven (frameworky) pro jazyk P H P jako jsou C a k e P H P nebo Laravel , p ř í p a d n ě 
pro jazyk Ruby lze zmín i t n a p ř í k l a d Ruby on Rai l s a v nepos l edn í ř a d ě i F lask a Django 
pro jazyk Py thon . 

P o z h o d n o c e n í někol ika fak torů , jako je p o u ž i t ý p r o g r a m o v a c í jazyk, ak t iv i t a vývoje pro
jektu a mimo j iné i popular i ta s č ímž p ř í m o souvisí velikost komunity, jsem jako programo
vací jazyk zvol i l P y t h o n 3 doprovázený frameworkem Django [46]. 

Framework Django je velmi rozš í řený a a k t i v n ě vyví jený opensource framework pro 
tvorbu webových ap l ikac í s š i rokou komunitou a n e s č e t n ý m m n o ž s t v í m různých doplňuj í 
cích knihoven. Umožňu je vývoj backendové , ale i f ron tendové čás t i webové aplikace. V r á m c i 
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s a m o t n é h o Djanga je i m p l e m e n t o v á n o i ob jek tově- re lačn í m a p o v á n í ( O R M ) z jednodušuj íc í 
p rác i s re lačn ími d a t a b á z e m i (na rozdí l od frameworku Flask, j enž se ča s to použ ívá v kom
binaci s knihovnou SQLAlchemy , k t e r á O R M implementuje). Dá le Django nab íz í mnoho 
dalš ích n á s t r o j ů a p ř i d ružených knihoven t ř e t í ch stran, jako jsou: od lehčený webový server 
u rčený pro vývo j , i m p l e m e n t o v a n é knihovny pro webovou cache, R E S T api a mnoho dalš ích 
z velké čás t i k o m u n i t n ě vyví jených knihoven. 

P r o t o ž e aplikace je n a p s a n á v jazyce Py thon , nen í m o ž n é j i p ř í m o provozovat p ros t ř edn ic 
t v í m s t a n d a r d n í h o H T T P serveru, jako je n a p ř í k l a d Apache [2]. P r o provoz Django aplikace 
je n u t n é využ í t spec ia l izovaného serveru. K o n k r é t n ě jsem se rozhodl pro server Gunicorn 
[18]. 

Django pro tvorbu f rontendové čás t i aplikace využ ívá šab lon , jej ichž syntaxe z velké čás t i 
vycház í z šab lonovac ího s y s t é m u J inja [20]. Django samo o sobě , ale neobsahuje ž á d n é 
knihovny p ř í m o u r č e n é pro tvorbu webového už iva te lského rozh ran í . P r o tento účel jsem se 
rozhodl využ í t framework Boots t rap [4]. 

Bootstrap, je opensource framework z a m ě ř e n ý na tvorbu webových už iva te l ských roz
h r a n í . Ve své p o d s t a t ě se j e d n á o sadu C S S a J avasc r ip tových knihoven, k t e r é imp lemen tu j í 
sadu p ř ip r avených komponent a j iných funkcionalit. T y t o komponenty je m o ž n é j e d n o d u š e 
použ í t a zaintegrovat do s t r ánky . J iž n a i m p l e m e n t o v a n é komponenty lze tedy p o u ž í t pro 
tvorbu fo rmulá řů , tabulek, t l ač í t ek a mnoha j iných i n t e r ak t i vn í ch p r v k ů , k t e r é jsou zároveň 
nav rženy t a k o v ý m z p ů s o b e m aby společně tvoř i ly ucelený v izuá ln í dojem. K o n k r é t n ě jsem 
využi l a k t u á l n ě nej novější p á t o u verzi. 

Apl ikace ke svému b ě h u p o t ř e b u j e uchováva t velké m n o ž s t v í s t r u k t u r o v a n ý c h dat. P ro to 
je re lační d a t a b á z e dalš í dů lež i tou komponentou s y s t é m u . Zde jsem se rozhodoval ze dvou 
m o ž n ý c h alternativ: Pos tgreSQL [26] a M y S Q L [24] (respektive M a r i a D B [23]). 

N a p o č á t k u řešení projektu jsem dostal p ř í s t u p k d a t a b á z i p ř í m ě r o v ý c h p á r ů . Jednalo se 
d a t a b á z o v ý server M y S Q L a proto p r v o t n í idea byla, pok račova t v řešení p r á c e p rávě s da
t a b á z í M y S Q L . P o někol ika t ý d n e c h p r á c e s M y S Q L d a t a b á z í , jsem ale pozoroval velké 
propady výkonu př i u rč i tých operac ích , k t e r é zahrnovaly p rác i s ve lkým m n o ž s t v í m dat. 
Jednalo se o situace, kdy se m ě l a agregovat data z velké tabulky (+-120 G B ) , p ř ičemž 
d a t a b á z e byla u ložena na p o m ě r n ě p o m a l é m r o t a č n í m disku. Takové dotazy t rvaly i de
s í tky minut . Z toho d ů v o d u jsem se rozhodl vyzkouše t jestl i Pos tgreSQL d a t a b á z e nebude 
schopna lépe pracovat na p o m a l é m disku s takto ve lkými daty. Výsledek t é t o z m ě n y bylo 
p o m ě r n ě v ý r a z n é zrychlení a operace, k t e r é na M y S Q L trvaly des í tky minut na Postgre
S Q L , t rvaly m a x i m á l n ě jednotky minut . Z toho d ů v o d u jsem se rozhodl u Pos tgreSQL 
serveru z ů s t a t . 

Z ana lýzy p o ž a d a v k ů dá le vycház í p o t ř e b a integrovat frontu ú loh , k t e r á je p o t ř e b a pro 
u sku t ečňován í a n a l ý z y už iva te l ských p ř í m ě r o v ý c h p á r ů . P ro tento účel jsem se rozhodoval 
ze dvou knihoven. P r v n í knihovnou je Django-Q [12]. J e d n á se o knihovnu implementu j í c í 
frontu ú loh , p ř i čemž celá knihovna je úzce p r o v á z a n á z frameworkem Django. Z toho d ů v o d u 
se jednalo o moji p r v n í volbu. P o de lš ím t e s tován í jsem se, ale pro j i s t é nestabili ty a již 
t é m ě ř rok neak tua l i zovaný kód, rozhodl přej í t na frontu ú loh implementovanou knihovnou 
Celery [5]. 

K n i h o v n a Celery je i m p l e m e n t o v a n á v jazyce P y t h o n a je j i m o ž n é p o m ě r n ě j e d n o d u š e 
využ í t v kombinaci s frameworkem Django. P r o svou funkci p o t ř e b u j e Celery d a t a b á z i , 
k t e r á bude schopna u d r ž o v a t samotnou frontu ú loh a zá roveň komunikovat s j e d n o t l i v ý m i 
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O b r á z e k 4.1: S c h é m a n a v r ž e n é h o sy s t ému . Větš inová čás t aplikace (ap l ikační webový ser
ver, Redis a v ý p o č e t n í uzly) je p ř i p r a v e n a na nasazen í v p r o s t ř e d í typu Kubernetes. M i m o 
Pos tgreSQL ap l ikačn í d a t a b á z e , k t e r á a k t u á l n ě p o č í t á s n a s a z e n í m na s e p a r á t n í m dediko
v a n é m stroji. 

v ý p o č e t n í m i uzly. P r o tento účel jsem zvol i l d a t a b á z o v ý server Redis [27]. Mechanizmus 
i m p l e m e n t o v a n ý v Celery je tedy t akový : Nejdř íve je v Django apl ikaci v y t v o ř e n p o ž a d a v e k 
na s p u š t ě n í úlohy. Tento p o ž a d a v e k se zpracuje a vyšle na Redis d a t a b á z i . V ten moment 
se ú l o h a z a ř a d í do fronty a jakmile je volný n ě k t e r ý v ý p o č e t n í uzel, poš lou se m u informace 
o úloze a uzel j i z ačne vykonáva t . Jakmile je ú l o h a dokončena , její výs ledek se zapíše zpě t 
do d a t a b á z e . 

Řešen í fronty ú loh p o m o c í knihovny Celery je d o b ř e ho r i zon tá lně šká lova te lné a umožňu je 
zapo jen í velkého m n o ž s t v í v ý p o č e t n í c h uzlů . P ř e d p o k l a d je ale takový, že př i p r o d u k č n í m 
nasazen í aplikace budou p o t ř e b a m a x i m á l n ě jednotky v ý p o č e t n í c h uz lů . I p ř e s t o je v h o d n é 
mí t m o ž n o s t s y s t é m hor i zon tá lně škálovat . 

Nejen z d ů v o d u s n a d n é h o škálování , ale i z d ů v o d u standardizace nasazen í aplikace do pro
dukce, jsem se rozhodl apl ikaci p ř i p r av i t na b ě h v d i s t r i b u o v a n é m p r o s t ř e d í typu K u b e r 
netes 1. P r á v ě p r o s t ř e d í Kubernetes mimo j iné u m o ž n í : s t a n d a r d i z o v a n é n a s a z e n í aplikace 
do provozu v clusteru, škálování v ý p o č e t n í c h uz lů dle vyt ížení , jejich p o d r o b n é monitoro
vání , snadnou sp rávu , nezávis los t na hardwaru a v ideá ln ím p ř í p a d ě i vysokou dostupnost 
aplikace. 

S c h é m a n a v r ž e n é h o s y s t é m u je vyobrazeno na o b r á z k u 4.1. 

1https://kubernetes.io/ 
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Rychlost [MB/s ] 
Operace H D D instance S S D instance 

m i n avg max m i n 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: Výs ledky m ě ř e n í rychlosti d isku na obou vývojových ins t anc ích . Z výs ledků je 
zře jmé, že v oblasti rychlosti č t en í dat se H D D instance p rovozovaná v Metacentru n e m ů ž e 
rovnat s v ý k o n e m S S D instance. D a t a jsou p r ů m ě r e m 5 b ě h ů F I O benchmarku s parame
try: s ize=10GB, d i r e c t = l , bs=4k, ioengine=libaio, iodepth=256, runtime=30, numjobs=l , 
timebased. 

4.2 Impementace a vyhodnocení inference 

Algor i tmus inference a dů lež i t é aspekty jsou uvedeny v sekci 3.5. Implementace inference v 
apl ikaci , o d p o v í d á p o p s a n é op t ima l i zované verzi algori tmu. 

V ý k o n a rychlost algoritmu inference z největš í čás t i s toj í na rychlosti d a t a b á z e . 
S a m o t n ý proces z ískání dat o p ř í m ě r o v ý c h p á r e c h z d a t a b á z e , je zcela m a j o r i t n í čás t í vý
p o č e t n í h o času . Tato sku t ečnos t vedla i ke vzn iku p o p s a n é op t ima l i zované verze algori tmu. 

Koncepce aplikace zároveň p o č í t á se s chopnos t í p roveden í inference v ř á d u n ízkých jednotek, 
m a x i m á l n ě n ízkých des í tek , v t e ř in . Tento fakt j e š t ě zvyšuje n á r o k y na rychlost d a t a b á z e . 

P ř i vývoj i aplikace jsem pracoval se d v ě m a instancemi d a t a b á z e . P r v n í jsem provozoval ve 
v i r t u á l n í m stroji v r á m c i infrastruktury cloud.muni.cz. Tato instance m á u loženou d a t a b á z i 
na r o t a č n í m disku. Druhou instanci jsem provozoval na loká ln ím poč í t ač i , kde d a t a b á z e byla 
u ložena na N V M e S S D disku. Z podstaty technologi í se obě instance, velmi liší v rychlosti 
p r áce s d i skovými operaci, jako č ten í a zápis . 

P r á v ě rychlost č t en í z disku je pro algoritmus inference s těžejní . V r á m c i jeho v ý p o č t u je 
n u t n é velmi rychle z íska t m n o ž s t v í dat z tabulek, k t e r é celkem obsahuj í ř ádově des í tky 
g igaby tů dat. Z toho s a m o z ř e j m ě vyp lývá fakt, že lokální instance z S S D diskem umožňu je 
n á s o b n ě rychlejší v ý p o č e t inference. P ro s rovnán í jsou v tabulce 4.1 uvedeny n a m ě ř e n é 
rychlosti 10 ope rac í na obou ins t anc ích . Hodnoty jsou p r ů m ě r e m 5 měřen í , p ř i čemž měřen í 
jsem provedl p o m o c í š i roce p o u ž í v a n é h o benchmarku F I O [14]. 

Rychlost z í skání dat z d a t a b á z e o d p o v í d á t rendu z tabulky 4.1. Provedl jsem m ě ř e n í jednoho 
k o n k r é t n í h o p ř í p a d u inference t ř í k m e n ů . K o n k r é t n ě se jednalo o kmeny Act inobacter ia , F i r -
micutes, Proteobacteria. H l a v n í m p ř e d m ě t e m m ě ř e n í byla p ravě rychlost č t en í z d a t a b á z e . 
P rak t i cky tedy m ě ř e n í zahrnovalo posloupnost d o t a z ů na d a t a b á z i , p ř i čemž jsem měř i l dobu 
proveden í všech d o t a z ů . Posloupnost d o t a z ů o d p o v í d á posloupnosti, k t e r á je provedena př i 
inferenci t ř í zmíněných k m e n ů . Celkem jsem provedl 10 m ě ř e n í pro k a ž d o u d a t a b á z o v o u 
instanci (SSD a H D D ) . M e z i k a ž d ý m m ě ř e n í m jsem ukonči l d a t a b á z o v ý server, vymaza l 
sys témové m e z i p a m ě t i a znovu nastartoval server, p o m o c í p ř íkazů : 

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

Metacentrum HDD NVMe SDD 

O b r á z e k 4.2: Výs ledky m ě ř e n í času p o t ř e b n é h o k v y h o d n o c e n í posloupnosti d a t a b á z o v ý c h 
d o t a z ů odpovída j íc ích op t ima l i zované verzi inference pro kmeny Act inobacter ia , Firmicutes , 
Proteobacteria. 

Výs ledky m ě ř e n í rychlosti d o t a z ů , k t e r é odpov ída j í op t ima l i zované verzi algori tmu infe
rence, jsou vyobrazeny na o b r á z k u 4.2. Z tohoto o b r á z k u je p a t r n ý v ý r a z n ý rozdí l mezi H D D 
ins t anc í a S S D ins tanc í . K d e d a t a b á z e H D D instance obsluhuje jednu inferenci př ib l ižně 12 
až 15 v te ř in , S S D instance dokáže stejnou posloupnost d o t a z ů vyhodnot i t př ib l ižně za 2 
v teř iny . Zároveň je S S D instance p o d s t a t n ě s tabi lnějš í , pokud se j e d n á o dobu zpracování . 
N a rozdí l od H D D instance, kde je rozdí l max ima a min ima t é m ě ř 10 v te ř in . 

P r o s rovnán í jsem provedl i m ě ř e n í d o t a z ů , k t e r é odpov ída j í t r iv iá ln í verzi inference. Doba 
v y h o d n o c e n í t ě c h t o d o t a z ů na S S D instanci se pohybovala mezi 6-7 minutami. 

