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ABSTRAKT

Nazev prace: Webova aplikace pro detekci somatickych bodovych variant
u pacientu s leukémii

Diplomovéa prace zkoumd RNA sekvence izolovanych leukocytl u pacientl
s leukémii v genu kinazové domény fazniho genu BCR::ABLI. Zkouma hlavné
chronickou myeloidni leukémii a PH pozitivni akutni lymfoblastickou leukémii
zpusobenou filadelfskym chromozomem. VEasné objeveni leukémie vede k vétsi Sanci
na uspésnou 1é¢bu a prodluzuje preziti pacientd s timto onemocnénim.

Daéle se zabyva studiem zdkladnich znalosti nutnych k pochopeni prace, a pokracuje
navrhem a implementaci webové aplikace, ktera analyzuje data pacient s leukémii, a to
jak po teoretické, tak i praktické strance.

Vysledna aplikace byla vytvofena pomoci webovych technologii HTML, CSS,
Javascriptu a programovaciho jazyku Python, ktery vytvotil RESTové API pro vypocetni
vrstvu aplikace. Bylo zji$téno, Ze mutace na nékterych pozicich genu jsou pii tomto druhu
onemocnéni Castéjsi, a proto vypocet prahovych hodnot probih4 na zdklad€ normalizace
dat a nasledné kontrole pozic zdravych darch oproti nemocnym. Tato kontrola pouziva
Poissonovo rozdé€leni pro detekci malo Castych jevl a nasledné kvantifikuje tato data.
Dale probiha analyza, ktera zkouma, na jaké pozici mohly vzniknout mutace ¢i zdmény
aminokyselin a tyto pozice oznaci.

Aplikaci se podatilo v plné mife implementovat, a hlavné zjednodusit jeji nasazeni
na vSechny platformy.

Klicova slova

NextDOM, webova aplikace, leukémie, detekce, analyza, BCR::ABLI1, fuzni gen,
filadelfsky chromozom, DNA, sekvenovani, kindzova doména



ABSTRACT

The title of the Thesis: A web application for detection of somatic point mutations
in patients with leukemia

The thesis investigates RNA sequences of isolated leukocytes from leukemia patients
in the kinase domain gene of the BCR::ABL1 fusion gene. It mainly investigates chronic
myeloid leukemia and PH positive acute lymphoblastic leukemia caused by Philadelphia
chromosome. Early detection of leukaemia leads to a better chance of successful
treatment and prolongs survival rate of patients with this type of disease.

Thesis also discusses the knowledge base required to understand the work, and
continues with the design and implementation of a web application that analyzes data
from leukemia patients, both theoretically and practically.

The final application was created using web technologies HTML, CSS, Javascript
and the Python programming language to create a REST API for the application's
processing layer. It was found that mutations at certain positions of the gene are more
common in this type of disease, and therefore thresholds were calculated by normalizing
the data and then checks the positions of the healthy donors against the diseased ones.
This check uses a Poisson distribution to detect rare occurrences and then quantifies the
data. Furthermore, an analysis is performed to examine at which position mutations or
amino acid substitutions may have occurred and mark these positions.

The application has been fully implemented and more importantly, simplified for
deployment on all platforms.

Keywords

NextDOM, web application, leukaemia, detection, Analysis, BCR::ABLI1, fusion gen,
Philadelphia chromosome, DNA, sequencing, kinase domain
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1 Uvod

NextDOM 2.0 algoritmus je vyuzivan pro detekci somatickych bodovych variant
u pacientit s leukémii v genu kindzové domény fuzniho genu BCR::ABL1 a zkouma
odolnosti téchto genti na Iécbu. Tento postup feSeni se zamétuje na chronickou myeloidni
leukémii (dale jen CML)aPh pozitivni akutni lymfoblastickd leukémie (dale jen
Ph+ ALL). CML je typ rakoviny, ktera postihuje bile krvinky (leukocyty) a méa velmi
pomaly postup, ktery se pohybuje v fadech nékolika let. Ph+ ALL je také typem rakoviny
napadajici bilé krvinky, kterd se projevuje piedevsim ulidi nad 50 letama velmi
nepiiznivou prognézu. Oba tyto typy souvisi s charakteristickou translokaci, kterou
nazyvame filadelfsky chromozom. Lidé s timto chromozomem produkuji onkoprotein
BCR::ABL1. Bylo zjisténo, Ze vznik somatickych mutaci v kindzové doméné tohoto
proteinu vede k rezistenci na 1é¢bu. Z tohoto diivodu je velmi dillezitd v€asna a spravna
diagnostika téchto mutaci pro zvysSeni Sance na lepsi vysledky a acinngjsi 1écbu
u pacientd. Jiné druhy mutaci jsou samoziejmée pro pacienty také dalezité, ale nemaji vliv
na lé¢bu CML ¢i Ph+ ALL. [1, 2]

Tento algoritmus pouZiva Ustav hematologie a krevni transfuze (dale jen UHKT).
Na vyvoji algoritmu NextDOM 2.0 se podilela také 1. l¢katska fakulta Univerzity
Karlovy, Fakulta dopravni Ceského vysokého uceni technického v Praze (dale jen
CVUT) a Fakulta biomedicinského inzenyrstvi CVUT.

Hlavnim divodem vzniku této diplomové prace je zpiistupnéni aplikace, kterou
v soucasné chvili vyuZziva k diagnostikovani a monitoringu somatickych mutaci oddéleni
molekularni genetiky na UHKT. Zaroven zvysit také jeji uzivatelskou p¥istupnost, ktera
je vsoucasné dobé nedostacujici. Hlavnim nedostatkem nynéjSiho feSeni je mensi
variabilita, nemoznost vcasnych aktualizaci a neschopnost provozovat a renderovat
aplikaci na jiném operanim systému, nez je samotny operacni systém, na kterém je
aplikace spusténa.

Pozadavek na tuto diplomovou praci piisel od Mgr. Pavly Suchankové, ktera
pracuje soudasné vUKHT ina FBMIapodili se na této diplomové praci jako
konzultantka.

Primérnim cilem této diplomové prace je vytvotit webovou aplikaci, ktera nebude
vyZzadovat instalaci Zddné¢ho dodatecného softwaru na stanici uZivateli a bude napsana
v programovacim jazyce, ktery neni zatiZen Z4dnymi licencnimi poplatky. Timto se
aplikace stane rozsiten¢jsi, variabilné€jsi a pro vétSinu uzivatelt dostupnéjsi a udrzitelné;si

pro jeji provozovatele.
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2 Prehled sou¢asného stavu

Tato kapitola pojednavéa o jednotlivych Castech teorie, které jsou potieba pro
uchopeni zdkladniho konceptu této prace. Jedna se tedy o zaklady bioinformatiky,
statistickém zpracovani genomickych dat, zékladech genetiky a zdkladni informace
o CML a Ph+ ALL. Dalsi ¢ast kapitoly se vénuje soucasnému stavu aplikace, se kterou
pracuje zadavatel této prace a popisuje jeji funkce a zakladni manipulaci s aplikaci.

2.1 Zaklady genetiky

Tato podkapitola Ctendie struéné uvede do zékladi genetiky, seznami je s jejim
struénym vyvojem, a predevs§im se zakladnimi pojmy.

Genetika je jednou z biologickych véd, kterd se zabyva dédi¢nosti a proménlivosti
organismi. Genetika vysvétluje pravidla, jimiz se fidi pfenos dédi¢nych znak
zrodicovské generace na potomstvo. Pfedmétem jejiho zkoumani je tedy podobnost
rodict a jejich potomkii. Dédi¢nost neboli heredita je chapana jako schopnost organismu
reagovat danym zpusobem na urcit¢é podminky vnéjsiho prostfedi a na jejich zmény.
Jednim z kli¢ovych procest je pienos urcitych metabolickych procesu, které se nachazeji
uvnitf burniky a jsou preddvany z generace na generaci. Na tento pienos ma urcity vliv
1 prostfedi. Dédi¢nost je tedy schopnost organismli vytvafet potomky se stejnymi €i
podobnymi znaky, coZ zajist'uje zachovani riznych biologickych druhii v pritbéhu mnoha
generaci. Proménlivost neboli variabilita, pak zajiStuje odliSnost mezi jedinci jednoho

vvvvv

2.1.1 Zakladni pojmy genetiky
Nukleotid — Zakladni stavebni blok nukleovych kyselin, jimiz jsou DNA a RNA.

Nukleové kyseliny — Nukleové kyseliny, polynukleotidy, jsou tvofeny dlouhymi
fetézci (mono)nukleotidd, které jsou propojeny fosfodiesterovymi vazbami. Monomerem
nukleovych kyselin jsou nukleotidy, které se skladaji z heterocyklické dusikaté baze. Pro
DNA je to Adenin, Guanin, Cytozin a Thymin a pro RNA je to Adenin, Guanin,
Cytosin a Uracil, dale z pentdzy (riboza Ci deoxyriboza) a kyseliny fosfore¢né.

Aminokyseliny — Zakladni stavebni sloZka bilkovin.

Gen — Zakladni jednotka dédicnosti, kterd nese informaci o urcité vlastnosti

organismu. Podrobnéji je rozebran nize.
Exon — Kodujici ¢ast genu.
Intron — Nekddujici ¢ast genu.

Alela — Jedna z variant genu. Kazdy jedinec mé dvé alely pro kazdy gen. Jeden od
matky, druhy od otce.
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Genom — Cely soubor genetické informace. Obsahuje kodujici i nekodujici oblasti.

Chromozom — Struktury obsazené v bunééném jadie, které nesou geny. Lidské
chromozomy mayji obvykle 23 part, pficemz je 22 parti oznaceno jako autosomy a jeden
par je pohlavni neboli gonozomalni (XX u zen a XY u mtzu).

Genotyp — Genetickd informace jedince. Miize zahrnovat viditelné i neviditelné
genetické vlastnosti.

Fenotyp — Jedna se o pozorovatelny projev genetické informace. Zahrnuje vSechny
viditelné vlastnosti organismu.

Karyotyp — Uplny popis sady chromozomil v jadfe buiiky.

Dominantni a recesivni alely — Rozdil mezi dominantni a recesivni alelou je, ze
dominantni alela se projevuje ve fenotypu, 1 kdyz je pfitomna jen jedna alela. Recesivni
alela se projevuje pouze pokud je v paru.

Déleni bunék — Déleni bun¢k miize probihat tfemi zpisoby.

e Mitéza — Dochazi k replikaci a rovhomérnému rozdéleni genetického
materialu.

e Meidza — Zplsob pohlavniho bunécného d€leni. Pti kazdém délené vzniknou
4 bunky. Dochazi ke crossing-overu.

e Amitéza — Pfimé déleni bez vytvafeni chromozom a délicitho vieténka.
Vétsinou se jednd o degenerujici nebo nadorové burky.

2.1.2 Historie

Prvni, kdo pfiSel s poznatky o genetice byl Johann Gregor Mendel v roce 1865, ten
pracoval s existenci genli. Mendel vysvétlil zékladni zakonitosti genetiky. Mimo jiné
zjistil, ze se nedéli pfimo znaky, ale vlohy pro né. Vysledky jeho prace jsou znamé jakoZzto
Mendelovy zékony, které jsou celkem tii:

e zakon o stejnorodosti prvni generace kiizenctl,
e zékon o nestejnorodosti druhé generace kiiZenct,
e zékon o kombinovatelnosti vloh.

DalSim prikopnikem byl William Bateson, ktery se jeho pokusy snazil
zpopularizovat. Ten také pfinesl slovo genetika, které se pro tuto védu uchytilo

a pouzivame jej dodnes.

Kolem roku 1919 zacal Thomas Hung Morgan s pokusy na octomilkach, na nichz
studoval chromozomy. Morganovy pokusy pfinesly spoustu novych poznatki a informaci
o genech a genové vazbé.
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DalSim vyznamnym prilomem pak bylo rozlusténi struktury molekuly DNA,
k némuz doslo v roce 1953. O tento objev se postarali James D. Watson a Francis H.
Crick.

Je vhodné také zminit pojem eugenika. Jedna se o obor, ktery se zajima o ovliviiovani
genetického kmene lidstva ve snaze pusobit na faktory genetické i1 ostatni, jenz by mohly
ovlivnit ¢i zménit fyzicky a duSevni vyvoj budoucich generaci. Piedchiidcem dne$ni
eugeniky byly ideje Francise Galtona, ktery chtél zlepsit genetické slozeni lidské
populace selekei jedincti, potencidlnich rodi¢i. Ta byla zaméfena na zlepSeni vlastnosti
potomkd i k vylouc¢eni anomalii. Tyto myS$lenky pak byly zneuzity, konkrétné ideologii
nacistického Némecka, kdy nacisté usilovali o vyhlazeni urCitych fenotypi lidi a jiné

naopak vyzdvihovali.

