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Uvod

V dnesni dobé nam moderni technologie umoznuji shirat Sirokou skalu
datovych sad z rtznych obori. Jednim z téchto obori je proteomika, ktera
v tomto tisicileti zaziva ptisobivy ,,boom* a praci s timto typem dat se zabyva
mnoho vyzkumnika — avSak ne tolik, aby existovalo odpovidajici mnozstvi
nastroju, které by jim kazdodenni tkoly usnadnily. Jde navic o velmi speci-
fickou, komplexni problematiku, u které se mnohdy ani lidé pracujici ptimo
v tomto oboru neshodnou, jak pii zpracovani a analyzy tohoto typu dat po-
stupovat. Dalsim tuskalim je kiivka uceni, ktera pti zac¢atcich na tomto poli
roste jen velmi pomalu (napft. u datovych védet, ktefi slovo proteomika slysi
poprvé v zivoté) a chvili trva, nez se ¢élovék zorientuje v tom, jaky je princip
prace s témito daty.

Tento text se snazi usnadnit zacatek ptsobeni v tomto oboru prostiednic-
tvim shrnuti zakladnich postupt a tkont potiFebnych pii zpracovani proteo-
mickych dat (a uvadi samotny pojem proteomika v dostupné formé). Tomu
je vénovana zejména prvni kapitola, kterd nabizi i konkrétni priklady pouzi-
vanych metod, jakoz i moznosti grafickych vystupi.

Jakykoliv néstroj pro ulehéeni prace s (nejen) proteomickymi daty je
jisté vitan — jednou z moznosti je Shiny aplikace vytvofena v prostiedi R,
které diky otevienosti a umoznéni prispét komukoliv svym balickem dispo-

nuje mj. také ruznymi metodami vyuZzitelnymi v proteomice. Aplikace, které
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by zvladla efektivné pomoct védciim z tohoto oboru, vsak témér vzdy bude
obsahlé dilo co do investovaného ¢asu i fadkt koédu — proto neni idealni vari-
antou, aby se piipadny zajemce o podileni se na vyvoji takového nastroje rov-
nou pustil do prace standardnim zptsobem bez patii¢né pripravy a vhodné
metodiky. Ve druhé kapitole je proto predstaven princip tvorby Shiny apli-
kaci ve formé R balicku. Jde o pristup jednak zajistujici vétsi prehlednost
a kontrolu nad celym projektem, jednak také usnadiujici samotnou praci pii
programovani a naslednou publikaci a adrzbu aplikace.

Zaveéretna kapitola je pak nejen logickym spojenim prvnich dvou ¢asti,
ale také realizaci hlavniho cile této diplomové prace — tim je vytvorit néstroj
pro preprocessing, imputaci a analyzu proteomickych dat. Je zde predsta-
vena nova Shiny aplikace proteo MFE, ktera byla vytvotfena ve formé R balicku
a publikovana pro pouziti Sirokou verejnosti. Tato kapitola kromé predstaveni
aplikace poskytuje i navod pro kohokoliv, kdo by ji chtél vyuzit pro analyzu
vlastnich dat — soucasti je i vzorové zpracovani syntetickych dat sledujici

jednotlivé kroky:.
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Kapitola 1

Prace s proteomickymi daty

Cilem této kapitoly je predstavit ¢tenafi pojem proteomika, zpusob sbéru
proteomickych dat a v neposledni fadé postup pri zpracovani tohoto typu
dat, jehoz pochopeni a schopnost aplikovat jej na realnou datovou sadu jsou
pro celou praci stézejni.

Jednotlivé podkapitoly na sebe navazuji a maji ambici slouzit jako uce-
leny soubor znalosti potfebnych k tomu, aby ¢tenar mohl vkrocit do svéta
proteomickych dat a pracovat s nimi. Rozhodné neptijde o kompletni vycet
vSech zndmych metod a postupi — ¢tenar by vSak meél ziskat zékladni pre-
hled o dané problematice a diky nabyté orientaci si pripadné dalsi moznosti

dohledat.

1.1 Proteomika aneb Co je to za data?

Cela kapitola se sice tyka oboru, ktery lezi na pomezi biologie a chemie,
budeme jej vSak nahlizet zejména z pohledu statistika. I ten ovSem pottebuje
rozumét alespon zakladim oblasti, z které data pochazi, aby mohl spréavné

volit pouzivané metody ¢i interpretovat vysledky své analyzy. Proto se v této
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podkapitole podivame bliZze na to, ¢im se vlastné proteomika zabyva a jak se

takova data sbiraji.

1.1.1 Proteomika jako védni obor

N

Zacnéme pojmem proteom, jehoz podobnost se znaméjsSim pojmem ge-
nom! neni ndhodna. Wilkins ve svém ¢lanku [26] uvadi proteom coby soubor
viech PROTEint vytvorenych v organismu na zékladé genOMu — bilkoviny?
jsou totiz pfimym produktem genetické informace. Pro (nejen) nase télo jsou
nesmirné dulezité. Vyznamné se podili na vét§iné bunécénych funkci, at uz
jde o prevod a zpracovani biologické informace ¢i latkovou a energetickou
vyménu [16].

Proteomika je pak obor zabyvajici se systematickym studiem proteomu,
v ramci kterého se snazi prohloubit poznéani o funkcich, strukture ¢i mnozstvi
proteini v daném organismu, typu buiiky ¢i tkané. Tato nauka si také klade za
cil popsat a vysvétlit roli proteinii v biologickych procesech, to, jak interaguji
s jinymi latkami, pifipadné i zménu sloZzeni proteomu pii zménach v organismu
— typicky rozdil v souboru bilkovin zdravého a nemocného jedince [4][16].

Uplatnéni nachézi proteomika zejména v mediciné — pravé kvili zkou-
méni pri¢in a mechanismi, které stoji za riznymi chorobami ¢i patologic-
kymi stavy. Pronikd vSak také do dalsich oborii od farmacie (vyvoj léciv)
pfes ochranu zivotniho prostiedi aZ po zemédélstvi [4].

Jiz byla zminéna tizka provazanost proteint s genomem. Oproti genomice
je v8ak studium bilkovin daleko tézsi, nebot slozeni proteini v organismu
je velmi nestalé a neustale se ménici. Na druhou stranu, pochopeni téchto

mechanismii by nase poznani (napf. pravé v oblasti mediciny) posunulo na

!Soubor viech genii daného organismu.
2Pouze &esky ekvivalent slova protein.
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zcela novou droven — proto ma smysl snazit se prijit na to, jak co nejlépe

ziskat potifebna data a ,,vytézit“ z nich co nejvic [16].

1.1.2 Jak se sbiraji proteomicki data

Moznosti, jak tato data sbirat, je cela fada. Vhodnou metodologii volime
dle stanoveného cile vyzkumu [4]. V této préci se zaméiime pouze na jeden
pristup, a to tzv. shotgun proteomiku.

V tomto pristupu mame na ,, vstupu“ neseparovanou smeés proteinu. Pti-
prava probiha tak, aby v kazdém vzorku bylo stejné mnozstvi (celkovy objem)
proteinti. Z odebrané tkand/télni tekutiny® jednoho jedince se muZe piipra-
vit vice vstupii — jde o tzv. technické replikaty (bézné 2-3). Plati vsak, ze
vzorek jedince je vzdy odebrén v jeden cCas a na jednotlivé replikaty rozdélen
az v laboratoii — vzpomenme na neustale se ménici slozeni proteinu v or-
ganismu. Takto pripravené vzorky se pomoci specialni metody rozstépi na
peptidy (kratsi Fetézce aminokyselin, z kterych se proteiny skladaji). Ty jsou
separovany metodou HPLC (high-performance liquid chromatography) a né-
sledné sekvenovany tzv. tandemovou hmotnostni spektrometrii (Gasto zna-
¢enou MS/MS). Pristroj, ktery nam konecné z téchto chemicko-biologickych
vstupt poskytne ¢iselné vystupy, je tedy hmotnostni spektrometr [4].

Zkusme se na tento proces podivat zjednodusené. Hmotnostni spektro-
metr dokaze jednotlivé molekuly peptidia ,roztridit dle jejich hmotnosti,
pfi¢emz tyto molekuly projdou celym procesem ve dvou kolech (odtud tan-
demova hmotnostni spektrometrie). Po pocateénim sefazeni dle hmotnosti
peptidii (resp. poméru hmotnosti k naboji, nebot molekuly jsou ionizovéany)
nastane kolize se specidlnim plynem, ktery molekuly dal rozdéli na mensi

fragmenty. V druhém kole se tedy zméif hmotnost téchto fragmentii. Pistroj

3Casto se jedna o krev, sliny, ale také napf. o dechovy kondenzat.
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je pak schopen detekovat intenzitu fragmenti, které pristrojem doputuji k de-
tektoru — vysledkem jsou tzv. spektra udavajici to, kolik tam téchto zlomku
peptidi je [26]. O zpracovani jednoho replikitu hmotnostnim spektrometrem
hovofime jako o ,,béhu“ (z anglického run, nékdy se pouziva primo anglicky
termin).

Na fadu prichéazi software?, ktery vysledky MS/MS zpracuje a jako vy-
stup vrati datovou sadu pouzitelnou k dalsi analyze. Ac¢koliv méme k dispozici
pouze informaci o kratkych sekvencich aminokyselin, dokdZzeme pomoci soft-
waru a rozsahlé databaze proteinu sparovat detekované fragmenty s peptidy,
z kterych (pravdépodobné) pochazi. Jejich mnozstvi, resp. intenzita v jednot-
livych replikatech je zde vyjadiena tzv. abundancemi (p¥ip. se pracuje piimo
s pojmem intenzita — zélezi na pouZitém softwaru). Podobné se daji pep-
tidy sparovat s puvodnimi proteiny (opét s néjakou mirou nejistoty), ¢imz se
dostéavame zpét na proteinovou troven [26]. V nasledujicich kapitolach se bu-
deme bavit pouze o proteinové trovni, avsak analyzy se daji provadét i na té
peptidové. Softwarovy vystup jednoho méteni (béhu) se nékdy oznacuje jako
,soubor (z anglického file, opét se pouziva i pfimo tento anglicky termin) —
s touto terminologii budeme pracovat i v tomto textu.

Vysledné datové sady jsou velice citlivé na pouzity typ hmotnostniho
spektrometru a jeho nastaveni stejné jako na parametry softwaru, ktery vy-
sledna spektra zpracovava. Proto jsou vysledky ziskané jinymi pristroji a pri
jinych hodnotach parametria jen obtizné porovnatelné.

Je mozné, 7e ¢tenar ani ted nemé predstavu, s ¢im Ze to mé pracovat.
V Tabulce 1.1 je ¢ast uméle vytvorené ukazkové datové sady ve formétu,
v jakém ji vrati program Proteome Discoverer pfi jednom z moznych na-

staveni. V prvnim sloupci Accession jsou unikatni identifikitory proteint,

1Casto se pouziva komeréni Proteome Discoverer [31] & volné dostupny MaxQuant [23].
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kterym se tika accession number. Tyto kody jsou dohledatelné v databazi

proteintt UniProt®, kde jsou k dispozici detailni informace o proteinu.

Tabulka 1.1: Ukazka datové sady

Accession F1 F2 F3
P04745 441 466,04 443 635,72 NA
B7ZMD7 NA NA 12 566,05
H6VREF8 13 855 145,99 20 437 597,60 NA
P19961 43 636,42 26 260,37 3 714,54

P35527 290 059,17 459 357,33 1514,41

V dalgich sloupcich jsou abundance téchto proteinu v jednotlivych soubo-
rech (s ID F1, F2 ...). Jak bylo zminéno vyS3e, jeden subjekt mize mit vice
replikat svého vzorku, tedy k nému miize nélezet nékolik soubort, z nichz
kazdy muze mit zcela jiné vysledky (napf. ur¢ity protein je v jednom tech-
nickém replikatu subjektu detekovan a ve zbylych dvou nikoliv). Viimnéte si
i chybéjicich hodnot — ty jsou v tomto typu dat velmi ¢astym jevem (mno-
hem ¢ast&jsim, nez byva zvykem). Jejich pivodu a moznostem imputace se
vénuje podkapitola 1.2.6. Uzitecné je také uvést, jaké rozméry oc¢ekavat u plné

datové sady. Sloupcii s abundancemi (souborti) byvaji vyssi desitky az nizsi

v

1.1.3 Proc¢ se sbiraji proteomicka data

Cely postup predstaveny v predchozi ¢asti zni velmi komplikované (a je
jesté komplikovanéjsi, nez bylo popsano). Jaky je tedy vlastné ucel sbéru
tohoto typu dat? Co chceme zjistit?

Zpravidla sledujeme néjaky biologicky jev (napf. rakovinu ¢ jiné onemoc-

néni), s kterym je (jako ostatné s kazdou zménou v téle organismu) spojena

®Dostupna zde: https://www.uniprot.org/
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promeéna proteomu. Analyzou tohoto typu dat pak chceme nalézt kandidatni
proteiny typické pro tento jev [16]. Jinymi slovy, zajima nas, zda se ve skupiné
s projevem daného biologického jevu vyskytuje vyznamné vétsi (¢i naopak
mensi) mnozstvi proteinu ¢i skupiny proteini nez ve skuping, kde se tento jev
neprojevuje’. V literature se tito kandidati nékdy oznacuji jako DEP (z an-
glického differentially expressed proteins) [27]. Stejné tak mizeme mit vedle
jedné  kontrolni* skupiny (bez zkoumaného jevu) klidné i vice skupin, kde se
jev projevuje. To v piipadé, Ze pozorujeme vice stadii nemoci (napt. klinicka
stadia nadort).

Vzhledem ke slozitosti procesii nemuzeme na zavéry analyzy téchto dat
pohliZet jako na ultimatni odpovéd na otézky typu ,,Jaka skupina proteinu
je spojena s projevem této nemoci?“. Ziskané informace nam vsSak slouzi
jako cenny zdroj hypotéz, které mohou védci vyuzit k planovani konkrétnéji
zacilenych vyzkum.

Pokud bychom méli pouzit néjaké prirovnani: nejde ndm o nalezeni jehly
v obrovské kupé sena, ale spiSe o vytipovani mensi hromadky, v které by ta
jehla mozné mohla byt. Zajem o rozvoj proteomickych metod naznacuje, ze
tento pristup (a¢ na prvni pohled neoslni jednozna¢nymi vysledky déavajicimi
konkrétni odpovéd) mé svoje misto na poli moderni védy a jeho dalsi zdo-
konalovani miize lidstvo priblizit k feseni zasadnich problémiu (nejen) v me-

diciné.

1.2 Postup pri zpracovani proteomickych dat

V této Césti si postupné rozebereme jednotlivé faze zpracovani proteomic-

kych dat. Diky podkapitole 1.1.2 jiz vime, v jakém forméatu je zakladni datovéa

6Tento piistup s porovnavanim skupin je jen jednou z moznosti, v tomto textu viak
bude jedinéa, kterou podrobné rozebereme.
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sada s abundancemi proteini. Ta ndm v8ak sama o sobé nestaci. Abychom
dokéazali porovnat proteom u (zjednodusené feceno) zdravych a nemocnych

jedinci, potfebujeme dalsi dvé pomocné datové sady:

e Anotace souboru (téz file annotations) — tabulka, ve které jsou jed-
notlivé soubory pfitazeny ke vzorku, z kterého pochézi, prip. doplnény
o oznaceni replikatu. Dalsimi vyuZitelnymi informacemi (pokud jsou
dostupné) jsou datum a ¢as méfeni, které souvisi s rozdélenim repli-
katt na tzv. ,davky* (z anglického batch). Replikaty se totiz do hmot-
nostniho spektrometru vkladaji postupné po téchto davkach (klidné
i s odstupem nékolika dni ¢i tydna mezi jednotlivymi déavkami). Infor-
mace o davce (¢islo davky, pfip. i poradi replikitu v ramci davky) jsou
nezbytné pii vySetfovani tzv. batch efektu, tedy efektu déavky. Tomu se

vsak v tomto textu vénovat nebudeme.

e Anotace vzorku (téz sample annotations) — tabulka s informacemi
o jednotlivych vzorcich (samplech) predstavujicich nase subjekty. Ne-
zbytnou informaci je v pfipadé porovnavani skupin tzv. treatment group
(to, k jaké skupiné subjekt patii — kontrola vs. nemoc, pfip. jeji sta-
dium). Dale v§ak muZze obsahovat libovolné dalsi udaje, napft. pohlavi,

~

vék ...

Ukéazkovy soubor s anotacemi soubori, resp. vzorku najdete v Tabulce

1.2, resp. v Tabulce 1.3.

1.2.1 Zakladni informace o datech

Po ziskani vSech datovych souborii je vhodné se na data podivat z nékolika
pohledii, abychom si utvorili prvotni obraz a odpovédéli si na mozné otazky,
prip. nés to, co uvidime, upozorni na mozné problémy v datech. Pistupnym
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Tabulka 1.2: Ukézka anotaci souboru

fileID sampleID rep batchNo batchOrder dateTime

F1 Al 1 1 1 2/10/2024 11:06
F2 Al 2 1 2 2/10/2024 18:38
F3 A2 1 1 3 2/11/2024 1:14
F4 A2 2 1 4 2/11/2024 6:27
F5 B1 1 2 1 2/28/2024 15:43
F6 Bl 2 2 2 2/28/2024 23:33

Tabulka 1.3: Ukézka anotaci vzorka

samplelD treatment sex age weight kg

Al A M 56 95
A2 A Fo21 60
B1 B F 33 65

néastrojem jsou vizualizace. Ukazme si tedy alespoit par zdkladnich grafi’,

které miuzeme za timto ucelem vytvorit.

1.2.1.1 Boxplot abundanci pro jednotlivé soubory

Tento typ grafu spociva v tom, ze u kazdého souboru vidime, jakych hod-
not abundance proteintt nabyvaji (véetné medianu a horniho a dolniho kvar-
tilu téchto hodnot). Je uzite¢né barevné odlisit boxploty dle skupiny (treat-
ment group), stejné tak dostaneme dodatecnou informaci diky variabilni Sifce
boxploti (odpovidajici po¢tu detekovanych proteinii). Pokud mame moznost
tvorit interaktivni grafy, muzeme tuto vizualizaci vylepsit infoboxem, ktery

se objevi vzdy pfi pfesunuti kurzoru mysi na konkrétni boxplot — v ném mo-

TV celé praci je u prvki grafi (popisky os, legenda . ..) pouZivina vyhradné angli¢tina,
nebot vizualizace odpovidaji vystupim z aplikace proteoME (vice v kapitole 3). Aplikace
je totiz urCena nejen Ceskym uzivatelim a anglicky jazyk tak byl jednim z pozadavku
zadavatele.
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Obréazek 1.1: Boxplot abundanci pro jednotlivé soubory — originalni hodnoty
(nahote) a transformované hodnoty (dole)
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hou byt shrnuty jednak ¢iselné charakteristiky (median, horni a dolni kvartil,
pfip. minimum a maximum), jednak pravé pocet detekovanych proteinii u da-
ného souboru®.

Prvni moznou odpovéd na nékterou z otazek (,,Bude potieba data trans-
formovat?“) dostaneme pii pohledu na Obréazek 1.1. Originalni data (graf
nahofe) jsou oc¢ividné velmi zesikmené a transformaci bude v pozdéjsi fazi
analyzy tfeba provést (vice toto téma rozebereme v ¢asti 1.2.2). Dole na
Obrazku 1.1 muzete vidét vysledny graf, kdyz na abundance pouzijeme lo-
garitmickou transformaci se zakladem dva’.

V pripadé, ze mame soubory sefazené chronologicky dle data a ¢asu mé-
feni, muzeme pomoci tohoto grafu zaznamenat jeden z moznych problémt
vzniklych pfi méfeni. Pokud bychom totiz pozorovali jasny rostouci trend
abundanci, mohlo by to znamenat, Ze u vzorkt mérenych v pozdéjsich bé-
zich pristroj detekuje i proteiny z béhu predchozich — to je mozné typicky
kvili kontaminaci piistroje pfedchozim vzorkem.

Pro zkuSené vyzkumné pracovniky muze byt zajimavym poznatkem i to,
pokud by jedna ze skupin (napf. vzorky subjektii se zkoumanou nemoci) byla
abundantné&jsi nez skupina druhéa (napf. kontrola). Zde se to vSak piipad od
piipadu lisi a pro spravné vyhodnoceni je potfeba mit odborny vhled do

medicinské stranky véci.

1.2.1.2 Histogram poctu detekovanych proteini

Dalsim grafem, ktery nam v tvodu analyzy miize poskytnout zakladni

informace o datové sadé, je histogram poctu detekovanych proteint na trovni

8Pro vétsi nazornost lze doplnit i informaci o poétu chyb&jicich hodnot v souboru a
proporci detekovanych proteint, tj. pocet detekovanych proteint v ramci souboru ku poétu
v8ech detekovanych proteint v celé datové sadé.

9Zaklad logaritmu roven dvéma je pouzivan v celém textu. Pokud nékde zaklad neni
specifikovan, jde vzdy o logs(x).
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jednotlivych souborti. Pro ziskéni téchto udaju staci pro kazdy soubor zjistit,
kolik nenulovych hodnot je v daném sloupci pfitomno — jako detekovany
protein tedy pocitdme ten, ktery mél pro dany soubor kladnou abundanci *°.
Na ose y jsou pak ¢etnosti (pfip. proporce), jak jsme u histogramu zvyXkli.

Mame dvé zakladni moznosti, jak histogram zobrazit. Tou prvni je ig-
norovani rozdéleni na skupiny dle treatmentu a vykresleni spolecného histo-
gramu pro vSechny soubory. V tomto pfipadé nas mtze zajimat, kolem jakych
hodnot se pocet detekovanych proteinii obecné pohyboval, piipadné zda se
v datech vyskytuje skupina souborii s neobvykle velkym ¢i neobvykle malym
poctem detekci vzhledem k ostatnim souborim v celé datové sadé. Takovy
histogram miuzete vidét na Obrazku 1.2 nahote.

Pokud v8ak data rozdélime dle sledovanych skupin, pfidame extra infor-
maci o tom, zda se pocet detekovanych proteinti mize ve skupinach lisit,
piip. zda jsou soubory s vyrazné vétsim (¢ vyrazné mensim) poctem detekei
spojeny s konkrétni skupinou. Skupiny jsou odliSeny barevné, pricemz jednot-
livé histogramy jsou ¢astecné pruhledné — vidime tedy jejich ,prekryvani®.
Doporucené je zvolit pro skupiny kontrastni barvy tak, abychom je i pres
prekryvani rozlisili. Priklad takové vizualizace je na Obrazku 1.2 dole.

Graf se d& samoziejmé ruzné obohatit. Nabizi se napt. vertikdlni céara
znazoriujici median poctu detekovanych proteini (na celkové ¢ skupinové
trovni). Se zapojenim interaktivnich prvki je mozné pfi umisténi kurzoru
na konkrétni sloupec zobrazit infobox s rozsahem sloupce (v angli¢tiné se

pouziva termin bin range) a spoc¢itanou ¢etnosti (pfip. proporci).

10 Analogicky jako nedetekované proteiny bereme ty, u nichz je ve sloupci daného sou-
boru nulova hodnota & chybéjici hodnota (NA). (Ne)detekovany protein posuzujeme t&-
mito kritérii jen v piipadé, ze data nejsou transformovana ani normalizovand — napft. po
logaritmické transformaci uz abundance samoziejmé nemusi byt kladné, aby byl protein
bran za detekovany.
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skupiny (nahote) a s rozdélenim dle skupiny (dole)
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1.2.1.3 Ciselné charakteristiky

Kromé grafii mizeme zakladni informace o datovém souboru ziskat i spo-
¢itanim nékterych ¢iselnych charakteristik — zde v8ak (narozdil od boxploti)
za cenu zjednoduseného pohledu na celou datovou sadu, nikoliv pro jednot-
livé soubory. Vybér konkrétnich charakteristik neni nijak pevné dan a zalezi
spiSe na osobnich preferencich vyzkumného pracovnika. Piiklad tohoto typu

vystupu muzete vidét v Tabulce 1.4.

Tabulka 1.4: Ciselné charakteristiky datové sady — priklad

Minimum Dolni kvartil  Median =~ Pramér  Horni kvartil Maximum Variaéni rozpéti  Sikmost

13,38 536,01 2 699,62 273 802,7 16 038,95 52 140 660 52 140 647 12,87

Dodate¢nou (a stale dobfe zobrazitelnou — vizte Tabulku 1.5) informaci
muze prinést zohlednéni treatment group — dokonce miize pomoci podpofit
opticky dojem z boxploti (,,Jedna skupina se mi zda abundantnéjsi nez ta

druh4.“), pfip. poukazat na jeho chybnost.

Tabulka 1.5: Ciselné charakteristiky datové sady dle skupiny — ptiklad

Skupina Minimum Dolnf kvartil Median ~ Pramér  Horni kvartil Maximum  Variatni rozpéti  Sikmost

A 13,38 816,78 4 384,80 136 149,9 21 140,06 52 140 660 52 140 647 24,75
B 15,39 451,75 2 086,06 349 258,6 13 016,85 42 635 001 42 634 986 10,84

1.2.2 Transformace

Data, na zékladé nichz se pocitaly ¢iselné charakteristiky v Tabulkach 1.4
a 1.5, jsou sice uméle vytvorena, ale nesou s sebou jev, ktery je u proteomic-
kych dat velmi Casty — jsou vyrazné zeSikmena smérem k velkym kladnym
hodnotam. Mnohé metody pouzivané k analyze proteomickych dat pritom
predpokladaji, Ze jsou data normalné rozdélena (¢i alespoii symetricka), piip.
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jsou citlivé na extrémni hodnoty — originalni podoba datové sady by tak po-
uziti téchto metod nedovolovala. Dostat data do vhodnéjsi formy, se kterou
se nam bude lépe pracovat, umime ve vétsiné piipadi pomérné snadno, a to
jednoduchou transformaci dat [15][19].