Z výs ledků lze usoudit, že pro p r o d u k č n í n a s a z e n í je velmi v h o d n é zvolit rychlé , ideá lně S S D , 
úložiš tě . Výs ledky dá le ukazuj í , že d a t a b á z e a p o t a ž m o celá funkcionalita inference bude 
s rychlos t í odpovída j íc í H D D instanci, schopna obslouži t m a x i m á l n ě jednotky už iva te lů za 
minutu . V p ř í p a d ě S S D instance se j e d n á o des í tky už iva te lů za minutu . 

V y b r a n ý d a t a b á z o v ý server Pos tgreSQL podporuje m o ž n o s t vy tvo řen í rep l ikovaných in
s t anc í a tedy m o ž n o s t rozložení p o ž a d a v k ů na někol ik různých s t ro jů . D íky tomu, by bylo 
v p ř í p a d ě p o t ř e b y m o ž n é zvýši t kapaci tu aplikace. 
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T a x o n s y o u w a n t to s t u d y * 

E s c h e r i c h i a P r o 

P roc h l o r o c o c c u s 

P r o c h l o r o c o c c u s m a r i n u s 

P r o c h l o r o c o c c u s sp . H O T 2 C 8 _ G 0 m _ S 0 8 G 2 1 

P r o c h l o r o c o c c u s s p H O T 2 C 8 _ 6 0 m _ 8 1 0 B 2 3 

O b r á z e k 4.3: Sn ímek t e x t o v é h o pole se schopnos t í a u t o m a t i c k é h o dop lňován í . V apl ikaci je 
použ i t mimo j iné pro v ý b ě r t a x o n ů u rčených k inferenci. 

A c i d o b a c t e r i a 

O b r á z e k 4.4: Podoba vykres leného t a x o n o m i c k é h o stromu na zák l adě zvolených t a x o n ů pro 
inferenci. M o d ř e jsou z v ý r a z n ě n y body t a x o n ů k t e r é jsou v y b r á n y a šedě ty, k t e r é ne. 

4.3 Uživatelské rozhraní 

Implementace f rontendové čás t i aplikace a už iva te l ského rozh ran í , je provedena s p o m o c í 
p o u ž i t é h o frameworku Django. J e d n á se tedy o implementaci v r á m c i j edno t l i vých H T M L 
šablon , k t e r é jsou pro už iva te le zp racovávány na serverové čás t i aplikace. 

Funkcional i ta vě tš iny s t r á n e k je d o p l n ě n a o logiku implementovanou v jazyce Javascript. 
K o n k r é t n ě je s p o m o c í Javacr iptu i m p l e m e n t o v á n a veškerá komunikace se serverovou čás t í 
od už iva te le (dotazy na api), vykres lování a interakce s veškerými grafy a v nepos l edn í ř a d ě 
i dalš í i n t e r a k t i v n í p rvky s t r á n e k . 

P ro u lehčení tvorby už iva te l ského r o z h r a n í jsem využi l knihoven: Bootstrap [4] (sada kom
ponent a n á s t r o j ů na tvorbu už iva te lského r o z h r a n í ) , jQuery (knihovna pro j e d n o d u š í p rác i 
v r á m c i javascriptu), Ax ios [3] (knihovna realizující H T T P dotazy), D3.js [7] (knihovna 
u r č e n á pro jednoduchou manipulaci s H T M L , C S S a S V G za úče lem tvorby grafů a v izu-
alizace dat), DataTables [8] (knihovna implementu j í c í d a t o v é tabulky) . Zdrojem m n o h ý c h 
nav igačn ích a j iných o b r á z k ů použ i tých v apl ikaci je s lužba Font Awesome [15]. 

Celkový v izuá ln í dojem z aplikace je do velké m í r y ovl ivněn p r á v ě v y u ž i t o u knihovnou Bo
otstrap. Tato knihovna implementuje specifický v izuá ln í s tyl , a p r o t o ž e se j e d n á o široce 
využ ívanou knihovnu je zře jmé, že v izuá ln í dojem aplikace nebude působ i t vy loženě uni
k á t n ě , ale bude spíše zapadat do v izuá ln ího s tylu d n e š n í h o internetu. P ř e d e v š í m se j e d n á 
o podobu t lač í tek , fo rmulá řů a nav igačn ích lišt. 

Apl ikace a její rozh ran í , ses tává ze t ř í h lavn ích čás t í : inference, prohl ížeč d a t a b á z e p ř íměro 
vých p á r ů a a n a l ý z a p ř íměrového p á r u . Celá aplikace je uvedena h lavn í stranou, k t e r á slouží 
jako in formační rozces tn ík na z m í n ě n é h lavn í čás t i , ale i na s t r á n k u s k r á t k o u d o k u m e n t a c í , 
popisem p o j m ů a rych lými p ř ík l ady využ i t í ap l ikačn ího rozh ran í . 

H l a v n í s t r á n k a , její obsah a v izuá ln í podoba u m o ž n í uživate l i se rychle zorientovat a 
pok račova t na t u čás t aplikace, kterou zrovna p o t ř e b u j e . Jej í podoba je zachycena v pří loze 
B na o b r á z k u B . l . 
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Inference by pro už iva te le m ě l a bý t o t á z k o u s n a d n é h o vyp lněn í jednoho pole t a x o n ů a 
k l i ku najedno t l ač í tko . Z toho d ů v o d u je s t r á n k a s inferencí z p o č á t k u velmi min imal i s t i cká . 
Obsahuje pouze jedno políčko pro taxony a jedno t l ač í tko . 

Políčko pro taxony je vybaveno schopnos t í a u t o m a t i c k é h o dop lňován í . Jakmile už ivate l 
začne do pole p sá t , p řes ap l ikačn í r o z h r a n í se s t r á n k a začne dotazovat serveru na m o ž n é 
taxony, jej ichž j m é n o zač íná na n a p s a n ý ře tězec . Uživate l i je n á s l e d n ě n a b í d n u t seznam 
možných t a x o n ů , ze k t e r ý c h si m ů ž e vybrat anebo pok račova t ve psan í . Seznam nab ízených 
t a x o n ů je ak tua l i zován s k a ž d o u dalš í z m ě n o u n a p s a n é h o ře tězce . K o n k r é t n í podoba tohoto 
pole je zobrazena na o b r á z k u 4.3. D o jednoho pole je t í m t o z p ů s o b e m m o ž n é zadat l ibovolné 
m n o ž s t v í t a x o n ů , k t e r é je m o ž n é k l i k n u t í m na kř ížek odebrat. K e snadně jš í implementaci 
tohoto pole jsem využi l knihovny Django autocomplete light [10]. 

Ve chvíli kdy už iva te l z a d á do pole nový taxon, vyšle se dotaz na server s informací o za
d a n é m taxonu. Server v r á t í informaci o poloze taxonu v t a x o n o m i c k é hierarchii, k t e r á se 
nás l edně vykres l í a zvý razn í v y b r a n é taxony ve formě t a x o n o m i c k é h o stromu pod vyp lňo
v a n ý m fo rmulá řem. Podoba t akového vykres leného stromu je zachycena na o b r á z k u 4.4. 

Jakmile je inference t l a č í t k e m s p u š t ě n a , vyšle se dotaz na server s informací o d a n ý c h ta
xonech. Server p o m o c í algori tmu p o p s a n é m v sekci 3.5 o h o d n o t í všechny p ř íměrové p á r y 
z d a t a b á z e , v y p o č í t á tedy pro k a ž d ý p á r vybranou senzi t ivi tu a specificitu a poš le výsle
dek z p ě t . Jakmile s t r á n k a obd rž í výsledek, vykres l í s tat is t iky výs ledků , p řeh ledové grafy a 
souhrnnou tabulku. 

Celkem jsou vykresleny 4 p řeh ledové grafy. P r v n í dva grafy ve formě histogramu zobrazuj í 
poče t p ř íměrových p á r ů v závis lost i na v y b r a n é senzi t iv i tě , respektive specificitě. J e d n á se 
čistě o p řeh ledové grafy, k t e r é neumožňu j í jakoukoliv fil traci, či j inou interakci s výsledky. 
Jejich úko lem je rychle p ř e d a t informaci o rozložení zmíněných dvou veličin. K o n k r é t n í 
sn ímek jednoho z h i s t o g r a m ů je na o b r á z k u 4.5 

D r u h é dva grafy, k t e r é jsou z výs ledků vykresleny, jsou b o d o v é grafy závislost i v y b r a n é 
senzit ivity na v y b r a n é specificitě v p r v n í m grafu, respektive závislost i celkové senzit ivity 
na celkové senzi t iv i tě v grafu d r u h é m . T y t o dva grafy umožňu j í uživate l i vybrat specifikou 
oblast grafu a t í m filtrovat zob razené p ř íměrové p á r y v p řeh ledové tabulce. Lze filtrovat 
podle v y b r a n ý c h i celkových v l a s tnos t í zároveň . V obou grafech jsou p ř íměrové p á r y repre
zen továny m o d r ý m i body, respektive z l a tými body, pokud se j e d n á o p ř í m ě r o v ý p á r z pareto 
o p t i m á l n í množiny. Podoba grafů, vče tně podoby mechanizmu v ý b ě r u oblasti grafu je vy
obrazena na o b r á z k u 4.6. 

Pos ledn í čás t í , výs ledků inference, je p řeh ledová tabulka všech ( p ř í p a d n ě pouze vyfil tro
vaných) se řazených p ř í m ě r o v ý c h p á r ů . V tabulce jsou v j edno t l i vých s loupcích uvedeny 
hodnoty v y b r a n é a celkové senzit ivi ty a specificity a p o č e t Pareto dominuj íc ích p ř íměro 
vých p á r ů . Ř á d k y v tabulce jsou ve výchoz ím stavu mu l t i k r i t e r i á lně se řazeny t a k o v ý m 
z p ů s o b e m jak je p o p s á n o v sekci 3.5. Uživa te l m ů ž e u p ř e d n o s t n i t j i né řazen í a p o m o c í k l i k u 
na nadpisy j edno t l i vých s loupců se řad i t výs ledky j i n ý m z p ů s o b e m . 

Všechny dů lež i t é informace o funkcional i tě inference a celé aplikace jsou uvedeny b u d v do
kumentaci, anebo v in formačních boxech strategicky rozmís t ěných na souvisejících mís t ech 
j edno t l i vých s t r ánek . 

K o m p l e t n í sn ímek s t r á n k y s výs ledky inference je zobrazen v př í loze B na o b r á z k u B .2 . 
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O b r á z e k 4.5: Sn ímek histogramu v y b r a n é senzit ivity z výs l edku inference. 

Selected Sensitivity [%] 

O b r á z e k 4.6: Sn ímek b o d o v é h o grafu závislost i v y b r a n é specificity na senz i t iv i tě p ř íměro 
vých p á r ů . V y b r a n á oblast r e p r e z e n t o v a n á š e d ý m o b d é l n í k e m realizuje filtraci p á r ů podle 
v y b r a n ý c h hodnot d a n ý c h veličin. Ve zvolené oblasti si lze v š i m n o u t někol ika z la tě zbarve
ných b o d ů . J e d n á se p ř íměrové p á r y z Pareto o p t i m á l n í množiny. 

P řeh l edová tabulka, mimo j iné umožňu je p ř i s t o u p i t na s t r á n k u s d e t a i l n í m i informacemi 
o p ř í m ě r o v é m p á r u . Zde jsou uvedeny sekvence j edno t l i vých p r i m e r ů , grafické zobrazen í 
ampl i f ikovaného regionu 16S r R N A genu a p ř e d e v š í m je zde m o ž n é zjistit k o n k r é t n í neroz
l iš i telnost i a porovnat p ř í m ě r o v ý p á r vůči j i n ý m p á r ů m . 

P roh l í žen í nerozl iš i te lnos t í je i m p l e m e n t o v á n o p o m o c í i n t e r a k t i v n í teplotní mapy, kde jsou 
v řádc ích a s loupcích taxony a p r o s t ř e d n i c t v í m barev u v n i t ř matice je v izual izováno m n o ž 
s tv í d r u h ů z taxonu na ř á d k u , k t e r é jsou nerozl iš i te lné s n ě j a k ý m druhem z taxonu ve 
sloupci. 

V p o č á t e č n í m stavu, jsou zobrazeny všechny taxony na ú rovn i kmene, mezi k t e r ý m i jsou 
nerozl iš i te lnost i . Uživa te l se m ů ž e p o s t u p n ě p rok l ikáva t h louběj i do hierarchie, až na ú roveň 
j edno t l i vých d r u h ů . Tento proces je i lus t rován na o b r á z k u 4.7, kde je ne jdř íve zobrazen 
p o č á t e č n í stav na ú rovn i kmene a po k l iknu t í na ř á d e k Proteobacteria a sloupec Firmicutes , 
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O b r á z e k 4.7: Ilustrace procesu vizualizace nerozl i š i te lnos t í mezi j e d n o t l i v ý m i taxony. Inter-
ak t iv i ta je zde n a z n a č e n a kurzorem, k t e r ý by k l i k n u t í m způsobi l p řekres len í p ů v o d n í mapy 
výše na mapu pod ní , k t e r á zobrazuje nerozl iš i te lnos t i zvolených t a x o n ů na nižší taxono-
mické úrovni . 
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O b r á z e k 4.8: Vizual izace specificity a senzit ivi ty v y b r a n ý c h p ř íměrových p á r ů pro v y b r a n é 
taxony. Senzi t ivi ta je v y j á d ř e n a velikostí č tverce v p ř í s l u šném ř á d k u a sloupci a specificita 
je ná s l edně v y j á d ř e n a barvou d a n é h o č tverce . Č í m větš í plocha č tverce t í m vyšší senzit ivi ta 
a p o d o b n ě č ím tmavě jš í m o d r á t í m vyšší specificita. Z t é t o k o n k r é t n í vizualizace je j a s n ě 
p a t r n ý v l iv v ý b ě r u s p r á v n é h o p ř íměrového p á r u na kval i tu z á c h y t u amplifikace. 

V 7 V 8 

C o v e r e d region 

V 9 

O b r á z e k 4.9: Sn ímek vizualizace polohy ampl i f ikovaného regionu v r á m c i 16S r R N A genu. 

je mapa p řek res l ena t a k o v ý m z p ů s o b e m , že na řádc ích a s loupcích jsou taxony o jednu 
taxonomickou úroveň níže, k t e r é spada j í do v y b r a n ý c h t a x o n ů a zá roveň obsahuj í mezi 
sebou nerozl iš i te lné druhy. 

Ve s p o d n í čás t i s t r á n k y de t a i ln ího p ř e h l e d u p ř íměrového p á r u , je m o ž n o s t p o r o v n á n í něko
l ika r ů z n ý c h p á r ů na někol ika různých taxonech. Uživa te l si p o m o c í fo rmulá ře m ů ž e zvolit 
k o n k r é t n í p á r y a k o n k r é t n í taxony, pro k t e r é se ná s l edně vyzualizuje spec iá ln í mapa za
chycující specificitu a senzi t ivi tu zvolených p á r ů na zvolených taxonech. K o n k r é t n í podoba 
takové mapy je zachycena na o b r á z k u 4.8. 