2.1.3 DNA (kyselina deoxyribonukleova)

Jedna se biopolymer a univerzalni latkovy nosi¢ genetickych informaci. Sklada se
z fetézce nukleotidi, které obsahuji 4 baze jmenovité Adenin-A, Cytosin-C, Guanin-G,
Thymin-T. V potadi bazi, tedy deoxyribonukleotidil, je zakdédovana informace o slozeni
daného organismu. Tato kombinace tvofi geneticky kod. Také rozhoduje o tom, ¢eho
bude buiika schopnd a jak bude vypadat. Primarni struktura této genetické informace
zUstava béhem celého Zivota bunky stejnd. DNA nalezneme ve vSech Zivych buiikach
schopnych déleni, a i v nékterych virech.

Ustiedni (centralni) dogma molekularni genetiky

Jedna se o dédi¢nou informaci uloZenou ve dvousroubovici DNA a pfepisuje se
pomoci transkripce na RNA jednoSroubovici, podle které se dale syntetizuji bilkoviny.
Tento proces je soucasti:

Transkripce

Pted tim, nez se DNA zac¢ne rozplétat na jednosroubovici RNA je na DNA pfiveden
enzym helik4za, ktery rozplete Sroubovici. Pfi opisu se Thymin u DNA piepisuje na
Uracil v RNA a opis této rozpletené Sroubovice ma na starost RNA polymeraza. RNA
molekula se pak jeste upravi, jelikoz obsahuje 1 nekodujici oblasti tzv. introny. Vysledku
tohoto piepisu se fikdi mRNA, kterd opusti jadro a pfesune se do cytoplazmy.
V cytoplazmé pak mRNA piejde do ribozomu, ktery ji bude pouzivat k tvorb¢ bilkovin.

Translace

Translace je proces, kdy ribozom vezme sekvenci uloZzenou v mRNA a ptepise ji.
V mRNA jsou nukleotidy sefazeny do trojic neboli kodont. Kazdy kodon kdéduje vzdy

.....

sekvenci AUG za¢ne jednotlivym tripletim pfifazovat pfislusné aminokyseliny. Toto
pfifazeni ma na starosti tRNA, ktera doda spravnou aminokyselinu na zaklad¢ antikodonu
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odpovidajici praveé aktualné ctenému kodonu. VéEtSina aminokyselin je kddovana vice nez
jednim kodonem. Tento proces fadi tRNA na mRNA a sousedni prvky se navzijem
spojuji peptidovou vazbou do doby, nez narazi na STOP kodon, kterym je UAA ¢i UAG
nebo UGA. Vysledny protein na zékladé peptidovych vazeb tvoii strukturu proteinu a na
zaklad¢ téchto spojeni se protein specifickym zptisobem zabali do sebe.

2.1.4 Geny

Zakladnimi jednotkami dédi¢nosti jsou geny neboli vlohy. Jsou to konkrétni useky
molekuly DNA, tedy kyseliny deoxyribonukleové, které maji specifické potadi
nukleotidii. Toto pofadi urCuje strukturu a funkci genového produktu. Jednd se
o geneticky zdznam obsahujici informaci k tvorbé konkrétniho proteinu, ktery se pak
podili na vytvafeni konkrétniho znaku ajsou stavebnimi kameny organismill. Geny
muzeme délit dvojim zpisobem.

e D¢éleni dle ucinnosti pii realizaci dédi¢ného znaku
= Monogenni geny — Maji velky ucinek. Na tvorb¢ znaku se jich podili
malo (nejcastéji jen jeden) a zpravidla se jednd o znak kvalitativni
jako je napft. krevni skupina nebo barva vlast.
= Polygenni geny — Maji mensi G¢inek. Na tvorbé& znaku se jich podili
vice a velkou roli zde hrajeivliv prostfedi. NejCastéji ovliviuje
kvantitativni znaky jako je vyska, vaha ¢i predispozice k nemocem.
e Déleni dle funkce
= Strukturni geny — Koduji strukturu proteind. Obsahuji informace
potfebné k vytvoteni proteinti.
= Regulacni geny — Diky nim vytvofené proteiny reguluji expresi
strukturnich genti a maji vliv na diferenciaci bunék. Urcuji, zda bude
gen transkribovan.
= RNA geny — Podle nich se syntetizuji tRNA arRNA a jsou
vyznamnou sloZkou pfi translaci.

Geny jsou uloZeny na chromozomech za sebou, a to ve specifickém a neménném
potadi. Maji tedy sv¢ jedine¢né misto na urcitém chromozomu a jeho urcité ¢asti. Tomuto
mistu se fika lokus genu. Geny, jez jsou uloZzeny na jednom chromozomu jsou
spolu v genové vazbé. Geny ve vazbé se dédi spolecné, pokud mezi nimi nedojde ke
crossing-overu, tedy vyméné genetického materidlu mezi otcovskym a matefskym
chromozomem.

2.1.5 Mutace

Mutaci se rozumi zména genetické informace v DNA. Mutace mize ovlivnit funkci
a vliv genu na organismus. Neplati v§ak, Ze mutace je vzdy pro organismus Spatnd. Nyni
se podivame na rizné déleni mutact, kterych mame hned nékolik.
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Déleni dle typu

Mutace jsou zmény genotypu jedince oproti jeho normélnimu stavu a mizeme je
délit nasledovné:

e Spontanni — vznikaji ndhodou pfi replikaci ¢i transkripci tzv. bodova mutace.
Cetnost tdchto chyb je diky korekéni funkci DNA polymerdzy velice
nizka a pohybuje se kolem 107 na 1 nukleotid. Mezi dalsi takovéto chyby
dochéazi pii déleni bunck. Pfi nestejném crossing-overu mohou vznikat
1 chromozomové aberace,

¢ Indukované — jsou vyvolany vnéjsimi mutagennimi vlivy tzv. mutageny.

Déleni z pohledu evoluce
Z pohledu evoluce miizeme mutace povazovat za uzitecné a miizeme je rozdé¢lit na:

e Letalni — neschopné reprodukce,

e Nevyhodné — ztrati nebo ptijdou o svoji funkci genu,

e Neutralni — neovliviiuji reprodukéni schopnosti,

e Vyhodné — zvysuji reprodukéni schopnosti. Jsou preferované.

Déleni dle mutagenu

Mutageny jsou latky nebo déje, jenz jsou schopny vyvolat mutace pfi plisobeni na
bunky. U ¢lovéka mohou mutageny vytvofit 1 karcinogenni buiiky. Mutageny miiZeme
délit na:

e Fyzikalni — UV zéfeni nebo ionizujici zafeni,
e Chemicke — organicka rozpoustédla, tabakovy kouft, toxicke latky, herbicidy,
e Biologické — retroviry, papilomaviry, herpesviry.

Déleni dle mutovanych bunék
Mutace z hlediska mutovanych bunék mize buiiky délit na:

e (Gametické — postihuje pohlavni buniky a pfenasi se na potomka,
e Somatické — pokud se neodd€li chromozom béhem mitotického déleni
a jedinec ma pak né€kolik linii bunék, kde ma kazda jiny karyotyp.

Déleni dle umisténi genotypu
Mutace z hlediska umisténi v genotypu rozliSujeme na:

e Genové — jedna se o zménu sekvence nukleotidil,

e Chromozomové (strukturni chromozomové aberace) — zlomy a vymény
jednotlivych genti €i ¢asti chromozomd,

e Genomové (numerické chromozomové aberace) — jedna se o zménu nasobku
celé fady chromozomt ¢i zménu poctu jednotlivych chromozomil jako tfeba
trizomie 21 chromozomu (zndma jako Downliv syndrom).
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Mutace genu

Tyto mutace méni nukleotidovou sekvenci u vldken DNA. Pfi mutaci v kodujici

oblasti DNA a podle dusledku na proteosyntézu hovofime o mutaci:

Nemeénici smysl — nevede ke zméné aminokyselin, vétSinou zaméni tieti
nukleotid kodonu,

Me¢nici smysl — dochazi k pfidani nové aminokyseliny do polypeptidového
fetézce,

Posunové — prob¢hne zména struktury a vznikne nova bilkovina,
NesmysIné — vznik terminalniho kodénu, coz vede k ukonceni translace,
Elongac¢ni — jedna se o mutaci terminalniho kodonu, jenz vede k prodlouzeni
translace.

Mezi zakladni typy operaci, které zptisobuji zminéné mutace patfi:

Inzerce — jedna se o vlozeni jednoho ¢i vice part bazi. Pokud se jedna o jiny
nasobek nez tii, vznikd posun ¢teciho ramce a tim dusledky popsané vyse.
Pokud se bude jednat o nasobek tfi, vlozi se celé aminokyseliny a prodlouzi
se tim peptidovy fetézec,
Inverze — ptevraceni potadi jednoho ¢i vice part nukleotidii. To miiZe stejné
jako substituce vést k nespravné syntéze enzymu,
Delece — odstranéni jednoho & vice part nukleotidi. Uginek je podobny
jako u inzerce, avSak pfi ndsobku tii se zde zkracuje polypeptidovy fetézec.
Substituce — substituce sice neposouva cCteci ramec, ale zdména
aminokyseliny muize vést k syntéze nespravného enzymu. Substituce je
nahrazeni piivodni sekvence nukleotidll jinou. K tomu muize dojit dvéma
zpusoby:

= Tranzice — zdména pyrimidinové badze za pyrimidinovou nebo

purinové za purinovou (A za G nebo C za T),
= Transverze — zaména pyrimidinové baze za purinovou a naopak.

Mutace chromozomu

Strukturni chromozomové mutace se oznacuji jako aberace a dochaziu nich

k mutaci struktury chromozomu. Vznikaji ptisobenim mutagenu, kdy pak vznikne zlom

chromozomu. Tato mutace se zjiSt'uje pomoci vySetteni karyotypu. Mutace chromozomu

zpusobuje zménu tvaru a struktury chromozomu.

Odlomena ¢ast chromozomu miZe podlehnout:

Deleci — smaze se konec raménka (termalni delece),
Inverzi — ptipoji se v opacném smeéru,

Translokaci — pfipoji se na jiny par chromozomu,
Duplikaci — zdvoji se usek chromozomu.
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2.2 Zaklady bioinformatiky

Bioinformatika je védni obor, ktery nejvice spojuje biologii, informatiku,
matematiku a statistiku. Bioinformatika je relativné mlady védni obor. Vyuziva
vypocetni technologie pro zpracovani biologickych dat, jako je naptiklad sekvenovani
DNA nebo RNA, analyza mikroskopickych obrazli nebo snimkii magnetické rezonance,
dale také napt. predikce vlivu nékterych 1€kt ¢i predikce chovani DNA fetézci.

Bioinformatickymi daty se rozumi jakékoli informace, které se tykaji zdravotnickych
dat, obrazii ¢i vlastnosti pozorovaného objektu. Tato data byvaji objemovée velmi obsahla,
tudiz ruéni zpracovani takového mnozstvi dat je velmi nepraktické.

Nize se podivame na jednotlivé kategorie tohoto védniho oboru, které jsou zajimavé
pro tuto préci a které jsou vyuzivany pred ¢i pii praci s aplikaci.[5]

2.2.1 Sekvenovani

Sekvenovani je biochemicky proces, kterym ziskdvame informace o sekvenci
aminokyselin ¢i nukleotidi v molekule DNA, RNA ¢i v proteinu. Ziskani této informace
nam pomahé pochopit strukturu a funkce téchto molekul.

Vyvoj metodickych pristupii k sekvenovani genomi

Lidsky genom se sklada z molekul DNA aty se déli na 46 chromozomu, 22 pari
autozomu a jednoho paru gonozomu. Velikost lidského genomu c¢ini 3,2 miliardy
nukleotidll a obsahuje az 25 000 genii. Kodujici oblasti, tvofené exony strukturnich gent,
tvoti pfiblizné 1,5 % naseho genomu. Dalsi ¢asti tohoto celku tvofi introny, pseudogeny,
mobilni elementy, repetitivni sekvence a mnoho dalSich usek, které jsme dosud uplné
ptfesné nepochopili.

Nejrangjsi snahy o sekvenovani zacaly v 60. letech 20. stoleti, tedy necelych 10 let
po objeveni struktury DNA (1953, James Watson a Francis Crick). K této snaze byl
vyuzit elektronovy mikroskop a nikoli jeden z niZe vysvétlovanych postupti.

K metodickému pokroku v tomto sméru doslo v dalSim desetileti, konkrétné v roce
1977, kdy laboratot Fredericka Sangera zavedla sekvena¢ni metodu, za kterou ziskal
Nobelovu cenu. Tato metoda potiebuje na zacatku pfipravit tzv. knihovnu DNA, coZ je
nami zvoleny usek DNA, ktery je pak sestfihan na nedlouh¢ useky, jenz lze pak klonovat
do vektort. Nasleduje amplifikace pozménénych vektori, kterd probiha v plazminech
bakterialnich bun€k, z nichz jsou extrahovany ¢asti nesouci klonované useky DNA. Tyto
casti (sekvence) jsou vlozeny do smeési obsahujici DNA polymerdzu. Proces samotné
sekvenace se dé&je ve Ctyfech zkumavkach. Na konci sekvenace vzniknou rizné dlouhé
fragmenty, které jsou pak rozdéleny dle velikosti na polyakrylamidovém gelu
elektroforézou.
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Dalsi zptisob DNA sekvenovani zavedli Allan Maxam a Waltert Gilbert tzv. Maxam-
Gilbertovu metodu. Principem této metody jsou chemické reakce zalozené na degradaci
nukleotidovych bazi. Kazdy fetézec je na svém konci oznacen radioaktivnim fosforem.
Poté dochazi ke Stépeni oznaCené baze a nasledné k elektroforéze oznacenych DNA
fragmentl v polyakrylamidovém gelu. Nasledné je tento gel vystaven rentgenovému
zareni, které pak osvétli casti DNA oznaceny fosforem.