Nejpouzivanéjsi metodou je logaritmické transformace!!, ktera si poradi
s velkou kladnou Sikmosti dat a ucini proteomicka data vice symetricka.
Vyhodnotit efekt logaritmické transformace pomuze jak vhodné vizualizace
(vizte Obréazek 1.1), tak srovnani ¢iselnych charakteristik. Ukézka takového

srovnani je v Tabulce 1.6.

Tabulka 1.6: Ukazka vlivu logaritmické transformace na ¢iselné charakteris-
tiky

‘ Minimum Dolni kvartil Median Prumér  Horni kvartil Maximum Max—Min Sikmost
Puvodni data 13,38 536,01 2 699,62 273 802,71 16 038,95 52 140 660,00 52 140 646,62 12,87
Logaritmovana data 3,74 9,07 11,40 11,82 13,97 25,64 21,89 0,73

Problémem u logaritmovani jsou ze zjevného divodu nuly. Mozna ¢tenéte
napadne nahradit nuly znakem pro chybéjici hodnotu (typicky NA) v duchu
myslenky ,,Kdyz hmotnostni spektrometr nasel mnozstvi rovno nule, tak pro-
tein vlastné nenagel.“ — tim bychom se vSak pripravili o ¢ast informace. Lze
totiz rozlisovat divody chybéjici hodnoty (vice v ¢asti 1.2.6), coz by se nam
vSak timto krokem ztizilo. Alternativnimi transforma¢nimi metodami tak

mohou v piipadé vyskytu nul v datech byt:

e Logaritmovani dle vzorce y = logs(z+1) — nulové hodnoty tak nulovymi

zustanou a benefity logaritmické transformace se zachovaji.

e Odmocninovéa transformace — neni tak dobfe interpretovatelna a pfi
extrémni Sikmosti nesymetrizuje data dostatecné, ale nuly pro ni nejsou

problém.

1Se zakladem dva — jak uz bylo zminéno vyse.
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1.2.3 Normalizace

Variabilita v proteomickych datech pochazi z riznych zdroji. Nékteré
z nich jsou nezddouci a miizeme je ovlivnit ipravou experimentalnich podmi-
nek (batch efekt), napi. stejna Sarze chemikalii ¢i stejny laborant piipravujici
vzorky. Jiné jsou zadouci a lezi v nich odpovédi na vyzkumné otézky — zde
jde tfeba o variabilitu zpusobenou rozdilem mezi jednotlivymi skupinami
(napt. zdravi versus nemocni). V datech se ovSem vyskytuje také variabi-
lita, které se nemiizeme zbavit zdsahem do nastaveni experimentu a kterou
v nich zaroven mit nechceme, nebot nepiinasi pozadované informace. Jako
priklad uvedme ruznou rychlost degradace biologickych vzorki ¢ opotiebeni
materialu/senzortt v hmotnostnim spektrometru. Pravé kvili snizeni ,,miry
kontaminace® touto variabilitou proteomicka data normalizujeme [19].

P1i vybéru metod normalizace je dilezité volit takové, které sice neza-
douci efekt odstrani ¢i redukuji, avsak zaroven v datech zachovaji informaci,
kvili které cely experiment provadime. To se ukazuje byt vyzvou, nebot
i v proteomice velmi ¢asto pouzivané metody se dle nékterych autori pova-
zuji za nevhodné [19]. V této praci zminime t¥i metody s riznym stupném
sofistikovanosti.

Tou prvni je medidnova normalizace — intuitivni metoda, ktera spoc¢iva
pouze v odecteni medidnu abundanci v rdmci kazdého souboru. Pti dodrzeni
struktury datové sady dle Tabulky 1.1 s obecné m tadky a n sloupci ziskame
normalizované abundance y;; namisto téch piivodnich (idealné uz transfor-

movanych — vizte ¢ast 1.2.2) y;; pro kazdy sloupec j = 2,...,n, jako

y;; = yij — median{y;, ..., yms}, Vi € {1,...,m}. (1.1)
Tato metoda je citliva k zachovani ,signalu® v datech, pouze zarovna mediany
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abundanci vSech souborii na nulu — vizte Obrézek 1.3 [6].
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Dalsi pouzivanou metodou je kvantilovad normalizace. Ta normalizuje
datovou sadu tak, aby se srovnala pravdépodobnostni rozdéleni abundanci
jednotlivych souborti, a to pravé pres rovnost kvantili. Pii vykresleni quantile—
quantile plotu pro dva libovolné soubory s takto normalizovanymi abundan-
cemi pak body témér tvoii ptimku y = x. Algoritmus [2] této metody by
se dal zapsat takto: Méjme matici Y,,x, s transformovanymi abundancemi
proteint (sloupce tvori hodnoty v jednotlivych souborech, fadky tvoii abun-
dance pro konkrétni protein).
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1. V kazdém sloupci sefadte hodnoty od nejmensi po nejvétsi.
e tuto novou matici ozna¢me Y’

2. Hodnoty v kazdém radku matice Y’ nahradte rfadkovym pramérem,

tedy

1 . .
y;;,:Ezlyl’.j,VZE{l,...,m},VjE{l,...,n}. (1.2)
J:

3. Usporadejte sloupce matice Y tak, aby se kazda hodnota vratila do

ptvodniho rfadku — ziskate matici normalizovanych abundanci Y*.

Priklad aplikace této metody muzete vidét na Obréazku 1.5.

Order values Average across rows  Re-order averaged
Raw data within each sample  and substitute value  values in original
(or column) with average order
5 |14 |4 |7 3 |8 5.0 | 5.0 85 |85 55 |55
4 (8 |6 |9 8 |4 |7 5.5 |55 |55 6.5 |50 [B5 |85
3 |8 |5 |8 4 5 |8 6.5 6.5 | 6.5 5.0 |55 (6.5 |6.5
5 14 |6 9 85 |85 |85 |85

Obrazek 1.4: Algoritmus kvantilové normalizace, zdroj: [29]

I pres velmi ¢asty vyskyt chybéjicich hodnot u proteomickych dat se v li-
teratufe pti popisu této metody do algoritmu tato varianta nezahrnuje. Napr.
funkce normalize.quantiles z R balicku preprocessCore [35] ma v doku-
mentaci tvrzeni, Ze si s NA poradi, avSak ani v jednom z ¢lanki uvedenych
v referenci se o chybéjicich hodnotach v tomto kontextu nic nepise. Piesto se

tento problém obejit da. Jednou z moznosti je tyto buiiky pfi sefazeni hodnot
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ve sloupci zaradit aZ na aplny konec (za nejvétsi hodnoty), fadkové praméry
pocitat bez zahrnuti téchto prazdnych bunék (a ani je ni¢im nenahrazovat)
a pri zpétném usporadani hodnot ve sloupci je tak vratit do piivodniho radku

nezmeénéneé.
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Obrazek 1.5: Srovnani boxplotii transformovanych abundanci pred kvantilo-
vou normalizaci (nahofe) a po ni (dole)

(%))

o

log2(abundances) after normalization

Kvantilova normalizace vSak neni prilis vhodna v pripadech, kdy se u né-
kterych proteini koncentruji hodnoty do konci rozdéleni abundanci (v po-
rovnani s ostatnimi proteiny) — tedy jsou o dost vétsi ¢i mensi. V takovém
pripadé by pfi pouziti kvantilové normalizace dostaly vSechny hodnoty da-
ného proteinu v rameci sloupct stejné (¢i témér stejné) poradi a mohlo by se
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stat, ze se abundance daného proteinu nahradi jejich primérnou hodnotou,
coz by mohlo branit spravnym vysledktm statistické inference [3].

Pro tyto pripady si uvedeme treti metodu, tzv. median-balanced quan-
tile normalization (¢i zkracené MBQN)!2. Ta predpoklada, Ze kazda hod-
nota z datové matice Y,,, (vizte algoritmus kvantilové normalizace vyse) je

slozena z nékolika slozek, konkrétné takto:

Yij :.’L'Z'j—i‘Oi—i‘bj—i—Eij,Vi € {1,...,m}, Vi e {1,,71} (13)

Symbol z;; pfedstavuje ,skuteény* biologicky signal (o tuto informaci nam
jde), o; predstavuje ¢len specificky pro dany protein (proteinovy posun), b; je
systematicka chyba souboru a €;; je ndhodna chyba méreni, pro kterou plati:
€ij ~ N(0,s%). Myslenka MBQN stoji na prevedeni abundanci proteinii na
spolecnou skilu odectenim radkového medianu abundanci od kazdého pro-
teinu, nésledné se provede vySe popsanéd kvantilovd normalizace, po niz se
fadkové mediany k normalizovanym datiim opét pfictou. Algoritmus [3] této

metody by tedy vypadal takto:

1. Pro kazdy ftadek matice Y,,x, spocitejte odhad parametru o;,

ie{l,...,m} jako

0; = median{y;1, ..., Yin}- (1.4)

2. Odectéte od kazdého fadku odpovidajici odhad o;, ¢imz ziskate upra-

12Pod zkratkou MBQN lze chapat i alternativni metodu, mean-balanced quantile nor-
malization. Uel i pouziti obou metod jsou stejné, pouze se v algoritmu misto medianu
pouzije aritmeticky pramér. Obé tyto metody zastfesuje pojem TRQN, tedy tail-robust
quantile normalization [3].
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venou matici Y/ s nulovymi fadkovymi mediany:

Yi; = Yij — 0i, Vi€ {1,...,m},Vj € {1,...,n}. (1.5)

3. Proved'te kvantilovou normalizaci (dle algoritmu odpovidajicimu Ob-

razku 1.4) — nové vzniklou matici ozna¢me Y.

4. K radkam matice Y znovu pii¢téte diive spocitané odhady o;, ¢imz

dostanete vyslednou matici Y* se znormalizovanymi abundancemi, tedy

yh =y + o, Vie{l,...,m}, Vie{l,... ,n}. (1.6)

Poslednim krokem algoritmu tak trovné transformovanych abundanci pribli-

zime puvodnimu skélovani [3]. Efekt této metody normalizace muzete vidét
na Obrazku 1.6.

V mnoha néstrojich pro zpracovani proteomickych dat (jakoz i ¢lancich
zabyvajicich se touto problematikou) se vyskytuji metody normalizace za-
lozené na preskalovani sloupci na konstantni soucet. Idea stoji na faktu, ze
v kazdém vzorku je na po¢atku stejné mnozstvi (celkovy objem) proteint, jak
jiz bylo zminéno v ¢asti 1.1.2. Dle nékterych autort [19] vSak tuto myslenku
nelze obhajit a pfi hlubsim zkoumani nedavé smysl ji pouzivat ani z biologic-
kého, ani ze statistického hlediska. Podivejme se na tento problém predevsim
z pohledu statistika. Pokud kazdy sloupec preskalujeme tak, aby byly sloup-
cové soucty konstantni (zachovaji se tedy poméry), dostanou se nam do dat
nédhodné korelace napri¢ jednotlivymi soubory, které zaSumi informaci, po
niz se pidime. Po preskalovani se z datové sady navic stanou data kompo-
zi¢ni, s nimiz je nutné pracovat za vyuziti metod a postupi, které jsou tomu

specialné uzpusobené (pro ,konven¢ni“ metody aplikované na tento typ dat
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Obréazek 1.6: Srovnéni boxplotii transformovanych abundanci pfed MBQN
(nahote) a po ni (dole)

log2(abundances) after normalization
>
[ @ —— 07— e8ee

nedostavame smysluplné vysledky) [19]. Proto se tedy v tomto textu nebu-

deme normalizaci dat na konstantni sumu déle zabyvat.

1.2.4 Agregace

Dosud jsme se o abundancich proteint bavili na trovni jednotlivych sou-
boru (¢i béhi), u nichz vSak vime, Ze mohou pochéazet od stejného pacienta
(vzorku). Pii analyze (vizte ¢ast 1.2.7) tohoto typu dat vSak potiebujeme
pracovat s abundancemi na trovni vzorku. Je tedy potifeba tudaje pro jed-

notlivé soubory agregovat dle vzorki, z nichz pochéazi. Pokud by se v datech
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nevyskytovaly chybéjici hodnoty, slo by o jednoduchou tlohu — pouze bychom
pro kazdy vzorek spocitali jeho abundanci jako prumér ¢i medidn abundanci
prislusnych soubori (replikatii) vzorku. Pocet replikati pro dany vzorek ne-
byva nijak velky (Casto dva az t¥i replikaty na jeden vzorek), ani vypocetné
tak nejde o slozitou véc. Chybé&jici hodnoty ovem vnési do celé problematiky

nové svétlo.

s
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Obrazek 1.7: Boxplot abundanci pro jednotlivé vzorky (po transformaci a nor-
malizaci soubort a jejich agregaci na troven vzorki)

Predstavme si, Ze mame pro kazdy vzorek tii replikaty. V piipad¢, ze chybi
hodnoty u vSech tii replikiti, bude i agregovana hodnota pro dany vzorek
NA. Pokud byl protein detekovan ve vSech tfech replikitech, agregovanou
hodnotou abundance vzorku se stane jiz zminovany prumeér ¢i mediédn téchto
t¥1 hodnot. Co vSak délat v situacich mezi témito dvéma krajnimi? Pokud
byl protein detekovan pouze v jednom souboru ze ti{, miizeme se spolehnout
na to, ze neslo o chybu a ve vzorku se skute¢né vyskytuje? A pokud ne, dva
replikaty ze tii s pritommnosti proteinu uz jsou dostacujici? Na tyto otazky
bohuzel neexistuje jednozna¢na odpovéd. Povaha vyzkumu, vysledek méteni

i zkugenosti/preference analytika mohou pozadavky na agregaci ménit. Proto
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je dobré nechat o odpovédich na vySe uvedené dotazy rozhodnout ¢lovéka,

ktery s daty pracuje a ma do vyzkumu urcity vhled.

count
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number of detected proteins in each sample

treatment
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200 600 800

400
number of detected proteins in each sample

Obrazek 1.8: Histogram poc¢tu detekovanych proteinti po agregaci — bez roz-
déleni dle skupiny (nahofe) a s rozdélenim dle skupiny (dole)

V nékterych pripadech miizeme agregovat abundance na troven vzorku
i pfi detekei proteinu v pouhém jednom replikitu (to by se tedy pouze
opsala jediné zméfena hodnota v ramci vzorku), jindy muzeme pozadovat

,»,100%* detekei pro spocitani abundance proteinu ve vzorku a v opacném

35



piipadé (v nékterém replikdtu vzorku se protein nenaSel) zapiSeme chybé-
jici hodnotu. Pripadné cokoliv mezi tim. Vysledky analyzy mohou byt ke
zpusobu provedeni agregace pomérné citlivé, s absenci jednoznac¢ného sta-
noviska a ,spravného“ postupu pii agregaci tak muzeme zkouSet vice cest
a pozorovat, jak to zavéry ovlivni.

Pro prozkoumani datové sady po agregaci muzeme pouzit podobné vi-
zualizace, které jsme pouzili uz na drovni souborti, pouze piepocitané pro
agregovana data (vizte Obréazky 1.7 a 1.8). Kromé toho je ovSem vhodné mit
k dispozici také grafy, které ndm pomohou pfi rozhodovani jesté pfed samot-
nou agregaci (pravé pii urovani parametri agregace). Jednoduchou vizuali-
zaci je v tomto pripadé sloupcovy graf s poc¢tem detekei pro kazdou dvojici
protein—vzorek!?. Jak uz bylo zminéno, v kazdém vzorku miize byt (v zé-
vislosti na poctu replikatii) dany protein detekovan maximalné d;krat, kde
d; je pocet replikati j-tého vzorku. Na zdkladé souhrnnych cetnosti téchto
pocti detekei miuzeme vytvorit graf podobny tém na Obrazku 1.9. Nabizi se
jak celkovy pohled, tak rozdéleni dle skupin 1é¢by. Tyto vizualizace nam za-
roven ukazuji, o kolik pozorovani se pripravime, pokud pii agregaci budeme
pozadovat zvolené procento detekci v rdmci vzorku pro agregaci abundanci.
Zustanme jesté u Obrazku 1.9 — pokud si zvolime, Ze se abundance pro-
teinu ze soubort agreguji do hodnoty vzorku pouze v pripadé 100% detekce
(na uvedeném piikladu dva ze dvou souboru vzorku s detekei), pfijdeme tak
o v8echna vycislena pozorovani ve sloupci s oznacenim ,,1“ — tedy o ty dvo-
jice protein—vzorek, kde mame detekovanou abundanci jen v jednom souboru
ze dvou. Pokud méame tu moznost, mizeme opét pridat interaktivni infobox
s uvedenym absolutnim i relativnim po¢tem (celkové & v ramci skupiny).

K dalsimu, podrobnéjsimu pohledu na tutéz informaci miize slouzit tzv.

13Soudet vysek jednotlivych sloupci je roven soudinu celkového poétu proteinii a celko-
vého poctu vzorki.
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Obrazek 1.9: Barplot poc¢tu detekei proteinu v ramci vzorku — bez rozdélent
dle skupiny (nahote) a s rozdélenim dle skupiny (dole)

heatmapa (vizte Obrazek 1.10) zobrazujici pro kazdou dvojici protein—vzorek

to, v kolika replikatech daného vzorku byl protein detekovan. Zde tedy méme
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k dispozici detailni pohled na celou ,matici detekci, z které se pocitaly i

sloupcové grafy na Obréazku 1.9.
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Obrazek 1.10: Heatmapa s pocty detekei proteinu v ramci vzorku zahrnujici
souhrnné anotacni sloupce pro jednotlivé poc¢ty detekci a tabulku s medianem
poctu vzorku s danou ¢etnosti detekce

K zékladni heatmapé jsou navic pfipojeny anotac¢ni sloupce s fadkovymi
soucty pro jednotlivé pocty detekei — ty ukazuji, kolikrat byl dany protein
detekovan v ramci vzorku nulakrat, jednou atd. Z téchto anotacnich sloupct
mizeme spo¢itat libovolnou ¢iselnou charakteristiku (nap¥. primér ¢i me-
didn) a pripojit tuto informaci ke grafu ve formé tabulky — opét mozno
souhrnné ¢i dle skupin. Pti celkovém pohledu na tento typ vizualizace se pak
opét muzeme lépe rozhodnout, jak ,,prisni“ pii agregaci budeme.

38



1.2.5 Filtrace

Jakmile mame data agregovana na troven vzorku (poté, co jsme je na
trovni soubort transformovali a normalizovali), jsme , téméi* pripraveni k ana-
lyze za tfelem nalezeni kandidatnich proteint (vySe zminéné DEP). Pro¢
témér? V datovém souboru se totiz stale vyskytuje jev, ktery jakoukoliv praci
s daty vyznamné komplikuje — chybéjici hodnoty. O moznostech jejich impu-
tace se budeme bavit v ¢asti 1.2.6, v této podkapitole se vSak zaméfime na
krok, ktery nam pomize mnozstvi chybéjicich hodnot v datech zredukovat.
Timto krokem je filtrace.

Filtraci v této fazi prace s proteomickymi daty aplikujeme na radky da-
tového souboru, filtrujeme tedy proteiny, které nebyly detekovany v dosta-
tetném mnozstvi soubortu. Nikde neni stanovené pfesna hranice, co je onim
,dostate¢nym mnozstvim“ — znovu tedy zalezi na zkuSenostech a zdmérech
vyzkumného pracovnika. Reknéme, ze pozadavky na mnozstvi detekci pro-
teinu ve vzorcich budeme vyjadfovat v procentech. Hypoteticky védec chys-
tajici se na filtraci dat si tedy fekne: ,Ponechdam v datech jen ty proteiny,
které byly detekovany alespon v 75 % vzorka.“ V tomto momenté je vSak
dilezité se zamyslet, jaky je cil analyzy. V pripadé, Zze mame vzorky rozliSeny
dle skupiny lé¢by (napf. nemocni a kontroly), toto uzké uvazovani (zalozené
na jedné hodnoté aplikované na cela data) by mohlo byt nedostatecné.

V nékterych piipadech se samoziejmé vyse uvedeny postup aplikovat da,
avSak nékdy je vhodnéjsi zahrnout do rozhodovactho procesu pravé skupiny.
Mizeme v datech napt. ponechat pouze proteiny, které byly detekovany ale-
spont v n % vzorku v kazdé ze skupin. Cilem miuZe byt dostateéné mnozstvi
dat pro analyzu zaméfenou na porovnani abundanci proteini v téchto skupi-
nach. Dalsi cestou muze byt ponechéani proteini detekovanych alespon v n %

vzorkl v alespon jedné skupiné. Zde ndm nevadi tfeba i naprosta absence
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proteinu ve vzorcich jedné skupiny, protoze pii dostate¢ném mnozstvi detekci
ve skupiné druhé to mize ukazovat na to, ze protein je napf. specificky pro

zkoumanou nemoc (zatimco u zdravych jedinct se nevyskytuje).
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Obrazek 1.11: Vizualizace procenta chybéjicich hodnot na trovni proteini
(dle skupiny lé¢hy)

P1i volbé n coby minimalniho pozadovaného procenta detekei proteinu
(at uz v kterémkoliv ze t¥f vySe zminénych pohledi) si opét mizeme pomoct
jak vhodnou vizualizaci, tak tfeba i jen obyc¢ejnym c¢iselnym tdajem — kolik
fadka (¢i jaké procento z nich) si pfi konkrétni hodnoté n z dat odfiltru-
jeme. Co se vizualizace tyc¢e, muZzeme se na chybé&jici hodnoty podivat z obou
trovni. Relativni zastoupeni chybéjicich hodnot na trovni proteinu (tedy ko-
lik procent vzorki je v ramci kazdého proteinu nedetekovanych) je zobrazeno
na Obrazku 1.11. Stejné tak muzeme z totozné datové matice vytvorit graf
s relativnim zastoupenim NA hodnot na trovni jednotlivych vzorku (tedy

kolik procent proteint je v ramci kazdého vzorku nedetekovanych). Ukazka

40



takového grafu je na Obrazku 1.12. U obou grafi je vhodné rozlisovat sku-
pinu 1é¢by, obzvlast tehdy, pokud tento faktor zapojujeme do zptisobu filtrace

vizte vyse).
( y3e)
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Obrazek 1.12: Vizualizace procenta chybéjicich hodnot na tdrovni vzorka (dle
skupiny lécby)

1.2.6 Imputace

Odfiltrovanim nedostatecné detekovanych proteint sice vychozi situaci
pred samotnou analyzou vylepsime, pfitomnost chybé&jicich hodnot vsak stale
muze negativné ovlivnit zavéry — at uz jde o snizeni statistické sily testi ¢i
nedostateéné zastoupené vzorky (obzvlast pii rozdéleni na skupiny s cilem
jejich porovnani). Proces, kdy zvolenou metodou ,zapliujeme diry* v da-
tech (tedy v naSem piipadé nahrazujeme NA ¢iselnou hodnotou), nazyvame

imputace. Nez si vSak uvedeme piiklady metod slouzicich k imputaci abun-
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danci, podivejme se podrobnéji na puvod a vlastnosti chybéjicich hodnot,
které hraji pti volbé vhodné metody vyznamnou roli [15].
Chybéjici hodnoty v proteomickych datech muzeme rozdélit na tii zé-

kladni kategorie:

e chybégjici zcela ndhodné (MCAR — z anglického missing completely at

random,)
e chybéjici ndhodné (MAR — z anglického missing at random)
e chybéjici nendhodné (MNAR z anglického missing not at random)

Vyskyt MCAR je zcela nezavisly na pozorovanych hodnotach a je zptsoben
napf. nepfesné sefizenym piistrojem ¢i chybnou p¥ipravou vzorki. MAR jsou
zobecnénim MCAR ' a zahrnuji nap¥. dusledky §patné pfifazeného peptidu
k proteinu (vizte ¢ast 1.1.2), malou efektivitu ionizace, nespravné provedené
Stépeni na peptidy a jiné faktory biologického ¢i technického charakteru. Pii-
tomnost MNAR je naopak s hodnotou abundanci tizce svazané — jde o situaci,
kdy se protein ve vzorku nachazel v mnozstvi mensim nez je detekéni limit
pristroje (pfip. se tam nevyskytoval viibec). Nékteré metody imputace jsou
vhodné spise na MNAR, jiné na MAR a MCAR. Cilem védcu je zvolit pro
konkrétni datovou sadu takovou metodu, kterda bude mit nejmensi negativni
dopad na néaslednou analyzu (coz se ukazuje byt velkou vyzvou) [9][15][18].
Pomeér vyskytu ndhodné a nendhodné se vyskytujicich chybé&jicich hodnot
se tézko odhaduje, v ¢lanku [12] vSak predkladaji nazor, ze se obecné véri
v to, ze MNAR v proteomickych datech dominuji. Dilezité vsak je, zZe byvaji
pritomné nahodné i nendhodné NA — proto se pfi vybéru metod nelze spo-
léhat pouze na pokryti jedné kategorie (resp. vzdy vyvazujeme riziko vzniku

chyb na jedné a druhé strané). Zaroven je vhodné podivat se podrobnéji na

14V ngkteré literature tyto dva pojmy nerozliduji a pouzivaji pouze jeden z nich [12][18].