Pos ledn í vizual izací , k t e r á se na s t r á n c e nacház í , je vizualizace pozice ampl i f ikovaného re
gionu. Tato vizualizace je u m í s t ě n a na s a m é m vrcholu s t r á n k y a lze z n í r y c h l ý m pohledem 
zjistit, k t e r é var ibi lní regiony jsou zací leny a k t e r é nikol iv. K o n k r é t n í podoba t é t o v izual i 
zace je zobrazena o b r á z k u 4.9. K o m p l e t n í sn ímek s t r á n k y s detailem p ř íměrového p á r u je 
k na lezen í v př í loze B na o b r á z k u B . 3 . 

P ro účely j e d n o d u c h é h o p r o c h á z e n í a fi l trování d a t a b á z e p á r ů , je pro uživate le p ř i p r a v e n a 
s t r á n k a s p r o h l í ž e č e m p ř í m ě r o v ý c h p á r ů . Tato s t r á n k a poskytuje z á k l a d n í možnos t i 
filtrace d a t a b á z e . K o n k r é t n ě je m o ž n é filtrovat k o n k r é t n í primery, p ř í p a d n ě filtrovat podle 
regu lá rn ích v ý r a z ů p ř í m ě r o v ý c h sekvencí . P r o p řeh led a jako dalš í m o ž n o s t filtrace je na t é t o 
s t r á n c e b o d o v ý graf závislost i specificity na senzi t iv i tě s o b d o b n ý m i schopnostmi filtrace 
p o m o c í v ý b ě r u plochy, jako v p ř í p a d ě s t r á n k y s inferencí . S t r á n k a je z akončena p řeh ledovou 
tabulkou všech, respektive všech vyfi l t rovaných, p ř í m ě r o v ý c h p á r ů v d a t a b á z i . 

39 



M y T a s k s A l l T a s k s 

515FY-806R 

F o r w a r d s e q u e n c e : G T G Y C A G C M G C C G C G G T A A 

R e v e r s e s e q u e n c e : G G A C T A C N V G G G T W T C T A A T 

T a s k s t a r t e d : A p r i l 4 , 2 0 2 2 , 1 1 : 5 2 p . m . 

Las t m o d i f i c a t i o n : A p r i l 5, 2 0 2 2 , 2 : 0 3 a . m . 

Lot] 

XUntrack 

O b r á z e k 4.10: Sn ímek seznamu už iva te l em s ledovaných úloh. Uživa te l si k r o m ě stavu úlohy, 
m ů ž e zobrazit s t r u č n ý z á z n a m z b ě h u ú lohy a p ř í p a d n ě přej í t na s t r á n k u s de t a i l n ími 
informacemi o d a n é m p ř í m ě r o v é m p á r u . 

K o m p l e t n í sn ímek s t r á n k y s p roh l í žečem d a t a b á z e p ř í m ě r o v ý c h p á r ů je k na lezen í v pří loze 
B na o b r á z k u B.4 . 

V e l m i dů lež i tou funkcí aplikace je a n a l ý z a u ž i v a t e l s k é h o p ř í m ě r o v é h o p á r u , jejíž algo
ritmus je p o d r o b n ě p o p s á n v sekci 3.4. Uživa te l m ů ž e p o m o c í formuláře , kde vyp ln í j m é n a a 
sekvence obou p r i m e r ů spustit v ý p o č e t ana lýzy p ř íměrového p á r u . Jako doplňuj íc í informaci 
m ů ž e zadat emailovou adresu, na kterou m u budou zas í lány notifikace o stavu v ý p o č t u . 

Apl ikace n e u m o ž ň u j e registraci ani p ř ih lašován í už iva te lů , s vý j imkou správcovského uži
vatele, k t e r ý m á p ř í s t u p k Django administraci . Z toho d ů v o d u je veškerá identifikace uži
va te lů rea l izována p o m o c í mechanizmu uživate lské relace, k t e r á se ud ržu je v r á m c i cookie 
hos t i t e l ského prohl ížeče . 

Mechanizmus a implementace s p r á v y relací a s t í m související s p r á v y už iva te l ských cookie 
je p lně in t eg rována v p o u ž i t é m frameworku Django. Jednou z h lavn ích o t ázek p r á c e s rela
cemi, je z p ů s o b uchování souvisejících dat. P ř í k l a d e m m ů ž e bý t p rávě seznam ú loh k a ž d é h o 
uživate le , k t e r ý je n u t n é na serveru uchovat a u m o ž n i t jeho p ř í p a d n o u manipulaci . Django 
implementuje několik různých řešení uchování t ě ch to dat [11], p ř i čemž t ř i h lavn í jsou:. 

Uložení dat do dočasných s o u b o r ů na s t r a n ě souborového s y s t é m u serveru. J e d n á se o po
m ě r n ě t r iv iá ln í možnos t , k t e r á nevyžadu je ž á d n o u velkou konfiguraci, snad k r o m ě nas t aven í 
p r á v k cílové složce. Zároveň toto řešení , ale zahrnuje jednu velkou n e v ý h o d u , a to že ta
ková paměť je exkluz ivní pouze pro jednu repl iku d a n é h o serveru. Což v p ř í p a d ě provozu 
někol ika replik serveru v s y s t é m u Kubernetes, k t e r é se mohou v z á j e m n ě s t ř í d a t a vyvažovat 
v z á j e m n o u zá těž , je n e v h o d n é . 

Druhou m o ž n o s t í je uchování všech dat na s t r a n ě uživate le p r o t ř e d n i c t v í m s a m o t n ý c h co-
okies. Integrita t akových cookies, je na s t r a n ě serveru u d r ž o v á n a p o m o c í k ryp tograf ického 
podpisu za využ i t í neveře jného klíče, k t e r ý je v n a s t a v e n í serveru. P ř e s t o ž e se j e d n á o po
m ě r n ě p o h o d l n é řešení , v celkovém pohledu n a n e š t ě s t í zvyšuje b e z p e č n o s t n í r iz ika , k t e r á 
by byla spojena s p ř í p a d n ý m ú n i k e m z m í n ě n é h o neveře jného klíče. 

T ř e t í a zá roveň v apl ikaci použ i t ý p ř í s t u p , je ud ržován í dat v d a t a b á z i aplikace. I toto řešení 
je v r á m c i frameworku p ř ip r aveno ke s n a d n é m u použ i t í . Velká v ý h o d a tohoto řešení je, že 
udržu je jednotnost dat n a p ř í č někol ika repl ikami serveru. N e v ý h o d o u u k l á d á n í v d a t a b á z i , 
je p o s t u p n ý n á r ů s t a z a s t a r á v á n í dat v d a t a b á z i . D a t a s t a r ý c h a nepouž ívaných relací se 
n a n e š t ě s t í automaticky n e m a ž o u a p o s t u p n ě se př idávaj í nová. Z tohoto d ů v o d u je v p ř í p a d ě 
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O b r á z e k 4.11: Sn ímek seznamu všech ú loh , k t e r é v apl ikaci existuj í . Uživa te l si m ů ž e jed
not l ivé ú lohy p ř i d a t do s ledovaného seznamu. 

velkého n á r ů s t u m n o ž s t v í dat, n u t n é m a n u á l n ě iniciovat s m a z á n í s t a r ý c h dat. M n o ž s t v í dat 
se v a k t u á l n í verzi aplikace drž í pouze na někol ika m á l o h o d n o t á c h na jednoho uživate le 
a to pouze u už iva te lů , k t e ř í využívaj í v ý p o č e t n í funkci aplikace, n ikol iv u už iva te lů , k t e ř í 
pouze používaj í inferenci, a proto by tato vlastnost n e m ě l a působ i t větš í p roblémy. 

Jakmile tedy už iva te l s p u s t í v ý p o č e t ana lýzy p ř íměrového p á r u , ú l o h a se z a ř a d í do d a t a b á z e , 
kde se ud ržu je její stav a její metadata. Zároveň, je ident i f ikační číslo ú lohy p ř i ř azeno 
k d a n é m u uživatel i , p r ávě na zák ladě ident i f iká toru relace d a n é h o už iva te le . K o n k r é t n ě se 
ident i f ikační číslo z a ř ad í do seznamu úloh, k t e r é jsou v d a n é relaci sledovány. 

Uživa te l si ná s l edně s l e d o v a n é ú l o h y , m ů ž e p r o h l é d n o u t na s t r á n c e ú l o h . Seznam všech 
ú loh je veřejný pro všechny už iva te le a k a ž d ý si m ů ž e p r o h l é d n o u t a k t u á l n í stav běžících, 
čekajících a j iž dokončených ú loh . Sn ímek tohoto seznamu je k na lezen í na o b r á z k u 4.11. 
J edno t l i vé ú lohy si lze p ř idáva t do s ledovaných ú loh , p ř í p a d n ě je ze seznamu s ledovaných 
o d e b í r a t . Sn ímek a tedy i podoba seznamu s ledovaných položek je zachycena na o b r á z k u 
4.10. 

J e d n í m z d ů v o d ů o t ev řenos t i k o m p l e t n í h o seznamu ú loh je i m o ž n o s t p rohl íže t si p ř íměrové 
páry, k t e r é z a t í m nejsou za řazeny v d a t a b á z i . P ř e s t o ž e by se mohlo z d á t ideální , rovnou 
za řad i t nově v y p o č í t a n ý p ř í m ě r o v ý p á r do celkového seznamu p ř í m ě r o v ý c h p á r ů a použ íva t 
ho př i inferenci. P ř i řešení t é t o p r á c e padlo r o z h o d n u t í toto a u t o m a t i c k é za řazován í neč in i t . 
D ů v o d e m je p ř e d e v š í m garance sp rávnos t i a použ i t e lnos t i j edno t l i vých p ř í m ě r o v ý c h p á r ů . 
P ř i a u t o m a t i c k é integraci v y p o č í t a n ý c h p á r ů by mohlo d o c h á z e t k s i t uac ím, kdy uživate l 
z a d á pá r , k t e r ý by mohl bý t n a p ř í k l a d ob t í žně synte t izovate lný , nebo by j edno t l ivé primery 
mohly mí t tak rozd í lnou teplotu taven í , že by jejich společné využ i t í nebylo m o ž n é . Z toho 
d ů v o d u jsou uživa te lské p á r y v d a t a b á z i označeny specif ickým p ř í z n a k e m , aby př i inferenci 
nebyly využi ty . 

K o m p l e t n í podoby s t r á n e k s o b ě m a seznamy úloh jsou k na lezen í v př í loze B na obrázc ích 
B.5 a B .6 . 

Pos ledn í výraznějš í s t r á n k o u aplikace je k r á t k á dokumentace. Zde jsou s t r u č n ě uvedeny 
a vysvě t leny informace k procesu inference a p ř e d e v š í m je zde uvedeno m n o ž s t v í p ř í k l a d ů 
toho, jak využ í t ap l ikačn í r o z h r a n í R E S T k realizaci inference mimo uživa te lské rozh ran í , 
p ř í m o s p o m o c í j azyka Py thon . 

Celkový ráz webové aplikace je silně ovl ivněn p o u ž i t o u barevnou paletou a v izuá ln í s tyl izací . 
Celá aplikace je s ty l izována do svět lého mot ivu d o p l n ě n é h o min ima l i s t i ckými oh ran i čen ími 
j edno t l i vých s e g m e n t ů s t r ánky , jako jsou grafy, tabulky nebo formuláře . Ne jvýrazně j š ími 
v izuá ln ími a funkčními p rvky jsou t l ač í tka . T a jsou d íky Boots t rap styl izaci p o m ě r n ě dost 
b a r e v n ě s a t u r o v a n á a d íky tomu těžko p ř e h l é d n u t e l n á . 
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O b r á z e k 4.12: Logo aplikace. 

B a r e v n á paleta s t r á n k y se pak s k l á d á ze 3 barev: g z l a t á a § 

V izuá lně v ý r a z n á je p ř e d e v š í m h lavn í strana aplikace, k t e r á by m ě l a sloužit jako dveře pro 
uživate le , ale i jako cha rak t e r i s t i cký a na p r v n í pohled r o z p o z n a t e l n ý bod . Tomuto účelu 
by mě l n a p o m á h a t zvolený ob rázek na panelu h l avn í s t r ánky . Tento ob rázek je jakousi 
a b s t r a k t n í i lus t rac í výs ledku sekvenování p o m o c í elektroforézy. 

P o s l e d n í m prvkem, k t e r ý identifikuje a tvoř í značku aplikace, je její j m é n o , p o t a ž m o logo. 
A k t u á l n í p r acovn í j m é n o aplikace je P r i m e r l O . J m é n o vycház í z h l avn í d o m é n y aplikace a 
to p rac í s p ř í m ě r o v ý m i p á r y a zá roveň m o ž n o s t í a k t i v n í h o použ íván í a s p o u š t ě n í ú loh p ř í m o 
v r á m c i aplikace. 

Logo aplikace je n a v r ž e n o tak, aby v izuá lně zapadalo do p o u ž i t é b a r e v n é palety a min ima
l is t ického v izuá lu . Logo je zobrazeno na o b r á z k u 4.12. M o t i v dvouš roubov ice koresponduje 
s t é m a t i k o u aplikace. V ý h o d o u tohoto n á v r h u loga je jeho p o m ě r n ě vysoká un ive rzá lnos t , 
co se t ýče p o j m e n o v á n í aplikace, p r o t o ž e ve s t e j ném po je t í si lze p ř e d s t a v i t t é m ě ř l ibovolné 
po jmenován í . 

4.4 Realizace analýzy pr imerových pá rů 

N a p o č á t k u řešení p r á c e jsem dostal k dispozici i m p l e m e n t o v a n ý n á s t r o j , s chopný v y p o č í t a t 
k o m p l e t n í informace o p ř í m ě r o v é m p á r u , k t e r é jsou r o z e b r á n y v sekci o d a t o v é m modelu 
3.3. Jednalo se n á s t r o j n a p s a n ý ve funkc ioná ln ím jazyce Clojure, j ehož vs tupem je p ř ímě
rový pá r , v y e x t r a h o v a n é 16S r R N A sekvence a t a x o n o m i c k á hierarchie a v ý s t u p e m jsou 
v y p o č í t a n é o r i en tované grafy nerozl i š i te lnos t í a informace p o t ř e b n é pro v ý p o č e t senzit ivity 
a specificity. P ro z ískání ampl i f ikovaných regionů z e x t r a h o v a n ý c h 16S r R N A sekvencí vy
užívá V-r ipper skript z projektu S P I N G O [37]. V ý p o č e t jednoho p ř íměrového p á r u p o m o c í 
tohoto n á s t r o j e t rvá , v závislost i na k o n k r é t n í m p á r u , ř ádově hodiny (až 8 hodin). 

Z d ů v o d u optimalizace, z lepšení p ř eh l ednos t i k ó d u a lepší integrace do vyví jené aplikace 
jsem se rozhodl tento n á s t r o j nepouž í t . P o p r o z k o u m á n í celkové funkcionality a pr inc ipu 
v ý p o č t u , jsem navrhl ř a d u z m ě n , op t ima l i zac í a vy lepšen í v ý p o č e t n í h o algori tmu, jehož 
finální podoba je p o d r o b n ě p o p s á n a v sekci 3.4. 