Tyto metody byly na pocatku schopny piecist kolem 100 bazi v jednom béhu.
Pozd¢ji byly diky automatizaci a dalSimu zdokonalovani schopny ptecist az 1000 bazi.
Diky tomu mohly byt vyuzivany jakozto diagnostické metody v bézné 1¢kaiské praxi.
Konkrétné byly vyuzivany pro analyzu fragmentii DNA (napft. produktii polymerazové
fetézové reakci, tedy PCR reakci). AvSak pro skenovani celych genomi se stale nehodily,
jelikoz tento proces byl velmi zdlouhavy a finan¢né naro¢ny. Z tohoto ditvodu bylo stale
potieba hledat efektivnéjsi metodu, ktera by praci zjednodusila a také zpiesnila. Navic
zadna metoda stale nebyla dosud schopna osekvenovat cely genom.

Prvni kompletni genomy byly osekvenovany az v poloviné 90. let a jednalo se
o genom bakterie Haemophilus Influenzae. K tomuto Gspéchu doslo v ,,The Institute For
Genomic Research (TIGR), ktery byl zaloZzen Craigem Venterem. Venter o par let pozd&ji
stal u zrodu spole¢nosti ,,Calera Genomics®, kterd pokracovala ve vyzkumu genomového
sekvenovani. Venter navrhl vlastni metodu sekvenovani, tzv. ,,shotgun* sekvenovani, kdy
dochazi ke Stépeni analyzované DNA na kratké useky. Ty jsou dale klonovany do
vektoru a poté cteny z obou konct. Ziskané Giseky se pak vzajemné prekryvaly, a tak bylo
mozné sestavit celou sekvenci.

K osekvenovani kompletniho lidského genomu doslo v tinoru 2001. Vysledky téchto
sekvenaci prezentovali soucasné¢ dva tymy — Venteriv tym se spolecnosti Celera
a International Human Genom Sequencing Consortium (se kterym byl Venter také néjaky
¢as spojen). Oba projekty poskytly obdobny odhad celkového poctu lidskych gend, jenz
se pohyboval mezi 26 000-30 000 transkripti kodujicich proteiny. DalSim objevem
byly i udaje o struktuie genomu (1,1 % exony, 24 % introny a 75 % intergenové oblasti).
Vysledky sekvenaci (a¢ v soucasné dobé upiesnéné a doplnéné) vedly k dalSimu rozvoji
molekularné-biologickych technologii a umoznily zacatek nové éry genetiky ¢lovéka.

Sekvenovani genomu lze tedy délat dvéma odliSnymi zptsoby, nicméné Sangerovo
metoda sekvenovani je poklddand za zlaty standard, 1 kdyz je v poslednich letech stale
vice nahrazovana sekvenaci nové generace, kterd se dostava do poptedi kvili jejimu
rychlej$imu a levnéjSimu ptistupu. [6—10]
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Enzymova (Sangerova) metoda

Prvni enzymovou metodou je ndhodné sekvenovani, kde se zcelého genomu
nahodné vybere nékolik sekvenci (€asti) o optimalni velikosti (1300-2000 bp). Po Gprave
zastfizenych koncli jsou nahodile naklonovany do vhodného vektoru. Tento postup
predpoklada, ze celkova informace o vystiizené sekvenci odpovida ptivodnimu genomu.
Pomoci univerzalnich primert ptipojujicich se k vektoru v blizkosti klonovaciho mista
jsou stanoveny kratké sekvence s minimalni délkou 500 bazi. Tyto sekvence jsou poté

pouzity k vytvoreni jedné souvislé sekvence tzv. kontigli. Cely tento proces je popsan na
Obr. 1. [11]

E ' 1zolace DNA
Fragmentace
Vektor Uprava konciti a klonovani
Sestaveni piekryvajicich se klont
AB - Cr-DE FCG Mo
L a - IR A

Obr. 1 Postup nahodného sekvenovani

Druhou metodou je usporadané sekvenovani sousednich usekd. Tato metoda je
vhodnad pro malé fragmenty genomu a doplnéni zbyvajicich mezer po nidhodném
sekvenovani. Doplnéni téchto mezer vyzaduje znalost vystiizené sekvence, ke které se
bude pfipojovat primer, jenZ umozni prodlouZeni fetézce. Tento proces nevyZaduje
nasledné klonovani a minimalizuje nadbyte¢né stanoveni sekvenci. Pfesto by spravnost
sekvenci méla byt ovéfena sekvenovanim obou fetézcu.

V soucasné dobé se pouziva automatickd varianta tohoto sekvenovani. Syntéza
probihd v jedné reakci a ke znaceni koncl se vyuzivaji rizné fluorescenéni znacky.
Detekce probihd béhem elektroforézy za pomoci laserového detektoru napojeného na
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pocitac, ktery vyhodnocuje oznacenou sekvenci a pfifazuje jednotlivé barvy jednotlivym
nukleotidiim. [8, 12, 13]

2.2.2 Sekvenace nové generace

Diivodem vzniku sekvenovani nové generace, v anglickém jazyce Next Generation
Sequencing (dale jen NGS) byl nedostatecné rychly zptisob sekvenace dat, jelikoz lidsky
genom je obrovsky a tradicnimi sekvenacnimi metodami by zkoumani lidského genomu
zabralo pfili§ dlouho. Tato snaha se stala hlavnim projektem pro vyzkumniky na poli
lidské genetiky a vznikl tak projekt, ktery je v anglictiné zndm jako Human Genome
Project. NGS se stava stale castéjsi formou sekvenace ve vyzkumnych laboratofich. Svoji
popularitu ziskala hlavné diky rychlejsSimu i finanéné vyhodné&jSimu generovéni velkého
mnozstvi dat. Diky NGS lidstvo dokéazalo zmapovat cely lidsky genom a jiZ se ziskavaji
dalsi a dalsi typy genomt Zivocichtll ¢i genomii rostlin.

Technologie sekvenovani NGS musi feSit dvé zasadni otazky. Zaprvé fyzické
oddéleni jednotlivych fragment nukleovych kyselin a zadruhé pak samotné cteni
sekvence. Fyzické oddéleni jednotlivych fragmentd nukleovych kyselin je feSeno emulzni
PCR nebo amplifikaci ve shlucich. Cteni sekvence je feSeno sekventovanim syntézou
a sekventovanim zalozené na ligaci. Pro sekvenovani je Casto uzivan pfistup ,,mate-
pairs*, ktery umoznuje ¢astecnou eliminaci problému repetitivnich sekvenci tim, Ze se na
zacatku urci vzdalenost DNA fragmentl. VSechny niZe zminované technologie s timto

piistupem pracuji.

Od prvniho osekvenovani kompletniho lidského genomu do soucasné doby se
postupné vyvijely nasledujici technologie: ABI370XL, 454 Genome Sequencer FLX od
spolecnosti Roche, Genome Analyser od firmy Illumina, SOLiD (tedy Sequencing by
Oligo Ligation and Detection) od firmy Applied Biosystems ¢i Helicos Biosciences
»HeliScope Single Molecule Sequencer od firmy Pacific Biosciences. Jednotlivé
technologie se liSi ve spousté parametrech, at’ uz se jedna o délku sekvenci nebo o pocet
zpracovanych fragmentii ¢i dob& béhu sekvenacéniho procesu. [6-8, 14, 15]

2.2.3 Moderni metody zpracovani NGS

Podkapitola Moderni metody zpracovani NGS, jak ndzev napovida, vysvétli nékteré
technologické principy NGS.

Technologie firmy Illumina (Genome Analyzer I1X)

Je zalozena na metod¢ amplifikace ve shlucich, kterou vyuziva ke ¢teni sekvenci, jez
jsou ziskdny sekvenovanim syntézou s detekci pomoci reverzibilné terminacnich
fluorescencné znacenych nukleotidi. Amplifikace i sekvenovani probihaji na povrchu
specialni desticky (flow-cell).
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Na fragmenty nukleovych kyselin jsou navazany adaptéry, a to na oba jejich konce.
Tyto fragmenty jsou ndhodné¢ zachyceny na povrchu desticky a nasledné
amplifikovany a sekvenovany bud’ pouze z jednoho konce (single-reads), nebo z obou
konct (paired-end reads). Technologie Illumina vyprodukuje az 18 gigabaze za 9,5 dne,
coz vychazi na zhruba 1,9 gigabaze za den. [6, 14, 15]

2.2.4 Softgenetics NextGENe®

Americkd firma Softgenetics se zaméfuje na vyvoj softwarovych feSeni pro
genetickou analyzu. Jejich produkt NextGENe software, tedy Next Generation
Sequencing Software je software pro analyzu genetickych dat. Software obsahuje velké
mnozstvi modulli, které umoziuji uzivatelsky pfivétivou analyzu od primérnich
sekvenacnich dat po vizualizaci vysledkii a jejich anotaci a interpretaci. Oddéleni
molekularni geneticky UHKT, ma tento software zakoupen, pouziva ho k analyze ve
Standardnich operac¢nich postupech, proto jsou vystupy (mutacni reporty) z Analyzy
genetickych variant (Variant Calling) vyuzity jako vstupy do analyz NextDOM.[16]

2.3 Statistické zpracovani genomickych dat

V této podkapitole si vysvétlime statistické zpracovani na zéklad¢ clanku [17], ktery
se zabyva genomem a snaZzi se porozumé&t genetickému piispévku k onemocnéni lidského
organismu. Clanek pracuje s daty z 1092 genomd a ze 14 populaci (Evropa, Amerika,
vychodni Asie a sub-saharska Afrika). Tato data byla zkonstruovana na zaklad¢ nizkého
pokryti celého genomu a exomt, to znamena Casti genomu, které jsou v pozadi lidského
genomu a maji tudiz mensi vliv na genotyp jedince. Clanek ukazuje, Ze jednotlivé ukazky
genomu z riznych geografickych oblasti maji odliSné vzacné i bézné profily a variace.
Mezi zakladni metody patii genotypovani, coZ je proces identifikace genetickych variant
jako jsou SNP a kratké vlozeni ¢i delece. Téchto metod ziskéni dat je spousta a jsou
klicové pro ziskani informaci o variantach jedince.

Ptestoze 95 % variant bylo objeveno uz pii prvni fazi projektu 1000 Genomes
Project, malo Casté varianty, a to pfevazné ty mimo kddujici oblasti exomt jsou malo
popsané. Tyto oblasti mohou mit vliv na potencionalni mutace zpisobené slabym
vybérem a je vhodné je studovat. ProtoZe tyto varianty tihnou ke svym kofeniim
(genim v populaci) je pravdépodobné, ze varianty budou vétsi ¢i vyraznéjsi u riznych
populaci. Charakterizace téchto variant vede ke zjiSténi funk¢nich casti, které budou
dalezité pro individuéalni sekvenci genomu, jenZ pomuize odd¢lit sdilené varianty napf.
s rodinnymi pfislusniky.

Na zéklad¢ téchto variant a dat v ¢lanku je vidét, ze se vzacné varianty vyskytuji
jen u nékterych jedincl, a to vétSinou iurtiznych populaci, zatimco vétSinu béznych
genl ma celd populace stejnou. Analyza téchto vzacnych variant je nedilnou
soucasti pfifazeni k ur¢itym nemocem ¢i fenotyptim.
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Analyza téchto genomu probihala pomoci kombinace nizkého pokryti (2-6), celé¢ho
genomu zaméfeného na hluboké c¢asti (50-100), casti exomu a hustych SNP
genotypovych dat. V ivodni fazi projektu se tento design ukazal jako velmi silny a levny
nastroj v odhalovani kratkych inzerci, deleci v indelovych variantach a v genotypizaci
SNP s vyjimkou téch nejvzacnéjsich typi. Tento design byl dale vylepSen statistickymi
metodami pro vybér velmi kvalitnich variant ziskanych vicero algoritmy k integraci SNP,
indelovych a vétSich strukturnich variant v jednom celku. Postup je popsan na Obr. 2,
kde:

a) primarni struktura byla testovana na skupinach po az 100 vzorcich ze stejné
populaéni skupiny. Primarni data jsou generovana z kazdého vzorku a je patrné,
7e v exomech je mnohem vice dat neZ mimo,

b) nasleduje ¢teci zarovnani a vicero algoritmu identifikuje vhodné kandidaty. Pro
kazdou z variant byla pouzita vhodna metrika pro ziskani kvalitnich dat,

c) pomoci strojového uceni byla natrénovana data na velmi kvalitnich zndmych
variantach, které nam dovoli s jistotou urcit skupiny a prahové hodnoty pro
nizkou detekci prvk, které jsou falesné pozitivni (False Detection Rate),

d) protoze je obvykle diikaz na pokryti v genotypu snizkym pokrytim dost
slaby a jeho variabilita mize byt v exomech velmi vysokd, byly pouzity

statistické metody pro vyuziti informaci ze vzort vazebné nerovnovahy.