42



to, jaké typy metod pro imputaci mame k dispozici a na jaky typ chybé&ji-
cich hodnot jsou vhodngjsi. V élanku [15] rozlisuji tyto 4 typy imputacénich

metod:
1. naivni imputace
2. imputace zaloZena na pozorovanych proteinech
3. imputace zaloZena na globalni podobé datové sady
4. souborna imputace (zahrnujici vice modelti/technik v jednom)

Naivni imputace spociva v nahrazeni vSech chybéjicich hodnot konstantou ¢i
nédhodné generovanym cislem a je tak nejjednodussi a nejrychlejsi metodou.
Dobrych vysledkii dosahuje pfi dominanci MNAR v datech — typicky jde
o nahrazeni malou hodnotou odpovidajici tomu, ze abundance proteinu byla
spiSe v levé ¢asti rozdéleni abundanci (napt. pod detekénim limitem). Pfi
vyskytu MCAR a MAR se vSak tyto metody spiSe nehodi. Druha kategorie
imputacnich metod uz vyuziva dostupné hodnoty z ostatnich proteini a patii
sem jak ruzné regresni postupy, tak napr. metody zalozené na ,nejblizsich
sousedech® — vizte déale. Imputace vyuzivajici globalni strukturu dat stoji
na metodach jako PCA (principal component analysis, tedy metoda hlavnich
komponent) ¢ rozklad na vlastni ¢isla. Souborna imputace ma zase blizko
k machine learningu (ML). Tyto metody (kategorie 2-4) se naopak hodi spise
pro imputaci MAR a MCAR [15].

To, pro jakou metodu se rozhodneme, zavisi na nékolika faktorech. Kromé
jiz zminovaného typu chybéjici hodnoty jde napt. o mnozstvi vzorki, rozdé-
leni dat ¢i proporci chybéjicich hodnot. Imputace zalozena na ML pristupu
potiebuje vice dat (a tedy vice vzorki), naopak naivni imputace & metody

zalozené na pozorovanych proteinech si poradi i s mensim poc¢tem vzorki.
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Déle existuje nékolik pristupi (zejména v kategoriich 2 a 3) vyZzadujicich
normélné rozdélené data. Co se relativniho zastoupeni NA tyce, v piipadé
vyskytu chybé&jicich hodnot nad 30 % selhavaji souborné imputa¢ni metody;,
nad 50 % uZ je pak viceméné jedno, kterou metodu pouZijeme (tendenci ke
Spatnym vysledkim maji u takto déravych dat vSechny), pfi¢emz plati: ¢im
vice chybégjicich hodnot, tim jednodussi pristup volit k jejich imputaci [15].

Uvedme nyni alespon tfi pitklady metod imputace'®. U ,nejjednodussi
kategorie téchto metod (naivni imputace) figuruje jiz zminénéa sila pfi impu-
taci nenahodnych NA a $patna vykonnost u doplnéni ndhodnych chybéjicich
hodnot. Dle ¢lanku [15] v8ak dosahuje prekvapivé dobrych vysledki u smiSe-
ného typu dat (s vyskytem MCAR, MAR i MNAR) metoda imputace pomoci
minima vzorku (SampMin). Ta kazdé chybéjici dvojici protein—vzorek prifadi
takovou hodnotu abundance, které je z pritomnych hodnot v daném vzorku
(sloupci) nejmensi. Tato naivni metoda by méla vyznamné prevySovat ostatni
imputacéni piistupy ze stejné kategorie [15].

Jako druhy pfiklad uvedme metodu k nejblizsich sousedu (kNN — z ang-
lického k-nearest neighbors). Méa vice variant, my vSak v tomto textu zminime
tu zalozenou na euklidovské vzdélenosti proteint. Pro imputaci chybéjicich
hodnot proteinu se zde pouzije vazeny prumér abundanci jeho nejblizsich sou-
sednich proteinii. Ti se hledaji na zakladé abundanci u téch vzorka, kde byl
detekovan jak imputovany protein, tak potencialni ,sousedi” — pravé z této
podmatice (vybrané fadky a sloupce) se pocitaji euklidovské vzdalenosti od
imputovaného fadku/proteinu. Vice je algoritmus v kontextu proteomickych
dat rozebran napiiklad v textu [22]. V R mitzeme pro imputaci pomoci kNN
pouzit funkei impute.knn z balicku impute [41]. Vysledky metody jsou sa-

moziejmé ovlivnény parametrem k, ktery urcuje, z kolika nejblizsich proteint

15Podrobnéji se tomuto tématu véetnd rozhodovaciho procesu volby imputaéni metody
vénuje ¢lanek [15].
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hodnotu abundance po¢itame!® — dle nékterych studif to vsak nem4 takovy
vliv, jak by se na prvni pohled mohlo zdat, resp. vysledky by pii malych
zménach parametru mély byt viceméné podobné [9][15][22].

Posledni metodou imputace, ktera bude v tomto textu zminéna, jsou tzv.
nahodné lesy (RF' — z anglického random forests). Tento pristup v sobé kom-
binuje vysledky z nékolika rozhodovacich stromt a patii tak do kategorie
soubornych imputac¢nich metod. Jednotlivé rozhodovaci stromy se sestavi
z ndhodné zvolenych vybérua z datové sady, pro doplnéni chybé&jicich hodnot
se vysledky zpruméruji — tento proces se opakuje v nékolika iteracich, do-
kud neni naplnéno zastavovaci kritérium (typicky zalozené na rozdilu mezi
aktualnim a predchozim krokem — datovymi maticemi s imputovanymi hod-
notami). Pro imputaci v softwaru R je k dispozici funkce missForest ze stej-
nojmenného balicku, kterd vyuziva algoritmus'” podrobné popsany v ¢lanku
[21] — pro hlubsi pochopeni této metody se tedy odkazuji na néj. Zastavovaci
kritérium této funkce je zaloZeno na vypoctu vzdalenosti matic aktuéalniho
a predchoziho kroku dle vzorce

> (X — Xoi)?

A= S, (1.7)

pricemz k zastaveni dojde po prvni iteraci, pfi které hodnota A vzroste.
Nahodné lesy vykazuji vynikajici vysledky pro imputaci chybé&jicich hodnot
typu MAR a MCAR, pfi smiSeném ptivodu NA (typickém pro realna data)
si v8ak také nevede viibec §patné a ze srovnavacich studii vychazi jako jedna
z nejvhodnéjsich metod pro proteomicka data pri neznalosti poméru nahodné

a nendhodné chybéjicich hodnot. Jeji nevyhodou je sice vétsi casova a vypo-

167Zminéna funkce impute.knn pouziva defaultné hodnotu 10.

I7Algoritmus ~ predpoklada datovou sadu v  podobé ,Fadky=pozorovéni,
sloupce=proménné“, pro pouziti této funkce na datovou sadu se strukturou popsa-
nou v tomto textu je tak tieba data transponovat.
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¢etni narocnost oproti jinym metodam, pii dnesnim vykonu pocitaci se vSak
tyto rozdily stavaji zanedbatelnymi [12][15].

Zajimavym vylepSenim imputac¢nich metod riznych typt by mohlo byt
rozdéleni procesu doplhovani chybéjicich hodnot dle skupiny 1écby, které by
v pripadé sméfovani analyzy k porovnavani skupin mohlo zna¢né vylepsit
jeji vysledky, jak navrhuji autori ¢lanku [18]. Pfebudovani algoritmu (jak
z vySe uvedenych piikladi, tak i dalsich metod zminénych prehledné napii-
klad v textu [15]) tak, aby skupinu lé¢by zohlednovaly, a jejich zprogramovéani
pro nésledné pouziti v SW by tak mohlo byt pfinosem pro tento obor.

I pri imputaci dat je uzitecné mit k dispozici vizualizaci zobrazujici, jaky
efekt bude proces doplnéni chybéjicich hodnot mit na podobu datové sady.

U rozsahlych datovych souboru (jakymi proteomicka data urcité jsou

~—

se daji
vyuzit heatmapy abundanci. Heatmapu s abundancemi pred imputaci mizete

vidét na Obrazku 1.13.
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Obrazek 1.13: Heatmapa abundanci proteint pred imputaci

Na Obrazku 1.14 uz jsou data imputovéna, konkrétné pomoci kNN s pa-
rametrem k£ = 10. V pfipadé dostupnosti interaktivnich nastroju lze volit
riazné imputacéni metody a jejich parametry a pozorovat, jaky efekt to na

datovou sadu ma. Doplhujici informaci poskytne rozdéleni fadka a sloupcu
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zpusobem, jakym to vidime pravé na Obréazku 1.14. Sloupce (vzorky) jsou
rozdéleny dle skupiny lécby, fadky (proteiny) tvoii shluky vytvorené metodou
hierarchického shlukovani'®, kterou pouZziva R balicek ComplexHeatmap [10]
pouzity pro vytvoreni tohoto obrézku. Diky rozdéleni obou dimenzi se nam
data (pfi vhodné zvolené imputaci a existujicim signalu v datech) rozdéli na
skupiny proteint, které se lisi v ramci skupin 1é¢by — coz muze byt presné to,

co vyzkumného pracovnika zajima.

T o e

FER i i L 22

Obrazek 1.14: Heatmapa abundanci proteinti po imputaci

1.2.7 Analyza

Vsechny predchozi ¢asti podkapitoly 1.2 byly dulezité a byly v nich roze-
brany podstatné kroky pti praci s proteomickymi daty. Nicméné, vSechny by
se daly brat jako ,priprava‘ pro tu fazi zkouméni, kvili které se timto téma-
tem zabyvame. Tou fazi je statisticka analyza dat. V kontextu tohoto textu
jde o porovnani abundanci proteint v jednotlivych skupinach lécby a nale-

zeni kandidatnich proteinu (DEP), jejichz nasledné zkouméani miuize pfinést

18ComplexHeatmap pouZiva pii shlukovani euklidovskou vzdalenost pro vypocet matice
vzdalenosti a metodu complete linkage pro urceni vzdalenosti mezi dvéma shluky.
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zajimavé poznatky (nejen) k 1é¢bé riznych onemocnéni. Detailni rozbor moz-
nych postupt, metod a statistickych testi by sém vydal na dalsi diplomovou
préci, v této ¢asti si tak uvedeme spiSe jednoduché piiklady a specifika ana-
lyzy proteomickych dat a predstavime jednu z nejpouzivanéjsich vizualizaci
vysledkii takového porovnani — tzv. volcano plot'®.

V situaci, kdy mame v datové sadé pouze dvé skupiny (napf. zdravi a ne-
mocni), je nejjednodussi variantou dvojice testi, ktera se uéi uz v zakladnich
kurzech statistiky — dvouvybérovy t-test®’[14] a dvouvybérovy Wilcoxontiv
test [5]. Oba testy se daji pouzit pro porovnani distribuci, coz je presné to,
co nas u provadéné analyzy zajimé — volba mezi nimi je pak spiSe indivi-
dualni?'. Pii interpretaci vysledkt pouzividme rozdil skupinovych mediant.
Zvoleny test provadime postupné pro kazdy protein (fadek datové matice)
s pozorovanimi rozdélenymi dle skupiny léc¢by. V pripadé, Zze méame v da-
tech m proteint, aplikujeme zvoleny test m-krat, obdrzime m p-hodnot — to
vSe s nepiijemnym diisledkem v podobé problému nasobného testovani hy-
potéz. Timto postupem totiz hrozi, Ze mnoho ze ,statisticky vyznamnych®
vysledkii?? jsou tzv. falesné pozitivni vysledky. V literatufe vénujici se prote-
omice se ¢asto pouziva sledovany parametr FDR (z anglického false discovery
rate) zachycujici o¢ekéavanou proporci falesné pozitivnich vysledka v mnoziné
proteinii oznacenych za DEP — tuto hodnotu chceme samoziejmé co nejnizsi
[14].

Zminény problém se dé castecné eliminovat adjustaci p-hodnoty, nejzna-

mé&jsi Bonferroniho korekce v8ak pii takovém mnozstvi hypotéz neni vhodné,

19éesky ekvivalent ,,vulkdnovy graf* se pouziva spiSe ziidka.

20Pod tento pojem nyni pro jednoduchost zafadmé i jeho variantu pro piipad riiznych
skupinovych rozptyli — Welchuv test.

21Oba testy maji samoziejmé jiné teoretické predpoklady, aviak v praxi se u proteomic-
kych dat (i kvili malému mnoZstvi pozorovani) ne vzdy ovéfuji.

22Na zvolené hladiné vyznamnosti a.
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nebot pri posuzovéani statistické vyznamnosti na hladiné £ pro m v fadech
tisici by nam prakticky zadny protein jako statisticky vyznamné se lisici
v abundanci mezi skupinami nevySel [14]. V proteomice se proto Castéji
pouziva adjustace p-hodnoty metodou Benjamini—-Hochberg [1], jejiz algo-
ritmus je prehledné popsan napt. v piispévku [30]. Po ziskani adjustova-
nych p-hodnot si pak mtZzeme proteiny seradit od nejnizsi takto upravené
p-hodnoty (,nejvyznamnéji se lisiciho“ proteinu v rameci skupinového porov-
nani) — tento sefazeny seznam muzeme povazovat za hlavni vysledek analyzy
znalosti o zkoumané nemoci.

Pokud méame v datech vice skupin 1é¢by (napf. zdravi, lehk4 forma ne-
moci, tézka forma nemoci), miazeme rozdil v abundanci proteind naptic¢ té-
mito skupinami testovat tfeba pomoci jednofaktorové analyzy rozptylu (ANO-
VA) [11] & Kruskalova—Wallisova testu [11]. Znovu vyuzivame v obou varian-
tach radéji rozdil skupinovych mediani. V situaci vice skupin navic vyvstava
kol zjistit, které skupiny se v abundanci proteini vyznamné lisi (neboli je
tfeba provést mnohonésobné porovnavani). U ANOVA lze pouzit napt. Tu-
keyho metodu [11], po testovani pomoci Kruskalova—Wallisova testu je zase
k dispozici porovnani dvojic Dunnovym testem [7], ktery je v R k dispozici
v balitku rstatix [42]| pod piikazem dunn_test (). I zde je vhodné po otesto-
vani viech proteinii spoé¢itat adjustované p-hodnoty?? a jako vystup analyzy
vytvorit tabulku s fadky sefazenymi vzestupné dle adjustované p-hodnoty.
Jako priklad takového vystupu uvedme Tabulku 1.7. Kromé tabelarniho zob-

razeni vysledkt je vzidy na misté pokusit se o nazornou vizualizaci — zde se

piimo nabizi zminovany volcano plot. Ten vykreslujeme pro pfislusnou dvojici

BA adjustované p-hodnoty je dobré brat jako rozhodujici i p¥i uréovani vyznamné se
lisicich dvojic pfi mnohonésobném porovnavani — v R tyto funkce Casto adjustovanou
p-hodnotu p¥imo vraci, ale vzdy je to tfeba ovéfit v dokumentaci konkrétni funkce.
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Tabulka 1.7: Mozné zobrazeni vysledkt analyzy

Accession medianA  medianB  medianC  diffmedianAB  diffmedianAC  diffmedianBC pvalue adj_pvalue signif diff

P01040 10,628 16,752 14,893 -6,125 -4,265 1,859 0,000 0,001 B-A,C-A
H6VRFS8 10,829 16,100 14,182 -5,271 -3,353 1,918 0,000 0,003 B-A,C-A
P19961 9,419 12,624 13,943 -3,205 -4,525 -1,319 0,001 0,015 C-A
B7ZMD7 11,293 14,007 14,439 -2,714 -3,146 -0,432 0,011 0,068 C-A
P13645 12,902 15,391 14,101 -2,489 -1,199 1,289 0,084 0,262 NA

skupin, u datovych souborii se tfemi a vice skupinami lécby tak potfebujeme
jeden takovy graf pro kazdy skupinovy par. Kazdy fadek z vysledkové ta-
bulky (resp. kazdy protein) predstavuje v tomto grafu jeden bod. Na ose

124 skupinovych mediant, hodnotu ,nulového rozdilu® mezi skupi-

x je rozdi
nami zde tedy predstavuje ¢islo nula®. Casto chceme mit absolutni hodnotu
tohoto rozdilu alespon v néjaké vysi (volba konkrétni hodnoty je velmi indi-
viduélni), mizeme tedy v danych z-ovych souradnicich vykreslit svislé ¢ary
vymezujici proteiny dostatecné se lisici v ramci obou skupin. Na ose y lze pfi
pouziti dvouvybérového testu vykreslit ptivodni ¢i adjustovanou p-hodnotu,
avSak transformovanou tak, aby nevyznamné vysledky stlacila k nule a nao-

pak zvyraznila malé p-hodnoty poukazujici na statisticky vyznamny rozdil.

Touto transformaci miize byt nap¥. zaporné vzaty logaritmus®®, tedy:

p* = —log(p), (1.8)

kde p je (pavodni ¢i adjustovana) p-hodnota a p* jeji transformované hodnota
vykreslovana na ose y. I zde pracujeme se zvolenou hladinou vyznamnosti
a v prislusné vysce (po transformaci nasi hladiny vyznamnosti zpusobem,

jako jsme to provedli s p-hodnotou) muzeme vykreslit vodorovnou ¢aru —

24Nékdy se misto rozdilu vykresluje tzv. fold change, tedy podil skupinovych mediani,
piip. log,(fold change) — ¢imz jednoduchou upravou dostaneme rozdil logaritmovanych
skupinovych mediani. My vSak v této fazi predpokladame, Ze mame data transformovana,
proto si vysta¢ime s pouhym rozdilem.

25Narozdil od podilu, kde by tento nulovy rozdil predstavovala jednicka.

26Tradi¢ni volbou je v tomto p¥ipadé logaritmus se zékladem deset.
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celkové jsou tak pro nas zajimavé ty proteiny, které se vyskytuji nad touto
vodorovnou ¢arou a zaroven v prostoru napravo od svislé ¢ary v kladné ¢asti
osy x ¢i nalevo od svislé ¢ary v zaporné ¢asti osy x. Pozorovani pod vodorov-
nou ¢arou mizeme oznacit za nevyznamna, pozorovani nad ni (av8ak mezi
obéma svislymi ¢arami) zase za nejednozna¢na — p-hodnota testu pro né sice
vysla pod ndmi stanovenou hladinou vyznamnosti, avsak rozdil skupinovych
mediant nebyl (dle nasich pozadavki) dostateéné vychylen k jedné ¢ druhé
skupiné. [20][28].

Tim, Ze p-hodnota ve vysledné tabulce prislusi celkovému testu (nikoliv
vysledku mnohonasobného porovnani po ANOVA ¢i Kruskalové-Wallisovée
testu), je tfeba dat pozor na interpretaci vysledki u wvolcano plotu zvolené
dvojice skupin — to, Ze v ramci testu vySel statisticky vyznamny rozdil v abun-
danci daného proteinu mezi skupinami, jesté neznamena, Ze je tento rozdil
vyznamny pro zobrazovanou dvojici. Proto je v téchto situacich vhodné;jsi
pouzit pro hodnoty osy y p-hodnoty z mnohonésobného porovnani (Tukey
¢ Dunn) pfimo pro vykreslovanou dvojici, pfip. ptidat do tabulky i sloupce
s p-hodnotami pro mnohonésobné porovnavani jednotlivych dvojic. Priklad
mozné vizualizace volcano plotu muzete vidét na Obrazku 1.15. Opét je
mozné zapojit interaktivni prvky (infobox pro kazdy bod s kédem proteinu,
rozdilem skupinovych mediant a p-hodnotou testu) ¢ doplnit kody proteinii
do grafu v téch pripadech, kdy byl rozdil mezi skupinami jak statisticky
vyznamny, tak dostatecné velky (dle pozadavka védeckého pracovnika).

Timto jsme tedy pfipraveni pracovat s proteomickymi daty, rozumime
jejich specifikiim ¢i nastrahédm, zaroven vime, co je s nimi potfeba pied ana-
lyzou udélat a jakymi prostiedky toho dosahnout. Mezi védci vénujicimi se
této problematice vSak nemusi kazdy z nich ovladat néjaky programovaci ja-

zyk a byt tak schopen provést vSechny zminéné kroky — tito kolegové jsou
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Obrazek 1.15: Volcano plot s vysledky t-testu a adjustovanou p-hodnotou

tak odkazéani na uzivatelsky privétivé néastroje, které jsou schopny vyse uve-
dené kroky provést. Vzhledem ke komplexité problematiky jde pfi vytvéareni
takovych néstroji o rozsahlejsi projekty (co do ¢asové naro¢nosti i mnoz-
stvi kodu). Proto si v nasledujici kapitole predstavime koncept, ktery nam

vytvareni a spravu takového projektu usnadni.
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Kapitola 2
Shiny aplikace jako balicek v R

Programovaci jazyk R disponuje obrovskym mnozstvim tzv. balicki, které
doplnuji jeho zakladni funkce a slouzi k nespoc¢tu taceli. Jednim z nich je ba-
licek shiny [36] umoznujici uzZivatelim vytvaret webové aplikace. Tato kapi-
tola vSak nebude (i kvili zachovani pfiméreného rozsahu prace) zamérené na
jazyk R jako takovy, obecny postup vytvareni balicku! ¢ zaklady Shiny apli-
kacf?. Zakladni znalost obojtho bude dokonce predpokladem (¢i minimalné
doporucenim) pro snadné pochopeni celé kapitoly. Ta se misto téchto obec-
nych zakladi bude snazit poskytnout navod, jak tato témata spojit — tedy
jak vytvorit Shiny aplikaci ve formé R balicku.

Moznéa ted ¢tenafe napadé, pro¢ celou situaci takhle komplikovat. Shiny
aplikace bézné sestavi z jednoho az dvou souborti, ve kterych jsou oddé-
leny kody generujici uzivatelské rozhrani (UI) a serverova ¢ast zastavajici
veskeré vypocty, tvorbu vizualizaci a dynamického obsahu. Pro¢ tedy néco
tak ,jednoduchého“ zakomponovavat do na prvni pohled slozité struktury

R balicku a znasobit pocet vytvoienych souboru? Odpovéd poskytne prvni

Vice k této problematice najdete napi. v diplomové praci [13].
20 tvorbé Shiny aplikaci se miizete doéist v publikaci [24].
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velkd Shiny aplikace, do jejichz ,stfev® nahlédnete. Kdo se totiz rozhodne
pro komplexni aplikaci se spoustou funkcionalit, zjisti, Ze za dobu préace na
tomto projektu vyprodukoval klidné i nizsi jednotky tisic fadki kodu. Co asi
tak nastane, kdyZ se autor projektu rozhodne piidat (i jesté hif — odebrat)
né&jakou funkci ¢ zménit cokoliv v tomto provazaném systému? A jak by se
v koédu orientoval nékdo, kdo prisel k projektu pozdéji a méa se do vyvoje
rozpracované aplikace zapojit?

Od urcité komplexity aplikace je tak vhodné zvolit jiny, vice strukturo-
vany piistup, ktery umoznuje sofistikovanéjsi management projektu a nabizi
programatorim lepsi orientaci v samotném kodu diky modularité vysledné
aplikace. A presné to bude cilem této kapitoly.

Postupneé si rozebereme zakladni myslenky vyse uvedeného pfistupu a to,
na co myslet, kdyz podobny projekt pripravujeme. Predstavime si balicek
golem [39] slouZici coby uZzite¢ny ramec a pomocnik pii tvorbé robustnich
Shiny aplikaci. Vysvétlime si pojem shiny modul, ktery je zékladnim sta-
vebnim kamenem takovych aplikaci. Také si ukdzeme, na ¢em se da vystavet
komunikace mezi moduly. Na zavér této casti predstavime moznosti publikace
hotového projektu.

Vychézet u toho budeme z knihy [8], ktera nabizi unikatni vhled do zmi-
néného pristupu, presto obcas nejde do takovych detailii, které by novacek

v problematice potieboval. Pravé to stilo za zac¢lenénim tématu do této préce.

2.1 Planovani projektu

Cilem této podkapitoly je upozornit na véci, které by mél mit vyvojar
aplikace na paméti, nez se pusti do psani kédu. Jde o vice ¢i méné obecné

poznatky, které mozna ¢lovék pracujici na IT projektech povazuje za ba-
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néalni, z pohledu statistika jde vS8ak o myslenky rozsifujici pohled na celou
problematiku.

Mezi napadem vytvorit aplikaci pomoci shiny balicku a hotovym pro-
duktem je spousta krokii a aspekti, které musi vyvojar (¢i cely vyvojarsky
tym) promyslet. Jednim z aspekti je komplexita vysledné aplikace. Kim ve
své knize popisuje komplexni systém jako néco, co uz jedinec neni schopen
vidét jako jeden celek a chapat, jak do sebe jednotlivé ¢asti systému zapadaji
[17]. Nabizelo by se tak mit jako jeden z cilii pfi prvotnim planovani projektu
snizeni celkové komplexity. Tak piimocaré to ale bohuzel neni.

Autofi publikace [8] spravné poukazuji na dva thly pohledu, kterymi mu-

zeme komplexitu nahlizet:
e komplexita z pohledu vyvojare (téZ implementacni komplexita)
e komplexita z pohledu uzivatele

Implementac¢ni komplexita spoc¢iva v tom, do jaké miry dokaze vyvojar
uvazovat o aplikaci jako o celku a orientovat se v procesech, které se déji
,Sduvniti. PTi vysoké mite tohoto druhu slozitosti napiiklad nedokazeme pfti
chybé rozpoznat, co ji zapiicinilo (typicka je slozita orientace v kodu). Také
je tézké urcit, jaké reakce vyvola konkrétni akce [8].

Uzivatelska komplexita je reprezentovana napt. mnozstvim funkci, které
mé uzivatel k dispozici, ale také slozitym rozpoznanim logického postupu
v aplikaci (neni zfejmé, jak na sebe jednotlivé kroky navazuji a kudy dal). Vy-
soka mira této komplexity zvysuje pravdépodobnost, ze uzivatel udéla v pri-
béhu pouzivani aplikace chybu, zaroven je tézsi naucit se aplikaci pouzivat
(uzivatele muZe prilis komplexni aplikace od pouzivani dokonce odradit). Jak

mozna ¢tenar tusi — tyto dva druhy komplexity jdou proti sobé. Nejde se jich
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tedy zbavit minimalizaci obou typi. Je to o nalezeni vhodné hranice mezi
nimi [8].