Funkcional i ta n á s t r o j e je tedy taková : N a zák l adě p ř íměrového p á r u a v y e x t r a h o v a n ý c h 
16S r R N A sekvencí o rgan i smů , je n u t n é v y p o č í t a t , k t e r é druhy budou d a n ý m p á r e m am-
plifikovány, a k t e r é var iab i ln í regiony budou d a n ý m p á r e m zacíleny. Dá le je n u t n é urč i t 
nerozl iš i te lnost i a vy tvo ř i t j edno t l ivé o r i en tované grafy nerozl iš i te lnost í . 

D r u h o t n ý m i funkcemi jsou funkce na inicial izaci d a t a b á z e , jako v ý p o č e t m n o ž s t v í dceř iných 
t a x o n ů k a ž d é h o j edno t l i vého taxonu a konstrukce t a x o n o m i c k é h o stromu v d a t a b á z i . T y t o 
funkce jsou, ale pouze j edno rázové a použi j í se pouze př i p o č á t e č n í inicial izaci d a t a b á z e . 
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Stejně jako p ů v o d n í Clojure skript i j á v y u ž í v á m skript V- r ipper z projektu S P I N G O . V -
ripper dokáže na zák l adě p ř í m é a reverzní p ř íměrové sekvence v y p o č í t a t , j a k ý ( p ř í p a d n ě 
žádný) region 16S r R N A genu se v d a n é sekvenci amplifikuje. 

V y e x t r a h o v a n é 16S r R N A sekvence jsem dostal p ř i řešení projektu. Celkový p o č e t vyextra
hovaných sekvencí je 88646. P ř i č e m ž celkový p o č e t s t r a i n ů je 39628. Sekvencí je více než 
s t r a inů , p ro tože k a ž d ý j e d n o t l i v ý strain m ů ž e obsahovat několik r ů z n ý c h variant 16S r R N A 
sekvence. 

S r o v n á n í v ý k o n o s t i p ů v o d n í a n o v é implementace. V ý k o n n o s t n í aspekt by l j e d n í m 
z h lavn ích priori t reimplementace celého v ý p o č t u p ř í m ě r o v é h o p á r u . P ů v o d n í implementace 
v závis lost i na k o n k r é t n í m p ř í m ě r o v é m p á r u běže la ř ádově hodiny. Velkou časovou zá těž í 
v ý p o č t u byla agregace grafů, ale p ř e d e v š í m nás l edné u k l á d á n í dat do v ý s t u p n í h o souboru. 
P r á v ě na tyto dvě čás t i jsem se v nové implementaci zaměř i l a opt imalizoval je. 

Opt imal izac i agregace grafů jsem popsal v sekci 3.4 a je j í docí leno p ř e d e v š í m d íky použ i t í 
mechanizmu p r á c e nad d a t o v ý m r á m c e m a p o u ž i t í m knihovny Pandas. 

V ý s t u p p ů v o d n í implementace se u k l á d a l ve formě d a t a b á z e , b u d do běžící M y S Q L instance, 
nebo do sqlite souboru. P ro p o t ř e b y integrace do aplikace by l p rávě v ý s t u p do souboru 
sqlite d a t a b á z e vhodně jš í . P o bl ižš ím z k o u m á n í , jsem ale př išel na to, že data jsou do 
d a t a b á z e u k l á d á n a po j edno t l i vých řádc ích . Což se v p ř í p a d ě p ř íměrového p á r u , j ehož jeden 
agregovaný graf m ů ž e obsahovat i 100 t is íc hran, ukáza lo jako z n a č n ě neefekt ivní . 

A k t u á l n í implementace umožňu je u k l á d a t data ve f o r m á t u J S O N souboru. Nav íc d íky sku
tečnos t i , že je nová implementace n a p s a n á v jazyce Py thon , bylo m o ž n é celou implementaci 
za řad i t do aplikace jako s a m o s t a t n ý modu l a j akýko l iv v ý s t u p do souboru tedy nen í nu tný . 
Výs l edná data ana lýzy se vk láda j í do d a t a b á z e p ř í m o v r á m c i k ó d u aplikace po velkých 
blocích, obsahuj íc ích 10000 ř á d k ů . 

N e z a n e d b a t e l n ý m aspektem programu, je t a k é jeho s p o t ř e b a p a m ě t i . V dnešn í d o b ě už je 
sice s p o t ř e b a p a m ě t i p o d s t a t n ě m e n š í p r o b l é m než v minulost i . P ř e s t o j edná- l i se o apl ikaci 
běžící v clusteru, kde k a ž d é dalš í p rocesorové j á d r o a k a ž d ý dalš í gigabyte p a m ě t i m ů ž e 
znamenat vyšší f inanční nák lady , je v h o d n é i s p o t ř e b u p a m ě t i minimalizovat . 

P ů v o d n í implementace v závislost i na p ř í m ě r o v é m p á r ů alokovala ř ádově jednotky g i g a b y t ů 
p a m ě t i (cca do 10 G B ) . Což na p r v n í pohled n e m u s í působ i t jako n a d s t a n d a r d n ě vysoká 
hodnota. Kompl ikace n a s t á v á až v situaci, kdy je p o t ř e b a provozovat jednotky, p ř í p a d n ě 
desí tky, v ý p o č e t n í c h uz lů . V t a k o v é m p ř í p a d ě , kdy jed iný uzel alokuje 1 0 G B p a m ě t i , se 
celková a lokovaná paměť dos t ává do des í tek až stovek g igaba j tů . 

Nová implementace byla op t ima l i zovaná i v oblasti s p o t ř e b y p a m ě t i . N ízká paměťová ná
ročnos t p ř í m o vycház í z filozofie op t ima l i zované verze algori tmu. Výs ledkem je, že s p o t ř e b a 
p a m ě t i se u n a p r o s t é vě tš iny p ř í m ě r o v ý c h p á r ů pohybuje do 500 M B . 

P ř i t e s tován í a v y h o d n o c e n í nové implementace, jsem provedl nespoče t e x p e r i m e n t á l n í c h 
v ý p o č t ů s r ů z n ý m i p ř í m ě r o v ý m i p á r y a tedy i s r ů z n ý m m n o ž s t e v n í m z á c h y t e m amplifi-
kace a r ů z n ý m m n o ž s t v í m nerozl iš i te lnost í . V y b r a n é p ř ík l ady jsem shrnul do tabulky 4.2. 
V tabulce je uvedeno k o n k r é t n í s r o v n á n í časové a paměťové n á r o č n o s t i v ý p o č t u p ů v o d n í a 
nové implementace a n a l ý z y p ř íměrového p á r u . Opro t i p ů v o d n í implementaci je v idě t z ře jmé 
zlepšení doby p o t ř e b n é pro v ý p o č e t i celkové snížení s p o t ř e b y p a m ě t i . 
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P ů v o d n í / Nová implementace 
P ř í m ě r o v ý p á r Č a s v ý p o č t u P o t ř e b n á paměť 
530F - 1391R 4h47m/2m47s 6 . 2 G B / 4 0 3 M B 
P609D - 1391R 5h4m/2m24s 5 . 4 G B / 4 0 2 M B 
1099F - 1391R 6h7m/2m38s 4 . 8 G B / 3 8 7 M B 
515F - 806R 5h34m/2mls 5 . 7 G B / 4 0 2 M B 

Tabulka 4.2: S rovnán í výkonnos t i p ů v o d n í a nové implementace ana lýzy p ř íměrového p á r u . 
Měřen í času bylo provedeno pouze jednou pro k a ž d ý pá r , p r o t o ž e rozdí l je tak v ý z n a m n ý , 
že na j e d n o t k á c h sekund, nebo minut, nezáleží . 

Implementace výpočetních uzlů 

P r o t o ž e se, i po opt imalizaci , doba v ý p o č t u pohybuje v ř á d u jednotek minut, je p o t ř e b a 
v r á m c i aplikace ud ržova t m n o ž i n u v ý p o č e t n í c h uzlů, na nichž bude v ý p o č e t real izován. 
Nutnost existence v ý p o č e t n í c h uzlů , respektive n e m o ž n o s t využ i t í v ý p o č e t n í síly webového 
serveru, vycház í z filozofie funkce webového serveru. W e b o v ý server aplikace je sice technicky 
p ř ip r aven na to aby spusti l p ř í k l a d n ě 5 minut dlouhou ú lohu , v r á m c i svého v l a s tn ího 
procesu. O b e c n ě se ale ne j edná o s p r á v n ý p ř í s t u p . V p ř í p a d ě , kdy by už iva te l spusti l takovou 
d louhot rva j íc í ú lohu , dostal by odpověď od serveru až po je j ím dokončen í a po celou dobu 
v ý p o č t u by d a n á replika webového serveru byla n e d o s t u p n á . 

Tr iviá lní , ale ani zdaleka ideální řešení , by bylo s p o u š t ě n í nových v ý p o č e t n í c h p rocesů pro 
v ý p o č e t na s t e jném stroji, kde je provozován webový server. Uživa te l by v t a k o v é m p ř í p a d ě 
poslal p o ž a d a v e k na server, server by vy tvoř i l nový proces, k t e r ý by zača l danou ú lohu 
zpracováva t s a m o s t a t n ě a server by v z á p ě t í v r á t i l uživate l i z p r á v u o ú s p ě š n é m s p u š t ě n í 
úlohy. P ř e s t o ž e by toto řešení do u rč i t é m í r y fungovalo, obsahuje hned několik n e d o s t a t k ů . 
H l a v n í m nedostatkem je fakt, že v ý p o č e t ú lohy je s p u š t ě n na s t e jném uzlu jako webový 
server. To m ů ž e p o t e n c i á l n ě vést k situaci, kdy v ý p o č e t n í uzel nebude m í t d o s t a t e č n o u 
v ý p o č e t n í sílu na v ý p o č e t ú lohy a provoz serveru zároveň, což povede ke z p o m a l e n í nejen 
v ý p o č t u , ale i ke snížení responzivity webového serveru a tedy i celé aplikace. Tento p r o b l é m 
se j e š t ě zvýrazn í , pokud v jednu chvíli bude s p o u š t ě t ú lohu více už iva te lů najednou. Ideá lně 
by v ý p o č e t n í ú lohy mě ly bý t s p u š t ě n y na uzlech k tomu ded ikovaných a jejich p o č e t , na 
j edno t l i vých uzlech, by mě l bý t ř ízen a kor igován. 

Proto se pro tyto účely s t a n d a r d n ě využ ívá fronta ú loh a m n o ž i n a ded ikovaných v ý p o č e t n í c h 
uzlů, k t e r é ú lohy z fronty zpracovávaj í . 

S úče lem z jednodušen í implementace, respektive dnes už spíše p o u h é integrace, mechanizmu 
fronty ú loh do v la s tn í implementace, vzniklo hned několik opensource p r o j e k t ů . P ro jazyk 
P y t h o n lze jmenovat projekty: Redis queue (RQ) [29], Django Q [12] a p ř e d e v š í m velmi 
rozš í řené Celery [5]. 

Do aplikace jsem se rozhodl integrovat p rávě knihovnu Celery, p ř e d e v š í m z d ů v o d ů stability, 
velikosti komunity, a k t u á l n o s t i a živosti projektu. 

P r inc ip č innos t i knihovny Celery se z a k l á d á na někol ika k o m p o n e n t á c h . S c h é m a jednotl i
vých komponent, k t e r é celý mechanizmus využívá , je zobrazen na o b r á z k u 4.13. 
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Uživatel 

Web server 
Redis 

(fronta úloh) 
Aplikační databáze 

Výpočetní uzly ® ® ® ® o o o 

O b r á z e k 4.13: S c h é m a j edno t l i vých komponent sys t ému , k t e r é zabezpeču j í b ě h v ý p o č e t n í c h 
ú loh. N a p o č á t k u celého procesu je už iva te l iniciující v ý p o č e t p řes p o ž a d a v e k na webový 
server. Dá le je ú l o h a z a ř a z e n a do fronty, ná s l edně z p r a c o v á n a v ý p o č e t n í m uzlem a výs ledky 
v ý p o č t u jsou nakonec u loženy v ap l ikačn í d a t a b á z i . 

N a z a č á t k u celého mechanizmu stoj í webový server, respektive už iva te l . Uživate l vyšle po
žadavek na webový server, ten ho zpracuje a na jeho zák l adě za ř ad í v ý p o č e t n í ú lohu do 
fronty. 

Fronta ú loh je u ložena v r á m c i s a m o s t a t n ě běžíc ího d a t a b á z o v é h o serveru Redis . Redis zde 
slouží p ř e d e v š í m jako prvek, k t e r ý ud ržu je frontu ú loh a realizuje rozesí lání z p r á v mezi 
j e d n o t l i v ý m i komponentami celého mechanizmu. Celery umožňu je v r á m c i jednoho Redis 
serveru ud ržova t t é m ě ř l ibovolné m n o ž s t v í r ů z n ě p o j m e n o v a n ý c h front, k t e r é m ů ž o u bý t 
obs luhovány r ů z n ý m i m n o ž i n a m i uz lů a plni t tedy r ů z n ě p r io r i tn í úlohy. V r á m c i aplikace 
je v y u ž i t a pouze jedna fronta u r č e n á p rávě pro ú lohy ana lýzy p ř í m ě r o v ý c h p á r ů . 

Pos ledn í h lavn í komponentou mechanizmu jsou v ý p o č e t n í uzly. Ve své p o d s t a t ě se j e d n á 
o procesy, k t e r é b u d čekají na ú lohu , anebo ú lohu zpracovávaj í . V ý p o č e t n í uzly v r á m c i 
svého b ě h u komuniku j í s d a t a b á z í aplikace, do níž uk láda j í výs ledky ana lýzy . V ý p o č e t n í c h 
uzlů je m o ž n é provozovat t é m ě ř neomezené m n o ž s t v í . Respektive t akové množs tv í , j aké 
z v l á d n o u o s t a t n í p rvky aplikace, p ř e d e v š í m p rávě Redis a s a m o t n á d a t a b á z e aplikace. 

Sekvenční diagram p r ů b ě h u vy tvo řen í ú lohy je j ího zp racován í a p ř í s lušné komunikace mezi 
j e d n o t l i v ý m i komponentami je vyobrazen na o b r á z k u 4.14. 

P o k u d by bylo n u t n é provozovat velké m n o ž s t v í v ý p o č e t n í c h uz lů (stovky až t is íce) , bylo by 
z velkou p r a v d ě p o d o b n o s t í n u t n é řeši t šká lova te lnos t ap l ikačn í d a t a b á z e , k t e r á je v a k t u á l n í 
d o b ě ne južš ím hrdlem celého sy s t ému . O v š e m p r a v d ě p o d o b n o s t po t řeby , tak velkého m n o ž 
s tv í uz lů je zcela mizivá, p ro tože by se jednalo o situaci, kdy by v apl ikaci by ly s p o u š t ě n y 
t isíce ú loh k a ž d o u hodinu. Což r o z h o d n ě nen í očekávaný scénář vy t í žen í aplikace. 
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Uživatel Web server Red i s Výpočetní uzel Databáze 
aplikace 

p-. Požadavek 
I I na vytvoření úlohy 

Zařazeno do fronty 

Uložení metadat o úloze 

Zařazení úlohy do fronty 
Vyzvednut í úlohy 

z fronty Zápis stavu úlohy 

Emailová notifikace uživateli 

• 

Uložení vypočítaných 
dat 

Zápis stavu úlohy 

O b r á z e k 4.14: Sekvenční diagram zachycující sekvenci j edno t l i vých úkonů p ř i ana lýze jed
noho p ř íměrového p á r u . 