Celkové bylo objeveno a genotypovano 38 milioni SNP, 1,4 milionu dvou-
alelickych indeliia 14 000 velkych deleci. Bylo pouzito mnoho technologii pro
validaci a kontrolu faleSné pozitivnich vysledkii (FDR). Vysledky byly velmi jasné,
avSak 3 ze 185 exomd, 5 z 281 nizko pokrytych oblasti a 72 z 3 415 velkych deleci neslo
validovat. Pfi nezdarech na zacatku projektu byly ptidany dalsi filtry, které sniZily detekci
falesnych vysledkt na hodnotu 5,4 %. K tomu se jesté ptidaly problémy s nizko pokrytym
SNP (2,1 %) a 18 % indelovych oblasti, kter¢ mély nekonzistentni nebo nejednoznaéné
vysledky. To vede k dal§im vyzvam, kter¢ je potieba piekonat pii zkoumani téchto Casti
genomu. [17]
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Obr. 2 Prubéh algoritmu prvni faze

Na zakladé¢ Obr. 3, je vidét, Ze pii pouziti vazebné nerovnovahy jsou genotypy z nizkého
pokryti skoro stejné presné jako u exomt s hlubokym pokrytim.

Nicméné nemé cenu pouzivat tuto metodu pro ziskédvani genotypt, jelikoz je vysledek
méné presny.
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2.3.1 Genetické variace uvniti a mezi populacemi

Asi 94 % variant bylo jiz objeveno pted timto projektem a jejich haploidni struktury
byly zmapovany. Oproti tomu pouze 62 % variant v krajnich mezich od 0,5 az 5 % a také
13 % variant mensich nez 0,5 % bylo prozkoumano.

Pro analytické ucely jsou populace seskupeny podle prevazujicich slozek ptivodu
jedince na: Evropu, Afriku, vychodni Asii a Ameriku. Pokud bychom nastavili hranici
vyznamnosti pro varianty na vice nez 10 %, mély by informace obsazeny v této oblasti
vSichni jedinci. Zmény jsou Cast&jsi a siln€jsi u jedinct zijici v daném misté s lokalnimi
predky, ktefi se adaptovali na podminky daného podnebi. Bylo pozorovéano, ze lidé
z Afriky maji az 3krat vice variant pod 5% hranici neZ naptiklad lidé z Evropy c¢i
Ameriky.

2.3.2 Vyuziti 1000 Genomes Projektu

Data ztohoto projektu se hojné pouzivaji pii detekci variant objevenych
exomu a genetickych nemoci ¢i rakovinnych genomovych projektech. Vyuzitim dat
z tohoto vyzkumu se velmi zlepsila sila detekce, a to hlavné u vzacnych a malo ¢astych
béznych variant nalezenych u vSech jedinct z riznych ¢asti svéta.

2.3.3 Statistické metody

Statistické metody by se zde pouzily predev§im k identifikaci jednotlivych genil
k dané skupiné onemocnéni. Dale by se statistické metody daly vyuZit k predikci toho,
jaky dopad by mohly mit dané varianty na strukturu proteini, regulaci genové
exprese a dalSich biologickych funkci.

Statistické metody hraji klicovou roli v analyze genomickych dat. Tyto metody ndm
umozni identifikovat genetické varianty, porozumét vazbam mezi geny a chorobami
a odhalit funkéni disledky jednotlivych variant na riiznych oblastech genomu. Celkové
1ze tedy fici, Zze nam statistické metody pomahaji zobrazit genetické informace a jejich
vliv na rizné oblasti v lidském zivot¢ a statistickym zplisobem tyto data interpretovat.

V této praci bylo pouzito konkrétni statistické rozlozeni, a to norméalni a Poissonovo
rozdéleni, které napomohlo definovat rizné jevy a pravdépodobnosti.

Normalni rozdéleni se vétSinou pouziva pro detekci Spatné ¢i chybné naméfenych
dat, coz mize byt naptiklad chyba méteni z divodu mozné zdvady na piistroji ¢i poklesu
napéti v elektrické siti. Toto rozdéleni predpoklddda rovnomérné rozlozeni dat tzv.
Gaussovo rozdéleni, které by mélo byt kolem stfedni hodnoty a mélo by se fidit
Centralnim limitnim teorémem, ktery fika ze: ,,soucet nezavislich vzorkt libovolného
rozdéleni s kone¢nou stiedni hodnotou a rozptylem konverguje k normalnimu rozdéleni
s rostouci velikosti vzorku do nekone¢na®, neboli ¢im vice mame dat tim spiSe se da fict,

26



ze se hodnoty ustali na n¢jaké stiedni hodnoté. Coz dovoluje odhalit odchylky od
ocekavaného chovani a identifikovat potencialni problémy.

Poissonovo rozdéleni se pouziva pro detekci ojedin€lych ¢i malo pravdépodobnych
jevu. Takovym jevem muze byt pravé pravdépodobnost mutace, kterd by u zdravého
Clovéka méla byt velmi mala. Diky tomuto rozd€leni je mozné vyhodnotit, zda se
vyskytuje neobvyklé ¢i nadmérné mnozstvi téchto jevii. Tato rozdé€leni jsou uziteCnym
nastrojem pro kvantifikaci a analyzu jevi.

Dale byla data normalizovéna a to z divodu odstranéni zkresleni dat, jejichz rozsah
se mize vyrazné menit pii kazdém vypoctu. Normalizace tyto rozdili prevede na stejny
rozsah, ¢imzZ odstrani zkresleni ¢i odlehlé hodnoty tzv. outliery a umozni piesnéjsi
porovnani a analyzu. [18, 19]

24 Ph+ ALL a CML

Tato podkapitola se bude zabyvat zakladnimi informacemi o zkoumané nemoci.
Jedna se hlavné o Ph pozitivni akutni lymfoblastickou leukémii a chronickou myeloidni
leukémii.

2.4.1 Ph pozitivni akutni lymfoblasticka leukémie

Ph+ ALL je vzacnym poddruhem nejcastéjsi détské rakoviny, jiz je akutni lymfaticka
leukémie (dale jen ALL). Stejné€ jako ALL a CML jedna se o typ rakoviny bilych krvinek.
Oproti ALL je Ph+ ALL znama tim, Ze ma pfedem znamou mutaci ve svém genetickém
kodu, ktera spojuje dva geny dohromady. Ph+ ALL je podskupinou ALL a ta se od
ostatnich podskupin 1i$i pfitomnosti fizniho genu BCR::ABL1. Tento gen je také zndm
jako filadelfsky chromozom a ten miiZze zpUsobit rakovinu bilych krvinek. Prestoze je
filadelfsky chromozom velmi vzacny v pediatrii, mnohem castéji se vyskytuje
u dospélych. Jedna se také o hlavni pficinu vzniku CML. [20-22]

2.4.2 Chronicka myeloidni leukémie

CML je rakovinné onemocnéni, které postihuje bile krvinky a ma velmi pomaly
postup nemoci, jenz muze trvat i nékolik let. Toto postizeni se obvykle objevuje az ve
star§Sim véku (kolem 60 let), ale mlze postihnout kohokoli. CML je jen jednim typem
leukémie. Tento typ neni tak nebezpecny jako akutni myeloidni leukémie (dale jen AML),
avsak 15 az 30 % pacientl s diagnostikovanou CML v chronické fazi se postupné vyvine
do CML v blastické fazi, ktera ma pro vétSinu pacientd smrtelné nasledky. Toto
onemocnéni postihuje kostni dien, kterd se vyskytuje prevazné ve velkych kostech jako
je napft. kost lebe¢ni, panevni nebo pateft.

Nemoc se projevuje tim, ze kostni dfeit produkuje velké mnozstvi bilych krvinek.
Téchto krvinek je hodné a produkuji se velmi rychle, coz vede k tomu, Ze krvinky nejsou
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zcela vyvinuté, a proto nemohou plné plnit svoji funkci. Nemoc se obvykle neprojevuji
v raném stadiu, ale az v pozd¢jsi fazi. VEtSinou se na CML ptijde ndhodou.

Lécba se zahajuje prakticky okamzité pfi zjiSténi, aby se zpomalil postup nemoci.
Hlavnim Iékem jsou inhibitory tyrozinkindzy, které¢ ve vétSiné ptipadech dokazi nemoc
udrzet pod kontrolou, avSak pacient je medikovan po zbytek svého Zivota. V soucasné
dobé se primérna doba doZiti pacienta s diagnostikovanou CML vyrazné nelisi od b&ézné
populace. [1, 23]

2.5 Soucasny stav aplikace NextDOM?2

Soucasny stav aplikace vyuzivané na UHKT je funkéni aplikace napsana
v programovacim jazyce MATLAB aje vyuZzivana pravidelné. Software pracuje
s aplikacnim rozhranim a obsahuje dvé ¢asti. Prvni se vénuje vypoctu prahovych
hodnot a ta druhd hodnoceni statistick¢é vyznamnosti jednotlivych variant zjiSténych
u pacientll na zakladé vypoctenych meznich hodnot.

2.5.1 Vypocet prahovych hodnot

Prvni ¢ast aplikace obsahuje vypocet prahovych hodnot tzv. thresholdt, které se daji
amplikonu sekvenci provedené pomoci Next Generation Sequencing (dale jen NGS)
vznikaji zdmény a mutace na utrcitych pozicich v nukleotidech DNA sekvence. Zakladni
myslenkou vypoctu prahovych hodnot spociva v nalezeni individudlnich prahovych
hodnot pro jednotlivé pozice v nukleotidu a detekci mutaci pies celou kindzovou doménu
fazniho genu BCR::ABL1.

T 1 1 1 1 T
9200 91400 w600 Sia00 911,000 911,200 911,400 911,600

Obr. 4 Pocet pozic pfi méreni
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Pro statisticky vyznamny vypocet téchto prahovych hodnot je nutné ptecist
jednotlivé pozice minimaln€ na 1000 hodnot viz Obr. 4. Pfi sekvenovani obecné byvaji
zacatky a konce ¢tenych sekvenci méné€ ctené. Proto nejsou pozice, na kterych je Cteni
nizs$i zahrnuty do vypoctl, aby nezkreslovaly vypocitané prahové hodnoty. Tyto ¢asti
jsou vétsSinou odlehlymi hodnotami, které se daji povazovat za statisticky nevyznamné
ne-li chybné. Z tohoto divodu musi byt tyto hodnoty odstranény, aby nevnasely do
vypoétu chyby. Cteni kazdého nukleotidu je normalizovano na 3000 &teni a jednotlivé
prahové hodnoty jsou vypocteny na hladiné vyznamnosti 95% Tento postup stale plné
neoSetii faleSnou pozitivitu ¢i negativitu. Z tohoto divodu je precizni hledani variant
dalezité pro spravné zhodnoceni prahové hodnoty pro kazdou sekvenovanou pozici.

Vypocet prahovych hodnot vyuZivajici data NGS probihé na zakladé sekvenacnich
dat zdravych darct. Zdravym darcem je vSeobecné osoba, kterd nemé zndmé genetické
poruchy, netrpi zadnymi pfiznaky zkoumaného onemocnéni a aniv jeho rodinné
anamnéze nebyly detekovany zadné zévazné genetické vady. Velké odchylky
v souborech zdravych darcti by mély projit dikladnou kontrolou, jelikoz by mohly zvysit
riziko fale$né€ pozitivnich vysledkl. Vypocet prahovych hodnot probiha za piedpokladu,
ze data zdravych darci nemaji zadné somatické zmény a odpovidaji kritériim
anastavenym hladindm vyznamnosti. Vstupnim genetickym materidlem je RNA
1zolovana z leukocytt 30 zdravych darc. Knihovna kindzové domény byla pfipravena
pomoci Nextera XT DNA Library Preperation Kit od firmy Illumina a sekvenovana na
sekvendtoru MiSeq také od firmy [lumina. [2, 24]

Algoritmus vypoctu

Jak jiZ bylo zminéno vypocet prahovych hodnot probihd na zakladé sekvenacnich dat
zdravych darct, diky kterym se stanovi pozadi na jednotlivych pozicich pro béznou
zdravou populaci a na zéklad¢ odchylek od téchto dat se stanovi prahové hodnoty. Cely
proces je podrobnéji popsan na Obr. 5.

Vstupnimi daty pro analyzu muze byt excelovsky dokument (.xIsx) a nebo textovy
dokument s definovanou strukturou (.csv).