Piikladem hledani takového balancu miize byt interaktivita. Obecné plati,
ze vice interaktivity miize potencialné zpusobit vétsi problémy (vypocetni né-
ro¢nost, nepredvidatelné chovéani aplikace) nez méné interaktivity. Pokud se
vyvojar rozhodne mit v aplikaci spoustu néastroji okamzité reagujicich na
akci uzivatele, zpravidla musi pro pokryti moznych chyb (a snizeni uzivatel-
ské komplexity) zvysit implementaéni komplexitu aplikace. Proto je dobré
u zarazovani interaktivnich prvka promyslet, zda jsou opravdu piinosné [§].

Vyvoj aplikace se da rozdélit na dvé ¢asti — v I'T komunité se pouzivaji
pojmy frontend a backend, které se do shiny prostiedi daji jednoduse pfe-
vést na Ul a serverovou ¢ast. Autori knihy [8] vSak zminuji, Ze neni ideéalni
pracovat na obou ¢astech od zacatku zaroven, ale je vhodné&jsi jejich vyvoj
rozdélit. Priprava Ul by méla vést hlavné k tomu, ze pomtze abstraktni pro-
jekt ,,Aplikace s ucelem XY zhmotnit v néco, pod ¢im si vSichni ucastnici
projektu dokazou predstavit néco konkrétnéjsiho, snaze jim dojde, jaké prvky
a funkce chtéji do aplikace zahrnout. Mozna ted ¢tenaie napadne, jak vytvo-
fit Shiny aplikaci bez serveru. Co vSechny ty grafy, tabulky a dalsi vystupy,
které se bézné pocitaji na serverové ¢asti? Ano, zcela bez serveru se neo-
bejdeme, ale v této fazi planovani Ul (kdy mohou probihat i ¢asté zmény
pozadavki) by bylo vytvafeni serverového kodu pifimo pro danou aplikaci
prekazkou. Misto toho se da vyuzit R bali¢ek shinipsum [40]. Ten obsahuje
funkce pro vygenerovani nahodnych grafi, tabulek, textt, vystupi ze statis-
tickych modeli atd. Pomoci néj tak mizeme vytvofit funkéni prototyp Ul
bez toho, abychom jiz v této planovaci fazi stravili ¢as nad funkcemi serveru,
které mo7na ani nevyuzijeme [8].

Podobné muzeme zacit z opacného konce a budovat ¢asti backendu, které
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na aplikaci nejsou zavislé. Sem patii specifické funkce a algoritmy, které se do-
poruc¢uji vytvorit zvlast (a fadné zdokumentovat). Budou k dispozici jednak
samostatné (v ramci R balicku), jednak je muzeme volat v ramci aplikace,
coz opét zprehledni cely kod. Oba vySe zminéné pristupy maji za cil vytvo-
it pevnéjsi zaklady projektu a dopfedu si co nejkonkrétnéji urcit, jak bude
aplikace vypadat a jaké funkce bude plnit. Poté jiz muze dojit k postupné
integraci pfipravenych ¢asti do jednoho funkéniho celku a pokracovani ve
vyvoji aplikace [8].

Pri planovani jednotlivych funkénich prvka aplikace ma vyvojar jasnou
predstavu o tom, jak je tfeba ze strany uzivatele aplikaci pouzivat, aby
spravné fungovala — podle toho je také nasledné programovana. Urcité je
vhodné u prvkd, u nichz je zajisténi spravné podoby na uZivateli (typicky
format a podoba datové sady ¢i jiné vstupy), sepsat jasné dané pokyny a dat
uzivateli moznost si je v aplikaci zobrazit. Tady vSak narazime na zakladni
omyl vyvojare. Drzme se piikladu s nahrdvanim dat. Vyvojar méa aplikaci
pripravenou tak, ze pro jeji spravné fungovani potfebuje napt. nazvy sloupct
v ur¢itém tvaru, hodnoty musi byt urcitého typu (napf. pouze ¢isla ¢i chybé-
jici hodnoty) atd. Proto da k dispozici interaktivni ndpovédu, ve které bude
presny tvar datové sady popsén. Ocekava tedy, ze uzivatel zapne aplikaci,
klikne na napovédu, nastuduje si vSe o podobé datové sady, upravi svoje data
a nasledné je nahraje do aplikace. Takto se vSak vétSina uzivateli nechova
a jejich pouzivani aplikace je mnohem nahodilejsi, nez by autora programu
vitbec napadlo. A pokud se stane, Zze uzivatel po spusténi pouze nahraje
néjakou datovou sadu v nevyhovujici formé, je vhodné zahrnout kontrolni
mechanismy a nasledné informativni upozornéni, co udélal uzivatel Spatné
(nepfipravenost aplikace na jeji chybné uzivani a vyskakovani ¢ervenych hla-

Seni ,Error: ... “ muze uzivatele dokonce odradit). Tomuto zptisobu psani
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kodu se v anglictiné 1ika defensive programming — snazi se pocitat s neceka-
nym chovanim uzivatele, pfedchazet chybam a kontrolovat spravnost vstupt
[8]. U situaci, na néz se mizeme piipravit, existuje také moznost sdélit uziva-
teli vizualné pfijemnou a informativni formou, co délé Spatné. K tomu slouzi
napi. R balicky shinyFeedback [43] pro kontrolu vstupii a shinyalert [34]
k tvorbé vyskakovacich upozornéni. Pokud presto dojde k takové chybé, ze
aplikace selze, uzivatel by se to mél taktéz dozvédét privétivym a informa-
tivnim zpusobem. K tomu slouzi napf. R bali¢ek sever [37].

Jiz pfed zacatkem samotného programovani je dobré mit zakladni pred-
stavu o tom, co vSe bude aplikace umét. I s detailnim planem se vSak mnohdy
stane, ze jiz zabudované ¢asti se vyvojafi rozhodnou odstranit, prip. zjisti, ze
jsou ve ,slepé ulicce” a musi se vydat jinym smérem. Nejen proto je u vétsich
projekti nezbytné vyuzivat tzv. version control. Jde o nastroj umozinujici mit
na jednom mist&® pohromadé nejen viechen kod v jeho aktualni podobé, ale
také v8echny predchozi verze kodu (idealné s popisem provedenych zmén).
Tento nastroj tak umozni napt. kdykoliv se ,vratit v case” ze slepé ulicky
na misto, z kterého se znovu muzeme vydat jinym smérem (s védomim, ze
aplikace v tomto bodé bez problémi fungovala). Version control také umoz-
nuje paralelni spolupraci na totozném koédu ze strany vice osob a naslednou
bezproblémovou implementaci téchto ¢asti od vice autorit dohromady. Prav-
dépodobné nejznaméjsim nastrojem tohoto typu je Git (a platforma GitHub
slouzici ke spravé projektit pouzivajicich Git)?. Jiz p¥i planovani projektu je
vhodné naucit se s nékterym z téchto nastroju pracovat a vyuzivat ho od

samotného zacatku [8].

3Pfistupny jednotlivci-autorovi, celému tymu autorti & vefejné, a to online, nikoliv
nékde v ulozisti poditace.

4Vice se o Gitu a GitHubu miiZete do¢ist napf. zde: https://docs.github.com/en/g
et-started

o8


https://docs.github.com/en/get-started
https://docs.github.com/en/get-started

2.2 Proc¢ R balicek?

Z uvedenych néaroku na komplexni aplikaci (vétsi prehlednost kodu, roz-
déleni aplikace na mensi ¢asti a lepsi moznosti managementu projektu) piimo
neplyne, Ze tou spravnou cestou je vytvareni Shiny aplikace jako balicku v R.
Proc¢ je tedy tento pristup vhodny? Nebot ndm umozni zahrnout do jedné
struktury potfebné néalezitosti, bez kterych se takovy projekt neobejde, pii-
padné vyuzije nastroje, které nam cely proces usnadni a pro R balicky jiz

existuji. V publikaci 8] podtrhuji tyto:

e Metadata — zakladni informace o aplikaci jako nazev, ¢islo verze, k ¢emu
slouzi, jakoz i kontakt na vyvojare pro pripad, ze ma uzivatel s aplikaci

problém.
— to vsSe zahrnuje u R balicku soubor DESCRIPTION

e Dependencies — anglicky vyraz zahrnujici informace o tom, jaké funkce

z jinych R balicka aplikace vyuziva (je na nich doslova ,zavisla®).

— tyto informace jsou elegantné zahrnuty v souborech DESCRIPTION
a NAMESPACE (soucést kazdého R balicku)

e Vice mensich souborii s kodem na jednom misté.

— struktura R balicku pfimo urc¢uje misto pro ulozeni vsech R skripti

(podslozka R)

e Dokumentace — soubor texti predstavujici v podstaté ,navod®, jak
aplikaci pouzivat a co vSechno umi. R balicky pracuji s tfemi typy

dokumentace:
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— Soubor README — obsahuje pouze zakladni informace (jak balic¢ek
s aplikaci nainstalovat a co umi). Casto ve formatu .md (mar-
kdown), dokument se pak snadno ,sestavi“ pravé napf. na avodni

strance balicku na GitHubu.

— Vignettes — podrobnéjsi dokumentace s detailnim navodem, jak

aplikaci pouzivat a co jednotlivé nastroje umi.

— Dokumentace funkci — napovéda k funkeim (ale také k jednotlivym
modulim — vizte ¢ast 2.3), kterou najdete primo v RStudiu na

zélozce Help.

e Testovani — moznost aplikaci testovat pomoci nastroji vyvinutych pro
R balicky. V této préaci pro né nezbyl prostor, v knize [8] se jim v8ak

vénuje cela kapitola.

e Publikovani — v momenté, kdy je aplikace ve formé R balicku, je mno-
hem jednodussi ji stAhnout a nainstalovat do pocitace, nebot ji 1ze ve-
fejné publikovat napt. na GitHubu (kde si uzivatel muze zvolit, zda si
stahne celou kopii zahrnujici vSechny soubory, nebo si ji jen nainstaluje
dle navodu v README). To plati pro uzivatele se znalosti R. O moZnos-

tech pro ty, kteri tento jazyk neovladaji, vice pojednava cast 2.6.

2.3 Shiny moduly

Komplexni aplikace mohou zptisobit fadu problému:

e Nespocet objekt, které potiebuji unikatni ID (v8echna tlacitka, vstupy
atd.).

e Podobné useky kodu, které se na nékolika mistech opakuji.
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e Celkova nepiehlednost (vSe v jednom ¢ dvou rozsahlych souborech).

To v8e a mnohé dalsi vyfTesi autoriim Shiny aplikaci osvojeni si piistupu tzv.

shiny moduli.

2.3.1 Zakladni idea a ukazkovy priklad

Hlavni myslenkou je rozdéleni celé aplikace na mensi ¢asti tak, aby se
funkéné ¢i prostorové (co do umisténi ve vysledné aplikaci) podobné useky
kodu utvorily obecné a daly se pak klidné i nékolikrat pouzit kdekoliv v apli-
kaci. Parametrizace modulu pak umozni nastavit specifické pozadavky pro
dany tusek aplikace. V podstaté tak tvorime nékolik mensich aplikaci, jakychsi
stavebnich kostek s konkrétnim tucelem, z kterych se vysledna aplikace slozi.
Cely konstrukt ma pak strukturu pyramidy. Na vrcholu jsou tradi¢ni UI a ser-
ver, které se vSak sklddaji z jednotlivych moduli — ty mohou mit libovolny
pocet trovni (tedy i samotné moduly mohou byt sloZeny z jinych moduli).
Tento pristup nemusi byt nutné spojen s Shiny aplikaci ve formé R balicku,
funguje i pii ,konvenéni* tvorbé tohoto typu programu [§].

Efektivita tohoto pristupu spociva i ve vyteSeni problému konflikta stej-
nych ID pro sice stejné fungujici objekty (napf. akéni tlacitko generujici ta-
bulku s daty), avSak na jinych mistech aplikace (napf. 3 rizna tlacitka pro
3 riuzné tabulky). Kazdy objekt musi mit totiz unikatni ID. A Fesit to ve
vetsi aplikaci tak, ze vytvorime deset akénich tlacitek s ID runl az runiO
pro vygenerovani tabulek s ID tablel az tablel0O neni optimalni. Ukazme
si vyuziti moduli na jednoduchém prikladu.

Chceme vytvorit primitivni Shiny aplikaci, ktera bude mit 3 akéni tla-
¢itka zobrazujici 3 rizné tabulky. Rozlozeni téchto objekti bude takové, ze
prislusné dvojice tlac¢itko—tabulka bude vzdy na stejném radku. ,, Tradi¢nim®
pristupem bychom mohli postupovat takto:
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library(shiny)

#User interface:
ui = fluidPage(
fluidRow(
column(width = 2,
actionButton(inputId = "runi",
label = "Show me Table 1")),
column(width = 10,
tableOutput ("tablel"))

),
fluidRow (
column(width = 2,
actionButton(inputId = "run2",
label = "Show me Table 2")),
column(width = 10,
tableQutput ("table2"))
),
fluidRow (
column(width = 2,

actionButton(inputId = "run3",
label = "Show me Table 3")),
column(width = 10,
tableQutput ("table3"))

#Server:
server = function(input,output,session)q{
#'Zobraz tabulku pri stisknuti akcéniho tlalitka' 3krdt:
observeEvent (input$runi,{
output$tablel = renderTable(table(iris$Species))
1))
observeEvent (input$run2, {
output$table2 = renderTable(table(mtcars$cyl))
B
observeEvent (input$run3,{
output$table3 = renderTable(table(mtcars$am))
1))

#Spusténi aplikace:
shinyApp(ui,server)

I u takto jednoduchého prikladu vidime, jak jsme nuceni neustéle opako-

vat to samé, pouze s drobnymi zménami parametri. Ukazme si nyni, jak by
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se totozna aplikace dala vytvofit pomoci shiny modulii:

#UI &dst modulu: funkce s parametry 'td' (id modulu, povinny parametr
#pro vSechny moduly) a 'tab_no' - &islo tabulky (pouzZijeme jeyj
#v oznaceni akdéntho tlacditka):
table_ui = function(id,tab_no){
#'Namespacing' funkce - automaticky pridd pred zvolené ID
#predponu specifickou pro dany modul (zjednodusené: posloupnost ID
#zapojujicich se moduld dle hierarchie celé aplikace - to vSak
#nemusime detailné zkoumat, tato funkce to za nds wvyresi):
ns=NS(id)
#0bsah UI zabaleny do taglist() funkce:
taglist(
column(width = 2,
actionButton(inputId = ns("run"),
#ID objektd must byt v UI zabalena do ns()
label = paste("Show me Table",tab_no))),
column(width = 10,
tableOutput (outputId = ns("table")))
)
}
#Serverovd &ast modulu (opét s parametry 'id' a 'tab_no').
#'td' opét povinny parametr, a co je hlavni, p7i vloZeni modulu do vyss7
#struktury (p7imo UI &t server aplikace, pPip. modul vyse v hierarchis)
#pomoct funkci table_ui() a table_server() musi mit p7islusnd
#dvojice STEJNE 'id')
table_server = function(id,tab_no){
moduleServer (id,
function(input,output,session){
#Zde je kod viceméné stejny jako v béZném serveru aplikce,
#jedinou zménou je prikaz:
ns = session$ns
#zajiStuje propojent namespacingu mezti sServerem a ut v rdmct modulu
#jinde v serveru uZ nent treba funkct 'ns' Tesit
observeEvent (input$run, {
output$table = renderTable(table(
switch(tab_no,
iris$Species,
mtcars$cyl,
mtcars$am)))
b
b
}
#Ndsledné z pripravenych modulid sestavime UI a server aplikace:
app_ui = fluidPage(
fluidRow(
table_ui(id = "tablel",tab_no = 1)),
fluidRow(
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table_ui(id
fluidRow(
table_ui(id

"table2",tab_no 2)),

"table3",tab_no 3))
)

app_server = function(input,output,session)q{
table_server(id = "tablel",tab_no=1)
table_server(id = "table2",tab_no=2)
table_server(id = "table3",tab_no=3)

}

#SpusSténi aplikace:

shinyApp (app_ui,app_server)

Ackoliv vyse uvedeny kod vypadé obséhle, pisobi to tak spiSe opticky
kvuli komentaium. Moduly ndm pii vytvareni aplikaci uleh¢i spoustu préce
a zejména zpiehledni strukturu aplikace. Uspora ¢asu je jesté vyznamndjsi
pii konstrukei slozitéjsich modult, které zaroven v aplikaci vyuzivame mno-
hokrat (napt. modul pro vizualizaci dat, ktery datovou sadu pfichysta do
pozadovaného tvaru a vykresli ptislusny graf). S pomoci balicku golem (vice
v podkapitole 2.4) navic moduly netvoiime na ,nepopsany skript“, ale vyu-
zivame prichystanou kostru.

Na tomto misté uvedeme i uzite¢nou technickou poznamku k viceturov-
novym modulim. V pripadé, Ze Ul modulu vklddate nikoliv pfimo do Ul
aplikace, ale do modulu, ktery je v hierarchii vyse, je nutné zabalit jeho ID
opét do funkce ns(). Pokud bychom se inspirovali u vyse zminéného pii-
kladu a mezi table modulem a hlavnim UI a serverem aplikace by byla jesté
dalsi modulova uroven, vkladali bychom table_UI do ,nadmodulu® takto:
table_ui(id = ns("tablel"),tab_no = 1)). Jak bylo zminéno v komen-
tarich kédu, v serveru neni tfeba po sparovani namespacingu pomoci ns =
session$ns tuto funkei fesit, serverovy protéjsek k table_UI bychom tak do
serveru nadrazeného modulu zahrnuli Gplné stejné jako do hlavniho serveru:
table_server(id = "tablel",tab_no = 1).

Nejen pri zavadéni novych funkcionalit do aplikace, avSak i pfi jakychkoliv
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zménach jsou moduly velmi uzitené. Pozadovanou zménu (nova barva grafu,
jiny popisek tlacitka) staci provést na jednom misté a propiSe se do vSech
mist, kde jsme dany modul pouzili.

Jak lze z uvedeného prikladu vidét, u modulu tvorime zvlast Ul a zvIast
server podobné jako u samotné aplikace. V piikladu to pro table modul byly
Casti table_ui a table_server. Tim se vracime k vyse uvedenému, tedy
ze s timto pristupem vlastné tvorime nékolik mensich aplikaci, kdy kazda

zastava Cast funkei ,,velké* Shiny aplikace, ktera je z nich pak sloZena [8].

2.3.2 Komunikace mezi moduly

TNV veive

maci z jednoho modulu do druhého. Vsechny akce, vstupy a vystupy se totiz
pii pouzivani standardniho kédu pro tvorbu Shiny aplikaci tykaji pouze da-
ného modulu, kde vznikly. Méjme napt. aplikaci rozdélenou na postranni
panel s moznosti uprav grafickych a jinych parametri a riznymi tlacitky
a ,,télo* aplikace s vystupy ve formé grafi ¢i tabulek. Pokud mame postranni
panel jako jeden modul a télo aplikace jako druhy, musime mezi nimi vystaveét
jisty komunika¢ni ,most®, aby se napt. pri stisknuti tlacitka Vykresli graf!
na postrannim panelu zobrazil pozadovany obrazek v téle aplikace. Moznosti,
jak komunikaci mezi moduly vystavét, je nékolik. V této c¢asti rozebereme
pouze jednu z nich — v originale pojmenovanou ,,stratégie du petit r¢
(tedy strategie malého r) [8].

Hlavni myslenkou je vytvoreni seznamu reaktivnich hodnot pomoci funkce
reactiveValues () v souboru se serverem aplikace (tedy na té nejvyssi arovni)
— tento seznam se pojmenovava pravé dle nazvu strategie jako r. Do serve-
rové c¢asti kazdého modulu se pak toto r pfidé na pozici parametru funkce,

ve které je veskery kod serverové ¢ésti modulu. Tim se v ramci modulu zpii-
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stupni cely reaktivni seznam, do néjz lze zaroven cokoliv ukladat. Prvky
z tohoto seznamu (at uz jde o datové sady, tabulky, grafy atd.) jsou pak
dostupné ve v8ech modulech, které obsahuji r v parametrech funkce [8].
Ukazme si pouziti tohoto pfistupu na jednoduchém piikladu. Mé&jme Shiny
aplikaci slozenou ze dvou moduli — sidebar (tedy postranni panel) a body
(télo aplikace). Budeme pouzivat v R zabudovanou datovou sadu iris. Na
postrannim panelu bude jeden ¢iselny vstup urcujici pocet radkt z datové
sady, které nésledné aplikace nahodné zvoli. Dale tam budou 2 akéni tla-
¢itka — jedno pro nahodny vybér z datové sady iris, druhé pro zobra-
zeni/aktualizaci grafu®. Po stisknuti tlacitka Sample n observations from iris
data set se do r ulozi ndhodné zvolenych n fadki z datové sady iris (kde
n je z Ciselného vstupu). Pfi stisknuti druhého akéniho tlacitka se v ramci
tohoto modulu v r vytvori ¢iselna hodnota, které se zvysuje s kazdym dalsim
stisknutim tohoto tlacitka. Nejde viibec o konkrétni hodnotu, avsak o prove-

denou zménu, akci, ktera se da néasledné pozorovat v dalsim modulu.

library(shiny)
library(shinydashboard) #balicek pro wvytvdieni aplikaci ve formé dashboardi
#(se strukturou zdhlavi - postranni panel - télo aplikace)
library(DT) #balicek pro zobrazovani dat v péknych tabulkdch s mnoZstvim
#funkct
mod_sidebar_ui = function(id){
ns <- NS(id)
taglist(
numericInput (inputId = ns("nrows"),label = "Sample size (n)",
min = 1,max = 150,value = 50,step = 1),
#iris md 150 7adkd, proto max = 150
actionButton(inputId = ns("use_data"),
label = "Sample n observations from iris data set"),
actionButton(inputId = ns("render"),
label = "Render scatter plot")

5 Aplikaci se stejnou funkef by §lo vytvofit i pouze s jednim akénim tla¢itkem (graf by se
zobrazil automaticky s novym ndhodnym vybérem), aviak zde jsou ukdzany dva zpisoby
prenaseni impulzi mezi moduly — kazdé tlacitko tak na pozadi funguje trochu jinak.
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#sidebar Server Functions
#' O@param T a 'reactivelValues()' list. It stores the sample data set and
#' the response to pressing the 'render' action bution.

#1
#' Ordname mod_sidebar
#' Q@exzport
mod_sidebar_server <- function(id,r){
moduleServer(id,
function(input, output, session){
ns = session$ns
observeEvent (input$use_data, {
r$data=iris[sample(x = 1:150, size = input$nrows),]
1))
observeEvent (input$render, {
r$render_button=ifelse(is.null (r$render_button),
1,r$render_button+1)
B
1)
}

Cast kodu z radka zacinajicich #’ slouzi k naslednému automatickému
vytvoreni dokumentace k modulu, kde jsou mj. popsany parametry modulu.
Vzhledem k univerzalnosti r je dobré praveé na tomto misté podrobné popsat,
jaka je role r v konkrétnim modulu a jaké hodnoty se do néj ukladaji (nebo
naopak se z n&j vyuzivaji). Vice si dokumentaci rozebereme az v ¢asti 2.5.

Podivejme se na druhy modul zahrnujici télo aplikace. Uzivatelské roz-
hrani je rozdéleno na dva fadky — v obou je box s obsahem. V tom prvnim
je tabulka s daty, ve druhém bodovy graf zavislosti délky a sitky kalisnich
listku (zaloZen na datech v tabulce). Na serveru pak probiha sestaveni téchto
dvou objektt s vyuzitim vstupi z modulu pro postranni panel. Detailnéjsi

komentéare muzete nalézt piimo v kédu u prislusnych objekti.

mod_body_ui = function(id){
ns = NS(id)
taglist(
fluidPage(
fluidRow(
box(width=8,title = "Data table",status = "primary",
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DTOutput (ns("table")))
),
fluidRow (
box(width=12,title = "Scatter plot",status = "primary",
plotOutput (ns("plot")))

)
}
# body Server Functions
#' @param T a 'reactivelValues()' list. It uses r$data from the sidebar
#' module to render a table and a plot. Plot rendering is triggered
#' by the change of r$render_button.
#' @rdname mod_body
#' Qexport
mod_body_server = function(id,r){
moduleServer (id,
function(input, output, session){
ns = session$ns
#####Table ----
output$table=renderDT ({
req(!is.null(r$data)) #Sestaveni tabulky je timto pozdrZeno do
#momentu, kdy uZ md co vykreslit
datatable(r$data, rownames=F,selection="none")
b
#H###PLOL ----

#Po stisknuti tlacditka 'render' mna postrannim panelu se pres '

r !

#zacne sestavovat datovd sada pro vykresleni grafu. Zde jde pTimo
#o r$data, ale v jinych pripadech se dd na tomto misté origindlnt
#datovd sada transformovat pro potteby daného grafu.
dTOplot=eventReactive (r$render_button,{
req(!is.null(r$data))
r$data
b
#Graf se sestavi pPi prunim vytvoteni reaktivni proménné dTOplot ()
#a ndsledné reaguje na jeji zmény (spusténé akénim tlacditkem).
output$plot=renderPlot ({
req(!is.null(dTOplot()))
plot(dTOplot () $Sepal.Length,dTOplot () $Sepal.Width)
b
b
b

Nyni tedy zbyva vytvorit ,,hlavni“ server a Ul a zapojit do nich vytvorené
moduly. V serveru je klicové mit zadefinované malé r coby reaktivni list.

Zaroven do néj vlozime libovolnou prvni polozku (na obsahu opét nezalezi,
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dokonce ji ani nikde jinde nemusime pouzit). Pii zapojovani serverové ¢asti

modult pak musime zahrnout parametr r a vlozit do néj vytvoreny reaktivni

list. Tim jej modulim zpifstupnime ©.