Očekávaný scénář využ íván í ana ly t i cké funkce aplikace p ř e d p o k l á d á m a x i m á l n ě s jednotky 
ú loh t ý d n ě . I p řes tento p o m ě r n ě m a l ý p ř e d p o k l a d je aplikace v a k t u á l n í si tuaci i na H D D 
instanci schopna obsluhovat nízké stovky ú loh za hodinu. 

P r o i lustraci výkonu . Celá a k t u á l n í d a t a b á z e , obsahuj íc í 5661 p ř í m ě r o v ý c h p á r ů , by la s vy
už i t ím 20 v ý p o č e t n í c h uzlů, v y t v o ř e n a b ě h e m necelých dvou d n ů p ř í m o p o m o c í v ý p o č e t n í 
funkce aplikace. D a t a b á z e , k t e r á byla př i tomto v y t v á ř e n í p o u ž i t a , běže la na H D D instanci 
r o z e b r a n é p o d r o b n ě j i v sekci 1.2. Tato sku t ečnos t ukazuje p ř ip r avenos t aplikace na řádově 
t isíce ú loh d e n n ě . 

P o k u d už iva te l zadal svoji emailovou adresu, pak je o ce lém p r ů b ě h u v ý p o č t u informo
ván p r o s t ř e d n i c t v í m emai lových notif ikací . V o k a m ž i k u , kdy je ú l o h a z a d á n a do s y s t é m u , 
už ivate l dostane po tvrzu j íc í notifikaci, ve k t e r é je uveden odkaz pro s ledování ú lohy pro
s t ř e d n i c t v í m už iva te l ského r o z h r a n í . Dalš í notifikace jsou nás l edně zas í lány př i s p u š t ě n í 
ú lohy a př i j e j ím ú s p ě š n é m či n e ú s p ě š n é m dokončení . 

Podoba emai lové notifikace je zachycena na o b r á z k u 4.15. 

4.5 Aplikační rozhraní R E S T 

Apl ikačn í r o z h r a n í umožňu je standardizovanou komunikaci mezi serverovou čás t í aplikace 
a klientem. Kl i en tem m ů ž e bý t uživate lské r o z h r a n í aplikace, p ř í p a d n ě už iva te l ský skript. 
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Task - 1099F - tes t2222 

T a s k l D : 1 9 5 0 6 

Status: P E N D I N G 

F W primer pair: 1099F - G Y A A C G A G C G C A A C C C 

R E primer pair: test2222 - G G G C G G W G T G T A C A A G G C N N N 

View task 

Thank for using our services. 

Primerio team. 

O b r á z e k 4.15: Obsah emai lové notifikace o stavu z a d a n é úlohy. 

V dnešn í d o b ě existuje hned několik možnos t í , s t a n d a r d ů a architektur, ap l ikačn ích roz
h ran í , k t e r é lze volně použ í t . N a m á t k o u lze jmenovat p o m ě r n ě p o p u l á r n í G r a p h Q L [17], 
nebo velmi p o p u l á r n í r o z h r a n í R E S T . 

P r á v ě architektura r o z h r a n í R E S T je do aplikace in tegrována . 

R E S T [48, 58], neboli Representational State Transfer, je architektura rozh ran í , p o p s a n á 
v roce 2000 Royem Fie ldingem . J e d n á se o bezs tavové , d a t o v ě o r i en tované rozh ran í , k t e ré 
využ ívá k p ř e n o s u d o m é n o v ě specifických dat p r i m á r n ě (je m o ž n é využ í t R E S T architekturu 
i bez H T T P ) protokol H T T P . Popisuje definici a adresaci dat, neboli zd ro jů a definuje č ty ř i 
z ák l adn í metody pro p ř í s t u p k n im. 

J e d n á se tedy o architekturu klient a server, p ř i čemž nen í u d r ž o v á n stav komunikace. Z toho 
plyne, že k a ž d ý jeden p o ž a d a v e k na r o z h r a n í R E S T , popisuje k o m p l e t n ě p o ž a d a v e k na ser
ver, p ro tože bezstavovost architektury n e u m o ž ň u j e vys lán í j akéhokol iv p ř í m o navazuj íc ího 
p o ž a d a v k u . 

Bezstavovost rozh ran í , umožňu je velmi s n a d n é n a s a z e n í v d i s t r i b u o v a n é m p ros t ř ed í , p ro tože 
veškerý kontext, je vždy obsažen p ř í m o v r á m c i jednoho p o ž a d a v k u na server a tedy s t ř í dán í 
replik serverů nečiní komunikaci p řes R E S T ž á d n ý p rob lém. 

Definovány jsou č tyř i z á k l a d n í metody pro p ř í s t u p k d a t ů m . 

1. G E T - č t en í existuj ících dat. 

2. P U T - Zápis a modifikace 

3. P O S T - Vy tvořen í nové po ložky 

4. D E L E T E - V y m a z á n í z á z n a m u 

Adresace dat je rea l izována p o m o c í s t r u k t u r o v a n é u r l adresy. O b e c n ě lze adresovat k o n k r é t n í 
položky, p ř í p a d n ě celé da tové kolekce. 

P ř í k l a d e m adresace d a t o v é kolekce, v r á m c i G E T dotazu, obsahuj íc í p ř íměrové páry , m ů ž e 
bý t : 
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{ 
"count" : 5624, 
"next": "http://primerio.eu/api/primer_pair/?page=2", 
"previous": n u l l , 
" r e s u l t s " : [ 

{ 
" i d " : 33859, 
"name": "bact363F - Unil392R", 
"fw_primer": 1179, 
"re_primer": 1272, 
" s e n s i t i v i t y " : 91.7, 
" s p e c i f i c i t y " : 54.3 

] 
} 

O b r á z e k 4.16: P ř í k l a d dat v r ácených G E T dotazem na kolekci p ř í m ě r o v ý c h p á r ů p ros t ř ed 
n i c tv ím r o z h r a n í R E S T . Výs ledkem je d a t o v á struktura, k t e r á p ř eds t avu j e jednu s t r á n k u 
položek kolekce. Z í skaná s t ruktura obsahuje metadata o celkovém m n o ž s t v í dat v kolekci, 
adresu odkazu na p ředchoz í a následuj íc í s t r á n k u , pokud existuje a s a m o z ř e j m ě pole d o t á 
zaných dat. 

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

Výs ledkem t akového dotazu by byla kolekce všech u ložených p ř í m ě r o v ý c h p á r ů . Doplňuj í 
c ím mechanizmem, k t e r ý se využ ívá př i zacházen í s kolekcemi je s t r á n k o v á n í výs ledků , po 
def inovaném p o č t u výs ledků na jednu s t r á n k u . 

Jako fo rmát pro p řenos dat p řes r o z h r a n í R E S T je velmi čas to použ íván fo rmát J S O N . D a t a 
z í skaná p o m o c í z m í n ě n é h o G E T dotazu, by tedy mohla mí t s t rukturu jako na o b r á z k u 4.16. 

V p ř í p a d ě p o t ř e b y filtrace d o t a z o v a n é kolekce, je d o b r ý m zvykem parametry filtrace umí s t i t 
do p r o m ě n n ý c h u r l dotazu: GET http://primerio.eu/api/primer_pair/?id=33859. 

Adresace j e d n é k o n k r é t n í d a t o v é po ložky je s t a n d a r d n ě provedena p o m o c í rozší ření adresy 
o ident i f ikační číslo d a n é položky: GET http://primerio.eu/api/primer_pair/33859 

V r á m c i i m p l e m e n t o v a n é aplikace je r o z h r a n í R E S T využ i to , p ř e d e v š í m jako n á s t r o j 
implementu j í c í p rvky využ i t é už iva t e l ským r o z h r a n í m . Z už iva te lského r o z h r a n í jsou pro
s t ř e d n i c t v í m R E S T pos í lány dotazy realizující inferenci, i n t e r a k t i v n í n a š e p t á v á n í t a x o n ů a 
p r i m e r ů a v nepos l edn í ř a d ě jsou jeho p r o s t ř e d n i c t v í m z ískávány data o p ř í m ě r o v ý c h p á r e c h 
v prohl ížeči p ř í m ě r o v ý c h p á r ů . 

Druhotnou funkcí i m p l e m e n t o v a n é h o rozh ran í , je m o ž n o s t p ř í m é h o využ i t í už iva te lem. 
V p ř ípadech , kdy by už iva te l chtě l u r č i t á data aplikace zpracováva t p r o s t ř e d n i c t v í m svých 
v las tn ích sk r ip tů , m ů ž e využ í t ap l ikačn í r o z h r a n í a p ř i s t u p o v a t k d a t ů m n a p ř í k l a d p o m o c í 
j azyka Py thon . 

P r á v ě p ř í k l a d y v jazyce P y t h o n jsou uvedeny v apl ikaci na s t r á n c e s d o k u m e n t a c í . K o n 
k r é t n ě jsou zde uvedeny př ík lady , jak z ískat taxonomickou hierarchii , jak z ískat o h o d n o c e n é 
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a p i 

/api/taxonomic_level/ 
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O b r á z e k 4.17: S n í m e k z n á s t r o j e Swagger, k t e r ý uživate l i u m o ž n í si p r o h l é d n o u t a vyzkouše t 
funkcionalitu r o z h r a n í R E S T . 

p ř íměrové p á r y z procesu inference a v nepos l edn í ř a d ě je p řes r o z h r a n í vystavena d a t a b á z e 
p ř íměrových p á r ů , vče tně informací o nerozl iš i te lných a senzi t ivovaných taxonech. 

Implementace r o z h r a n í R E S T je v apl ikaci rea l izována s v y u ž i t í m knihovny Django R E S T 
framework ( D R F ) [9]. T a implementuje integraci R E S T komunikace p ř í m o do frameworku 
Django a u s n a d ň u j e p r o p o j e n í r o z h r a n í s d a t o v ý m modelem aplikace. Dá le knihovna zajiš
ťuje s p r á v n o u serializaci dat a zp racován í už iva te l ských d o t a z ů . Dnes je p rávě tato knihovna 
u r č i t ý m standardem pro implementaci R E S T r o z h r a n í s frameworkem Django. 

K n i h o v n a D R F umožňu je vygenerován í s c h é m a t u k o m p l e t n í funkcionality r o z h r a n í ve for
m á t u O p e n A P I . J e d n á se o s t a n d a r d i z o v a n ý fo rmát , k t e r ý popisuje funkcionali tu R E S T f u l 
rozh ran í . V ý h o d o u tohoto f o r m á t u je p rávě jeho s t a n d a r d n í forma, d íky níž vzn ik ly ná s t ro j e , 
k t e r é dokáží , už iva te l sky př ívě t ivě , zobrazit j edno t l ivé funkce rozhran í . 

J e d n í m t a k o v ý m n á s t r o j e m je Swagger [31]. J e d n á se o n á s t r o j , k t e r ý dokáže zpracovat 
soubor v O p e n A P I f o r m á t u a na jeho zák ladě zobrazit uživate l i možnos t i a funkcionalitu, 
kterou d a n é r o z h r a n í poskytuje. Zároveň uživate l i umožňu je si j edno t l ivé funkce p ř í m o 
v prohl ížeči vyzkouše t a p r o h l é d n o u t výs ledky d a n é h o dotazu. K o n k r é t n í podoba nás t ro j e 
Swagger, je zobrazena na o b r á z k u 4.17. 

V kontextu aplikace, je z pohledu už iva te le s a m o t n é r o z h r a n í spíše d o p l n ě k funkcionality, 
nikol iv k o m p l e t n í p řenesen í funkcí aplikace. 

4.6 Možnost i budoucího rozšíření 

P r v n í m o ž n o s t vy lepšen í aplikace, by la n a s t í n ě n a už v kapitole 3.3. K o n k r é t n ě se j e d n á 
o vo lbu parametru rozlišení, na k t e r é m chce už iva te l vyhodnocovat p ř íměrové páry . A k 
t u á l n í verze aplikace, respektive uživate lské r o z h r a n í aplikace, dokáže pracovat pouze na 
ú rovn i rozlišení druhu. Tedy veškeré o h o d n o c e n í senzit ivi ty a specificity p ř í m ě r o v ý c h p á r ů 
je v y p o č í t á v á n o na t é t o ú rovn i bez možnos t i volby. Hlavn í čás t implementace tohoto roz
šíření by byla na ú rovn i už iva te lského rozh ran í , p r o t o ž e d a t a b á z e a algoritmus analyzuj íc í 
p ř íměrové p á r y už s funkcionalitou rozlišení poč í t a j í a jsou na n i p ř ip raven i . 

D r u h é m o ž n é rozší ření aplikace se t ý k á rozší ření a lgori tmu inference. A k t u á l n í pr incip infe
rence, spočívá v prác i s k a ž d ý m p ř í m ě r o v ý m p á r e m s a m o s t a t n ě . K o n k r é t n ě se p o č í t á s t í m , 
že c í lem je vybrat jeden j ed iný p ř í m ě r o v ý pá r . K tomu je u z p ů s o b e n o i už iva te lské rozh ran í , 
k t e r é je p r i m á r n ě z a m ě ř e n o na vizual izaci p ř í m ě r o v ý c h p á r ů , jako s a m o s t a t n ý c h jednotek. 
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P609D - 1 3 9 1 R 

520F - G M 4 R 

OJ 

O b r á z e k 4.18: Dvojice p ř í m ě r o v ý c h p á r ů , kde p ř í m ě r o v ý p á r P609D - 1391R neumožňu je 
záchyt vě tš iny bak t e r i í z kmenu Armatimonadetes, ale př i kombinaci s p ř í m ě r o v ý m p á r e 
52OF - G M 4 R , by ve výs l edku d a n ý kmen b y l zachycen p lně . 

N a celkovou inferenci se lze p o d í v a t ze š irš ího pohledu a uzpůsob i t algoritmus k vyh ledáván í 
skupin p ř í m ě r o v ý c h p á r ů , k t e r é je m o ž n é využ í t spo lečně a t í m docí l i t m a x i m á l n í senzitivity, 
za zachovaní m a x i m á l n í specificity. 

Výs ledkem inference by v t a k o v é m p ř í p a d ě nebyly o h o d n o c e n é p ř íměrové p á r y s a m o s t a t n ě . 
Naopak, výs l edkem by byly o h o d n o c e n é n-tice p ř íměrových p á r ů , k t e r é by dohromady 
umožňova ly m a x i m á l n í p o k r y t í zvoleného, ale i celého, t a x o n o m i c k é h o spektra. 