Algoritmus nejdiive provede dopfedné a zpétné Cteni genu a nasledné data
normalizuje. Poté, co jsou data normalizovéana, provede rozdéleni na 2 skupiny. Prvni
skupina obsahuje typy nukleovych béazi (A: Adenin, C: Cytosin, G: Guanin,
T: Thymin) a druh4 jednotlivé pozice. Na obou se poté pocita tranzice a transverze. Poté
algoritmus vyuzivd normalni a Poissonovo rozdéleni, které efektivnim a robustnim
zpisobem urcuje optimalni hranice prahovych hodnot. Na zdklad€ pravdépodobnostnich
rozdéleni vzniknou LoQ hodnoty u obou skupin a poté se porovnaji a vybere se vyssi
hodnota pro danou pozici. Piehled substituci na naSich datech mezi zdravymi
darci a nemocnymi je piehledné vidét v Tabulka 1 Pfehled substituci.
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min(F;, R;) = 1000
J

Normalizace dat

Typy nukleotidi

ACCT Kazda pozice

Tranzice @MTranzverze Tranzice BTranzverze

Poissonova distribuce Poissonova distribuce

Limity LoQ specifické Limit LoQ na kazdé
pro zmeéenu nukleotidu pozici nukleotidu

Porovnavani a selekce vyssi hodnoty z limitu LoQ
pro vSechny pozice

Obr. 5 Diagram vypo¢tu prahovych hodnot

Tabulka 1 Pfehled substituci

Tranzice Transverze

55,6 15,1
18,2 15,1
18,3 15,1
55,2 15,1

Normalizovand hodnota na pozici v nukleotidu se vypocitad dle rovnice nize, kde
NPN je vysledna normalizovana hodnota, 3 000 jsou normalizované hodnoty ¢teni, X je
pocet cteni daného typu nukleotidu, Y je celkovy pocet nalezenych nukleotidi tohoto
typu a pismenem j je oznacen fadek pozice.

NPN = 3000 * X;/Y;

Vysledek se uklada do excelovské tabulky (.xIsx) ¢i do vice textovych soubort ve
formatu .csv a obsahuje individualni vysledky pro LoB (Limits of Blank), LoD (Limits
of Detection) a LoQ (Limits of Quantification).

Vzhledem k tomu, Ze genetické mutace jsou pomérn€ vzacné, je tieba vyuzit citlivé
metody detekce pomoci statistickych metod, které jsou schopny odhalit i velmi nizké
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urovné mutaci. Tyto metody mohou ale vytvafetitzv. LoB hodnoty, jenz nejsou
dasledkem mutaci, ale mtize se jednat o Sum ¢i variabilitu v datech. Zaroven prahova
hodnota pro detekci téchto mutaci, neboli LoD hodnota, nam fiké, Ze vSe pod touto
hodnotou nelze se statistickou urcitosti urcit jako mutaci. Zvednutim statistické prahové
hodnoty pro detekci téchto mutaci je mozné snizit riziko detekce faleSné pozitivnich
vysledki, avSak tim se sniZzi i citlivost testu. Obvykle se vSak tato p-hodnota pohybuje
mezi 0,3-0,5. Pokud jsme vSak schopni identifikovat mutaci na n¢které pozici v genu, ale
nejsme schopni ji kvantifikovat miizeme predpokladat, ze jsme nasli minimalni hladinu
mutace (LoQ hodnotu), jenz jsme schopni spolehlivé najit ve fiznim genu BCR::ABL1.

Nasledné aplikace vykresli graf, ktery zobrazuje rozdily mezi limity pro jednotlivé
pozice pro kazdy druh substituce jako je transverze a tranzice.

Tato aplikace v sou€asné chvili vypada jako na Obr. 6, kde uZivatel nahrava soubor
s daty zdravych darcii, urcuje slozku, kam se vysledek vypocétu prahovych hodnot
ulozi a po odeslani se mu vykresli grafy a ulozi vysledek do pfedem vybrané slozky.

Je potfeba prahové hodnoty vypocitat pokazdé, pokud se néco zméni v procesu
ptipravy knihovny, protoze kazdd zména muze ovlivnit pozadi prahovych hodnot a tim
ovlivnit kone¢ny vysledek analyzy.

[#] Set Of Threshelds Creator — O

Load Healthy Donors Files from Save as
xlsx ») folder xsx (e .csv
Folder of Healthy Donors | C:\NextDOM\HealthyDonors Select Folder
Folder to Save C\NextDOM\Save Select Folder
Mumber of Normals 0 Send

LoB diferences

—=  Transition
—=  Transversion

10 . A . . . . . ,
200 400 G600 200 1000 1200 1400 1600 1200
X
LoD differences

——=  Transifion
—=  Transversion

-40
200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800
X

Obr. 6 Ukazka aplikace pro vypocet prahovych hodnot
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2.5.2 Analyza

Druhou ¢asti aplikace je analyza fizniho genu BCR::ABL1. Ta analyzuje data, ktera
jsou rozdélena do dvou ¢asti (Part 1 a Part 2). Tyto ¢asti jsou vysledky generované jinou
aplikaci s nazvem NextGENe, ktera jiz byla v praci diive zminéna. Tyto Casti jsou
vysledkem dvou analyz. Part 1 je vygenerovan analyzou, ktera predpoklada, ze kazda
sekvenovand pozice je zmutovana a obsahuje cCteci bdzi na jednotlivych pozicich
v dopiedném i zpétném Cteni. Tato analyza ndm ziskala zdrojova Cteci data pro kazdou
pozici. Part 2 jiz extrahuje pozice s moznym seznamem bodovych mutaci na jednotlivych
pozicich véetné zdmeén aminokyselin, jejichz pravdépodobnost je vétsi nez 0,5 %.

Nésledné jsou data normalizovédna a aplikuji se na né limity LoD aLoQ
k jednotlivym pozicim a k ziskani potencidlnich variant. Varianty, které ptekroci prahové
hodnoty jsou dale porovnavany se seznamem klinicky relevantnich mutaci, keré¢ jsou
zjistény a pouzity na zaklad¢ Clanku [21]. V rozsifené verzi je mozné nahradit tento
seznam svym vlastnim. Ukazatele spravné zpracovaného vzorku jsou také primérnym
pokrytim a také urcuji oblast, ktera spliuje kvalitativni kritéria (1 000 ¢teni v dopfedném
1 zpétném Cteni).

Celéd analyza je rozd€lena na tii Casti, jejiz vstupnimi parametry jsou: cesta ke
sloZzkdm s daty Part 1 a Part 2, jedine¢ny nazev analyzy, cesta ke sloZce, kam chceme
ulozit vysledky analyzy a zda chceme provést analyzu pomoci limiti LoD a nebo pomoci
LoQ. Na zédklad¢ zvoleného limitu se prubéh analyzy lisi. Pokud zvolime LoD, mize
analyza objevit chyby v pfipravé knihoven aplikace kontrolou pozic zdravych darct ¢i
analyzy. Pacientova data jsou analyzovana pomoci LoQ, které obsahuji vysledné
relevantni varianty.

Vysledkem této analyzy je vice textovych souborli ve formétu .csv a nebo
excelovsky soubor, ktery aplikuje podminéné formatovani, aby usnadnil dal$i zpracovani
vyslednych dat a zlepsil v nich orientaci.
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Algoritmus analyzy

Vstupnimi soubory pro analyzu jsou data z NGS, které jsou rozdélena na dvé ¢asti.

Part 1, ktery obsahuje dopiedné a zpétné Cteni pro jednotlivé aminokyselinové baze pro

jednotlivé pozice v sekvenovani ¢asti. Ukazku vstupnich dat do této ¢asti mizeme vidéet

na Obr. 7.
Software NextGENe V2.4.2.2

Project Name:BE8M1A_S1.pjt

Date/Time: 02.02.2023 7:41:15

Index Pos A#(F;R)
272 3700;1886
273 3718;1892
274 2;0

275 0;0

276 1,0

277 1,0

278 0;1

279 3;1

280 1;0

281 4502;2738
282 4;4

283 0;1

284 3;2

O 00 N O U B WN P

el =~
w N R o

C#(F;R)
0;0

0;0

0;0
4146;2295
4153;2443
4410;2509
37;18

12;8
4509;2742
1;1

0;1
4547;2844
0;0

G#(F;R)
5;1

11;1
4028;1944
1;0

0;0

1;0

1;1

0;0

0;0

8;8
4543;2751
1,0
5120;2986

Obr. 7 Ukazka vstupnich dat Part 1

T#(F;R)
0;0

1;0

0;0

3;0

1;1

2:0
4378;2684
4487;2728
2;2

2;0

0;0

3;1

0;0

Prvni ¢ast analyzy pouziva slozku Part 1, kterd obsahuje NGS analyzu jednoho ¢i

vice probandl. Na zdklad¢ hodnot u doptedného a zpétného Cteni se vytvaii nova data,

ktera obsahuji soucet téchto ¢teni pro jednotlivé baze. Déle vytvaii hlavicku souboru,

kterd obsahuje datum, nazev projektu, pouzity software a dale vytvari nadpisy pro

jednotlivé baze a vytvari jejich soucet. Vysledek se ukladd do souboru, ktery se dale

pouziva pro dalsi ¢ast analyzy a jehoZ ukézku si mtizeme prohlédnout na Obr. 8
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Software NextGENe vV2.4.2.2 Average Dolni mez: 272 M28

Project Name BBM1A_S1.pjt 31714 Horni mez: 1686 FA97
Date/Time 02.02.2023 7:41:15
doména pofadi AAvproteinu ref. NK ref. AMK Index Pos  A#(F)  A#(R) CHF) CHR) GHF) GH[R) THF) THR) -> A C 6 T suma // F R
A 1272 3700 186 0 0 5 1 0 0O 5586 0 6 0 5592 3705 1887
A 2 213 3718 1892 0 0 1 1 1 0 5610 0 12 1 5623 3730 1893
280G A 3 274 2 0 0 0 4028 1944 0 0 2 0 5972 0 5974 4030 1944
C 4 275 0 0 4146 2295 1 ] 3 0 0 6441 1 3 6445 4150 2295
C 5 276 1 0 4153 2443 0 ] 1 1 1 6596 0 2 6599 4155 2444
29¢ L 6 277 1 0440 2509 1 0 2 0 16919 1 2 693 4414 2509
T 7 278 0 1 37 18 1 1 4378 2684 15 2 7062 7120 4416 2704
T 8 219 301 12 8 0 0 4487 2728 4 0 0715 7239 4502 2737
30C Q 9 280 1 0 4509 2742 0 1] 2 2 175 0 4 7256 4512 2744
A 10 281 4502 2738 1 1 8 8 2 0 7240 2 16 2 7260 4513 2747
G 11 282 4 4 0 1 4543 2751 o 0 8 1 7294 0 7303 4547 2756
31C R 12 283 0 1 4547 2844 1 ] 3 1 1 7391 1 4 7397 4551 2846
G 13 284 3 2 0 051202986 0 0 5 08106 0 811 5123 2988
G 14 285 2 4 0 052323074 4 0 6 0 8306 4 8316 5238 3078
32¢ P 15 286 0 05483% 0 0 2 0 08788 0 2 8% 5250 3540
C 16 287 1 0 5464 3616 0 0 2 2 1 9080 0 4 9085 5467 3618
17 288 5490 3627 1 1 6 5 1 1 9117 2 11 2 9132 5498 3634
odsud amplikon zdravy darce 336 v 18 289 5 2 0 0 5689 3688 1 1 7 0 9377 2 9386 5695 3691
19 290 4 0 9 5 1 0 5700 3822 4 14 1 9522 9541 5714 3827
A 20 291 5713 3820 3 2 7 3 1 0 9542 5 10 1 9558 5724 3834

Obr. 8 Ukézka vystupnich dat Part 1

Vstupnimi soubory pro druhou ¢ast analyzy jsou dal$i soubory z NGS analyzy. Oznacené
jako Part 2, coz si miizeme prohlédnout na Obr. 9

Software NextGENe V2.4.2.2

Project Name:  BBM1A_S1.pjt

Date/Time: 02.02.2023 7:51:29

Index Chrom Pos Coverage Alt Ref¥{F;R)  AIH{FR) At AH{FR) CHIFR) GH{F;R) THFR) Overall Score Mutation Call: Genomic Mutation Call: Relative TomANA Function ~ Gene Amino Acid Change
1 9 278 7121C 43782684 37;18 0,77 01 37,18 11 4378;2684 30,8 T>CT <.278T>CT Missense  ABL1 p.L29PL
2 9 321 15567 C 95335922 28;63 058 60 2863 10;5 9533;5922 33,5 T>(T €321T>CT Synonymous ABLL p.54355
3 9 331 16758 7T 99446697 7541 069 1,0 99446697 0,0 75;41 33,7 OCT €3310>CT Missense  ABLL p.R47RC
4 9 354 19637 C 11083;8433 55,58 058 3,4 55,58 00 11083;8433 34,3 T>CT €.354T>CT Synonymous ABLL p.LS4LL
5 9 372 21993 G 12841;9009 78;60 0,63 12841;9009 2;0 78,60 30 34,7 ASAG C3728°AG Synanymaus ABLL p.EGOEE
6 9 376 22123 A 12822;9165 8547 0,6 8547 11 12822;9165 20 34,7 G>AG c.376G>AG Missense  ABL1 p.D6ZND
7 9 386 23266 C 134359687 7550 0,50 22 75;50 01 13436;9687 34,9 T>CT .386T>CT Missense  ABLL p.L65PL
8 9 388 23455 C 13526;9799 68;55 0,52 3;2 68,55 11 13526;9799 34,9 T>CT .38BT>CT Missense  ABLL p.F66LF
9 9 444 31443 G 19001;1225¢111,64 0,56 19001;12258 3,0 11164 42 35,9 ASAG CA44AAG Synanymaus ABLL p.KBAKK
10 9 465 333816 0,5 19303;13898 3;0 86,81 5:4 36,1 ASAG CABSAPAG Synanymous ABL1 p.L91LL
1 9 485 35826 G 21223;1429:216)64 0,78 21223;14294 8;0 21664 96 36,4 A>AG CAB5AAG Missense  ABLL p.E9BEG
12 9 533 38893 G 22074;1658:1 0,57 22074;16583 3;6 120,100  3;4 36,7 ASAG €.533A°A6 Missense  ABLL p.N114NS
13 9 613 39872 T 19839;1973i143;146 0,72 2,0 1983919737 23 143,146 36,8 OCT €613C>CT Synonymous ABLL p.L141LL
14 9 642 36595 A 16877;19391165159 089 165159 00 16877;19391 2;1 36,5 G>AG <.642G>AG Synonymous ABLL p.L150LL
15 9 647 36954 A 17512;1918£128;126 069 128126  0;1 17512;19184 1;0 L 36,5 G>AG ¢6ATG>AG Missense  ABL1 p.R152HR

Obr. 9 Ukazka vstupnich dat Part 2

Druha ¢ast analyzy vyuziva vytvoreny soubor z ¢asti 1 a kombinuje ho s analyzami
vlozenymi ve slozce ,,Part 2. Na zdklad¢é zvoleného limitu se zvoli koeficient, ktery se
pouziva pro nasobeni hodnot v tabulce. Soubory ve slozce ,Part 2 obsahuji také
dopiedné a zpétné Cteni, avSak obsahuji navic informace o moznych mutacich a zménach
aminokyselin na jednotlivych pozicich zkoumaného fetézce. Vysledkem druhé ¢asti je
spojeni téchto informaci s vysledkem prvni ¢asti.