#UI:
app_ui = dashboardPage(
dashboardHeader (title = "Example app"),
dashboardSidebar (width = '25%',mod_sidebar_ui("sidebar_1")),
dashboardBody (mod_body_ui ("body_1"))
)
#Server:
app_server = function(input, output, session) {
r=reactiveValues( #zadefinovdni reaktivniho objektu r
d=c() #pruni (libovolnd) poloZka sezmamu - v tomto momenté
#7e jedno, co to bude
)
mod_sidebar_server("sidebar_1",r = r)
#do parametru 'r' posouvdme "naSe'" r
mod_body_server ("body_1",r = r)
}
#Spusténi aplikace:
shinyApp(app_ui,app_server)

Na prikladu tedy muzete vidét hned dvé cesty, jak pomoci r predavat
informace z jednoho modulu do druhého. V prvnim ptipadé (tabulka) vyu-
zivame piimo ulozenou polozku reaktivniho listu (opét zabalenou v néjakém
reaktivnim prostfedi typu render, observe atd.). V druhém piipadé (graf)
si pomahame ,,umélou” polozkou a vyuzivame typicky prostiedi reagujici na
udalosti (eventReactive, observeEvent). To je vhodné pravé pro reakci na
,Spoustéce” z jinych moduli.

Specifickym problémem v komunikaci mezi moduly jsou reaktivni prvky
¢i podminéné panely zavislé na aktivni zéloZce aplikace (p¥i pouZivani roz-
lozeni tabsetPanel()). Pii zadefinovani tohoto rozlozeni v ramci modulu

se musi jeho ID taktéz zabalit do funkce ns(), napr. tabsetPanel(id =

6Nesmime viak zapomenout tento parametr zahrnout v samotné funkci, ktera servero-
vou ¢ast modulu vytvaii — viz vyse.
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ns("tabs"), ...). P¥i pouZiti podminénych paneli’ v ramci jiného mo-

dulu (nez toho s prostfedim tabsetPanel()) se vSak objevi dva problémy:

e potieba prenést ID z jednoho namespacingu do jiného — tento problém

jsme jiz tesili v prikladech vyse

e ID zalozky se ve funkci conditionalPanel(...) zadava ve formé tex-

tového Tetézce

Regeni tu viak je. Mé&jme v ramci Ul jednoho modulu zavedené rozlozeni
tabsetPanel(id = ns("tabs"), ...) a v ném zadefinovanou zalozku
tabPanel ("Exploratory data analysis",value = "eda", ...). Na ser-
veru tohoto modulu muZzeme zavést novy objekt do malého r, ktery se bude
reaktivné meénit v zavislosti na aktualné navstévované zaloZce (resp. bude
obsahovat pravé ID aktivni zélozky) a zaroven tuto informaci ,zpiistupni®

ostatnim modulam (v pfipadé pouzivani vySe rozebrané ,stratégie du petit

r):

observeEvent (input$tabs, {
r$tabset_value=input$tabs
b

V serverové ¢asti modulu, ktery obsahuje podminéné panely, pak z této
reaktivni proménné vytvorime vystupni objekt ve formé textového retézce

spolu s tpravou nastaveni tak, aby byl neustéle k dispozici:

output$tabset_value=renderText (r$tabset_value)
outputOptions(output, 'tabset_value', suspendWhenHidden = FALSE)

V UI tohoto modulu pak mizeme podminény panel zavést takto:

"Typicky ménici se nabidka menu — kazda zalozka ma v tomto p¥ipadé jiné.
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conditionalPanel(condition = "output.tabset_value =='eda'",ns=ns,
#...
#content of this conditionalPanel ()

)

Timto pristupem lze tedy reaktivitu v zavislosti na aktivni zalozce pouzivat

i napfi¢ moduly.

2.4 Golem

V predchozich ¢astech této kapitoly byly uvedeny nékteré myslenky dile-
zité pri vytvareni Shiny aplikace jako R balicku a také zéklady shiny moduli.
To samo v8ak jako navod pro nékoho, kdo by planoval se do takového pro-
jektu pustit, nestaci. Nastésti existuje R balicek golem [39], ktery je skvélym
privodcem pii vytvafeni Shiny aplikace popsanym zptsobem, jejim vyvoji
a produkci. I nezkusenému uzivateli pomize idit sviij projekt tak, aby mél
jiz od prvnich fadka kédu prehlednou strukturu. Zaroven nabizi mnozZstvi
,vyvojarskych funkei® uziteénych pti préaci na aplikaci — at uz jde o pomoc
s dokumentaci, vytvareni kostry moduli ¢i kontrolu kédu. Postupné si pro-
jdeme zékladni aspekty tohoto balicku, které zajemctim postaci jako dobry
start a pro orientaci v problematice [8].

Nejprve je tfeba balicek golem do R nainstalovat — to miizete udélat
napft. pomoci piikazu install.packages("golem"). Shiny aplikaci ve formé
balicku pak snadno vytvofite pres tlacitka File -> New Project..., zbylé
jednoduché kroky jsou znazornény na Obrazcich 2.1 a 2.2. Stéle je to R pro-
jekt, proto se ujistéte, ze pii praci na balicku mate v RStudiu vzdy aktivni
praveé tento projekt. Strukturu vytvoreného balicku na ulozisti muzete vidét

na Obrazku 2.3.
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New Project Wizard

Back Project Type

g Quarto Book
R Package using Rcpp
R Package using RcppArmadillo
R Package using RcppEigen
R Package using devtools

0 Package for Shiny App using golem

VOV VYV VYWV

Simple R Markdown Website

Cancel

Obrazek 2.1: Vytvoreni nového golem projektu

New Project Wizard
Back Create Package for Shiny App using golem

Directory name:

‘ example

Create project as subdirectory of:

‘ ‘ Browse...

Start my project without golem comments

Hook function te run during project creation: | golem::project_hook ‘

+| Perform a Check on the name
Create a git repository

Open in new session Create Project Cancel

Obrazek 2.2: Vytvoreni balicku pro Shiny aplikaci pomoci golem

Prvni kroky uc¢inite v souboru 01_start.R ze slozky dev, kterd obsahuje
ony ,,vyvojarské” skripty pro spravu projektu. Zacit miizete napt. vyplnénim

udaji o balicku, které se po spusténi pripraveného kédu propisi do souboru
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D:/... /fexample
ESCRIPTION

<

|— Ol_star't. R

— 02_dev

}— 03 de;ﬂoy R

L— run_dev.

example. Rprc:j

inst

— app

| L— www

| L— favicon.ico
L golem-config.yml
man

L — run_app.Rd

|— NAMESFPACE

LR

— app_config.rR

— app_server.r

— app_ui.R

L— run_app.R

_T____TT____TT

Obrazek 2.3: Struktura R balicku po jeho vytvofeni pomoci golem

DESCRIPTION (vizte podkapitolu 2.2). Na Obrazku 2.4 je tato ¢ast zminéného
skriptu ukadzana — podobnym stylem jsou pfipraveny i ostatni funkce — pfe-
hledné, s komentafi a snahou o co nejvétsi pomoc i nezkusenym uzivatelim

[8]. Dale umozni uzivateli:
e propsat udaje do nastaveni golem balicku

— k tomu slouzi funkce golem::set_golem_options() — doporu-
Cuje se spustit ji ihned po vyplnéni tdaju o balicku a spusténi

golem::fill_desc() (opét vizte Obréazek 2.4)
e nainstalovat dalsi potfebné R balicky (které jsou dale vyuzivany)
e nastavit licenci balicku®

e pripravit soubor README

8Srovnani jednotlivych softwarovy licenci naleznete napf. na webové strance https:
//choosealicense.com/licenses/.
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e vyuzivat GitHub
e pripravit testovaci infrastrukturu

e vytvorit soubory golem_utils_ui.R a golem_utils_server.R s po-

mocnymi funkcemi

Vse je zpracované tak, ze uzivatel nepotfebuje nutné vidét do ttrob téchto
funkei (pokud sam nechce), celé je to velice intuitivni a umozni to hladkou

piipravu infrastruktury balicku.

## Fill the DESCRIPTION ----
## Add meta data about your application
##
## /1\ Note: if you want to change the name of your app during development,
## either re-run this function, call golem::set_golem_name(), or don't forget
## to change the name in the app_sys() function in app_config.R /!\
i
golem::fill_desc(
pkg_name = "example", # The Name of the package containing the App
pkg_title = "PKG_TITLE", # The Title of the package containing the App
pkg_description = "PKG_DESC.", # The Description of the package containing the App
author_first_name = "AUTHOR_FIRST", # Your First Name
author_last_name = "AUTHOR_LAST", # Your Last Name
author_email = "AUTHOR@MAIL.COM", # Your Email
repo_url = NULL, # The URL of the GitHub Repo (optional),
pkg_version = "0.0.0.9000" # The Version of the package containing the App

Obrazek 2.4: Ukazka skriptu 01_start.R

Po tomto ,nastartovani projektu se muzeme presunout k soubortm
02_dev.R a run_dev.R, které jsou uzitecnym pomocnikem pii celém vyvoji
aplikace. Uvedme alespon nékteré funkce, které se opravdu hodi vyuZivat,
pricemz vétsina je jiz soucasti téchto R skripti, avsak nékteré je vhodné si
do nich doplnit (a mit je tak po ruce).

Pro udrzeni aktualnosti soubortit DESCRIPTION a NAMESPACE v prubéhu
préace na balicku (pii kterém casto pouzivame dalsi funkee z jinych R balick)
je vhodné pravidelné spoustét funkce attachment: :att_amend_desc() [44]

a golem: :document_and_reload(). Ta prvni doplni soubor DESCRIPTION na
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zékladé rozboru kodu ze slozky R (vizte dale) o pouzivané balicky. Alterna-
tivou je funkce use_package("pkg.you.want.to.add") z balicku usethis
[45], ktera se taktéz nachazi v souboru 02_dev.R. Jde o manudlni cestu,
avSak vyvojar ma nad procesem vétsi kontrolu a prehled o tom, které ba-
licky pridaval (pfip. muze za funkei pridat libovolny komentar). Pokud jsou
potieba balicky, které nejsou umisténé v centralnim ulozisti CRAN (a autor
balicku je pii vyvoji ziskal napf. z GitHubu ¢ BioConductoru), je t¥eba je
do souboru DESCRIPTION propsat pomoci jiné funkce z balicku usethis, a to
use_dev_package (). S balicky z GitHubu si bez problému poradi a spravné
propise i cestu k nim do sekce Remotes na konci souboru DESCRIPTION, avSak
u balicki z BioConductoru se autorovi textu osvédcila spiSe alternativni cesta
— propsat dany bali¢ek do DESCRIPTION standardné a pridat do tohoto sou-
boru také fadek s textem biocViews:. Tento trik pak zajisti hladké fungo-
vani balicku, ktery je zavisly na jinych bali¢cich z BioConductoru. Zminénou
tpravu lze vidét na Obrazku 2.5 (zvyraznény text).

Depends:
R (>= 2.10)

biocviews:

Imports:
amap,
colourpicker,
ComplexHeatmap (>= 2.15.4),
config (»>= @8.3.1),
data.table,

Obrézek 2.5: Uprava souboru DESCRIPTION pii vyuzivani balickt z BioCon-
ductoru

S importem pouzivanych funkci z téchto balicki souvisi funkce docu-
ment_and_reload(), kterd automaticky sestavi dokumentaci balicku na za-

kladé specialni ¢ésti R souborti s kody, obnovi soubor NAMESPACE a zaroven
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saktivuje*? balicek — pomoci piikazu run_app()!? je pak moZné soucasnou

verzi aplikace spustit a vyzkouset ji. Problematika importu funkei z jinych R

balicku bude vice rozebrana v ¢asti 2.5.

Jak jiz bylo zminéno, v tomto pristupu se poc¢ita s vyuzivanim shiny

modulu.

Soubor s kostrou shiny modulu mizete vytvorit pomoci funkce

golem: :add_module(name = "example", with_test = TRUE) s argumenty

urcujici jméno modulu a to, zda se mé vytvorit i kostra souboru pro testovani

modulu.

#1
#
#
#
#'
#1
#
#
#1

Kostru modulu muzete vidét na Obréazku 2.6.

example UI Function

@description A shiny Module.

@param id,input,output,session Internal parameters for {shiny}.
@noRd

@importFrom shiny N5 tagList

mod_example_ui <- function(id){

ns <- Ns(id)
tagList(

J
h

#' example Server Functions
#I
#' @noRd
mod_example_server <- function(id){
moduleServer( id, function(input, output, session){
ns <- sessionins

19}
h

## To be copied in the UI
# mod_example_ui ("example_1")

## To be copied in the server
# mod_example_server("example_1")

Obréazek 2.6: Kostra modulu vytvorend pomoci balicku golem

Pomoci funkei golem: :add_utils() a golem::add_fct() zase vytvorite

9Zde ekvivalent ,zavolani“ jiz hotového a nainstalovaného R balicku pomoci funkce
library().
10 Automaticky vytvorena funkce v ramci libovolného golem balicku.
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soubory, do kterych muzete definovat drobné pomocné funkce (téz utility)
¢i vetsi funkce, které v kodu Shiny aplikace pouzijete. Hlavnim benefitem je
vétsi prehlednost kodu. Tyto soubory se (stejné tak jako moduly) vytvari
v podadresari R, ktery mj. obsahuje i hlavni server a UI aplikace, resp. jejich
kostru nachystanou k pouziti. Je diilezité zminit, Ze tento podadresar nesmi
obsahovat zadnou dalsi podslozku [8].

Pokud je potieba do aplikace zabudovat interni datovou sadu, ve skriptu
02_dev.R je tfeba najit funkci usethis: :use_data_raw(), pomoci které se
automaticky vytvori v adresari balicku nova podslozka data-raw a v ni sou-
bor, ve kterém si datovou sadu pripravite (tj. miZete zde nahrat'' data,
libovolné je upravit) a nasledné spustite zde nachystanou funkci usethis: : -
use_data(dataset_name), ktera v adreséafi balicku vytvofi novou podslozku
data a do ni ulozi pripravenou datovou sadu ve formétu .rda. Takto pripra-
vena data jsou pak pro celou aplikaci dostupna a v kédu pro server ¢i Ul uz
se nemusi zavadét znovu.

Do skriptu 02_dev.R se hodi pridat funkci remdcheck () z balicku rcmd-
check [38]. Jejim spusténim se provede kontrola celého balicku pokryvajici
rizné problémy. Jsou u funkei zdokumentovany vSechny pouzité argumenty?
Funguji vytvorené testy? Jsou v NAMESPACE zaneseny vSechny pouzivané
funkce? Pokud je cokoliv v balicku v nepotfadku, tento piikaz to vyvojari
rekne.

Soubor 03_deploy.R souvisi s publikovanim aplikace a bude rozebran
samostatné v ¢asti 2.6. Pfesuiime se nyni kratce do umisténi inst/app/www
— do této podslozky se doporucuje ukladat jakékoliv nové externi soubory

(obrazky, markdown dokumenty, CSS, JS). Souvisi to s dvéma funkcemi:

HPpro vétsi flexibilitu je pfi vyuzivani GitHubu (coz se velmi doporucuje) vhodné pii-
padny soubor s daty nahrat na GitHub a v tomto pfipravném skriptu tak nahravat data
z pevného odkazu, nikoliv z lokalntho ulozisté.
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e golem_add_external_resources() ze souboru app_ui.R

— ta je nachystana na pfejiméni externich zdroju (jako napt. vlastni

CSS soubory) pravé ze zminéného umisténi

— zaroven se do ni mohou zdroje pridavat i pomoci funkci (napf.
shinyjs: :useShinyjs () [33] pro vyuziti reaktivné se objevujicich

a mizejicich prvkua)

— souvisi s prvky dostupnymi pii béhu aplikace (nepocitaji se na

serveru, vyuziva je prohlize¢ aplikace)
e app_sys() ze souboru app_config.R

— ta slouzi k pristupovani k soubortiim béhem generovani aplikace

(defaultné hleda soubor ve slozce inst)
— Ppracuje na serverové ¢asti

— Casto v rdmci ,,generujici” funkce, napt. includeMarkdown (app_-
sys("app/www/help.Rmd")) (zde ji tedy v ramci inst slozky na-
smérujeme do podslozky www a vygenerujeme dokument typu

markdown)

Vsechny zminéné typy soubori tak mizeme mit prehledné na jednom misté
a pomoci téchto funkei je v aplikaci vyuzivat [8].

Poslednim zékladnim podadresarem ze struktury na Obrazku 2.3 je slozka
man — do té se vSak pouze automaticky vytvareji soubory s dokumentaci
balicku (k jednotlivym funkcim, modulim apod.), bude o ni tedy Fe¢ az

v Casti 2.5.
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2.5 Dokumentace

Dokumentace balicku je stejné nezbytnou soucasti, jako funkce (¢i apli-
kace), které jej tvori. Na prvni pohled jde o néco, ¢im umoziujeme (a v pii-
padé kvalitniho provedeni velmi usnadnujeme) préci s balickem uzivatelam,
ale vyvojarium to pridélava praci. To vSak neni tak docela pravda. Vyvoj ba-
licku vétsinou trva delsi cas a pravé vyvojari jsou ti, kteri oceni, kdyz budou
mit ndhled do myslenek a zaméra svého minulého ja [8].

Dokumentovéani by se dalo rozdélit na dva typy:

e tzv. vignettes — dokumentace delsiho formatu slouzici coby ,,manual”

k balicku ¢i jeho ¢astem

e dokumentace funkci — popisuje konkrétni funkci, jeji pouziti, argu-

menty. . .

V naSem pfipadé s Shiny aplikaci slouzi vignettes pfimo coby navod k pouziti
vytvorené aplikace, ktery by mél uzivateli predstavit, k ¢emu lze aplikaci pou-
zit, vysvétlit fungovani jednotlivych prvku, prip. mize byt doplnén i o ilustra-
tivni screeny aplikace. Dle povahy aplikace (a naro¢nosti jednotlivych mecha-
nismi) muze jit bud o jeden souhrnny soubor, nebo muze byt vytvoreno vice
navodu pro diléi ¢asti. V obou piipadech 1ze kostru takového navodu vytvorit
pomoci funkce usethis: :use_vignette("name.of .file"), ktera se nachézi
v souboru 02_dev.R. Kostra se umisti do automaticky vytvoreného podadre-
safe wvignettes, do kterého se pak generuji i dalsi pfipadné navody (funkci
lze pouzit opakované). Vytvoreny soubor je ve formatu .Rmd — pii jeho
tvorbé se tak postupuje jako u jakéhokoliv markdown dokumentu, zde navic
s moznosti pouzivat vypocty (¢i vytvaret grafy, produkovat vystupy modeli
atd.) pomoci softwaru R prostfednictvim ¢asti kodu v angli¢tiné oznacova-

nych jako chunk. Ze vSech takto pripravenych .Rmd soubori pak sestavime
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HTML vignettes pomoci funkce devtools::build_vignettes(), kterd je
opét k dispozici i v rdmci skriptu 02_dev.R. Pro kontrolu sestavenych né-
vodii miizeme doplnit tento skript o funkci utils: :browseVignettes("na-
me.of .your.pkg"), kterou se da sestaveny HTML navod zobrazit v prohli-
7eCl.

Dokumentace funkci je, resp. byla pomérné specifickd disciplina, ktera
se velmi usnadnila diky balicku roxygen2 [46], ktery umoziuje vyvojaram
pracujicim v R dokumentovat funkce v ramci stejného skriptu, ve kterém je
definovana piislusna funkce, a to pomoci fadkta kédu tvoticich tzv. roxygen
bloky. Ty jsou od ,b&Zného* kodu odliSeny tim, Ze zaéinaji symbolem #2.'2
V téchto blocich se pak informace o funkci zadavaji pomoci tzv. ,stitka“
(z anglického tag). Jejich kompletni seznam naleznete v dokumentaci ba-
licku [32], my na piikladu z Obrazku 2.7 (dokumentace modulu) rozebereme

alespon nékteré.

# body_plot UI Function

#' @title mod_body_plot_ui and mod_body_plot_server

#' @description A shiny Module for creating plots in the app body.
2

#' @param id,input,output,session Internal parameters for {shiny}.
#' @param box_title Character to be used as a box title.

#\

#\

#' @rdname mod_body_plot

#\

#' @export

2

#' @importFrom ggiraph renderGirafe girafeOutput

Obrazek 2.7: Priklad dokumentace funkei prostfednictvim balicku roxygen

Stitky @title (nazev) a @description (popis) pouzivime pro uvedeni
funkce a prehled toho, k ¢emu slouzi. Pokud mé funkce jakékoliv parametry,
je potieba je uvést pod Stitkem @param. Tento blok kodu pred samotnou

funkci muze slouzit pouze coby ,zéapisnik vyvojare* a nemusi byt uzivateli

12V tomto textu jste je jiz mohli zaznamenat napt. na Obrazku 2.6.
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dostupna. Pokud vSak priddme $titek @export, vytvori se automaticky .Rd
soubor v podadresaii man (s nazvem uvedenym pod Stitkem @rdname) —
z toho se pak generuje stranka s napovédou k funkci, kterou jisté kazdy
uzivatel RStudia zna a bézné pouziva. U modulit méme v jednom souboru
dvé funkce (pro UI a server) — i pfes rozdéleni roxygen bloku na dvé ¢asti
je v8ak mozné pouzit stejny soubor (stejné @rdname) a mit tak dokumentaci
celého modulu v ramci jednoho souboru. U serverové ¢asti roxygen bloku
se v tomto piipadé jiz nemusi udavat nazev a popis [32]. Ptiklad vysledné
stranky s dokumentaci modulu na zélozce RStudia Help muzete vidét na

Obrazku 2.8.

mod_body plot.Rd - Find in Topic

mod_body_plot_ui {proteoME} (preview) R Documentation

mod_body_plot_ui and mod_body_plot_server

Description
A shiny Module for creating plots in the app body.
Usage

mod_body plot ui(id, box title = "Your title.”

mod_body plot server(id, plot type, r

Arguments

id, input, )
outpur, Internal parameters for shiny.
session

box title Character to be used as a box title.

Character to specify the plot. It should be made up of 3 parts separated by an underscore (_) tab ID,
plot type plot type and order of the plot of the same type on the same tab. For example: eda_box_1 stands
for the first box plot on the "Exploratory data analysis” tab.

A 'reactiveValues()' list containing (amang other objects) plots built in mod_plot. These are used here
in a renderGirafe() function.

[Package proteolME version 0.0.0.9000 Index]

Obrazek 2.8: Priklad stranky s dokumentaci modulu na zalozce Rstudia Help

Pti zabudovani datové sady do balicku je vhodné vytvorit dokumentaci
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i pro ni. Postupuje se podobné jako u dokumentovani funkci, avsak je zde
drobny problém — datovou sadu jsme nevytvareli v ramci zadného skriptu,
ktery by se nachazel ve slozce R a v némz by roxygen bloky s tidaji o datové
sadé mohly byt. Doporucuje se proto vytvorit v této slozce soubor specialné
pro dokumentaci dat (napt. data.R). V ném muZete vytvorit dokumentaci
pro vSechny datové soubory — za kazdym roxygen blokem nésleduje pouze
nézev datové sady v uvozovkich. Piiklad takové dokumentace mizete vidét
na Obrazku 2.9. Stitek @format slouzi ke shrnuti zakladnich udaju datové
sady (napf. pocet fadki a sloupct) a vysvétleni jednotlivych proménnych.
Stitek @source zase miize obsahovat zdroj, z kterého data pochazi. Zaroven
u této dokumentace nikdy nepouzivame Stitek @export (v napovédé RStudia
v8ak bude dokumentace dostupné i tak) [25].

#' @title Example data with run annotations

#' @description This dataset contains run annotations for *data_example* dataset
#' to be used in a proteoME Shiny app.

#' @format

#' A data frame with 200 rows and 6 columns:

#' \describe{

#' Nitem{runID}{A column with run IDs in a form of F# (where # is a number). Each ID
#' has to be unique.}

#' Nitem{sampleID}{A column with sample IDs (one for each patient). It consists of
#' a letter indicating a treatment group and a number indicating the patient

#' number within the group. E.g. ID A2 stands for the second patient within a

#' treatment group A. The same sample ID can be assigned to several run IDs.}

#' Nitem{rep}{A column with replicate number. E.g. Run F4 is the second

#' replicate for a patient A2.}

#' \item{batchNo}{Batch number.}

#' \item{batchOorder}{order of the run within the batch.}

#' \item{dateTimel}{Date and time of the measurement in a \%m/\%d/\%Y ‘%R format.}

# 1
#' @source <https://raw.githubusercontent.com/TomChupan/data/main/data_example_run2.csv>

"ann_run_example"

Obrazek 2.9: Piiklad dokumentace zabudované datové sady

V ¢asti 2.4 jiz bylo zminéno, jak pridat pouzivané balicky do souboru

DESCRIPTION. Jednotlivé funkce!® k importovani se potiebuji propsat do

13Malokdy jsou potieba veskeré funkce z n&jakého R baligku, proto je lepsi do vlastniho
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souboru NAMESPACE. To zastane funkce golem::document_and_reload(),
o které byla v tomto kontextu re¢ také v ¢asti 2.4. Jak to souvisi s dokumen-
tovanim? Importované funkce se totiz zapisuji k ostatnim dokumentovanym
tudajim v ramci roxygen bloku a golem: :document_and_reload() si je od-
sud vytahne a propiSe je do NAMESPACE. Jde o stitek ve tvaru @importFrom
package function — jeho pouziti lze vidét na Obrazku 2.7. V piipadé im-
portu vice funkci z jednoho balicku se pouze v ramci prislusného fadku pri-
déavaji dalsi funkce oddélené mezerou. Pokud by bylo z né&jakého (dobrého)
divodu potfeba importovat cely bali¢ek, 1ze pro to pouzit parametr ve tvaru
@import package — takto je defaultné importovan'? balicek shiny, jehoZ
funkce tak miizeme libovolné pouzivat napiic¢ aplikaci a o jejich import se
starat nemusime. U modulu stac¢i diky vysSe zminéné spole¢né dokumentaci
uvadét pouzivané funkce pouze v prvnim roxygen bloku nad Ul (nezélezi na

tom, zda se pak funkce pouzivaji v Ul & serverové ¢asti modulu) [8][32].