Tr iváln í i l u s t r ačn í p ř ík l ad z d a t a b á z e je zobrazen na o b r á z k u 4.18. N a o b r á z k u je dvojice 
p ř íměrových p á r ů , kde jeden dokáže zachytit pouze m i n i m u m d r u h ů b a k t e r i á l n í h o kmene 
Armatimonadetes. P o k u d by se použ i l v kombinaci d r u h ý m p ř í m ě r o v ý m p á r e m , k t e r ý u m o ž 
ňuje záchy t celého kmene Armatimonadetes, mohl by celkový výs ledek sekvenace poskyt
nout přesnějš í data k nás l edné klasifikaci. 

M i m o u v e d e n é větš í možnos t i rozšíření , lze apl ikaci rozvíjet i jen m a l ý m i i n k r e m e n t á l n í m i 
vy lepšen ími . Z nichž n ě k t e r á jsou: 

• P r o v á z á n í t a x o n o m i c k é hierarchie v apl ikaci s N C B I h ierarchi í p r o s t ř e d n i c t v í m N C B I 
t a x o n o m i c k é h o ident i f ikačního čísla. 

• Implementace algori tmu pro v ý p o č e t teploty t aven í p ř í m ě r ů . 

• P r o v á z a n í p ř íměrových sekvencí s d a t a b á z í S I L V A , p ř í p a d n ě R D P . U m o ž n i t už iva te 
l ů m j e d n o d u š e prozkoumat primery p o m o c í t ě c h t o ná s t ro jů . 

• D o p l n ě n í dalš ích informací o p ř íměrech . N a p ř í k l a d : Uveden í p ř í p a d n ý c h s tud i í z nichž 
pocház í . 

Kva l i t a aplikace p ř í m o souvisí s kval i tou dat, se k t e r ý m i pracuje. V sekci 3.3 bylo n a s t í n ě n o , 
že data v d a t a b á z i , s n o v ý m i ob jevenými druhy a n o v ý m i v a r i a n t n í m i sekvencemi, postupem 
času zas ta ráva j í , respektive jsou objevovány nové. Z toho d ů v o d u je j a s n é , že pokud by 
aplikace mě la bý t p o u ž í v á n a v ř á d u mnoha let, budou muset bý t data ak tua l i zována , aby 
o d p o v í d a l a a k t u á l n í m p o z n a t k ů m . P ro to by b u d o u c í mot ivac í m ě l a bý t tvorba, m i n i m á l n ě 
s e m i - a u t o m a t i z o v a n é h o procesu pro z ískání a k t u á l n í t a x o n o m i c k é hierarchie a genových 
sekvencí , z nichž by mohla bý t d a t a b á z e v p rav ide lných intervalech (nap ř . jednou ročně) 
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ak tua l i zována . D í k y tomu by kval i ta aplikace a její smysl, b y l ud rž i t e lný po dobu mnoha 
let. 

V nepos ledn í ř adě , by se mohl rozšíř i t celý obor aplikace. A k t u á l n ě je aplikace z a m ě ř e n a 
na 16S r R N A ampl ikonové sekvenování ba t e r i í a archeí . N i c m é n ě , aplikace by se mohla 
rozšíř i t o podporu 18S r R N A sekvenování a fylogenetickou a n a l ý z u u rč i tých eukar io t i ckých 
o rgan i smů , p ř í p a d n ě o primery 28S r R N A použ ívané ve fylogenetice hub. 

M i m o z m í n ě n é možnos t i , lze bezpochyby naléz t ř a d u dalš ích po tenc iá ln í ch vylepšení od 
funkcionality už iva te l ského rozh ran í , p řes logiku p r á c e s p ř í m ě r o v ý m i páry , až po zcela 
novou z a t í m nepokrytou funkcionalitu. 
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Kapitola 5 

Produkční nasazení aplikace 

V kapitole 4 jsou p o d r o b n ě rozepsány j edno t l ivé komponenty sys t ému , k t e r é tvoř í celou 
apl ikaci . Ve zkratce jde o webový server, Pos tg reSQL a Redis d a t a b á z e a v ý p o č e t n í uzly. 
Všechny tyto komponenty je n u t n é n ě k d e provozovat. Z d ů v o d ů p o p s a n ý c h v sekci 4.1, jsem 
zvol i l na sazen í vě tš iny čás t í aplikace v d i s t r i b u o v a n é m p r o s t ř e d í typu Kubernetes. 

Kubernetes [21] je open-source s y s t é m u rčený pro automatizovanou s p r á v u kontejnerizova-
ných apl ikac í . Poskytuje funkcionali tu ho r i zon tá ln ího škálování , standardizaci p r o d u k č n í h o 
nasazen í ap l ikac í a mimo j iné z jednodušu je provoz vysoce d o s t u p n ý c h apl ikací . 

S a m o t n ý koncept s y s t é m u Kuberenetes se s k l á d á z někol ika p r v k ů , k t e r é dohromady u m o ž 
ňují b ě h apl ikací , jej ích síťovou komunikaci a s p r á v u úložiš tě . M e z i h lavn í p rvky s y s t é m u 
mimo j iné pa t ř í : 

• V ý p o č e t n í uzly: K o n k r é t n í stroje, k t e r é jsou zapojeny do Kubernetes clusteru a na 
k t e rých jsou provozovány j edno t l ivé kontejnery. 

• Pody : K o n k r é t n í konte jnerové instance, k t e r é běž í na j e d n o t l i v ý c h uzlech a posky tu j í 
služby. Specifikace h o m o g e n n í m n o ž i n y p o d ů , je s t a n d a r d n ě p o p s á n a tzv. deploymen-
tem. 

• Služby: Množ iny p o d ů , k t e r é společně obs luhuj í definovanou síťovou s lužbu . (Např . : 
webový server) 

Dalš ími p rvky sys t ému , k t e r é umožňu j í běh , automatizovanou s p r á v u a ř ízení ap l ikac í jsou 
mimo j iné : kon t ro lé ry replik, sp ráva úložiš tě , sady konfigurace a další . 

N a p r v n í pohled je z m n o ž s t v í j edno t l i vých komponent, z ře jmá celková robustnost a kom
plexnost s y s t é m u Kubernetes, k t e r á ale umožňu je m a x i m á l n ě un iverzá ln í použ i t í pro provoz 
rozl ičných apl ikací . 

Al te rna t ivou k s y s t é m u Kubernetes je n a p ř í k l a d s y s t é m OpenShift . P ř i č e m ž aplikace, k t e r á 
je p ř i p r a v e n á pro b ě h v Kubernetes, bude zcela j i s t ě schopna provozu i v s y s t é m u OpenShift , 
p ro tože rozdí l funkcionality obou s y s t é m ů je m i n i m á l n í . Konf igurační soubory obou s y s t é m ů 
jsou dokonce natolik p o d o b n é , že pro migraci z jednoho s y s t é m u do d r u h é h o , je p o t ř e b a 
zcela m i n i m á l n í c h změn . 
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FROM python:3.10 # Rodičovský obraz, z~něhož se odvozuje. 
RUN pip i n s t a l l pipenv # Doinstatalce potřebných baličku. 
COPY primerio /home/primerio # Vloženi kódu aplikace. 
COPY P i p f i l e /home/ 
RUN cd /home/ && pipenv lock —requirements > requirements.txt 
RUN pip i n s t a l l - r /home/requirements.txt # Instalace Python závislosti. 
EXPOSE 8080 # Vystaveni portu serveru 
RUN chmod +x /home/primerio/run.sh 
ENV RELEASE=True # Nastaveni proměnných prostředi. 
ENV REDIS_H0ST=127.0.0.1 
W0RKDIR /home/primerio # Nastaveni výchozi pracovni složky. 
CMD ["./run.sh"] # Definice skriptu, který se spusti při výchozim spuštěni 

kontejneru. 

O b r á z e k 5.1: Docker š ab lona popisuj íc í tvorbu obrazu kontejneru webového serveru aplikace. 

5.1 Postup př ípravy nasazení aplikace v sys tému Kubernetes 

P o m ě r n ě vysoká un ive rzá lnos t s y s t é m u Kubernetes s sebou nese i u r č i t o u m í r u komplexi ty 
p ř í p r a v y aplikace pro ú s p ě š n é nasazen í . Z toho d ů v o d u je nejdř íve n u t n é posoudit, jest l i se 
v ů b e c v y p l a t í danou apl ikaci t í m t o z p ů s o b e m provozovat a jestl i to nepř inese více n e v ý h o d 
než v ý h o d . 

O b e c n ě lze říci, že v p ř í p a d ě webových ap l ikac í je na sazen í v Kubernetes v ý h o d n é . V p ř í p a d ě 
t é t o p r á c e je to velmi v ý h o d n é i z d ů v o d u provozu v ý p o č e t n í c h uzlů. 

P r v n í m krokem p ř í p r a v y aplikace je její kontejnerizace. S t a n d a r d n ě se využ ívá kontejne
rizace p o m o c í n á s t r o j e Docker [13]. 

Docker umožňu je tvorbu kon te jne rových o b r a z ů na zák ladě šab lon , tzv. Dockerfile. Tato 
šab lona mimo j iné popisuje, j a k é soubory a programy budou v kontejneru d o s t u p n é , j aké 
síťové porty m á kontejner p ř í s t u p n é a j a k ý program se s p u s t í p ř i výchoz ím n a s t a r t o v á n í kon
tejneru. S t a n d a r d n ě se šab lony kon te jne rů v y t v á ř í o d v o z e n í m od j iných šablon , respektive 
obrazů , k t e r é lze na léz t n a p ř í k l a d na oficiálních Docker registrech Docker H u b u 1 . 

K o n k r é t n í postup tvorby šab lony na p ř í k l a d u kontejnerizace webového serveru aplikace: 

P r v n í m krokem je volba obrazu z něhož se bude vycháze t . H l a v n í m parametrem v ý b ě r u 
obrazu je podpora j azyka P y t h o n . N a Docker H u b u je d o s t u p n ý oficiální obraz kontejneru, 
k t e r ý m á integrovanou specifickou verzi (kterou lze zvolit) j azyka P y t h o n . Tento obraz po
užiji jako rod ičovský obraz. N á s l e d n ě doinstaluji závislost i aplikace, zkopíruj i do kontejneru 
s a m o t n ý kód aplikace, definuji síťové porty, p r o m ě n n é p r o s t ř e d í a spouš těc í skript. 

Výs l edná š ab lona je uvedena na o b r á z k u 5.1. 

N a z ák l adě v y t v o ř e n é šab lony je m o ž n é sestavit obraz kontejneru, k t e r ý je m o ž n é spustit 
prakt icky kdekoliv, bez j akýchkol iv p r o b l é m ů se závis los tmi . P o d o b n ý m z p ů s o b e m je vy
t v o ř e n a i š ab lona pro v ý p o č e t n í uzly a š ab lona pro hos tován í s t a t i ckých s o u b o r ů aplikace. 

1https://hub.docker.com/ 

53 

https://hub.docker.com/


Do s t a t i ckých s o u b o r ů aplikace spada j í : obrázky , javascript soubory, css soubory a p ř í p a d n é 
dalš í s t a t i cké soubory, k t e r é se ve výs ledné s t r á n c e nač í ta j í . 

Díky docker r e g i s t r ů m (Docker hub...) je m o ž n é j e d n o d u š e v kontejneru spustit i j i né pro
gramy, p ro tože a u t o ř i r ůzných p r o j e k t ů p ř í m o vydáva j í svůj software i p r o s t ř e d n i c t v í m 
Docker ob razů . N a p ř í k l a d d a t a b á z e Redis, obsahuje p lně použ i t e lný a konf igurovate lný ob
raz p ř í m o v registru. D íky tomu se instalace Redisu redukuje na p o u h é s p u š t ě n í kontejneru 
a n a s t a v e n í p r o m ě n n ý c h p ros t ř ed í . 

Jakmile jsou všechny čás t i aplikace , k t e r é ma j í bý t p rovozovány v r á m c i Kubernetes kon-
te jner izovány, lze přej í t k da l š ímu kroku. Tvorba šab lony pro Kubernetes. 

K o m p l e t n í s t rukturu, s lužby a konfiguraci aplikace, lze popsat p r o s t ř e d n i c t v í m yaml sou
boru. V n ě m je p o p s á n o j aké pody, služby, úložiš tě , konfigurace a dalš í p rvky s y s t é m u 
aplikace použ ívá . S t a n d a r d n ě se pro k a ž d o u čás t aplikace (skupinu p o d ů ) definuje tzv. 
deployment. V r á m c i deploymentu m ů ž e bý t def inováno: j aké pody se ma j í vy tvo ř i t , j a k ý m 
z p ů s o b e m , kolik j i ch m á bý t , j aké s lužby posky tu j í , j a k á p o t ř e b u j í ú ložiš tě , j a k é p r o m ě n n é 
p r o s t ř e d í se ma j í nastavit a dalš í . Dá le je m o ž n é definovat skripty pro kontrolu dostupnosti 
j edno t l i vých p o d ů , s t í m související po l i t iku r e s t a r t o v á n í p o d ů př i nedostupnosti a m n o ž s t v í 
dalš ích p a r a m e t r ů , k t e r é jsou p o p s a n é v dokumentaci. 

V y t v o ř e n á š a b l o n a ve výs l edku p ře sně popisuje, co vše je p o t ř e b a vy tvo ř i t , spustit a propojit 
aby aplikace mohla fungovat. 

P ř e s mnoho v ý h o d sebou Kubernetes nese i u r č i t é aspekty, se k t e r ý m i je n u t n é p o č í t a t . 
K r o m ě komplexnosti a s t r m é učící kř ivky, se j e d n á i o aspekty související p ř í m o s filozofií 
celého s y s t é m . N a p ř í k l a d je n u t n é p o č í t a t s m o ž n ý m i tranzicemi p o d ů z uz lu na uzel a tedy 
n e o č e k á v a n ý m p ř e r u š e n í m č innos t i d a n é h o podu. 

Jedna z velkých o tázek př i nasazován í s y s t é m u , byla oh ledně provozu d a t a b á z o v é h o serveru. 
K o n k r é t n ě , jest l i i d a t a b á z i aplikace provozovat v r á m c i Kubernetes, anebo j i provozovat 
na s e p a r á t n í m stroji. 

A k t u á l n í stav aplikace je takový, že ap l ikačn í Pos tgreSQL d a t a b á z e , je jedinou čás t í apl i
kace, k t e r á je p rovozována mimo Kubernetes. Běží na s e p a r á t n í m v i r t u á l n í m stroji. D ů 
vodem toho je, p ř e d e v š í m snazš í administrace d a t a b á z e a vyšší m í r a kontroly nad ce lým 
p r o s t ř e d í m , kde d a t a b á z e běží . P r o t o ž e , jak bylo p o p s á n o v kapitole 4, ap l ikačn í d a t a b á z e je 
p o m ě r n ě rozsáh lá ( a k t u á l n ě kolem 150GB) a jsou na n i kladeny velké v ý k o n n o s t n í nároky . 