Tteti ¢ast vezme vysledny soubor druhé ¢asti a na zaklad€ seznamu znamych mutaci
aminokyselin aplikace zkoumad, zda na zadané pozici vznikla nékterd z mutaci a pokud
ano, tento fadek oznaci. Také na zdkladé vybéru limitu, aplikace vytvaii dva rizné
soubory.
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LoD limit ndm k souboru ptida dalsi ¢ast k souboru z druhé ¢asti. Pokud se dana

aminokyselinovd mutace nachédzi na néjaké pozici v genu, pripise se do sloupce CRM.

Tabulka napravo od CRM ukazuje jednotlivé tranzice a transverze, které¢ ukazuji, na

kterych tadcich, dle algoritmu, doslo k mutaci genu, jak lze vidét na Obr. 10.

Gene
ABL1
ABL1
ABL1
ABL1
ABL1
ABL1
ABL1
ABL1
ABL1
ABL1
ABL1
ABL1
ABL1
ABL1
ABL1
ABL1
ABL1
ABL1

Amino Acid Change CRM

L42L
5435
V67G
E98G
C100R
5143G
F149L
V199A
E281G
F283s
L2845
K285K
K291K
1293T
L298P
V299A
T306A
T3151

LoQ limit na druhou stranu k souboru ptida jinou tabulku

CRM

tranzice

316
483
485
488
498
503
513
518

573
584
593
619
622
637
639
653
662

cetnosti

app.matrice sample

4,8191
4,8003

15,44
4,8003
4,8191
4,8191
4,8191
4,8003
4,8191
4,8093
4,8191
4,8093

15,44
4,8003
17,448
4,8191
4,8093
4,8003

26,1690647
5,4039357
22,262885

6,55111232

5,27900917

5,05544134

9,29011411

5,33035009

6,80554668

7,25423939

8,72065165

5,89220169

31,8044968

5,10384233

35,8465651

5,14071047

9,33170857

5,47578486

%

app.matrice sample
0,16063667

0,16031

0,51466667

0,16031

0,16063667
0,16063667
0,16063667

0,16031

0,16063667

0,16031

0,16063667

0,16031

0,51466667

0,16031
0,5816

0,16063667

0,16031
0,16031

0,87230216
0,18013119
0,74209617
0,21837041
0,17596697
0,16851471
0,30967047
0,17767834
0,22685156
0,24180798
0,29068839
0,19640672
1,06014989
0,17012808

1,1948855
0,17135702
0,31105695
0,18252616

transverze cetnosti
app.matrice sample

00O 0000000000000 O0OO

392
447
772
823
826
1076
1108
1193
1232
1492
1509
1511
1622
1661

o o o

5,8647
7,7061
9,4462
6,232
5,8647
9,2626
6,0561
5,8647
5,8647
6,0685
5,8647
5,8647
5,8647
8,8947
0

0
o]
0

Obr. 10 Ukazka vystupnich dat pti pouziti LoD

koeficient vypoc¢tu je odlisny. Dale ptidava do excelovské

formatovani, které barevné zvyrazni vSechny nalezené mutace.

zaklad¢ pravdébodobnostnich hodnot, jak je patrné z Obr. 11 .

Mutation Function Gene

€.321T>CT SynonymcABL1

€.392T>G1Missense
c.485A>A( Missense
€.490T>CT Missense
c.619A>A( Missense
€.637T>CT Missense
¢.788T>CT Missense
€.1034A>f Missense
¢.1040T>C Missense
€.1043T>C Missense

€.1047A># Synonymc ABL1
c.1065A># SynonymcABL1
€.1070T>C Missense ABL1
€.1085T>C Missense ABL1
c.1088T>C Missense ABL1

tranzice

SYRBAiRG us
above 2%
below 2%
Amino Aci CRM
5435
ABL1 V67G
ABL1 E98G
ABL1 C100R
ABL1 5143G
ABL1 F149L
ABL1 V199A
ABL1 E281G
ABL1 F2835
ABL1 L2845
K285K
K291K
12931
L298P
V299A

cetnosti

app.matriisample

316 24,0955
1088 80,525
1136 24,0955

1196

86,4

26,1691
81,0711
202,298
110,484

%

app.matriisample

0,80318
2,68417
0,80318

2,88

0,8723
2,70237
6,74327

3,6828

© O oo

18,728223
9,76899207
12,7504554

6,8372358
5,99600266
11,4995827

6,6613033
26,3092225

7,3452256
7,14803688
6,03936773
6,72872042
52,8332877
9,62660443

o]

0
0
0

%

app.matrice sample

0,19549
0,25687
0,31487333
0,20773333
0,19549
0,30875333
0,20187
0,19549
0,19549
0,20228333
0,19549
0,19549
0,19549
0,29649

0

o}
o]
[}

0,6242741
0,32563307
0,42501518
0,22790786
0,19986676
0,38331942
0,22204344
0,87697408
0,24484085

0,2382679
0,20131226
0,22429068
1,76110959
0,32088681

0

0
0
0

téchto mutaci, jelikoz

tabulky podminénné

transverze cetnosti

1622
0
0
o]

Obr. 11 Ukazka vystupnich dat pti pouziti LoQ

app.matriisample

%

app.matriisample

Barevné je urcCuje na

29,3235 52,8333 097745 1,76111

0
0
0

0
0
0

o]
o]
0

0
0
0

Funkéni aplikace, vypadé jako na Obr. 12. Je zde i ukézka logu, ktery vypisuje,

ktera ¢ast algoritmu je momentalné pocitana.
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4| MextDom = O
File Options Help

Paih to RUN | C:\NextDOM | SeleciPath |

Part 2

|
Name of RUN | Ukazka |
|

Palhtosave | C:NexiDOM\Save | SeleciPath |

©:0

Limits Save as
(8 LoD (Lo (@) xlsx () .csv
MexiDOM 2.0

16-May-2023 01:11:19

Froperties:

Mame of RUN:Ukazka

Path to RUMN:  C:\MextDCOM
Fath to zave: CANextDOM\Save
Limits:  LoQ

Save a5 xls

MNumber of samples: 3

Data is loading.
BEM1A_S1_Mutation_Report1.txt
BaM1B_352_Mutation_Report1.txt
BaM1BD_S3_Mutation_FReportt t:t

Data is normalizing.
BaM1A_S1_Mutation_Reporti txt
BEM1IE_S2_Mutation_Reporti.txt
BEM1Bb_S3_Mutation_FReporti tx«t
Finding LoD possitions.

Creating output file.

[ oK ] [ Cancel

Obr. 12 Ukazka aplikace pro analyzu dat
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3 Cile prace

Cilem prace je navrhnout a implementovat statistické metody pro stanoveni
prahovych hodnot pfi detekci somatickych bodovych variant a nasledna analyza dat, jenz
je hlavni Casti tohoto feseni. Soucasti této Casti je také navrh a implementace webové
aplikace, ktera bude uzivatelsky ptistupnéjsi, bude ji mozné aktualizovat a jeji nasazeni
bude jednoduché a multiplatformni. Je zapotfebi vybrat vhodné technologie a ptidat
dokumentaci, ktera bude popisovat nasazeni a praci s aplikaci.

DalSim cilem je seznameni se zakladnimi znalostmi bioinformatiky, statistiky
a formaty dat, které vyuzivaji sekvenovani nové generace (NGS), jenz vyuziva aplikace
pfi analyze dat. V neposledni fad¢ také prostudovat problematiku genetickych podstat
leukémie za pomoci metod vyuZivajicich NGS.
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4 Metody

Tato kapitola popisuje metody pouzité v souc¢asné pouzivané aplikaci jakoz i metody
pouzité v této praci. Dal$i ¢ast se zabyva srovnanim obou programovacich jazyki.

4.1 Srovnani programovacich jazyku

Programovaci jazyky MATLAB a Python pouzité pro tento algoritmus maji nékolik
odliSnosti, které si popiSeme nize.

e Pouziti — MATLAB je casto vyuzivan ve védeckém vyzkumu ¢i pfi
matematickém modelovani. Je specializovan na praci s maticemi
a numerickymi vypocty, zatimco Python se pouziva v Siroké Skale oblasti,
jako je strojové uceni, analyza dat, automatizace nebo pro praci s fetézci.

e Syntaxe — MATLAB ma vlastni syntaxi zaméfenou na maticové operace
a numerické vypocty, zdroven umoznuje vypisovat vysledky do konzole tim,
ze na konec fadky nenapise stiednik. Python ma velmi jednoduchou syntaxi
a jednotlivé ¢asti a trovné kodu jsou oddéleny odsazenim.

e Licence — MATLAB je komer¢ni software, ktery vyzaduje koupi licence
k provozu. Python oproti tomu je open-source aje vyvijen komunitou
Vyvojari.

e Integrace — MATLAB sice podporuje integraci sjinymi jazyky
a technologiemi, ale mnohem silngj$i propojeni ma pro feSeni napsané ve
svém vlastnim prostfedi. Python mé snadné propojeni se vSemi technologiemi
a programovacimi jazyky. To je zpusobené velkou komunitou, kterd ji
neustéle rozsifuje a obsahuje mnoho knihoven pro rozsifeni jeho funkei.

4.2 Srovnani zakladnich metod

Podkapitola popisuje jednotlivé rozdily pouzitych metod, které jsou
pouzivané u puvodni pouzivané verze aplikace v programovacim prosttedi MATLAB
a verzi napsanou v programovacim jazyku Python.

MATLAB je ur€en pro numerické vypocty a praci s maticemi, coZ mu umoziuje
velmi dobfe pracovat s dvoudimenzionalnimi daty. Oproti tomu Python, ktery je dobry
pro praci s textovymi fetézci, zde lehce zaostava. Tento problém fesi knihovna NumPy,
ktera dokéze velmi efektivné pracovat s numerickymi operacemi pii velkém mnoZstvi
dat. Dale knihovna Pandas tvofici tzv. DataFramy. Tyto DataFramy ukladaji data do
struktury, kterd poskytuje rychly a ptehledny zplisob zobrazeni dat.

V Tabulka 2 si ukdzeme jednotlivé zpiisoby vypoctu v MATLAB a jeho porovnani
oproti Pythonu. Tabulka 2 obsahuje pouze zakladni rozdily, které ukazuji rozdily mezi
témito jazyky.
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Tabulka 2 Zakladni rozdily programového prostredi

Popis MATLAB Python
a**b
Mocnéni ¢isel a’b
pow(a, b)

a&&b,allb aandb,aorb
a=[2345] a=array([2,3.,4,5])
[ab] concatenate((a, b))
a=[23;45] a =array([[2,3], [4,5]])
sum(a‘) a.sum(axis=1)
a.*b a * b or multiply(a, b)

(i, j) = a.nonzero()

(1, j) = where(a!=0)

Vyhledavani v poli [ij] = find(a)

For cykly fori=1:5 for 1 in range(1,6):

Jak jiz bylo feceno, Tabulka 2 Zéakladni rozdily programového prostfedi obsahuje
pouze zakladni piikazy a jejich ekvivalenty. Tyto ptikazy jsou pouze ilustracni a vétSina
z nich se v této praci pouzila. Nicméné nékteré Casti se prepisovaly lehce jinak, a to na
zaklade¢ pouzitych knihoven, které usnadnuji praci s velkym mnozstvim dat.