2.6 Publikovani

V momenté, kdy je aplikace pripravena a dokumentace podrobné sepséana,
nastava okamzik, ke kterému cely projekt od zacatku sméroval — publikace
balicku. Pomocnikem pii tomto procesu je jiz zminény soubor 03_deploy.R
z podadresafe dev. Prvnim krokem!® by méla byt kontrola balicku pomoci
zde uvedené funkce devtools: :check() — ta plni podobnou tlohu jako vyse
zminéna funkce rcmdcheck (), av8ak obé pracuji trochu jinak a obé& mohou
vyvojari poskytnout jiné, uzitecné komentare a podnéty k opravam. Klico-

vym zavérem je pocet chyb, varovani a poznamek (errors, warnings, notes) —

bali¢ku importovat pouze diléi funkce, které jsou skute¢né pouzity.

4Toho si miiZzete v&imnout v roxygen bloku souborti app_ui.R a app_server.R.

5 Nezapominejte byt pofad v aktivnim projektu daného balicku — to plati i pro néasle-
dujici kroky.
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v idealnim pfipadé by vSechny tyto ,nezddouci” kategorie mély byt s nulovym
vyskytem, avSak pripadné poznéamky jsou prichozi. Pokud vSak pfetrvavaji
chyby ¢i varovani, snazte se je pfed pokracovanim opravit ¢i vytesit [8].

Pred verejnou publikaci je vhodné zkusit balicek nejprve nainstalovat na
vaSe zafizeni a ovéfit jeho funkcénost. To lze provést pfikazem remotes: :in-
stall_local() a nasledné restartovat R a zavolat bali¢ek pomoci funkce
library("name.of .your.pkg") (asamoziejmeé spustit aplikaci piikazem run-
_app()). Vse bézi, jak ma? Pokud jste instalaci provedli na zafizeni, na
kterém jste celou dobu balicek vyvijeli, ma jiz nainstalované vsechny po-
tfebné dependencies pro hladky chod vaseho balicku a aplikace. Probéhlo
by vSe takto bez problémi, pokud by se balic¢ek instaloval na nové zarizeni?
Je lepsi to zkusit. Sestavit balicek do tzv. Package Archive File (ve for-
méatu .tar.gz, z kterého lze v RStudiu balicky instalovat) lze pomoci funkce
devtools: :build() ze souboru 03_deploy.R. Archiv s balickem pak lze pfe-
nést na libovolné zarizeni se softwarem R a pokusit se o jeho instalaci tam —
opét pomoci funkce remotes: :install_local (), pficemz nyni je tfeba jako
argument uvést cestu k souboru s balickem. Instalace pomoci této funkce
zajisti spravné nainstalovani vSech dependencies |8].

Pokud vs8e probéhlo v poradku, bali¢ek miize byt nabidnut vefejnosti. Jsou
dva zakladni zptsoby, jak k tomu pristoupit. Tim prvnim je umisténi balicku
do nékterého z dostupnych vetfejnych repozitaiu balicki (CRAN, BioCon-
ductor, GitHub) — nejjednodussi cestou je pravé GitHub, kam sta¢i nahrat
cely adresar s balickem do stejnojmenného osobniho repozitare (ktery musi
byt verejné dostupny'®). Kdokoliv si jej pak muZe do svého R nainstalovat
pomoci funkce devtools::install_github(), do niz jako argument uvede

"user .name/pkg.name" odpovidajici pfezdivce autora na GitHubu a nazvu

16Na GitHubu se daji vytvofit i soukromé repozitaie, aviak publikace balicku nékam,
kam se nikdo nedostane, jaksi nedéva smysl.
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balicku' [8].

Druhou cestou je umoznit uzivani aplikace i tém, ktef{ R nepouzivaji,
prip. se jim v tomto prostiedi aplikace pouzivat nechce. V tomto pripadé 1ze
aplikaci umistit nékam na server — pro jeji pouzivani pak staci kliknout na
dany odkaz a aplikace se objevi v prohlizeci. Pro uzivatele zcela snadné. Zde
si zkusime v par krocich shrnout postup ze strany vyvojarua tak, aby to bylo
snadné i pro né. Ne kazdy mé svij server, na ktery muze aplikaci umistit.
Predstavime zde TeSeni dostupné na strance https://www.shinyapps.io,

1% a v pripadé konzervativnich

kde se staci zaregistrovat jednou z béznych ces
plant pro uzivani (nikoliv masové rozsifeni aplikace) zvolit free plan, ktery
mé sice omezeny pocet publikovanych aplikaci a pocet aktivné vyuzivanych
hodin, ale je zdarma. Pokud je aplikace ambiciéznéjsi, lze samoziejmé zvolit

Nz % v

placeny plan s privétivéjsimi parametry za mésicni ¢i ro¢ni poplatek [8].

\ p s £ P Run App @
# Launch the shinyapp (Do not remove this comment)

# To deploy, run: rsconnect::deployapp()
# Or use the blue button on top of this file

options( "golem.app.prod" = TRUE)

1
2
3
4
5 pkgload::load_all(export_all = FALSE,helpers = FALSE,attach_testthat = FALSE)
6
7 proteoME::run_app() # add parameters here (if any)

8

Obrazek 2.10: Nastartovani procesu publikace na server

V souboru 03_deploy.R lze provést piipravny krok pro publikaci do

17 Technicky jde o nazev GitHub repozitéie, nikoliv nazev balicku, aviak jiz bylo zmi-
néno, ze se musi shodovat — zde na to proto jesté jednou upozornéme.

18Kromé e-mailu ¢ Google Gé¢tu je tu i praktickd moznost piihlasit se pies vlastni GitHub
ucet — v pripadé publikace balicku na GitHubu tak 1ze mit v8e pod jednim u¢tem.
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vyse zminéného prostiedi pomoci funkce golem: :add_shinyappsio_file(),
ktera vytvori mj. soubor app.R, z kterého se bude aplikace na serveru spous-
tét. V tomto souboru lze také spustit proces publikace, a to pouhym stisknu-
tim modrého tlacitka v ,zahlavi“ souboru v rdmci RStudia — vizte Obrazek
2.10. Po stisknuti tohoto tla¢itka vas RStudio v pripadé, ze je to prvni pub-
likovana aplikace, vyzve k nastaveni a volbé publika¢niho u¢tu a platformy.
Ze ti1 dostupnych moznosti zvolte ShinyApps.io (vizte Obrazek 2.11). Dale
pokracujte dle pokynu zobrazenych v tomto okné. Po nastaveni uctu se na-
chazite v okné, kde jsou defaultné k publikaci zakliknuté vSechny soubory
z adresafe balicku — to je potfeba zachovat a publikovat jej opravdu cely.
Publikaci pak staci potvrdit tlacitkem Publish. Pokud se pfi procesu pub-
likace objevi néjaké problémy (napf. nenainstalované balicky, které proces
potfebuje), postupujte dle pokynu v konzoli RStudia [8].

Po tispésné publikaci je vas balicek dostupny vSem, kterym odkaz poslete
(pripadné lze odkaz pridat i do README balicku, které se ukazuje jako tvodni
stranka v daném repozitafi na GitHubu). Mira a forma rozsifeni této infor-
mace se bude pravdépodobné odvijet i od trovné planu na ShinyApps.io
(a souvisejictho omezeni na pocet aktivnich hodin uzivani aplikace). Tak
¢i tak jste nyni u konce projektu. Nebo stale na jeho zacatku? Pravdépo-
dobné budou prichézet navrhy na vylepseni a pozadavky na dalsi zpristup-
néné funkce. Vy jste vSak diky tvorbé aplikace pomoci postupu uvedeného
v této kapitole pripraveni a udrzba a zdokonalovani aplikace nebude predsta-

vovat zadny problém.
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Publish to Server

Connect Account

Back

o
c
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Connect Account

ShinyApps.io
A cloud service run by R5tudio. Publish Shiny applications and interactive
documents to the Internet.

>

Posit Connect

Posit Connect is a server product from Pasit for secure sharing of
applications, reports, plots, and APIs.

Posit Cloud

Our online service that lets you do, share, teach and learn data science in
your web browser.

|  Cancel |

Obréazek 2.11: Volba u¢tu k publikaci
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Kapitola 3

Aplikace proteoME

Prvni kapitola se vénovala predevsSim praci s proteomickymi daty, ta
druha zase tvorbé Shiny aplikace ve formé balicku v softwaru R. Tato ka-
pitola obé predchozi ¢asti spojuje a je zaroven pruvodcem realizaci hlavniho
cile prace. Tim je totiz nova Shiny aplikace proteoMFE ze stejnojmenného
R balicku, ktery autor tohoto textu vytvoril pravé za Gcelem usnadnéni ce-
lého procesu zpracovani a analyzy proteomickych dat pro ty, ktefi neovladaji
programovaci jazyky, pfipadné si jen chtéji uSetfit ¢as a vyuzit nabizeného
uzivatelského prostredi.

Uzivatelé R mohou vyuzit moznost instalace balicku a spousténi aplikace
piimo v tomto softwaru (resp. v rozsiteném RStudiu). Instalaci balicku lze
provést prikazem

devtools: :install_github("TomChupan/proteoME")

a aplikaci lze posléze spustit pomoci prikazi
library(proteoME)
proteoME: :run_app()
MozZnost vyuzivat aplikaci lze vSak i mimo prostiedi R (bez nutnosti co-

koliv instalovat) — od ¢ervna 2024 bude v repozitari balicku na GitHubu
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zvefejnén i odkaz na ShinyApps.io, na kterém si kazdy (bez ohledu na to,
zda mé nainstalované R ¢i nikoliv) muze aplikaci vyzkouSet a rozhodnout se
o jeji pripadné budouci instalaci'. Tato dostupnost rozsiff mnozinu moznych
uzivateli a predstavuje dalsi usnadnéni prace s timto typem dat. Dalsim
faktorem umoznujicim pouzivani aplikace Sirokému spektru uzivatela je jeji
jazykové provedeni — veskery obsah i dokumentace jsou v angli¢tiné.
Uzivatelské prostiedi aplikace je rozdéleno na postranni panel a télo (ob-
sahujici hlavni vystupy ve formé tabulek, grafi apod.), v ramci téla aplikace
navic uzivatel pfepina mezi jednotlivymi zalozkami, pfi¢emz postranni panel
se pri pfepinani dynamicky méni. Postupné si predstavime jednotlivé zalozky,
nabizené nastroje a funkce — to vSe na souboru syntetickych datovych sad
(inspirovanych realnymi daty), které jsou rovnéz soucasti balicku proteoME
(vizte dale). Tato kapitola tak zaroven slouzi jako navod k pouziti aplikace
s praktickou ukazkou analyzy proteomického datasetu. Nazvy podkapitol bu-
dou kopirovat nazvy zélozek v aplikaci — budou tedy psany anglicky, coz bude

vhodné i pro odlieni od ¢asti prvni kapitoly.

3.1 Data import

V této casti si nejprve predstavime datové sady, které jsou soucasti ba-
licku proteoMFE. Jednak piijde o popis téchto soubori, jednak jde o ukizku
formatu, ktery je nutné dodrzovat pri nahravani vlastni datové sady. Na-
sledné si ukdzeme prvni zélozku aplikace slouzici k nahrani soubori s daty
a jejich zékladni zobrazeni a tpravu.

V podkapitole 1.1.2 byl uveden ptiklad datové sady s abundancemi pro-

IPouzivat aplikaci dlouhodobé jen na tomto odkaze v blizké budoucnosti nebude mozné
kviuli omezeni po¢tu aktivnich hodin danému serverem ShinyApps.io pri vyuzivani planu,
ktery je zdarma.

89



teinti. Ve stejném forméatu je prvni z ukazkovych soubori, ktery po nacteni
balicku muzete ,zavolat® piikazem data_example. Tato datova tabulka mé
celkem 1018 radkt, které predstavuji jednotlivé proteiny, a 101 sloupcii. Prvni
sloupec? je tvoren unikdtnimi identifikdtory proteintt (accession number),
zbylé sloupce obsahuji abundance proteinii pro jednotlivé soubory® — néa-
zvy sloupct odpovidaji ID soubort. Abundance nejsou ani transformované
¢i normalizované (jde o tzv. raw* hodnoty abundanci, nebyla s nimi prove-
dena zadn4 tuprava), ani imputované (v datech jsou tedy chybé&jici hodnoty).

Cast této datové sady muzete vidét v Tabulce 3.1.

Tabulka 3.1: Ukazka datového souboru data_example

Accession F1 F2 F3 F4 F5 Fo6

P04745 36 164,74 20 378,79 19 579,20 NA 153,92 2 015,13
B7ZMD7 9 409,04 2 564,65 11163,22 92 742,42 75 504,78 69 845,65
H6VRF8 597 164,63 53 611,28 39 914,64 37 792,98 9 397,29 12 515,90

P19961 4 115,53 7102,86 804243 11 195,39 12463,95 16 082,41

P35527 144 533,14 110 654,87 73 610,83 3 804,32 4 834,82 329,12

P13645 62 661,85 85 856,07 84 322,87 23 734,81 28 264,32 34 264,96

Dalsi dostupnou datovou sadou jsou anotace soubort. V ¢ésti 1.2 u nich
byl uveden anglicky pojem file annotations, stejny vyznam ma v kontextu
proteomickych dat termin run annotations (jak jsme si uz uvedli — soubor je
oznaceni pro softwarovy vystup béhu — vizte ¢ast 1.1.2). Tento soubor lze na-
¢ist piikazem ann_run_example a obsahuje 100 fadku (pro kazdy béh/soubor
jeden) a 6 sloupcu — vizte Tabulku 3.2.

Prvni sloupec tvoii ID soubora (runiD), musi tak byt shodny s nazvy
druhého az posledniho sloupce datové sady s abundancemi. Sloupec samplelD

pak kazdy soubor pfifazuje k vzorku (subjektu), z kterého pochéazi. Ve t¥etim

2Nazev sloupce Accession je povinny.
3Tato terminologie je vysvétlena v prvni kapitole.
4V gegtiné lze pouzit ekvivalent ,surové” hodnoty.
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Tabulka 3.2: Ukazka datového souboru ann_run_example

runlD samplelD rep batchNo batchOrder dateTime
F1 Al 1 1 1 07/03/2023 05:23
F2 Al 2 1 2 07/03/2023 10:56
F3 A2 1 1 3 07/04,/2023 09:06
F4 A2 2 1 4 07/04/2023 16:37
F5 A3 1 1 5 07/05/2023 17:48
F6 A3 2 1 6 07/06,/2023 00:23

sloupci (rep) je informace o tom, kolikaty replikat daného vzorku tento soubor
predstavuje. Sloupce batchNo a batchOrder obsahuji idaje o oznaceni davky,
resp. poradi replikdtu v rdmci davky. V poslednim sloupci je datum a cas
meéreni — v R pouzijte pro prevod na tento format tetézec %m/%d/%Y %R.
Prvni dva sloupce jsou v soucasné verzi aplikace povinné, zbylé nemusi byt
pritomny®. Opét je vSak povinné drzet se predepsanych nazvi sloupcii.

Poslednim souborem, ktery balicek proteoME zahrnuje, jsou anotace vzor-
kt. Tento dataset lze nacist prikazem ann_sample_example a obsahuje 50
fadkta (pro kazdy vzorek jeden) a 5 sloupcii. Jak uZ bylo zminéno v prvni
kapitole, tento typ datové sady obsahuje tidaje o jednotlivych subjektech (pa-
cientech). Kromé identifikitoru jde predevsim o skupinu lécby (treatment),
dale vsak mohou byt dostupné dalsi libovolné tidaje (napi. pohlavi). Prvni
sloupec s identifikatorem vzorku (sampleID) musi odpovidat unikatnim hod-
notam ze stejnojmenného sloupce datové sady s anotacemi soubori. Néazvy
prvnich dvou sloupcii jsou povinné v této formé (kterou muzete vidét i v Ta-
bulce 3.3), na zbylé sloupce se zadné pozadavky nekladou.

Pojdme se nyni podivat na zalozku pro import dat, kterou uzivatel uvidi

pii spusténi aplikace — vizte Obrazek 3.1. Na postrannim panelu jsou 3 po-

5Jde o piipravu na analyzu batch efektu, ktera je planovana az v pozdéjsich verzich
aplikace.
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Tabulka 3.3: Ukazka datového souboru ann_sample_example

samplelD treatment sex age weight kg

proteoME app
Abundances
Data import Exploratory data analysis Transformation Normalization Aggregation Filtering Imputation Analysis
Upload your dataset with abundances
(o) ® Foundances No file loaded
Browse... | MaxFile Size: 100 MB Please upload a file with abundances. T )
No file loaded
S n)
Number of runs (columns)
Upload your run annotation dataset
(-csv].xt) @
Browse... | MaxFile Size: 100 MB No file loaded
Number of samples
mple) Annotations (run) Annotations (sample) -
Upload your sample annotation dataset Please upload a file with run annotations. Please upload a file with sample annotations.

(-csv/.txt) ®

Browse... Max File Size: 100 MB

Use example data

Obrazek 3.1: Screenshot aplikace proteoME (Data import) — Gvodni obra-
zovka

dobné polozky menu — pro kazdy z vyse uvedenych typt datové sady jedna —
s nahravacim vstupem a tlac¢itkem Use example data. Uzivatel tak muze bud
nahrat sviij vlastni dataset, pfip. mize pomoci zminéného tlacitka nacist do
aplikace vySe popsané datové sady integrované do balicku proteoME. Nad na-
hravacim vstupem je za pokynem k nahrani malé ikona otazniku v krouzku.

Po kliknuti na tuto ikonu se otevie okno s napovédou, jak ma prislusna da-
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tova sada vypadat a jaké jsou na ni kladeny pozadavky. Zde kromé vyse
uvedeného zdtraznéme formét souboru (pfipustné jsou soubory forméatu .csv

a .txt), znak pro oddéleni desetinného mista (akceptuje se pouze desetinna

tecka) ¢ nutnou absenci nazvi radki. Ukazka jedné z napovéd je na Obrazku

3.2.

Abundances - dataset requirements

The dataset with abundances is supposed to look like this:

Accession F1 F2 F3
PO4745 441466.04 443635.72 NA
B7ZMD7 NA NA 12566.05
HEVRF8 13855145.99 20437597.60 NA
P19961 43636.42 26260.37 3714.54
P35527 290059.17 459357.33 1514.41

Format specifications

« Only .csv/txt formats are allowed.
« Separators:

o .csv-comma )

o xt-tab(\t)
« Decimal point: dot ()

Warning: The file must not contain row names!

Column specifications

» First column: Accession - an UniProt accession number - a unique identifier assigned to a
protein entry in the UniProt Knowledgebase (UniProtKB). See https://wwiv.uniprot.org,

« Other columns: F# - columns with protein abundances for each run (several runs may
come from one patient - replicates). Each column name must contain a unique number
instead of “#. Acceptable values in these columns are numbers or NA indicating a missing
value.

The form of the above column names is mandatory!

Close

Obrazek 3.2: Screenshot aplikace proteoME (Data import) — ndpovéda k da-
tové sadé

V hlavni ¢asti aplikace jsou pripravena tii okna a tii infoboxy ¢ekajici
na import datové sady. Pracujme tedy déle s ukazkovymi soubory. Po stisk-
nuti tlacitka Use erxample data ve vSech tifech polozkadch menu se v oknech
zobrazi tabulky s na¢tenymi daty a do infoboxt se vyplni piislusné hodnoty
udavajici pocet proteini (fadkit dat s abundancemi), pocet béhu (sloupci
dat s abundancemi pfi vynechani prvniho sloupce s identifikatory proteinii)
a pocet vzorki. Na postrannim panelu zmizi dosavadni moznosti importu

dat a pro kazdy typ datové sady se objevi tlacitko pro stazeni aktualni po-
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doby dat (to bude dilezité dale po transformaci a normalizaci) ve formétu
.csv, u datasetu s abundancemi méa navic uzivatel moznost oznacit, zda jsou
jeho data jiz normalizovana ¢ imputovana. Tato volba je motivovana soft-
wary, které zpracovavaji vysledky méreni hmotnostniho spektrometru a tyto
moznosti apravy dat nabizi — proto je mozné, Ze uz jsou data uzivatele po
téchto upravach. Kromé toho lze kazdou datovou sadu resetovat (tlac¢itkem
Reset data), ¢imz se uzivateli zpfistupni ptivodni podoba polozky menu pied
nahranim dat. Tento reset mé samoziejmé dopad na pripadné vysledky zis-
kané v dalsich zélozkach. Resetovani anotaci nemé vliv pouze na transformaci
a normalizaci dat, resetem abundanci se vynuluji vSechny dosazené vysledky.
Stav obrazovky po nacteni ukazkovych datovych sad miizete vidét na Ob-
razku 3.3. Thned méme informaci, Ze zahrnuji 1018 proteini, 100 béhu a 50

vzorki, také mizeme prohlédnout a zkontrolovat vSechny nahrané datové

proteoME app
Dataimport  Exploratory dataanalysis  Transformation  Normalization  Aggregation  Filtering  Imputation  Analysis
Uploaded data are: bund
undances
@ cocaioni 1018
W imputed ) A
Accession F1 F2 F3 F4 F5 F6 Total number of proteins (rows)
‘ & Download (.csv) ‘ P04745 36,164.74  20378.79 19,579.20 15392  2,01513 5
Reset data B7ZMD7 9,409.04 256465 1116322 9274242 550478 69,845.65 4 100
\ HeVRFE 597,164.63 5361128 3991464 37,792.98 939729 1251590 2
A Number of runs (columns)
e P19961 411553 70286 804243 11,9539 1246295 1608241 4
| & pownload (csv) ‘
P35527 144533.04  110,65487 7361083  3,804.32 483482  329.12
50
P13645 62,661.85 8585607 8432287 23734.81 2826432 3426496 3

A mple)

Set factors/levels

Showing 1 to 6 of 1,018 entries

Number of samples

Previous 2 4 s 170 Next
‘ & Download (.csv) ‘
Reset data
Annotations (run) Annotations (sample)

runlD  sampleld  rep  batchNo  batchOrder samplelD treatment sex age weight_kg
AL A M 76

F1 1 1 1
2 A M 46

Obrazek 3.3:
datové sady
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Predpokladé se, ze datova sada s abundancemi bude v pfipadé surovych
udaji (bez predchozich uprav) obsahovat pouze nezaporné hodnoty. Se za-
pornymi hodnotami lze pracovat, ale téch Ize dosahnout jen tehdy, pokud uz
jsou data transformované ¢i normalizovana — uzivatel tedy musi spolu s im-
portem datasetu se zapornymi hodnotami zaskrtnout i policko normalized.
Pokud ma uzivatel jako vystup meéreni normalizovana data, ktera neobsa-
huji zaporné hodnoty a potiebuji jesté transformovat, miize v tomto pripadé
aplikaci nezaskrtnutim checkboxu tuto informaci ,,zatajit“, data na prislusné
zélozce transformovat a proces normalizace preskocit. V pripadé, ze uzivatel
nahraje vstupni data, ktera obsahuji nuly, objevi se na postrannim panelu
dalsi tlac¢itko — Replace zeros with NA’s. Pfitomnost nuly v bunce tabulky
totiz zpravidla znamené absenci daného proteinu v dotyéném souboru (¢i
jeho vyskyt pod detekénim limitem). Jde samoziejmé o informa¢né bohatsi
hodnotu nez NA (u které nevime, zda je MAR ¢ MNAR - vizte ¢ast 1.2.6),
avSak pri agregaci se nula bere jako kazda jiné kvantifikovan& hodnota abun-
dance a ovlivni tak vyslednou podobu datové sady. Uzivatel mé proto pro-
stfednictvim tohoto tlac¢itka moznost nahradit nuly chybéjicimi hodnotami
— sdm musi zvazit, co je v jeho situaci lepsi. Dialogové okno s potvrzenim
této volby muzete vidét na Obrazku 3.4. V ukézkovych datech se vSak nuly
nevyskytuji.

U anotaci vzorku je navic k dispozici tlacitko Set factors/levels, kterym
uzivatel otevie modalni okno, ve kterém si miize zvolit, které sloupce® data-
setu s anotacemi vzorki chce oznacit za faktory. Navic muze zménit hodnoty
jednotlivych trovni (coZ se propiSe i do pfislusné datové tabulky) ¢ poradi
trovni faktort (droven faktoru na poradi 1 je brana jako referenéni) — auto-

maticky sestavena tabulka mé totiz editovatelné sloupce New levels a New

6Zde miZe zvolit jakykoliv sloupec kromé& prvniho — zasah do identifikatoru vzorka neni
povolen.
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Are you sure?

All zeros will be replaced by '"NA'. The previous form of the
dataset will be irretrievably lost! Make sure you have
downloaded it or no longer need it.

Yes, replace them all! No, keep zeros in the data.