P ř e s t o do budoucna, by bylo v h o d n é provés t experimenty s výkonos t í d a t a b á z e v p r o s t ř e d í 
Kubernetes. P o k u d by se v ý k o n n o s t n ě pohybovala m i n i m á l n ě na s te jné ú rovni , jako na se
p a r á t n í m stroji, pak by se mohla p ř e s u n o u t do Kubernetes p e r m a n e n t n ě . Ne jvhodně j š ím 
z p ů s o b e m n a s a z e n í v Kubernetesu, by p r a v d ě p o d o b n ě bylo využ i t í tzv. o p e r á t o r u . O p e r á 
tor je u r č i t ý m sof twarovým d o p l ň k e m s y s t é m u Kubernetes, k t e r ý n a p ř í k l a d m ů ž e zjedno
dušova t s p r á v u a provoz d i s t r i buované d a t a b á z e . P r o Pos tg reSQL jsou d o s t u p n é n a p ř í k l a d 
o p e r á t o r y : Stolon [30] nebo Zalando Postgres O p e r á t o r [33]. 

Do budoucna, by p ř e s u n d a t a b á z e do Kubernetesu mohl z j ednoduš i t proces ho r i zon tá ln ího 
škálování d a t a b á z e , k t e r ý Pos tgreSQL sice podporuje, ale r o z h o d n ě se ne j edná o t r iv iá ln í 
proces. D íky tomu, by se po t enc i á lně mohlo zvýši t m n o ž s t v í už iva te lů , k t e r é je aplikace 
schopna obslouži t . 
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K o m p l e t n í š a b l o n a definující veškeré p rvky aplikace, je součás t í o d e v z d a n ý c h zdro jových 
k ó d ů v ad resá ř i deploy. 

5.2 C l proces 

Standardem vývoje t é m ě ř jakéhokol iv software, je využ i t í verzovacího s y s t é m u . Dnes se 
vě t š inou využ ívá n á s t r o j e G i t . Ten je p o d p o r o v á n ř a d o u online s lužeb, k t e r é umožňu j í hos
tován í G i t r e p o z i t á ř e na jejich serverech. M i m o s a m o t n é hos tován í s o u b o r ů projektu, je 
dnes už standardem p o s k y t o v á n í C l (Continuos integration) s lužeb. 

C l je proces automatizace zač leňovaní z m ě n do nových verzí aplikace. C l s lužby umožňu j í 
mimo j iné automatizaci kompilace softwaru, ná s l edné a u t o m a t i c k é s p u š t ě n í t e s t ů a ses tavení 
sof twarového bal íčku, nebo jako v p ř í p a d ě t é t o aplikace ses tavení Docker obrazu. 

P ro hos tován í r e p o z i t á ř e aplikace, jsem se rozhodl využ í t s lužbu G i t L a b [16]. G i t L a b inte
gruje C l podporu p ř í m o , bez nutnosti použ íva t jakoukoliv s lužbu t ř e t í strany. 

Celý C l proces aplikace ses tává z někol ika k roků . Jakmile jsou provedeny z m ě n y v h lavn í 
vě tv i r epoz i t á ř e , v r á m c i G i t L a b C l se automaticky s p u s t í ú lohy pro ses taven í j edno t l i vých 
kon te jnerových o b r a z ů . K o n k r é t n ě se sestavuje obraz webového serveru aplikace, obraz 
v ý p o č e t n í h o uz lu a obraz webového serveru se s t a t i c k ý m i soubory aplikace. Všechny t ř i 
ú lohy běž í pa ra l e lně . Jakmile jsou obrazy sestaveny, uloží se do registru, k t e r ý je asociován 
k d a n é m u repoz i t á ř i . V tuto chvíli jsou obrazy p ř i p r a v e n é k nasazen í v Kubernetes. 

S a m o t n é nasazen í je m o ž n é t a k é automatizovat. J á jsem se ale pro tuto m o ž n o s t nerozhodl, a 
p ro tože se reá lně j e d n á o stisk jednoho t l a č í t k a v ov ládac ím r o z h r a n í clusteru, ponechal jsem 
nasazen í nové verze m a n u á l n í . D í k y tomu je n a s a z e n á verze více pod kontrolou a nebezpeč í 
toho, že dojde k nasazen í verze, k t e r á k nasazen í u r č e n a nebyla, je min imal i zováno . 

5.3 Doplňující detaily 

Někol ikrá t by la v t ex tu z m í n ě n a informace o s t a t i ckých souborech aplikace. Větš inově jde 
o soubory, k t e r é se nač í t a j í až z k l ientské strany po z ískání H T M L s t r á n k y z ap l ikačn ího 
serveru (Django aplikace). Jde o C S S a Javascript soubory, o b r á z k y a dalš í p o t ř e b n é sou
bory. O b e c n ě nen í d o p o r u č o v á n o tento typ s o u b o r ů poskytovat p ř í m o p o m o c í ap l ikačn ího 
serveru. P r o t o ž e ten nen í p ř í m o s t avěn na tento typ využ i t í a t u d í ž by celková výkonnos t 
aplikace mohla zby tečně u t r p ě t . 

Mís to toho Django framework dokáže veškeré s t a t i cké soubory aplikace vyextrahovat tak, 
aby mohly bý t hos továny na j i n é m s t a n d a r d n í m H T T P serveru. 

To z n a m e n á , že veškeré s t a t i cké soubory jsou u m í s t ě n y na s u b d o m é n ě . Apl ikace je aktu
á lně p rovozována pod d o m é n o u primerio.eu. P o d touto d o m é n o u se už iva te l p ř ipo j í k j e d n é 
z replik ap l ikačn ího webového serveru. S t a t i c k á data jsou p rovozována na d o m é n ě sta
tic.primerio.eu. P o d touto d o m é n o u se tedy už iva te l p ř ipo j í k serveru Apache, kde jsou 
hos továny veškeré s t a t i cké soubory. 
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BšTSl GET A cdn.jsdelivr.net axios.min.js script js v mezipaměti 0 B 

GET static.primerio.eu logo.png img png v mezipaměti 8,13 KB 

B í l i l GET static.primerio.eu main.png img png v mezipaměti 76,13 KB 

O b r á z e k 5.2: S ta t i cké soubory jsou z ískávány ze s u b d o m é n y aplikace. 

J e d i n é co je, pro s p r á v n o u funkci aplikace, n u t n é nastavit, je p rávě z m í n ě n á s u b d o m é n a 
v konfiguraci Django aplikace. D íky tomu se veškerý provoz s t a t i ckých s o u b o r ů p ř e s u n e na 
j iný server, což je i lus t rováno na o b r á z k u 5.2. ( P ř í p a d n ě se nač í t a j í z m e z i p a m ě t i prohl ížeče.) 

Da l š ím standardem dnešn í doby, je provoz webové s t r á n k y p r o s t ř e d n i c t v í m šifrovaného pro
tokolu H T T P S . P o u ž i t ý ap l ikačn í server Gun ico rn podporuje pouze provoz s protokolem 
H T T P . D í k y provozu aplikace v Kubernetes to ovšem nen í ž á d n ý p r o b l é m . P r o t o ž e Kuber -
netes veškerou d o m é n o v o u komunikaci zas t řešu je j e š t ě jednou vrstvou webového serveru, 
k t e r ý slouží jako proxy mezi už iva te l em a apl ikac í . H T T P S je tedy n u t n é řeši t p r ávě na 
tomto zas t řešu j íc ím serveru. P r o z j ednodušen í n a s a z e n í H T T P S v clusteru v z n i k l projekt 
Cert Manager [6], k t e r ý se jako rozší ření provozuje na clusteru a poskytuje pro všechny uži
vatele m o ž n o s t s p r á v y H T T P S , mimo j iné p r o s t ř e d n i c t v í m Let ' s Encryp t [22] cer t i f ikátů . 

Díky tomu, že na clusteru Metacentra je Cert Manager dos tupný , s p u š t ě n í H T T P S je o táz 
kou dop lněn í konfigurace d o m é n o v é s lužby o p o t ř e b n é informace. 

Ve výs ledku je aplikace p ř í s t u p n á p r o s t ř e d n i c t v í m odkazu: h t tps : / /p r imer io .eu / . 
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Kapitola 6 

Závěr 

H l a v n í m cí lem p r á c e by l n á v r h a implementace webové aplikace, k t e r á u ž i v a t e l ů m u s n a d n í 
v ý b ě r p ř íměrového p á r u u r č e n é h o pro 16S r R N A ampl ikonové sekvenování a u m o ž n í maxi 
malizovat ú spěšnos t ná s l edné klasifikace sekvencí . 

N a p o č á t k u řešení p ráce , jsem dostal p ř í s t u p k d a t a b á z i ana lyzovaných p ř íměrových p á r ů . 
P ř i t v o r b ě aplikace jsem z p o s k y t n u t é d a t a b á z e sice vycházel , ale ve finální apl ikaci jsem j i 
nepouži l , p ř e s t o v ý r a z n ě ovl ivni la celý vývo j . 

Hlavn í funkcionalitou aplikace je algoritmus o h o d n o c e n í a n á s l e d n é h o d o p o r u č e n í p ř íměro 
vých p á r ů , podle specifického z a d á n í už iva te le . Tento algoritmus je v apl ikaci p o j m e n o v á n 
inference a dokáže ohodnotit senzit ivi tu a specificitu p ř í m ě r o v ý c h p á r ů , pro už iva te lem 
v y b r a n é t a x o n o m i c k é skupiny. P ř i inferenci se b ě h e m n ízkých jednotek v t e ř in o h o d n o t í 
všechny p ř íměrové p á r y v d a t a b á z i , což je a k t u á l n ě celkem 5661 p ř í m ě r o v ý c h p á r ů . 

O h o d n o c e n é p ř íměrové p á r y jsou nás l edně podle někol ika kr i té r i í se řazeny a výs ledky jsou 
zobrazeny uživate l i . Výs ledky u k a ž d é h o p á r u zahrnu j í k r o m ě v y p o č í t a n ý c h hodnot senziti-
v i ty a specificity i m n o ž s t v í pareto d o m i n a n t n í c h p ř í m ě r o v ý c h p á r ů . Výs ledky inference jsou 
zároveň vizual izovány v někol ika i n t e r ak t i vn í ch grafech, k t e r é umožňu j í i filtraci výs ledků . 

P ro k a ž d ý p ř í m ě r o v ý p á r lze zobrazit s t r á n k u s de t a i l n ími informacemi. Uživa te l zde zjistí 
pozici ampl i f ikovaného regionu, p ř íměrové sekvence a s v y u ž i t í m i n t e r a k t i v n í mapy neroz
l iš i telnost í , m ů ž e zjistit, k t e r é všechny d ruhy ,p ř i použ i t í d a n é h o p á r u , nebude m o ž n é p lně 
rozlišit . 

Samozře jmos t í je i p ř í t o m n o s t j e d n o d u c h é h o prohl ížeče p ř í m ě r o v ý c h p á r ů , kde uživate l 
m ů ž e p r o c h á z e t k o m p l e t n í d a t a b á z i a vyh l edáva t p á r y podle zák ladn ích p a r a m e t r ů . 

Dalš í dů lež i tou součás t í aplikace je m o ž n o s t a n a l ý z y v l a s tn ího p ř íměrového p á r u . Uživate l 
tedy m ů ž e p r o s t ř e d n i c t v í m formulá ře v apl ikaci , spustit v ý p o č e t ana lýzy nové p ř íměrové 
sekvence. K realizaci a n a l ý z y nového p á r u bylo p o t ř e b a integrovat a n a l y t i c k ý n á s t r o j p ř í m o 
do aplikace. 

P r v n í iteraci ana ly t i ckého n á s t r o j e jsem dostal k dispozici na p o č á t k u řešení p r áce . Jednalo 
se o n á s t r o j i m p l e m e n t o v a n ý ve funkc ioná ln ím jazyce Clojure. 

V p r ů b ě h u řešení jsem se rozhodl tento n á s t r o j z d ů v o d u š p a t n é výkonos t i k o m p l e t n ě na
hradit . Funkcional i tu n á s t r o j e jsem zcela reimplementoval a opt imalizoval v jazyce Py thon . 
Díky opt imal izaci jsem dosáh l velmi v ý r a z n é h o v ý k o n n o s t n í h o z lepšení v ý p o č t u . 
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Výpoče t , k t e r ý s t a r á implementace realizovala jednotky hodin (cca 5-6 hodin), nový n á s t r o j 
v y p o č í t á se s t e j n ý m v ý p o č e t n í m v ý k o n e m b ě h e m jednotek minut (cca 2 minuty) . Méně 
výrazný , ale p ř e s to z n a t e l n ý je i trend ve s p o t ř e b ě p a m ě t i . K d e se s p o t ř e b a p a m ě t i s t a r é 
implementace pohybovala kolem 5 až 6 G B , se nová implementace pohybuje kolem 400 
M B . D íky v ý r a z n é opt imal izaci se celková integrace ana ly t i cké funkce do aplikace značně 
z jednoduši la . 

S p o u š t ě n í už iva te l ských ana ly t i ckých ú loh si vyžáda lo rozší ření aplikace o m n o ž i n u v ý p o 
če tn ích uz lů a frontu ú loh. Nejen z tohoto d ů v o d u jsem se rozhodl apl ikaci provozovat 
v d i s t r i b u o v a n é m p r o s t ř e d í typu Kubernetes. Což ve výs ledku z jednoduš i lo s p r á v u nejen 
v ý p o č e t n í c h uzlů, ale i celého zby tku aplikace, vče tně možnos t i ho r i zon t á ln ího škálování 
u rč i tých čás t í aplikace. 

A k t u á l n ě je aplikace d o s t u p n á p r o s t ř e d n i c t v í m d o m é n y h t tps : / /p r imer io .eu / a umožňu je 
j akémukol iv uživate l i internetu, využ í t i m p l e m e n t o v a n é mechanizmy a algori tmy realizující 
pokroč i lou p rác i s p ř í m ě r o v ý m i p á r y a jejich sekvencemi. 
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Příloha A 

Obsah přiloženého paměťového 
média 

deploy 
Dockerfile, staticfľles 

Dockerfile.web 
Dockerfile, worker 

mise 
Pipffle 

primerio 

Složka s Kubernetes manifestem 
Docker š ab lona obrazu se s t a t i c k ý m i soubory 
Docker š ab lona obrazu ap l ikačn ího webového serveru 
Docker š ab lona obrazu v ý p o č e t n í h o uz lu 
P o d p ů r n é skripty 
P y t h o n závis lost i 
Zdrojové k ó d y aplikace 
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Příloha B 

Přehled stránek uživatelského 
rozhraní 

P R I M E R / 10 In ference P r i m e r B r o w s e r C o m p u t a t i o n T a s k s D o c s 

C ;mart16S rRNA Pri mer Pa ir 

III 

_ — — e valuation to oL — — 
— U s e o u r a l g o i t h m ^ ^ d i n f e j i t a b e p r i m e r p a i r s f o r y o u r 

— 
— — — 

n e e d 

— — — — R i n Infer nee — — 

— — — = — — 

— = 

n fe rence B r o w s e r 
J s e ou r a l g o r i t h m and in fere t he m o s t su i t ab le p r imer 

pairs f o r y o u r needs . 

Exp lo re ou r d a t a b a s e o f 16S r R N A P r i m e r pa i rs and 

m a y b e f ind s o m e f c r y o u r e x p e r i m e n t s . 