4.3 Pouzité metody

V minulé podkapitole byly vysvétleny zdkladni rozdily a ukadzky ekvivalentnich
¢asti kodu. V této podkapitole budeme uz rozebirat konkrétni ¢asti koda, které byly v
praci pouzity. Nasledujici tabulky budou obsahovat vybér dilezitych ¢asti pivodniho
algoritmu a jeho ekvivalentni piepis do Pythonu. Jelikoz je MATLAB ur¢en pro
pracovani s timto typem soubord, bylo béhem prace nutné najit jiné, podobné feseni
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v programovacim jazyce Python. Z toho vyplyva, ze se musely pouzit knihovny ¢i jiné
feSeni.

Tabulka 3 Skute¢né rozdily programovaciho prostiedi

m Preéteni CSV souboru

MATLAB T = readmatrix(fullfile(app.matrixfile,filenames{i}));

Python T =pd.read_csv(files[i], encoding="latin-1', sep=";")
m Ptidani do pole
W ENRPLNES Ui} = T(5:1437,18:21)
Python U.append(T.iloc[4:, 17:21])

m Suma lichych radku

W EMNELY S Forw = sum(normala(:,1:2:end),2);

Python Forw = normala.iloc[:, 0::2].sum(axis=1)

" Pois | Vybledini v pol

W EEMNELN S zpos = find(~[0 misto' 0]);
Python zpos = np.where(misto==[0])

m Normalizovani na 3000 Fadku

W EVRELE ] norm AG = AG_1vzorek.*(3000*size(U,2))./suma_genu(A)

AG_lvzorek.iloc[:, 0] * np.divide(3000*len(U),
suma_genu.iloc[:][A == True]

m Normalni rozdéleni

MATLAB A =norminv(0.05,kde_mean,sm_odch);

Python

Python a = norm.ppf(0.05, kde_mean, sm_odch)

m Ukladani do souboru

WV RELE dlmwrite(fullfile(app.folder,'SoTNextDOM.csv'),LoD,'Delimiter,"\t'

df. T.to_csv(os.path.join(folder toSave, 'SoTNextDOM.csv'),
sep="\t', index=False,header=False)

Python

MATLAB pro préaci s excelovskym souborem vyuziva actxserver, ktery vytvoii OLE
objekt, ktery na zdklad¢ vstupniho ID parametru ur€uje, s jakou komponentou bude
komunikovat. V programovacim jazyce Python nic podobného neexistuje. Z tohoto
divodu bylo rozhodnuto veskery tento obsah nacitat pomoci knihovny Pandas, ktera
vyuziva tabulkovou strukturu pro snazsi manipulaci s daty.
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Tabulka 4 Rozdily pfi praci s excelovskym souborem v programovacim prostiedi

m Préce se soubory typu XLSX

e = actxserver('excel.application');
MATLAB eActivesheetRange = get(e.Activesheet, 'Range','/A1:B3');
eActivesheetRange.Value = T[0][0];

T sablona = pd.read excel("sablona.xIsx") #nacteni dat z excelu
Wb = openpyxl. Workbook() # vytvotreni workbooku

Python Whb.cell(row=1, column=1, value=T[0][0]) # zapsani dat do prvniho
fadku a sloupce workbooku

whb.save(cestaSouboru) #ulozeni a vytvoreni souboru

Tabulka 5 se vyrazné lisSi od MATLAB metody. Bylo potieba nejprve zjistit
pramérnou hodnotu, kterou jsme vlozili do knihovny Scipy v druhém a ¢tvrtém tadku.

Tabulka 5 Rozdily statistickych funkei v programovacim prostiedi

Poissonovo rozdéleni

AG_L = poissfit(norm_AG);

mu = np.mean(norm_AGQG)

var = poisson.stats(mu, moments="mvsk')
Python RN N

AG _k=[AG_L, poisson.ppf(alfa, var[0])]

MATLAB
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5 Navrh aplikace

Tato kapitola specifikuje jednotlivé pozadavky vychazejici ze zadéani prace. Ty
byly vytvofeny na zdkladé setkani s vedoucim a konzultantkou prace, a to pted zacatkem
av prubéhu prace. Kapitola popisuje feSeni jednotlivych pozadavkia a pouzitych
technologii.

5.1 Funkéni pozadavky na aplikaci

Funkéni pozadavky jsou seznam vlastnosti a potieb, které chce uzivatel, aby aplikace
splitovala. Vétsina téchto pozadavkl vychdzi ze zadani této prace a jsou struc¢né popsany
v kapitole 3 Cile prace. Nyni se na né¢ zaméfime konkrétnéji.

1. Vefejna dostupnost — Webova aplikace bude vefejné dostupna a ke stazeni
spole¢né s dokumentaci ¢i postupy, jak s ni pracovat.

2. Piehledny a optimalizovany kod — Kod aplikace bude dodrzovat zasady pro psani
prehledného kodu (odsazeni, komentafe atd.). Vyvojar se také pokusi
optimalizovat ¢i vylepsit jiz napsany algoritmus nebo upravit feSeni tak, aby
odpovidalo vybrané technologii. Programéator vybere vhodny typ licence.

3. Virtualizované prostfedi — Webova aplikace pobézi v Dockeru, ktery usnadni
nasazeni na vSech typech zafizeni a dovede tim pfevést aplikaci do jakéhokoli
operac¢niho systému a také pro jakykoli operacni systém.

4. Interaktivni grafy — Webova aplikace bude obsahovat interaktivni grafy vysledkd,
které bude uzZivatel moci ptfizpisobovat. To znamena ptibliZit, posunout ¢i
zobrazit jen urcita data.

5. Logovaci data — Webova aplikace bude pii behu analyzy vytvaret log, ktery bude
uzivateli davat zpétnou vazbu o pribehu analyzy.

6. Vybér prahovych hodnot — Aplikace pocita prahové hodnoty pro budouci analyzu
dat. Je potieba zajistit, Ze se vypoctené hodnoty budou automaticky aplikovat pro
analyzu dat ¢i jinym zpasobem zajistit, Ze bude mozné tyto hodnoty v aplikaci
ménit.

5.2 Technické pozadavky na aplikaci

Technické pozadavky jsou seznam technickych specifikaci na aplikaci, jenZ musi
projekt splnit. Tyto pozadavky vétSinou nevychazi ze zadani prace a je potieba zjistit
dalsi informace u zadavatele. Tyto informace je vhodné zjistit pfed zacatkem prace,
jelikoz pozdéjsi pozadavky, 1ze v n€kterych ptipadech velmi slozit€¢ implementovat do jiz
implementovaného feseni.
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1. Dokumentace — Vyvojat vytvoii dokumentaci, jez bude dodavana s aplikaci.
Dokumentace se bude soustfedit hlavné na uzivatelskou ptirucku popisujici

ovladani samotné aplikace, a také pripravu i nasazeni vyvojového prostiedi.

2. Sbér soubort, dat a analyz — Aplikace si uchovava veskeré soubory, které do ni
uzivatel nahraje pouze po nezbytné¢ nutnou dobu vypoctu, jelikoz se jedna
o zdravotnicka data pacientt, které by aplikace neméla z bezpecnostnich diivoda
uchovavat.

3. Vybér technologie — Vyvojar si vybere programovaci jazyk aplikace, ktery
nebude zatizen licen¢nimi poplatky a bude mozné ho provozovat na libovolném
operaCnim systému.

4. Aktualizace — Vyvojar zajisti, Ze bude mozné aplikaci aktualizovat ¢i upravovat
jeji obsah a algoritmus.

5.3 Zvolené technologie

Tato podkapitola popisuje mozné technologie, pomoci kterych vysledné feSeni
mohlo byt implementovano. Dale popisuje vybrany programovaci jazyky, zvolené
knihovny, aplikaéni servery nebo dalsi technické komponenty, které byly pfi realizaci
pozadovaného feSeni prace pouZity.

5.3.1 Prizkum ,,trhu®

Zde si popiseme jednotliva technologicka feseni, ktera v pribéhu vyzkumu a vybéru
technologii byla nebo mohla byt pouzita.

Napftiklad dle prace v €lanku [7], vytvareli aplikaci vyuZivajici Sangerovu metodu
sekvenovani a pouZzili k tomu webovou aplikaci napsanou v HTML. Formatovani
a vzhled stranek vytvofili pomoci Bootstrap frameworku a JavaScriptu. Pro vypocetni
cast pouzili flaskovy mikro-framework napsany vjazyce Pythonapro docasné
uchovavani vysledkd vyuzili databaze Redis.

Dalsim ptikladem by mohla byt aplikace Blast (Basic Local Aligment Search Tool).
Jedna se o algoritmus a software, ktery porovnavéa dodané sekvence s databazi sekvenci,
kde jsou hledany shody. Tento algoritmus lze napsat v mnoha jazycich jako je napft. Perl,
Python, Java nebo C++. Lze ho také pouZzit na operacnich systémech Windows, Linux,
MacOS a je mozné vyuzit i oficialni webovou verzi. [25, 26]

Dalsi ukazkou by mohlo byt feSeni PacBio sequencing. To vyuziva jednu velkou
molekulu k vytvofeni dlouhych sekvenci DNA. Toto feSeni vétSinou vyuziva aplikace
tretich stran, ale ma 1 vlastni feSeni od firmy PacBio s ndzvem SMRT Analysis, které je
naprogramované v programovacim jazyce Python. [27]
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Vzhledem ktomu, ze algoritmus NextDOM je samostatnym feSenim, tzn.
nepotiebuje vyuzivat feseni jako je naptiklad Blast, bylo mozné vybrat naptiklad aplikace
jako Elektron, NW.js, ASP.NET Core, které maji vlastni prostfedi a jedna se o samostatné
aplikace. [28, 29]

Na zakladé prazkumu technologii a podobnych projektii, jako je téma této zadané
prace, byly vybrany technologie, které jsou popsané v dalsi ¢asti této kapitoly. Hlavnimi
davody vybéru téchto technologii je mimo jiné¢ minuld zkusenost s t€émito technologiemi
a urcita predstava o tom, co vSe bude k praci s nimi potieba.

5.3.2 Vybér technologii uzivatelského rozhrani

V této podkapitole si probereme vybér programovacich jazykt, které byly vybrany
k této praci, a jejimz tkolem je vytvofit ,,webovou aplikaci®. Zabyva se vybérem jazyka
pro front-end ¢ast prace, ktera ma na starost vzhled a uzivatelské rozhrani aplikace.

HTML a kaskadové styly

Hlavnim tkolem této prace je vytvofit webovou aplikaci. Jako prvni moznost tvorby
byl zvolen Hyper Text Markup Language (déale jen HTML). Jedna se o tagovaci jazyk
urceny k tvorbé webovych stranek. Webové stranky jsou tvofeny pomoci takzvanych tagti
(neboli znacek), které rozdéluji dokument na jednotlivé sekce, odstavce ¢i jednotlivé
elementy. HTML se pouziva k tvorbé webovych stranek a urcuje jejich obsah, avSak
pokud chce uZzivatel vylepSit vzhled svych stranek, Casto sahne po kaskadovych stylech
(dale jen CSS). CSS neni povinnosti, avSak vétSina stranek napsana ¢ist¢ v HTML by
byla pro uZivatele siln¢ necitelnd a uZivatelsky nepfivétivd. Na internetu je mnoho
frameworkd, které obsahuji pfedem piipravené knihovny, kde uzivatel jiZ nemusi psat
Cisté sva nastaveni vzhledu pomoci CSS, ale mliZe pouzit jiz hotova feSeni, ktera vétSinou
sta¢i mirn€ upravit. [30, 31]

V diplomové praci jsou vyuziviny HTML a CSS soubory, aby bylo vytvofeno pro
uzivatele pfijemné webové prostiedi, jednoducha navigace mezi jednotlivymi cili a diky
formulaifim 1 ptreddvana data od uzivateld do aplikacni vrstvy. Ta mé na starost
zpracovani téchto vstupnich dat a navraceni odpovédi zpét uzivateli. Tato odpovéd’ se
opé€t zobrazi na HTML strance. Pro snadnégjsi a modernégj$i vzhled byla zvolena Sablona
napsand ve frameworku s nazvem Bootstrap a nasledné byl upraven vzhled Sablony
k aktudlnimu vzhledu. Nékteré dynamické Casti stranky byly napsané pomoci jazyka
JavaScript.

5.3.3 Technologie pro zpracovani dat

Vtéto Casti jsou popsané technologie, které maji na starost zpracovavani
pozadavkd, a tvoii logickou vypocetni vrstvu aplikace. Tyto technologie piebiraji
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informace zadané uzivatelem a na pozadi aplikace pocitaji slozité operace. Vysledky
téchto operaci vétSinou vraci uzivatele do grafického rozhrani.

JavaScript

w7

Jedna se o nejpopularné;si jazyk pii tvorbé webovych aplikaci a obvykle slouzi jako
logickd vrstva nad HTML strankou. Tento jazyk dokdze implementovat slozité funkce
a pracovat piimo na webové strance. Obvykle se JavaScript pouziva, pokud je potieba
zpracovat néktera data a pokud chceme, aby se stranky chovali dynamicky.