Obrazek 3.4: Screenshot aplikace proteoME (Data import) — nahrazeni nul
chybéjicimi hodnotami

Order, které muze uzivatel po dvojkliku na piislusnou bunku prepsat. K dis-
pozici je také podrobny néavod, jak s timto nastrojem pracovat — navod si
uzivatel zobrazi kliknutim na tlacitko Guide (vizte Obrazek 3.5). Na tomto
obrazku je také vidét nastaveni sloupcu treatment a sexr jako faktoru, na-
vic s novym nazvem trovni (napf. H a I misto A a B) a zménou potadi
(u faktoru treatment bude I referencni kategorii). Veskeré zmény se potvrdi
tlacitkem Apply changes. Jakmile mame do aplikace nahrané vSechny tii da-
tasety (p¥ip. jsme provedli zakladni apravy jako oznaceni abundanci za nor-
malizované/imputované ¢i stanoveni faktorovych proménnych a uprava jejich

trovni), mizeme se presunout na dalsi zalozku.
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Set factor variables, their levels and order (1 = reference)

Factor Columns

treatment sex

Variable Original_Levels New_Levels Original_Order New_Order
treatment A H

treatment B 1

sex M man

sex woman

Apply Changes Close without changes

Obrazek 3.5: Screenshot aplikace proteoME (Data import) — nastaveni fak-
torovych proménnych

3.2 Exploratory data analysis

Tato zalozka slouzi pro zakladni vizualizaci importovanych dat a jako
jeden z nastroji pro rozhodnuti, co s daty provést v nasledujicich krocich.
K dispozici jsou dva grafy, o nichz uz byla fec¢ v ¢asti 1.2.1: boxplot abundanci
pro jednotlivé soubory a histogram poc¢tu detekovanych proteini — pro pfi-
blizeni téchto vizualizaci se tedy odkazuji na zminénou pasaz tohoto textu.
Kazdy” z grafii ma svoji nabidku menu na postrannim panelu a své okno
v téle aplikace, ve kterém se dany graf vykresli po stisknuti tlacitka Render

plot. Na prvnim radku této nabidky je i napovéda ke grafu — opét staci stisk-

"Nejen na této zalozce, avdak i u nékterych dalsich vizualizaci — jde o pouZiti jednoho
shiny modulu na nékolika mistech.
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nout ikonu otazniku v krouzku, nacez se objevi modalni okno s néapovédou,
co dany graf ukazuje. Po vykresleni grafu se navic objevi dvé tlacitka pro
stazeni — jedno pro statickou verzi grafu (ve formatu .png), druhé pro inter-
aktivni verzi (ve formatu .html). VSechny grafy produkované timto typem
menu totiz obsahuji interaktivni prvky. Nékteré grafy maji navic moznost
vybéru urcitého parametru, ktery zavisi na typu grafu — ty si rozebereme
u kazdé vizualizace zv1ast.

Poslednim spole¢nym prvkem menu pro grafy je tlacitko Edit plot appea-
rance. Kliknutim na toto tla¢itko uzivatel rozbali dodatecnou nabidku moz-
nosti pro tpravu grafickych parametri. Okno s touto nabidkou je rozdéleno
na dvé ¢asti — obecnou (aplikovatelnou na libovolny typ grafu) a specifickou

pro dany typ grafu. V obecné ¢asti lze upravit:
e vysku a sitku grafu
e velikost popiskli a nazvi os
e velikost textu a nadpisu legendy

® NAZVy 0S

Specifickou ¢ast této nabidky rozebereme u piislusnych typt vizualizaci.
Jakékoliv zmény v tomto rozbalovacim menu potvrzujeme tlacitkem Apply
changes, ¢imz se zmény projevi ve vykresleném grafu. Ukazku rozbalené na-
bidky pro upravu vzhledu grafu (konkrétné pro boxplot) miZzete vidét na
obrazku 3.7.

Podivejme se tedy blize na grafy dostupné na zalozce Exploratory data
analysis. Zatnéme boxplotem (vizte Obrazek 3.6) — u néj si uzivatel voli, zda
chce vykreslit pfimo hodnoty abundanci (tak, jak je nahral), nebo je chce
v ramci zobrazeni grafu zlogaritmovat ¢ odmocnit (kvili typickému zeSik-

meni — vizte Obréazek 1.1). Pro pfipad vyskytu nul v datech je kromé pouhé
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proteoME app

Boxplot of abundances by runs . . . . 3 .
Data import Exploratory data analysis Transformation Normalization Aggregation Filtering Imputation

What does this plot show @ Analysis

Select the form of abundances:

log-transformed v

Boxplot of abundances by runs

Qe x

Edit plot appearance v

P Render plot
& Download plot (.png)
& Download interactive plot (-html)

treatment
=N
B H

Histogram of detected proteinsin eachrun <

abundances

detected proteins: 603
Q3:11.9

median: 8.49

QL:7.49

o
Py not detected (of all detected proteinsin the data set): 415 % oo
D) * o

Histogram of detected proteins in each run

Obrazek 3.6: Screenshot aplikace proteoME (Exploratory data analysis) —
boxplot abundanci pro jednotlivé soubory

logaritmické transformace dostupné i moznost transformovani pomoci funkce
y = log(x + 1). Po transformaci ¢i normalizaci dat na dalsich zalozkach a né-
vratu zpét na zalozku Ezploratory data analysis 1ze vsak vykreslit pouze nijak
neupravené abundance (just the values), nebot nema smysl data vykreslovat
napf. dvakrat zlogaritmovana. Interaktivni infobox zobrazujici se pii najeti
mysi na libovolnou , krabici“ obsahuje informace o ID daného souboru, po¢tu
detekovanych proteint v tomto souboru, dolnim a hornim kvartilu a medianu
abundanci proteini v daném souboru, z celkového poc¢tu proteinti v datech
je také dopocitany tudaj o poctu nedetekovanych proteini a o tom, kolik
procent z celkového poctu proteini se v tomto souboru podarilo detekovat.
Jednotlivé krabice maji variabilni $ifku dle po¢tu detekovanych proteint.

Co se upravy vzhledu grafu tyce, u boxplotu mé uzivatel moznost za-
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Edit plot appearance v

20
General plot appearence:

[

-

ot

Height (inches) Width (inches)

lI

5 9

o

. x
Axis text size Axis title size ||| "

abundances

12 16

i

0o .8 »

Legend text size Legend title size

12 16

X-axis label Y-axis label

runiD abundances

Features specific to the plot type:

O Starty-axis from zero Histogram of detected proteins in each run
(O Notch (approx 95% CI for median)

Remove x-axis text
Outlier color Outlier size

Apply changes

Obréazek 3.7: Screenshot aplikace proteoME (Exploratory data analysis) —
ukézka rozbalovaci nabidky pro upravu vzhledu grafu (boxplot)

¢inat s osou y od nuly, zobrazit konfidenéni interval pro median (resp. jej
,vykrojit“ do kazdé krabice), odebrat popisky® osy z, piip. ovlivnit vzhled
outliert (jejich barvu a velikost). Informace, které lze z tohoto typu grafu
ziskat (a které nam mohou usnadnit rozhodovéani pii dalich krocich) jsou
rozebrany v ¢asti 1.2.1.1.

Druhym grafem na této zalozce je histogram poctu detekei v rameci sou-
boru, kterému je vénovana ¢ast 1.2.1.2 — proto se na tomto misté zaméiime
misto vysvétlovani toho, co nam ukazuje, na praktickou stranku véci pii
jeho vykreslovani v aplikaci. Rozbalovaci seznam s volbami zde obsahuje dvé
moznosti vztahujici se k zahrnuti skupiny lé¢by. Na Obrazku 3.8 miizete
vidét vykresleny histogram pro ukazkova data bez zahrnuti faktoru treat-
ment. Interaktivni infobox ukazuje rozsah sloupce, na ktery uzivatel najel

mysi, a pocet béhli, v nichz byl pocet detekovanych proteinii v tomto roz-

8Pfi vétsim mnozstvi soubori totiz dochézi k prekryvani a graf nepiisobi p¥ilis esteticky.
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proteoME app

Boxplot of abunda by runs
Dataimport  Exploratory dataanalysis ~ Transformation ~ Normalization ~ Aggregation  Filtering  Imputation  Analysis

Histogram of detected proteinsin eachrun v
Boxplot of abundances by runs

What does this plot show @

Select the grouping option: Histogram of detected proteins in each run

Edit plot appearance ~

30

P Render plot Bin range: [575,625]
count:34
& Download plot (.png)

& Download interactive plot (-html) 20

count

500 600 700
number of detected proteins in each run

Obrazek 3.8: Screenshot aplikace proteoME (Exploratory data analysis) —
histogram po¢tu detekovanych proteinti (bez zahrnuti skupin)

mezi. V rozbalovacim okné s Gpravou vzhledu lze u histogrami upravit sitku
sloupce (tzv. bin width), transparentnost sloupct (hodnota mezi 0 do 1, kde
0 zna¢i absolutni prihlednost sloupct a 1 zcela neprihledné sloupce) a barva
vyplné a okraje sloupcu — vizte Obrazek 3.9. Pri zahrnuti informace o ptislus-
nosti ke skupiné 1é¢by (volba with grouping) se pro kazdou skupinu vykresli
jeden histogram. Diky prithlednosti lze vidét i prekryvajici se sloupce, avsak
interaktivni prvek neumozni reakci se ,zakrytymi* sloupci. Proto je v této
verzi grafu k dispozici pouze infobox s rozsahem sloupce a ¢etnosti si uzi-
vatel musi odecist z osy y — pro zjednoduseni jsou pfidény vodorovné Céary

(Obréazek 3.10).
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Features specific to the plot type:

Bin width Degree of
transparency
20 (alpha)
0,5
Bin color (fill)
#51EDOE

Bin color (border)
#000000

Apply changes

Obrazek 3.9: Screenshot aplikace proteoME (Exploratory data analysis) —
ukéazka rozbalovaci nabidky pro upravu vzhledu grafu (histogram)

proteoME app

Boxplot of abundances by runs
Dataimport Exploratory dataanalysis  Transformation Normalization ~ Aggregation  Filtering  Imputation  Analysis

Histogram of detected proteinsin eachrun v
Boxplot of abundances by runs

What does this plot show ®

S BT Histogram of detected proteins in each run

with grouping -

Edit plot appearance v

B Render plot
& Download plot (.png) 15

L Download interactive plot (.html)

20

= treatment
=] H |
Q10
o H
5
0

500 600 700
number of detected proteins in each run

Obrazek 3.10: Screenshot aplikace proteoME (Exploratory data analysis) —
histogram po¢tu detekovanych proteint (se zahrnutim skupin)
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3.3 Transformation

Boxplot na predchozi zalozce mé uzivateli napovédét, zda bude vhodné
data transformovat. Zalozka Transformation slouzi presné k provedeni této
akce. Volby transformace jsou totozné s moznostmi zobrazeni dat v boxplotu
(tedy log(z), log(x + 1) a odmocnina), kromé této selekce je v postrannim
panelu uz jen tlacitko Transform, které danou akci provede. V téle aplikace
jsou na této zalozce nejprve 2 tabulky se souhrnnymi ¢iselnymi charakteristi-
kami abundanci (vizte Obrazky 3.11 a 3.12), které odpovidaji Tabulkam 1.4
a 1.5 uvedenym v prvni kapitole. Uzivatel si sam prepinacem zvoli, zda se

chce na tyto charakteristiky divat celkové, nebo s rozlisenim skupiny lé¢by.

proteoME app

Transform dataset
Dataimport  Exploratorydataanalysis | Transformation | Normalization  Aggregation  Filtering Imputation  Analysis

Select the method: .
Summary statistics
log2(x)

By treatment group

Current version of the dataset:
min q25 median mean q75 max range skewness
001 175.30 348.39 35,326.49 690.01 52,140,660.00 52,140,659.99 5427

Showing 1to 1 of 1 entries Previous 1 Next

After selected transformation method:
min q25 median mean q75 max range skewness
722 745 8.44 9.05 9.43 25.64 32.85 123

Showing 1to 1 of 1 entries Previous 1 Next

Obrazek 3.11: Screenshot aplikace proteoME (Transformation) — tabulky s ¢i-
selnymi charakteristikami (bez zahrnuti skupin)

V horni tabulce jsou tyto tdaje spocitany z aktualni verze datové sady
s abundancemi, v té dolni je ukazén efekt transformace zvolené v nabidce
menu — druhéa tabulka se tak interaktivné méni v zavislosti na tomto vstupu.
Uzivatel ma tedy moznost si i na zakladé téchto hodnot rozmyslet, kterou

transformaci (pokud né&jakou) chce pouzit. Jakmile se rozhodne, muze stisk-
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proteoME app

Trans
Dataimport  Exploratorydataanalysis | Transformation = Normalization ~ Aggregation  Filtering  Imputation  Analysis

Select the method: .
Summary statistics

log2(x)

By treatment group .
Current version of the dataset:
treatment min q25 median mean q75 max range skewness
H 001 163.56 32473 40,485.58 485.83 52,140,660.00 52,140,659.99 4520
| 001 18839 373.75 3077731 141936 14,976,284.00 14,976,283.99 2637
Showing 1102 of 2 entries Previous | 1 | Next
After selected transformation method:
treatment min q25 median mean q75 max range skewness
H -7.01 735 834 875 892 25.64 32.65 138
| 122 7.56 855 931 1047 2384 31.05 111

Showing 1to 2 of 2 entries Previous 1 Next

Obrézek 3.12: Screenshot aplikace proteoME (Transformation) — tabulky s ¢i-
selnymi charakteristikami (se zahrnutim skupin)

nout tlac¢itko Transform. Objevi se vyskakovaci okno, ve kterém je pozadan
o potvrzeni a seznamen s nasledky této akce (Obréazek 3.13). Tento typ po-
tvrzeni pred akci zasahujici do dat je pritomen i v nasledujicich zalozkach
u v8ech momenti, kdy muze uzivatel néjakd data ztratit. Zde miize napr.
dojit k resetu agregované datové sady (v piipadé, ze by uzivatel nejprve data
agregoval na turoven vzorki a az nésledné je chtél na drovni soubori trans-
formovat) — toto ,,dvoufazové* potvrzeni akce by mélo zamezit nechténym
ztratam.

Pokud si uzivatel akci rozmysli, mtuze kliknout na tlac¢itko No, I'll think
about it., vrati se zpét a datovou sadu si miize na zalozce Data import stah-
nout. Pokud je o transformovani presvédcen, klikne na tlacitko Yes, trans-
form it!], ¢im7z se cela datova matice s abundancemi transformuje dle zvolené
funkce a nésledné vyskakovaci okno potvrdi uzivateli, ze akce tspésné pro-

béhla. Pozna to vSak i pfimo na aktuélni zalozce. Postranni panel se zméni,
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Are you sure?

The previous form of the dataset will be irretrievably lost!
Make sure you have downloaded it or no longer need it. You
will also lost any aggregation, filtering or imputation steps
as well as analysis results.

Yes, transform it! No, I'll think about it.

Obrazek 3.13: Screenshot aplikace proteoME (Transformation) — potvrzovaci
okno

po transformaci obsahuje pouze zelené tlacitko v Transformed®. V téle apli-
kace je pouze horni tabulka ¢iselnych charakteristik poc¢itana z aktualni (nyni
jiz transformované) datové sady, pod ni je informace, pro¢ se jiz nezobrazuje
dolni tabulka a jak pfipadné postupovat, kdyby chtél uzivatel transformo-
vat data jinak — vizte Obrazek 3.14. Pretrvavajici tabulka se spocitanymi
hodnotami stale reaguje na aktualni podobu datové sady, lze se k ni tedy
vratit napt. i po normalizaci a zkontrolovat, jak se ¢iselné charakteristiky
abundanci zménily. V nasem ukazkovém prikladu mame nyni datovou matici

s abundancemi transformovanou pomoci funkece log(x).

9Na to sice Ize kliknout, ale pouze uzivateli oznami, Ze jiz data transformoval, a uvede,
jak postupovat, pokud by chtél napf. zménit metodu transformace — cestou je resetovat
data na zaloZce Data import a nahrat je znovu.
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proteoME app

Trans taset
Dataimport  Exploratorydataanalysis | Transformation | Normalization  Aggregation  Filtering Imputation  Analysis

.
Summary statistics

By treatment group .

Current version of the dataset:
treatment min q25 median mean q75 max range skewness
H -7.01 735 834 875 892 25.64 32.65 138
| 122 7.56 855 931 1047 2384 31.05 111
Showing 1102 of 2 entries Previous | 1 | Next

Your dataset has already been transformed (or normalized without transformation). If you want to change a
transformation method or return to an untransformed dataset, please reset the data and import it again.

Obrazek 3.14: Screenshot aplikace proteoME (Transformation) — stav po
transformaci dat

3.4 Normalization

Nésledujici zalozka urcend k normalizaci dat je v pouzivani a funkcich
velmi podobné té ptredchozi. Postranni menu obsahuje rozbalovaci seznam
metod normalizace, které mé uzivatel k dispozici. Dostupné metody odpovi-
daji tém popsanym v c¢asti 1.2.3 — tedy medidnova normalizace, kvantilova
normalizace a metoda MBQN v obou verzich (tedy median-balanced i mean-
balanced). Pod touto volbou je tlac¢itko Normalize, které otevie potvrzovaci
okno podobné tomu, které bylo popséano u transformace.

A na zakladé ¢eho se rozhodovat, kterou metodu pouzit a zda norma-
lizovat? V téle aplikace je tentokrat dvojice boxplotii, které nesou stejnou
informaci jako boxplot na zalozce Exploratory data analysis'®. Ten horni je
vykreslovan na zékladé aktualni verze datové sady, dolni boxplot reaguje na
volbu metody normalizace a pomahé tak uzivateli alespon vizualné zhod-

notit, kterd z metod bude pro jeho datovou sadu nejvhodnéjsi. Situaci se

0Tyto boxploty viak nedisponuji interaktivnimi infoboxy a neni u nich moznost stahnuti
— jejich ¢elem je pouze vizudlni porovnani podoby dat pfed a po normalizaci — vizte dale.
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Boxplots of abundan

Curren of the dataset:

i !4: m;ﬁ!smim"thHl&% s

After selected normalization method:

Obrazek 3.15: Screenshot aplikace proteoME (Normalization) — srovnani bo-
xplotii pred a po normalizaci

zvolenou metodou MBQN (median) lze vidét na Obrazku 3.15. Po stisknuti
tlacitka Normalize pii zvolené metodé a potvrzeni akce vidi uzivatel potvr-
zovaci okno s informaci o Gspésné normalizaci dat — ta jsou tedy nyni v rdmeci
naseho prikladu i normalizované pomoci zvolené metody. Na postrannim pa-
nelu je zelené tlacitko v' Normalized se stejnou funkei jako u pfedchozi za-
lozky, v téle aplikace zustava pouze jeden graf s boxploty pro aktualni (jiz
normalizovanou) datovou sadu a pod nim instrukce pro navrat pied tento
proces a volbu jiné metody normalizace — vizte Obrazek 3.16. Tento boxplot
si uzivatel muze vykreslit (a pfislusné prizpisobit) na zalozce Exploratory
data analysis. Normalizovanou datovou sadu s abundancemi (podobné jako

po transformaci) lze stahnout na zalozce Data import.
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proteoME app

Dataimport  Exploratory data analysis ransformation | Normalization | Aggregation  Filtering  Imputation  Analysis

i

Boxplots of abundances

el iﬁ

Your dataset has already been normalized. If you want to change a normalization method or return to an unnormalized dataset, please reset
the data and import it agail

Obrazek 3.16: Screenshot aplikace proteoME (Normalization) — stav po nor-
malizaci dat

3.5 Aggregation

Pokud uzivatel prosel predchozimi zalozkami, ma data na trovni jednot-
livych béhu pripravena. Analyza vSak probih& na trovni vzorkt — musime je
tedy agregovat!!. Pravé k tomu slouzi zélozka Aggregation. Podrobné je pro-
ces agregace popsan v ¢asti 1.2.4, aplikace proteoME agregaci provadi totozné
(a pouziva i stejné vizualizace pro zjednoduSeni volby parametri agregace).
Pro hlubsi pochopeni celého procesu i toho, co grafy ukazuji a k ¢emu slouzi,
doporucuji vratit se ke zminéné pasazi textu. Zde se podivame na praktické
pouzivani této zalozky v aplikaci.

Postranni panel je rozdélen na ¢ast Before the aggregation (tedy pied
agregaci) a Aggregation process (tedy proces agregace). V prvni ¢asti muize
uzivatel vykreslit barplot po¢tu detekei proteinu v rameci vzorku (odpovidajici
Obréazku 1.9 — voli si zohlednéni skupiny 1é¢by) a heatmapu s po¢ty detekei
v ramci vzorku spolu se souhrnnymi anota¢nimi sloupci pro jednotlivé pocty

detekei a tabulku s medidnem poctu vzorki s danou ¢etnosti detekce (odpovi-

HPokud uzivatel data neagreguje, nemuize provést na dalsich zalozkach zadnou akci.
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dajici Obrazku 1.10). U barplotu je k dispozici uprava vzhledu predstavena
jiz u predchozich grafi, v ¢asti specifické pro dany typ grafu lze upravit
barvu vyplné sloupci (pouze u varianty bez zohlednéni skupiny) a barvu
okraje sloupcu. Interaktivni infobox nese informaci o absolutnim i relativ-
nim poc¢tu vyskytu jednotlivych poéti detekei (dostupné jak bez zohlednéni
skupiny, tak pfi zahrnuti tohoto faktoru, pricemz relativni pocet se pocita
v ramci kazdé skupiny zvlast). Ukazku obrazovky s timto grafem lze vidét

na Obrazku 3.17. Opét je k dispozici stahnuti statické i interaktivni verze

vizualizace.

proteoME app

Before the aggregation:
Dataimport  Exploratory dataanalysis  Transformation  Normalization  Aggregation  Filtering  Imputation  Analysis

Barplot of number of detections

Before the aggregation:
What does this plot show @

q 5 Barplot of number of detections -
Select the grouping option:

Edit plot appearance ~

9000
& Download plot (.png)
& Download interactive plot (.html)
Heatmap sample 6000
Aggregation process:
3000
etected proteins in each sample
0
0

1 2
number of detections of one protein within one sample

Treatment group I: 2 detected: 113

treatment

I
H

count

Obrazek 3.17: Screenshot aplikace proteoME (Aggregation) — barplot poc¢tu
detekei proteinu v ramci vzorku

Heatmapa detekci s tabulkou medianti je mnohem komplexnéjsi vizuali-
zaci, kterd v aplikaci nemé zadné moznosti tuprav — v nabidce menu je pouze
tlac¢itko Render heatmap, které spusti proces vykreslovani. Heatmapu lze na-
sledné zobrazit v téle aplikace v okné Heatmap of detections within a sample

(vizte Obrazek 3.18). Barevné skaly anota¢nich sloupci jsou generované au-
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tomaticky a diskrétni barvy heatmapy nastaveny fixné — bez moznosti volby
ze strany uzivatele. Pokud uzivatel neni spokojen s barevnymi skalami ano-
tacnich sloupcti, mize opakované generovat heatmapu az do nalezeni uspo-
kojivé kombinace. Jedinou dostupnou funkei je stdhnuti obrazku, ve kterém

jsou oba vytvofené objekty — tedy heatmapa i tabulka s medidny.

proteoME app

Before the aggregation:

Dataimport  Exploratorydataanalysis  Transformation  Normalization ~ Aggregation | Filtering  Imputation  Analysis

Barplot of number of detections

Before the aggregation:

Heatmap of detections within sample

Barplot of number of detections

Aggregation process: Download box content (.png)

Heatmap of detections within a sample -

Boxplot of abundances by samples " umber detecions Median of samples with a given
F fora protein within number of protein detections

sampie
(overall and by treatment group)

Histogram of detected proteins in each sample

o detected overall | H
= detectedo
S 0 9 4 5
i5
10 1 2 10 1
5
o 2 19 10 &

detectedt
40

30
20
10
0
detected?
50

vvvvv

Obrazek 3.18: Screenshot aplikace proteoME (Aggregation) — heatmapa de-
tekei v rdmci vzorku

Tyto grafy tedy maji usnadnit rozhodovani, jak nastavit parametr k agre-
govani — ¢islo n, které stanovi hranici, v kolika procentech soubori (replikati)
daného vzorku musel byt protein kvantifikovan, aby byly jeho abundance
zahrnuty do agregacniho procesu. Pokud tuto podminku protein v daném
vzorku spliuje, jeho vysledna abundance ve vzorku se spocita jako priameér
¢i median abundanci kvantifikovanych replikati — o tom rozhoduje uzivatel
v postrannim menu v ¢asti Aggregate dataset, kde si voli i hodnotu para-
metru n — vizte Obrazek 3.19, kde chceme ukazkova data agregovat pomoci

priméru (coz u dvou replikatt pro kazdy vzorek vychazi stejné jako median),
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a to v pripadé, ze byl protein kvantifikovan alespon v 50 % piipadt (tedy

alespont v jednom ze dvou replikatii). Pak uz jen uzivateli staci kliknout na

Barplot of number of detections
Aggregation process:

Aggregate dataset Download box content (.png)

Aggregate by: Heatmap of detections within a sample

Include into sample if protein was
quantifiedin at least __ % of replicates:
= ,

After the aggregation:

Aggregated abundances

Not aggregated

Total number of proteins (rows)

Please aggregate your data with abundances.
o 1 2 . 4 S e 7 s s 100 ©

Not aggregated

Number of samples
Histogram of dete: teins in each sample

II +

Not aggregated

Number of empty rows (not detected
proteins)

Boxplot of abundances by samples

Obrazek 3.19: Screenshot aplikace proteoME (Aggregation) — volba parame-
tria agregace

tlacitko Aggregate a ve vyskakovacim okné tuto volbu potvrdit. Agregace dat
nijak neovlivni datové sady na drovni soubori, s kterymi jsme pracovali na
predchozich zalozkach. Po tispésné agregaci se uzivateli v téle aplikace zobrazi
tabulka s abundancemi podobna té, ktera je k dispozici na tvodni zalozce
— tentokrat uz s prepocitanymi daty na troven vzorki. Stejné tak se vyplni
udaje do pripravenych infoboxii. Kromé poc¢tu proteint a poc¢tu vzorki pred-
stavenych jiz na zalozce Data import je zde box s poc¢tem prazdnych radkt —
tedy kolik proteint nebylo kvantifikovano v zadném vzorku (at uz od uvod-
niho importu dat, nebo az vlivem agregace). Tabulka i infoboxy také reaguji
na vSechny dalsi akce (filtrace, imputace), lze se k nim tedy i nadale vracet.
Stav obrazovky po agregaci lze vidét na Obrazku 3.20. Agregovanou dato-
vou sadu lze stdhnout tla¢itkem Download (.csv), které se objevilo v menu
misto volby parametri agregace. Tamtéz je nyni i tlac¢itko potvrzujici pro-

béhlou agregaci, navic je k dispozici tlac¢itko pro reset procesu agregace. To je
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proteoME app

Before the aggregation:
Dataimport  Exploratory dataanalysis  Transformation ~ Normalization ~ Aggregation  Filtering  Imputation  Analysis

Before the aggregation:

Barplot of number of detections +

Aggregate dataset Download box content (.png)
Heatmap of detections within a sample
Reset (1 need to re-aggregate it)
‘ L Download () After the aggregation:
< Aggregated abundances
1018

Histogram of teins in each sample Accession A1 A2 A3 A4 A5 A6 AT A8 A9 AL0 Total number of proteins (rows)
P04745 1007 984 863 993 750 954 973 883 882 827
B7ZMD7 9.89 1174 1315 960 841 876 1718 1090 826 50
H6VRFe 1411 1409 1335 880 842 816 901 932 568 938

Number of samples
P19961 1003 1086 1172 725 797 7.87 785 480 910
P35527 1295 1219 1009 786  9.66 852 29 913 895 o
P13645 1462 1449 1507 1082 1140 543 1362 1303 691
R Number of empty rows (not detected
i . proteins)
Showing1to60f1,018entries  Previous | 1 | 2 3 4 5 170 Next

Obrazek 3.20: Screenshot aplikace proteoME (Aggregation) — stav po agregaci

2

velmi dulezité pro dalsi uzivani aplikace. Pokud totiz bude chtit uzivatel po
provedeni filtrace ¢ imputace zménit pouzitou metodu & parametry'?, musi
pouzit toto tlacitko a data reagregovat. Po agregaci lze na data na trovni
vzorkil nahlédnout pomoci jiz ,,znamé* dvojice grafi, kterd byla pfedstavena
v ramci zalozky Fxploratory data analysis — boxploty abundanci a histogram
poctu detekovanych proteint. Jedinou funkéni zménou je nedostupna volba
transformace zobrazovanych dat u boxploti — po agregaci totiz uzivatel jiz
nemuze data nijak transformovat. Zbylé moznosti uprav vzhledu i funkce
u obou grafii zustavaji i na trovni vzorki. Vykreslené v aplikaci je muzete
vidét na Obrazku 3.21, resp. 3.22. Znovu vygenerovat i stdhnout lze tyto

grafy i po pfipadné filtraci a imputaci na dalsich zélozkach.