Submit 
Do you have a P r i m e r pa i r that you w a n t t o k n o w 

m o r e abou t . W h a t reg ion it cover o r w h a t spec ies it 

sens i t i v ise . Run th is c o m p u t a t i o n w i t h ou r a l g o r i t h m . 

O b r á z e k B . l : Sn ímek h lavn í strany aplikace. 
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" V N

V P R I M E R / / 1 Ö ^ v Inference Primer Browser Computation Tasks Docs 

Inference 

Long story short. Inference algorithm takes a; inpL t tax or-c ink dassss that are important in your e>::eriine its, ii=arcn our database of Primer pairs ar:l = ccordi rcj-V ~.o irp.it ts'c is evaluates selectee 
sens tivity and specif ity of each Primer pair. At the end found primer pairs are sorted by multiple values, firstly by eff c ency then by selectee ser-sitk-itVi specif ty :r;l :it last by qlcoal se T-s.it v ity line 
speficity, This approach should maximalize the possibility that best Primer pa r will be listed first but the final resolution is left to you. Two bottom scatter plots shouLd make your job easier, because they 

Taxonsyou want to study* 

Acidobacteria Proteobacteria Firmicutes Act Í no-bacteria 

Ii -——•-—••IIB 
Selected sensitivity [°A] Selected specif:: ty ['.••/ 

ResultsVisualisation Sr Filtering O 

Selected Sens: vity [%! 

Fi l tered Pr imer Pai rs 0 
Show | 10 v | entries Search: 

Primer pair 
Pareto 
Efficiency 

Selected Sensitivity Selected specificity 
* [<*] + [%] 

Overall Sensitivity 
+ [%] -r+ 

Overall Specificity 
[%] 

Uni340F-1492R{s) 0 99 53 96 58 

A519F - 1492R (s) 0 99 4S 98 54 

A519F- P699R 0 99 39 98 44 B a 
Uni340F- P609R 0 99 38 37 i.ii 

27F-Callahan-PG99R 0 91 54 90 61 

27F - Schloss - P699R 0 91 54 *S 51 oa 
27F-Callahan-1492R (s) 0 90 59 89 65 eg 
27F- Schloss - 1492R(s] 0 90 59 88 6.- B a 
ENV1 - P1425 0 89 59 78 62 B a 
27F-CallBhan-Arch1492R 0 77 59 79 SB B a 

Showingl to 10 of 5,508 entries Previous H 3 4 5 . . 5S1 Next 

O b r á z e k B .2 : Sn ímek výs ledků inference. 
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I n f e re n c e Pří m e r Br o wse r Computat ion Tas ks Docs 

1 0 9 9 F - 1 3 9 1 R 

V6 V7 V8 

C o v e r e d r e g i o n 

Info 

Forward sequence:3 ' - GYAACGAGCGCAACCC - 5' Specificity: 31.7 % 

Reverse sequence: 5' - GACGGGCGGTGWGTRCA-3 ' Sensitivity: 89.5 % 

ALI sens i t i ved spec ies I AIL spec i f ied spe i 

Phy lum Col l i s ions Hea tmap 0 

• M j Proteobacteria 

P l F i r m i c u t e s 

Gärnmaproteobacterii 

Betaproteobacter; 

Alphaproteobacter; 

Visual ise & C o m p a r e © 

Taxons you want to study* 

1 » Euryarchaeota x Acidobacter ia | * Aquif icae Bacteroidetes * ChLamydiae » ChLorobi | «Chlorof lexi 

1 * PrachlDraceae] * Deferr ibacteres | *F i rmic j tes . 11 « PLanctomycetes Proteobacteria 11 * Escherichia 

1 xSpirochaetes * Tenericutes | «Thermotogae 

Primer pairs to compare* 

»bae t363F-Bac927R| | « 1 0 9 9 F - 1 4 9 2 - Schloss j| «27F-1027RJ 

O b r á z e k B . 3 : Sn ímek s t r á n k y s detailem p ř íměrového p á r u . 
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P R I M E R / 10 Inference Pr imer B rowser C o m p u t a t i o n Tasks D o c s 

Forward p r imer name (5'->3'] Reverse pr imer name (5'->3'] 

Fo rward sequence regex: 5' -> 3' (eg.: GTR.* ) 

Reverse sequence regex: 5' -> 3 1 (eg.: ATR.* ) 

r.<- : . • • . - • - • J . 
• • • • • • B S r . .* • 

St 
• • • • • • B S 

•• '.' % « . t » . «• * 
. c . » j i , « • ^ -.1 

i 
• * L , • r - * - _ v.'.. 7 . - - • 

LT? i 
• * * ' •* -i 

LT? «1 * . • •"..-•* 
• 

• 

•r • 
* • 

-V! •r • -V! •r 

„! -„! 

0-
l i 

0-
l i o a 3 0 «'j 1 . 71 B 0 i i ü'l 10 

S h o w 10 v entr ies Search 

Primer pair Sensitivity [%] Specificity [%] ** 

1099F 1387R 71 31 1 
1099F 1389R E8 31 1 
1099F 1391R 9 0 32 1 
1099F 1391R 90 52 1 
1099F 1401R 16 32 1 
1099F 1407R 86 52 1 
1099F 1490R 8 5 3 8 1 
1099F 1492 - CalLahun 86 33 1 
1099F 1 4 9 2 - S c h l o s s 8 5 3 8 1 
1099F 1492R Bl 57 1 

2 5 4 5 Show ing 1 t o 1 0 o f 5,624 entr ies w e , " » 

O b r á z e k B.4 : Sn ímek s t r á n k y prohl ížeče p ř í m ě r o v ý c h p á r ů . 
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Inference Primer Browser Computat ion Tasks Docs 

Tasks 

W h e n s o m e user submi t computa t ion of Pr imer pair, the task is schedu led and it 's status can b e v i e w e d in "ALL Tasks " tab. In "My tasks" t a b y o u 

can track tasks. This t racked task list is held wi th in your session in this browser, (When you remove cookies the t racked tasks list w i l l be Lost.) More  

in documenta t ion , 

My Tasks Al l Tasks 

515FY-806R 

Forward sequence: G T G Y C A G C M G C C G C G G T A A 

Reverse sequence: G G A C T A C N V G G G T W T C T A A T 

Task started: Apri l 4,2022,11:52 p.m. 

Last modif ication: Apr i l 5, 2022, 2:03 a.m. 

Log 

Q V iew Pr imer pair X U n t r a c k 

O b r á z e k B .5 : Sn ímek s t r á n k y se seznamem už iva te l em s ledovaných úloh. 
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Inference Primer Browser Computat ion Tasks Docs 

Tasks 

W h e n s o m e user submi t computa t ion of P r imer pair, the task is scheduled and it 's s tatus can be v iewed in " A l l Tasks" tab. In " M y tasks" tab you 

can track tasks. This t racked task list is held w i th in your sess ion in this b rowser . {When you remove cook ies the t racked tasks List w i l l be lost.) 

M o r e in documenta t ion . 

My Tasks AIL Tasks 

Show 1 0 w entries 

8 + FW primer 

Search: 

RE primer Status Started Actions 

18374 515FY 

18373 515FY 

18372 515FY 

18371 515FY 

18370 515FY 

18369 515FY 

806R 

803R 

907R 

1492R 

UA1406R 

Uni1392R 

Apri l 4,2022,11:52 

p.m. 

Apr i l 4,2022,11:52 

p, m 

Apri l 4,2022,11:52 

p.m. 

Apri l 4,2022,11:47 

p. m 

Apr i l 4 ,2022,11:47 

p.m. 

Apri l 4 ,2022,11:46 

p. m 

18368 357F 

18367 357F 

18366 357F 

V69R 

1 4 9 2 - S c h l o s s 

1100R 

18365 357F 

Showing 1 to 10 of 3,817 entries 

CD[R] 

Apri l 4 ,2022,11:45 

p.m. 

Apri l 4 ,2022,11:45 

p.m. 

Apr i l 4 ,2022,11:44 

p.m. 

Apri l 4 ,2022,11:44 

p.m. 

2 3 4 5 382 

O b r á z e k B . 6 : Sn ímek s t r á n k y se seznamem všech ú loh. 
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Příloha C 

Aspekty nasazení aplikace 

Ukázky Kubernetes konfigurací 

V kapitole 5 je s t r u č n ě p o p s á n pr incip s y s t é m u Kubernetes a jeho konf iguračních soubo rů . 

Z d ů v o d u jejich velikosti jsem se rozhodl vložit n ě k t e r é u k á z k y zde do pří lohy. K o m p l e t n í 

manifest je obsažen v o d e v z d a n ý c h 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: 
t l s : 

- hosts: 
- "primerio.eu" 

secretName: primerio-eu 
rules: 
- host: "primerio.eu" 

http: 
paths: 
- backend: 

service: 
name: primerio-service 
port: 
number: 80 

pathType: ImplementationSpecific 

O b r á z e k C . I : U k á z k a konfigurace d o m é n y a https. 
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apiVersion: apps/vl 
kind: Deployment 
metadata: 
name: primerio-worker 

spec: 
r e p l i c a s : 2 
selector: 
matchLabels: 

app: primerio-worker 
template: 
metadata: 

labels: 
app: primerio-worker 

spec: 
containers: 
- name: primerio-worker-pod 
env: 
- name: REDIS_HDST 

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_H0ST 

value: "thesis.tensorcloud.cz" 
resources: 

requests: 
memory: "800Mi" 

l i m i t s : 
cpu: "1" 
memory: "1500Mi" 

image: registry.gitlab.com/kohoutovice/diplomka:worker 
imagePullPolicy: Always 
securityContext: 

allowPrivilegeEscalation: f a l s e 
c a p a b i l i t i e s : {} 
pri v i l e g e d : f a l s e 
readOnlyRootFilesystem: f a l s e 
runAsUser: 1000 

imagePullSecrets: 
- name: g i t l a b - p u l l - s e c r e t 

O b r á z e k C.2 : U k á z k a konfigurace deploymentu pro v ý p o č e t n í uzly aplikace. 
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Příloha D 

Příklady použití aplikace 

A k t u á l n ě je s y s t é m nasazen v r á m c i se rverů cloud.muni.cz, k t e r é je p rovozováno jako best 
effort řešení a p ře s tože vě t š inu času běž í spolehl ivě . B ě h e m vývoje jsem se setkal s m n o h ý m i 
výpadky , p ř í p a d n ě velmi in t enz ivn ími v ý k o n n o s t n í m i propady. 

Inference 

P ř í k l a d e m využ i t í inference m ů ž e bý t situace kdy jsou cí lem studia dva b a k t e r i á l n í kmeny: 
Proteobacteria a Firmicutes . 

1. Nejdř íve o t e v ř e m e s t r á n k u aplikace, h t tps : / /pr imer io .eu / 

2. N a h lavn í s t r á n c e klikneme na Inference. ( B u d v box íku , nebo na liště.) 

3. Do pol íčka pro taxony n a p í š e m e p o s t u p n ě zvolené kmeny a vybereme ze seznamu. 

4. K l ikneme na t l ač í tko Run inference. 

5. S t r á n k a se znovu n a č t e a na server se vyšle p o ž a d a v e k na inferenci. Chvíl i p o č k á m e , 
p ro tože a k t u á l n ě je d a t a b á z e p rovozována na instanci s H D D ú lož i š t ěm a rychlost 
m ů ž e bý t lehce omezena. 

6. Jakmile je inference provedena, na s t r á n c e se vykres l í několik grafů a p řeh ledová 
tabulka o h o d n o c e n ý c h p r i m e r ů . 

7. Ted je m o ž n é v obou b o d o v ý c h grafech vybrat oblast hodnot senzit ivity a specificity, 
k t e ré vyhovuj í nejvíce a ná s l edně v se řazené tabulce p ř í m ě r o v ý c h p á r ů zvolit v y b r a n ý 
pár . Tabulka je se řazena , dle všech p a r a m e t r ů , p r i o r i t ně zleva do p ravá . R a z e n í si 
lze upravit k l i k n u t í m na hlavičku sloupce. P ř í p a d n ě řazen í podle někol ika s loupců je 
m o ž n é k l ikem na h lavičku sloupce za současného d ržen í klávesy shift. 

Detail př íměrového pá ru 

Ve výsledcích inference, nebo v prohl ížeči p ř í m ě r o v ý c h p á r ů , je m o ž n é p ř i s t o u p i t k detailu 
p ř íměrového p á r u . Zde je m o ž n é zjistit pozici ampl i f ikovaného regionu, sekvence p r i m e r ů 
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a nerozl iš i te lnos t i p o m o c í i n t e r a k t i v n í mapy. V t é t o m a p ě je m o ž n é se k l i k n u t í m na po
ložku zanoř i t do t a x o n o m i c k é hierarchie a p o s t u p n ě až na ú roveň druhu zjistit j edno t l ivé 
nerozl iš i te lnost i . 

Spuštění analýzy př íměrového pá ru 

K l i k n u t í m na m o ž n o s t Computation se už iva te l dostane na formulář s p u š t ě n í v ý p o č t u . P r o 
účely o te s tován í aplikace, je m o ž n é postupovat takto: 

1. Z prohl ížeče p ř íměrových p á r ů si vybereme l ibovolný p á r a z n á h l e d u detailu zkopí
rujeme obě sekvence do fo rmulá ře pro výpoče t . 

2. Vyp ln íme j m é n a p r i m e r ů l ibovolně. 

3. K jednomu (nebo o b ě m a ) p r i m e r ů m p ř ip í š eme na konec sekvence znak "N"reprezentuj ící 
j akýkol iv nukleotid. D íky tomu se funkce pr imeru nezmění , ale v d a t a b á z i j e š t ě nebude 
t a k o v ý primer p r a v d ě p o d o b n ě existovat. 

4. Vyp ln íme emailovou adresu a s p u s t í m e výpoče t . 

5. P o k u d jsme změnil i pouze jednu sekvenci, pak aplikace automaticky identifikuje tu 
n e z m ě n ě n o u a p ř i ř ad í j í j m é n o , k t e r é už v d a t a b á z i je. 

6. N a email by m ě l a doj í t zp ráva o za řazen í úlohy. 

7. V ý p o č e t by se mě l záhy spustit. Tento postup je m o ž n é sledovat na s t r á n c e Tasks. 

8. V ý p o č e t by podle zvoleného p á r u a vy t ížen í d a t a b á z e , mě l bý t dokončen b ě h e m ně
kolika jednotek až des í tek minut . 

9. V p r ů b ě h u v ý p o č t u , se jako p r v n í v y p o č í t á amplif ikovaný region. P o k u d tedy klikneme 
z p ř e h l e d u ú loh na zob razen í p ř íměrového p á r u , m ů ž e m e zjistit pozici regionu ješ tě 
p řed ú p l n ý m dokončen í v ý p o č t u . 

10. Jakmile je v ý p o č e t dokončen , je m o ž n é si p r o h l é d n o u t veškeré v y p o č í t a n é informace 
na s t r á n c e detailu. 

P o k u d by p ř í m ě r o v ý p á r neamplifikoval ž á d n ý úsek 16S r R N A genu, ú l o h a skončí s chybou 
a v logu ú lohy se tato sku t ečnos t zapíše . 
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