120statné i pii potiebé znovu agregovat data s jinymi parametry.
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P13645

1462 1449 1507 10.82 1140 543 1362 13.03 6.91 EX
R Number of empty rows (not detected
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Obrazek 3.21: Screenshot aplikace proteoME (Aggregation) — boxplot abun-

danci po agregaci

Boxplot of abundances by samples

Histogram of detected proteins in each sample

Qe x
Bin range: [825,855]
10 count: 12
kS
=1
Q
o
5
0
800 850 900 950

number of detected proteins in each sample

Obrézek 3.22: Screenshot aplikace proteoME (Aggregation) — histogram po-

¢tu detekovanych proteinti po agregaci
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3.6 Filtering

Jakmile jsou data agregovana, zpfistupni se uzivateli nastroje filtrace
a imputace. Redukce tadki s prili§ mnoha chybé&jicimi hodnotami na za-
lozce Filtering nabizi stejné moznosti, které byly predstaveny v ¢asti 1.2.5.
Nabidka menu tvori dvé volby. Prvni doplhuje metodicky pokyn ,,Ponech
v datech protein, pokud byl kvantifikovan alespon v:* jednou z téchto moz-

nosti:

e n % vsech vzorki
e n % vzorki v ramci alespon jedné skupiny lécby

e n % vzorki v ramci vSech skupin 1écby

Druhou volbou je pravé hodnota parametru n. V hlavni ¢éasti aplikace je na
této zalozce pred provedenim filtrace trojice infoboxt. Prvni z nich obsahuje
pouze aktualni pocet fadku (proteint) v datové matici abundanci, dalsi dva
jsou interaktivni a reaguji na zvolenou metodu a parametr filtrace — to aby
se uzivatel mohl 1épe rozhodnout, za jakych podminek filtrovat. V téchto
interaktivnich boxech se totiz prepocitavaji poc¢ty proteint, které by za sou-
¢asného nastaveni byly odfiltrovany z dat pry¢, resp. pocty proteinu, které
v datech pfi téchto parametrech zustanou (obé hodnoty jsou zde i v procen-
tech). Pro jesté vétsi prehled uzivatele jsou pod témito infoboxy dva pary
grafi, které odpovidaji Obrazkim 1.11 a 1.12. Horni dvojice je staticka, po-
¢itana z aktualni verze datové sady. Spodni dvojice se vSak interaktivné méni
dle navolenych parametru filtrace. Grafy lze takto po dvojicich stahnout ve
formatu .png stisknutim prislusného tlacitka umisténého pod nimi. Cast ob-
razovky pred filtraci si mizete prohlédnout na Obrazku 3.23, kde se chystame
ponechat v datech pouze ty radky, v nichz byl protein kvantifikovan alespon

v 80 % vzorki v ramci kazdé skupiny.

114



proteoME app

Filter dataset

Dataimport  Exploratorydataanalysis  Transformation  Normalization  Aggregation  Filtering  Imputation  Analysis
Keep protein when it is quantified in at

least: Missingness exploration

n9%of samples within each treatment - X
group e See the filtering effect with the current parameter values:

8 523 (51.4 %) 495 (48.6 %)
Current number of proteins (rows) Proteins to be filtered out Number of proteins after filtering

Current version of the dataset:
. ! ][ ] ]
S ' .
T s I S S
% Missing

C

Treatment group

Download missingness plots (current version) (.png)

After filtering with the current parameter values:

proteoME app

Filter data

 Filtered

Dataimport  Exploratorydataanalysis  Transformation ~ Normalization  Aggregation  Filtering | Imputation  Analysis

Missingness exploration

‘ & Download (.csv) ‘

495

Current number of proteins (rows)

Current version of the dataset:

5% of A

Proteins

Treatment group

% Missing

Download missingness plots (current version) (.png)

Obrézek 3.24: Screenshot aplikace proteoME (Filtering) — stav po filtraci

Stisknutim tla¢itka Filter na postrannim panelu (a potvrzenim této volby
v objevivsim se okné) uzivatel provede filtraci fadkt pti zvolenych paramet-
rech, v nabidce menu zistane pouze tlac¢itko potvrzujici, ze filtrace probéhla,

navic se objevi tlacitko pro stahnuti soucasné verze agregované a filtrované
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datové sady. Totozna data by si uzivatel mohl stahnout i na predchozi zalozce
Aggregation (kam se proces filtrace samoziejmé propsal) — zde vSak jde spise
o komfortni prvek, ktery uzivateli umozni neptreklikavat na predchozi zalozky
a plynule pokracovat smérem vpred. V téle aplikace ztustava pouze infobox
se souCasnym poctem fadkt a dvojice vizualizaci chybéjicich hodnot taktéz

pocitané ze soucasnych — jiz filtrovanych — dat.

3.7 Imputation

Posledni zalozka pro tipravu dat pred samotnou analyzou slouzi k nahra-
zeni chybéjicich hodnot. Uzivatel mé k dispozici 3 metody imputace — jde
o SampMin, kNN a RF, které byly predstaveny v ¢asti 1.2.6. Kromé volby
metody se v postrannim menu objevuji moznosti dalsi ipravy parametra dy-
namicky se ménici dle zvolené metody. U kNN uzivatel nastavuje hodnotu
parametru k (,,pocet sousedi”), u RF je zase moznost zménit pocet rozho-
dovacich stromu vytvorenych v rdmci kazdé iterace procesu ndhodnych lest.

U této metody je navic k dispozici moZnost ,,zasadit seminko*!?

pro zajisténi
dosazeni stejnych vysledki, pokud by se uzivatel o imputaci touto metodou
pokousel opakované.

V téle aplikace je dvojice heatmap s hodnotami abundanci — horni (sta-
tickd) vykreslovana na zékladé aktualni podoby agregované (pfip. i filtrované)
datové sady, spodni (dynamicky se ménici) ukazujici pripadnou podobu da-
tové sady pri imputaci aktualné zvolenou metodou a se zadanymi parametry.

N

Nad heatmapami je je§té ¢iselny vstup pro volbu poétu shlukii — ob&'* he-

BTimto pojmem se mysli nastartovini procesu generovani pseudonahodnych &isel fixnim
zpusobem — pro dané ,,seminko® ziskame v R pfi zopakovani stejné sady tkont zavislych na
nahodnych ¢&islech totozné vysledky. Bez zasazeni seminka bychom vzdy dostali vysledky
odlisné.

14Prvni heatmapa obsahujici i chybé&jici hodnoty provadi shlukovani fadki pouze tehdy,
je-li k dispozici dostateéné mnozstvi dat.
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Impute dataset
Dataimport  Exploratorydataanalysis  Transformation  Nomalization  Aggregation  Filtering  Imputation | Analysis

Select the imputation method:
Heatmap of protein abundances
kNN

Number of protein clusters to split:

Select 'k for kNN: &

Current version of the dataset:

21

8 7654

& Download heatmap (current version) (.png)

After imputation with the current parameter values:

Obrazek 3.25: Screenshot aplikace proteoME (Imputation) — stav pred im-
putaci

atmapy totiz provadi shlukovani radkiu tak, jak bylo popsano v ¢asti 1.2.6.
Pocet shlukt predstavuje jen vizudlni prvek a nema zadny vliv na doplnéni
chybéjicich hodnot. V pripadé zajmu lze heatmapy stahnout prislusnym tla-
¢itkem umisténym pod kazdym z téchto grafi. Nahled obrazovky pifed im-
putaci se zvolenou metodou kNN a defaultnim poc¢tem sousedu (10) muzete
vidét na Obrazku 3.25 — timto zptusobem imputujeme data v nasi ukazkové
analyze, a to stisknutim tlacitka Impute a naslednym potvrzenim ve vyska-
kovacim okné. Po nahrazeni NA hodnot je postranni menu prakticky totozné
s predchozi zélozkou (co do vzhledu a funkce), v téle aplikace zbyla pouze
heatmapa s aktualni verzi datové sady, ktera je jiz imputované. Stale lze

upravovat pocet shluku pro pfipadny export grafu — vizte Obrazek 3.26.

117



Impute dataset

Dataimport  Exploratory dataanalysis ~ Transformation ~ Normalization ~ Aggregation  Filtering ~ Imputation  Analysis

 Imputed
- Heatmap of protein abundances
ok Download (csv) ‘ Number of protein clusters to split:

5

Current version of the dataset:

- ——

& Download heatmap (current version) (.png)

Obrazek 3.26: Screenshot aplikace proteo ME (Imputation) — stav po imputaci

3.8 Analysis

Nyni jsme tedy pfipraveni na to hlavni — miizeme se pfesunout k posledni
zalozce aplikace, kterd slouzi k analyze datové sady. Obsah zalozky znovu
kopiruje popsany proces analyzy z ¢asti 1.2.7 (véetné tabelarniho vystupu
a volcano plotu). Pojdme se tedy podivat na jeji praktické pouzivani. Menu
na postrannim panelu je rozdéleno na dvé ¢asti — prvni slouzi samotnému pro-
cesu analyzy, druhé zase pro vykresleni a tipravu parametri volcano plotu.
U céasti kontrolujici analyzu dat mé uzivatel nejprve k dispozici numericky
vstup udévajici pocet skupin 1é¢by, které chce porovnavat. Minimalni pocet
skupin je dva, maximalni je ddn celkovym poc¢tem skupin v datech. Pokud
se zvoleny a maximéalni pocet nerovnaji (situace, kdy chceme do analyzy za-
hrnout pouze nékteré skupiny lécby), objevi se pod timto vstupem okno pro
vybér skupin!®. Dle celkového poétu porovnavanych skupin se také dyna-

micky méni nabidka testi k provedeni analyzy — pro dvouvybérové srovnani

15Pocet zvolenych skupin musi odpovidat &islu na vstupu vyse.
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jsou k dispozici t-test a Wilcoxontiv test, pro testovani vice skupin volime
mezi ANOVA a Kruskalovym—Wallisovym testem. U téchto testi se navic
uzivateli zpTristupni volba hrani¢ni p-hodnoty pro oznaceni dvojice skupin za
vyznamné se lisici v distribuci v rameci mnohonasobného porovnavani (Tu-
key, Dunn), které po téchto testech nasleduje. Po zvoleni vhodného testu staci
stisknout tlacitko Analyse — v ukdzkovém piikladu tak ucinime se dvéma sku-
pinami (vic jich v datech nemame) a Wilcoxonovym testem. V téle aplikace

se objevi tabulka s vysledky — vizte Obrazek 3.27.

proteoME app

Dataimport  Exploratorydataanalysis  Transformation  Normalization ~ Aggregation  Filtering  Imputation  Analysis

A set
+ Analysed
Results of the selected test

Reset (change groups/method)/parameters)

Copy Download ¥ |Show 6 v entries Search:

Accession median_| median_H diffmediani_H palue adj.pvalue 4

B7ZBe4 10.908 7.542 3.366 5.6e-10 2.77e-7
H6VRFe 15.027 8.598 6.429 1.64e-8 0.00000406
P35908 11.854 8.566 3.288 5.12e-8 0.00000845
QaUP60 11.275 8.305 2.97 1.47e-7 0.0000146
095969 13.122 8.645 4477 1.47e7 0.0000146
P04259 10.884 8.257 2.627 3.95e-7 0.0000326

Showing 1 to 6 of 495 entries Previous 1 2 3 4 5 .. 83 Next

Volcano plot

Obréazek 3.27: Screenshot aplikace proteoME (Analysis) — tabulka s vysledky
analyzy

Pro kazdou testovanou skupinu se spoc¢itaji mediany abundanci kazdého
proteinu, jejich rozdil, p-hodnota testu a jeji adjustace kvili mnozstvi testo-
vanych hypotéz. U vicevybérovych testi pribudou jesté sloupce s vyznamné
se lisicimi dvojicemi a p-hodnotami mnohonasobného porovnavani. Vsechny
sloupce lze nejen fadit (napt. na Obrazku 3.27 uz je tabulka sefazena vze-

stupné dle adjustované p-hodnoty), ale i filtrovat (k tomu slouzi okno pod
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nazvem sloupce). UZivatel si tak miZe v tabulce nechat napf¥. pouze ty pro-
teiny, u nichz p-hodnota vysla mensi nez uzivatelem stanovené hranice, prip.
si najit konkrétni proteiny dle jejich idetifikatoru. Uzivatele jisté potési také
siroké spektrum moznosti exportu této tabulky. K dispozici je jednak prosté
zkopirovani do schranky (tlacitko Copy nad tabulkou) s tim, Ze si tabulku
muze uzivatel vlozit, kamkoliv potfebuje, jednak ma moznost tabulku stah-
nout v jednom ze t¥i formatu (.csv, .zlsz, .pdf) — ty jsou schovany v rozba-
lovaci nabidce Download hned vedle tlac¢itka Copy. Jen je tieba dat pozor
na to, ze exportovany jsou vzdy jen ty radky, které jsou aktuélné v tabulce
na dané strance (exportni proces tedy ignoruje data na dalsich strankach

tabulky). Pokud chce uzivatel exportovat vSechna data naraz, musi si je také

vSechna zobrazit nastavenim Show All entries — vizte Obréazek 3.28.

Obrazek 3.28: Screenshot aplikace proteoME (Analysis) — moznosti exportu
tabulky s vysledky

Piejdéme nyni k druhému zptisobu prezentace vysledki — volcano plotu.

Jeho vyznam byl podrobné rozberan v ¢asti 1.2.7 a vystupy aplikace zde od-

120



povidaji Obréazku 1.15. Zde si ukdzeme, jak s grafem v aplikaci pracovat. Vol-
cano plot lze vykreslit az po otestovani datové sady (a ziskani vySe predsta-
vené tabulky). Postranni menu disponuje podobnymi moznostmi, jako tomu
je u drive predstavenych grafii. Rozbalovaci seznam umoziuje uzivateli po
dvouvybérovém testu zvolit mezi ptivodni a adjustovanou p-hodnotou testu,
ktera se vykresluje na osu y. Po testovani pomoci ANOVA ¢ Kruskalove-
Wallisové testu je na ose y fixné p-hodnota odpovidajici vysledku mnoho-
nasobného porovnavani pro vybranou dvojici skupin, kterou uzivatel voli
z rozbalovaciho seznamu namisto typu p-hodnoty. V obou piipadech pak
staci pro vykresleni grafu stisknout tlac¢itko Render plot — vysledek v ramci

ukézkového prikladu lze vidét na Obrazku 3.29.

proteoME app

Analyse dataset ) » o ) ) ) )
Dataimport Exploratory data analysis Transformation Normalization Aggregation Filtering Imputation Analysis

+ Analysed
o Results of the selected test

Reset (change groups/method/parameters)

Volcano plot Volcano plot
) | : Qe
What does this plot show &
Select the type of p-value: 6 H '
adjusted p-value - |
o i
35 I '
Edit plot appearance +- = I
> 1 i
P Render plot Q4 H
8 | . | up-regulated
& Download plot (.png) @ H Inconclusive
S A
= * Non-significant
& Download interactive plot (-html) ©
S
2
D
o
-
Accession: P01040
Difference of group medians: 5.909
0 1 | adjusted p-value: 0.0977

25 00 25 50
Difference of group medians (I-H)

Obrazek 3.29: Screenshot aplikace proteoME (Analysis) — volcano plot

Plocha grafu je rozdélena na 4 ¢asti — vysledky nesignifikantni, nejedno-
znacné a vyznamné s dominantnimi abundancemi jedné ¢i druhé skupiny.

Pro oznaceni téchto skupin se defaultné pouziji pojmy Non-significant, In-
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)

conclusive a 'Group’ up-requlated (prava horni ¢ast grafu) spolu s 'Group
down-requlated (leva horni ¢ast grafu), kde misto 'Group’ figuruje oznaceni
referen¢ni skupiny (resp. té, ktera je v popisku osy z u rozdilu mediant zmi-
néna na prvnim misté!®). Body se nésledné roziadi do kategorif podle toho,
v které casti grafu se nachéazeji, barevné se odlisi a u vyznamnych vysledku se
k bodu pfipoji i identifikdtor proteinu. V momentu vykresleni grafu se navic
k vysledkové tabulce pripoji sloupec pravé s oznac¢enim této kategorie, uziva-
tel si tak muze pro export tabulky napt. vyfiltrovat pouze ty proteiny, které
se nachazeji v up-requlated ¢i down-requlated kategorii. Body volcano plotu
jsou navic interaktivni — pfi prejeti kurzorem na dany bod se objevi infobox
s ID proteinu, rozdilem skupinovych mediani a p-hodnotou z osy y (at uz se
tam vykresluje kterdkoliv z moznych variant), ovSem transformovanou zpét
na ptvodni gkalu'”.

Jak se ale nastavuji parametry rozdélujici volcano plot na tyto 4 ¢asti?
K tomu slouzi druhé polovina rozbalovactho okna pro tpravu vzhledu grafu
(tlacitko Edit plot appearance), ktera ma pro volcano plot podobu, kterou mi-
zete vidét na Obrazku 3.30. Kromé nazvu vyse zminénych ¢tyt kategorii lze
prenastavit také vychozi hodnoty pro vymezeni téchto kategorii — vstup Thre-
shold for difference ptredstavuje absolutni hodnotu x-ovych soutadnic svis-
lych ¢ar (tedy o kolik chceme, aby se skupinové mediany lisily, aby to pro nas
bylo jednozna¢né), Threshold for p-value zase vymezi vysku horizontalni ¢ary
pro vytyceni hranice vyznamnych vysledki testovani. Uzivatel navic nemusi
p-hodnotu transformovat, zadéva skuteéné pozadovanou hranici vyznamnosti

(napt. 0,01, ktera je vychozi) a vodorovna ¢ara se v grafu sama vykresli ve

16Toto pofadi lze ovlivnit na zaloZce Data import prostfednictvim tlaéitka pro nastaveni
faktora. Volcano plot se vizdy vykresluje z pohledu té skupiny, kterd je v poradi trovni
faktoru prvni/diive nez druhé ze zobrazovanych skupin.

1"Pfipomenime, Ze pro vykresleni osy y je p-hodnota p transformovéana pomoci funkce

*

p* = —log4(p), jak bylo zminéno v ¢asti 1.2.7.
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Features specific to the plot type:

Label for Label for non-
inconclusive significant
difference difference

Inconclusive Non-significal
Label for Label for
significant significant
positive negative
difference difference

| up-regulatec | down-regula
Threshold for Threshold for p-
difference value

4 0,01
Degree of
transparency
(alpha)

0,75

Apply changes

Obrazek 3.30: Screenshot aplikace proteoME (Analysis) — moznosti Gpravy
vzhledu a parametri volcano plotu

vysce odpovidajici transformované p-hodnoté (zde tedy — log;,(0,01)). Déle
lze upravit i prihlednost bodi. Graf lze stdhnout ve statické i interaktivni
podobé.

Timto tedy kon¢ime ukizkovou analyzu proteomické datové sady, u které
jsme zvladli projit vSechny zalozky a provést vsechny kroky, které jsou v ramci
aplikace proteoMFE dostupné. Potadi zalozek pfedstavuje doporucené poradi

krokii béhem analyzy — uzivatel se jej sice drzet nemusi, avsak provadéni
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krokt v jiném poradi nedava v kontextu aplikace ptilis smysl (kromé navrati
na predchozi zalozky kvuli exportu dat, grafi apod.). Aplikace je v soucasné
verzi plné funkénim néstrojem, ktery jiz ted muZe velmi usnadnit datovou
analyzu v tomto oboru, avsak zaroven jde o platformu pripravenou pro snad-
nou implementaci rozsifujicich funkci a vylepSeni, které muze prijit jak ze
strany autora, tak ze strany Siroké vefejnosti (diky umisténi zdrojového kodu

na GitHubu).
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Javeér

Cilem prace bylo vytvorit aplikaci pro preprocessing, imputaci a ana-
Iyzu proteomickych dat. Nutnou podminkou k pouzivani takového nastroje
je porozuméni zékladnim pojmum specifickym pro tento obor a pochopeni
jednotlivych kroku pfi praci s témito daty. K tomu slouzi prvni kapitola, ktera
navic zminuje konkrétni metody, které se pri zpracovani proteomickych dat
daji pouzit, a nabizi i ukdzku moznych grafickych vystupii.

Ve druhé kapitole byl predstaven princip tvorby Shiny aplikaci ve formé
R balicku, a to predevsim za pomoci balicku golem. Uvedli jsme, proc¢ je
lepsi aplikaci staveét z vice mensich celkti namisto jednoho ¢i dvou rozséhlych
souborti. Vyuzivani téchto stavebnich jednotek (shiny moduli) bylo v této
kapitole rovnéz podrobné rozebrano. Nebyla zanedbana ani specifika doku-
mentace takové aplikace a jeji publikace — v zavéru druhé kapitoly jsou uve-
deny dvé cesty, jak aplikaci zpristupnit vefejnosti. Tato Cést textu nejen ze
predstavuje danou problematiku ¢eskym ¢tenaiim (ktefi se s ni kvili ma-
lému poctu zdroji dosud nemuseli setkat), ale vyuziva i autorovy zkuSenosti
nabyté pii tvorbé aplikace jako R balicku dle zédkladniho zdroje (od autori
balicku golem) s cilem jesté vice umést cestu pripadnym zajemctim a uSetfit
jim hodiny c¢asu diky praktickym radam, které by autor pfi praci na tomto
projektu velice ocenil.

Pro tuto diplomovou praci je stézejni kapitola tieti, ktera popisuje tispésné
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naplnény cil — novou aplikaci proteoME, ktera je ve formé R balicku dostupné
k instalaci z platformy GitHub. Aplikace je zde podrobné popséna a kapitola
tak provadi ¢tenare celym procesem zpracovani proteomické datové sady pro-
stfednictvim proteoME od importu dat v potfebném formatu az po vystupy
analyzy, které maji dale slouzit k lepsimu zacileni vyzkumu lécby rtznych
onemocnéni. Autor textu pevné doufa, ze proteoMFE se stane vyhledavanym
nastrojem v komunité védct zabyvajicich se proteomikou, ktery usnadni je-
jich kazdodenni praci. Aplikace je navic diky své formé (v souladu s druhou
kapitolou) pfipravena na postupné rozsifovani a nabizeni novych funkei, které
by ji mohly ucinit jesté atraktivnéjsi ve srovnani s podobné zacilenymi né-
stroji.

Pro mnohé studenty znamena diplomové prace tispésny zaveér jejich studia
s tim, ze téma Casto opusti a dal se k nému nevraci. Tato prace by vsak naopak
méla tvorit pevné zaklady pro budouci rozvoj problematiky, ke kterému chce
autor déle prispivat a vylepSovat aplikaci tak, aby védctiim jesté vice usnadnila

postupnou cestu za rozsirfovanim lidského poznani.
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