Byla snaha praci fesit pouze pomoci CSS a Pythonu a JavaScriptu se vyhnout, avSak
ne Uplné Uspésné. Prace s timto skriptovacim jazykem vyrazn€ ulehcuje nékteré ¢asti
kodu, které by se pomoci CSS nastavovaly velmi slozité. [32]

Python (Flask)

Python je open-source programovaci jazyk, ktery je objektove orientovany a jedna
se o dynamicky interpretovany jazyk. To znamend, Ze pifipadné chyby objevi az pfi
spusténi souboru a je potieba interpreter (tlumocnik) k preddvani programového kodu
procesoru. Z tohoto divodu je ale také velmi jednoduchy a rychlost uceni se tomuto
programovacimu jazyku je velmi rychla. Tento jazyk se hojn€ pouziva pii automatizaci
a skriptovani ¢i tifeba pfi praci v data science oboru, kde pomoci knihoven NumPy,
Pandas, Scipy nebo Statistics zvlada jednoduse statistické metody a analyzu dat. [33-35]

Pro tvorbu ¢i zpracovani logiky vypoctu praht ¢i analyzy byl zvolen programovaci
jazyk Python. Divodem zvoleni tohoto programovaciho jazyku bylo to, Ze se jedna
0 open-source programovaci jazyk. Tento diivod zaroven splnil technicky pozadavek na
nulové zatiZzeni licencnimi poplatky a tento jazyk je navic multiplatformni. DalSim
divodem vybéru Pythonu bylo to, Ze je mozné pouzit framework ,,Flask, ktery 1ze pouzit
pro tvorbu webovych aplikaci. Framework Flask dovoli vytvotfit RESTové API, které
bude zpracovavat dotazy vytvoiené webovou aplikaci a bude slouzit jako logicka vrstva
aplikace pro vypocty a zpracovani vstupnich dat, které uzivatel vklada pomoci formulait
ve webovém prohlizeci.

534 GIT

Git je open-source distribuovany verzovaci systém, ktery zefektiviiuje tvorbu
projektli vSech velikosti. Git umoziuje vyvojati prehledné sledovat zmény ve zdrojovém
kodu, vyvijet jednotlivé ¢asti kodu ve vétvich. To zajisti, Ze se uchova ptivodni program
bez zasahu do funk¢niho koédu. Také je diky nému mozné piehledné a efektivné
rozdélovat praci pro vice lidi. [36]

Git byl v projektu vyuzit jako verzovaci systém i jako repositafr, ktery uchova kod ke
stazeni. Byl vybran, protoze je jednim z nejpouzivanégjSich feSeni, které programatoii
pouzivaji pii praci na projektech.
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5.3.5 Docker

Docker je softwarova platforma, kterd dovoluje vytvafet, nasazovat a testovat
aplikace. Jednotlivé programy zabali do balickl, které nazyva kontejnery. Kazdy
takovyto kontejner obsahuje vse, co ke svému behu potiebuje. Vyuziti Dockeru nam
pomaha k rychlejSimu nasazeni a zabezpeceni toho, ze nami pozadovana aplikace ¢i
program pobé&zi na piesn¢ zadaném prostiedi. Z tohoto ditvodu se nemtiZe stat, ze by nami
vytvoiené prostiedi na jiném zatizeni nefungovalo tak, jak jsme zamysleli. [32, 33]

Tato platforma se hojné vyuziva ve svété pro efektivni a lehce opakovatelné nasazeni
softwarovych aplikaci na riiznych operacnich systémech a prostiedich. Jednd se jiz
o standart pro kontejnerovou virtualizaci. Vyuzitim Dockeru se zvySuje produktivita,
rychlost nasazeni nebo jednodussi sprava aplikaci. Tyto divody jsou jednim z hlavnich
diavodu, pro¢ je Docker v poslednich letech dilezitym ndastrojem pii vyvoji a provozu
softwarovych aplikaci a vétSina projektil bere toto feSeni za standartni postup. [37, 38]

5.3.6 Licence

Pojmem licence se mysli pravni dohoda ¢i smlouva, kterd stanovuje prava
a povinnosti poskytovatele. Licence urcuje podminky, které uzivatel musi dodrzovat, aby
mohl vyuZivat dany produkt. Tyto dohody maji ochranit prava drzitell autorskych
préav a poskytnou zakladni ujednani mezi uzivateli a autory.

Licence softwaru je pravni dohoda, jenz urcuje podminky, za kterych mohou
uzivatelé tento software pouzivat. Tato pravidla vétSinou stanovuji, jak muze uzivatel
s danym softwarem nakladat. [39—41]

Druhy licenci

Existuje mnoho druhil licenci a nyni si popiSeme par, které by se dali pro finalni
produkt této prace pouZit.

e GNU GPL - Vétsina licenci pro software a jiné prace se snazi omezit
svobodu uzivateld $ifit a upravovat vasi praci. Licence GPL je zamySlena tak,
a to 1 pokud se uZivatel rozhodne upravenou verzi prodavat. Poté vSak bude
nutné 1 témto uzivatelim dat stejna prava na upravu, jaké zadal prvni autor
této licence.

e BSDaMIT - Licence Barkley Software Distribution a Massachusetts
Institut of Technology nevyzaduji Sifeni odvozenych dél pod stejnou ¢i
obdobnou licenci a témé&f nijak neomezuje uZzivatele. Lze fict, Ze dilo
odvozené od pivodniho softwaru je prakticky bez rizika poruseni licen¢nich
podminek. Uzivatel poté miize software vyuzit do svého dila, avSak musi
vzdy uvést jméno autora a upozornit, ze puvodni autor nenese zadnou
odpovédnost.
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e Creative Commons licence — Creative Commons (dale jen CC) je souborem
vetejnych licenci, jenz definuji prdva autora aza jakych podminek smi
uzivatel dilo vyuzit. CC licence je ve stale vétsi oblibé a hlavnim divodem
tohoto nartistu je mezinarodni srozumitelnost, kterou upevnila prechodem na
verzi 4.0. CC licence se sklada celkem ze 6 skupin, kde kazda skupina ma
vlastni ikonu, kterd urcuje jednotlivé podminky pro nakladani s dilem.
Seznam téchto zkratek a ikon viz Obr. 13.

Oznateni

Prava Povinnosti Nazev licence
licence

BY

@

Uved'te autora

BY-SA

@

Uvedte autora — Zachoveijte licenci
BY-ND

Uved'te autora — Mezasahujte do dila

BY-NC

@
®

Uved'te autora — NevyuZivejte komeréné

®
CARCARTARC R
® @® O ©

BY-NC-5A

@
®

@ Uved'te autora — NevyuZivejte komeréné — Zachovejte licenci

@ @ @ Uvedte autora — MevyuZivejte komeréné — Nezasahujte do
dila

Obr. 13 Creative Commons licence (zkratky)

BY-NC-ND

@

5.4 Naplnéni funk¢nich pozadavku aplikace

Nasledujici kapitola zopakuje, jaké byly kladené funkéni pozadavky na
aplikaci a dale popiSe, jak byly tyto poZadavky splnény. VétSina feSeni téchto pozadavki
je pak dale vysvétlena v dalSich kapitolach tohoto dokumentu.

1. Veftejné dostupny — Webova aplikace bude vetejné€ dostupna a ke stazeni spole¢né
s dokumentaci ¢i postupy, jak s ni pracovat.

Tento pozadavek byl splnén tak, ze zdrojovy kod aplikace je dostupny na gitovém
ulozisti (dostupné z: https://github.com/koudelkaMatej/NextDOM) a Docker Hubu
(dostupné z: https://hub.docker.com/r/minikoudy/NextDOM?2/tags).

2. Ptehledny a optimalizovany kod — Kéd aplikace bude dodrzovat zésady pro psani
piehledného kodu (odsazeni, komentafe atd.). Vyvojaf se také pokusi
optimalizovat ¢i vylepSit jiz napsany algoritmus nebo upravit feseni tak, aby
odpovidalo vybrané technologii. Programator vybere vhodny typ licence.

Pozadavek na ptehledny kod byl naplnén jiz pfi piepisu do programovaciho jazyka
Python, jelikoz Python potiebuje pro spravné fungovani dodrzovat spravné odsazovani.
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Optimalizace kédu probéhla pouze ve vypocetni Casti a rozSifeni o nové moznosti. Ty
jsou dale popsano v kapitole 9 Diskuse a kapitole 10 Zaveér.

Aplikace musela byt vzhledove a funkéné upravena, aby odpovidala pouzité webové
technologii, ktera nema piistup do adresaiové struktury jako piivodni aplikace. Kod
obsahuje komentare, které blize popisuji jednotlivé Casti ¢i proménné. Aplikace byla
rozdélena do mensich funkci, které usnadnily upravy nékterych ¢asti.

Licence, kterd byla po konzultaci s vedoucim a zadavatelkou prace vybrana, je MIT
licence. Jedna se o jednu z nejméné restriktivnich typt licence a spliiuje pozadavky, které
byly na zakladé¢ konzultaci vytyceny.

3. Virtualizované prostfedi — Webova aplikace pobéZzi v Dockeru, ktery usnadni
nasazeni na vSech typech zafizeni a dovede tim pifevést aplikaci do jakéhokoli
operacniho systému a také pro jakykoli operacni systém.

Tento pozadavek byl splnén, avSak nebyl testovan na vSech platformach. Vzhledem

k obsahu dokumentace a riznych ¢lanku, by vSak tento pozadavek mél byt splnén v plné
mife.

4. Interaktivni grafy — Webova aplikace bude obsahovat interaktivni grafy vysledk,

které¢ bude uzivatel moci pfizpiisobovat. To znamena piiblizit, posunout ¢i

zobrazit jen urcita data.

Tato cast byla vyfeSena pomoci knihovny Plotly, kterd je napsana v Pythonu a na
webové strance je vykreslovana pomoci JavaScriptu. Graf je pln¢€ interaktivni a je mozné
st 1 vysledek stdhnout jako PNG obrazek.

5. Logovaci data — Webova aplikace bude pti behu analyzy vytvaret log, ktery bude
uzivateli ddvat zpétnou vazbu o pribchu analyzy.

Tento poZzadavek byl splnén, avSak jeho vznik byl aZ na samém zavéru prace, kdy
webova stranka nedavala zddnou zpétnou vazbu o tom, jak vypocty analyzy soubort
probihaji. Tento soubor davé uzivateli informace o pritb¢hu, jako i o chybéch, které¢ mohli
nastat v pritbéhu analyzy.

6. Vybér prahovych hodnot — Aplikace pocita prahové hodnoty pro budouci analyzu
dat. Je potieba zajistit, Ze se vypoctené hodnoty budou automaticky aplikovat pro
analyzu dat ¢i jinym zpiisobem zajistit, Ze bude mozné tyto hodnoty v aplikaci
ménit.

Ptidani této moznosti nevyplyvalo Uplné z ptivodni aplikace, jelikoz se soubory potiebné
k béhu vkladaji ruén€¢ do slozky v adresafovém pruzkumniku. Tento pozadavek byl
vyfesen pfidanim tlacitka pro nastaveni vypocitanych prahovych hodnot jako vychozi
nastaveni celé aplikace.
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5.5 Naplnéni technickych pozadavki aplikace

Kapitola zopakuje, jaké byly kladené technické pozadavky na aplikaci a dale popise,
jak byly tyto pozadavky splnény. VétSina feSeni téchto pozadavk je pak dale vysvétlena
v dal$ich kapitolach tohoto dokumentu.

1. Dokumentace — Vyvojai vytvori dokumentaci, jenz bude dodavéna s aplikaci.

Dokumentace se bude soustfedit hlavné na uzivatelskou ptirucku popisujici

ovladani samotné aplikace, a také ptipravu i nasazeni vyvojového prostiedi.

Dokumentace a uzivatelska ptirucka je blize popsana v kapitole 7 Uzivatelska
dokumentace. Jako dokumentace muze slouzititato diplomova prace ¢i popis

implementovany pfimo ve webové aplikaci.

2. Sbér soubord, dat a analyz — Aplikace si uchovava veskeré soubory, které do ni
uzivatel nahraje pouze po nezbytné nutnou dobu vypoctu, jelikoz se jedna o
zdravotnické data pacientl, které by aplikace neméla z bezpe€nostnich divoda
uchovavat.

Jelikoz aplikace pracuje s daty pacientil, jez spadaji do kategorie citlivych dat, je
nutné¢ tato data chranit. Z tohoto divodu byl pozadavek v pribéhu prace lehce
ménén a veskera data pacientt, kterd uzivatelé nahraji do webové aplikace miize uzivatel
sam smazat kdykoli uzna za vhodné. TaktéZ je nastavena planovana akce, kterd kazdych
24 hodin smaze veSkery nahrany obsah.

3. Vybér technologie — Vyvojaf si vybere programovaci jazyk aplikace, ktery
nebude zatiZen licen¢nimi poplatky a bude mozZné ho provozovat na libovolném
operacnim systému.

Vybéru technologie se blize vénuje podkapitola 5.3 Zvolené technologie. Pozadavek
na provoz na libovolném operacnim systému byl splnén pomoci dockerizace a vybérem
programovaciho jazyka, ktery funguje na vSech platformach.

4. Aktualizace — Vyvojar zajisti, Ze bude mozné aplikaci aktualizovat ¢i upravovat
jeji obsah a algoritmus.

Vzhledem k funkénimu pozadavku na tuto aplikaci, ktery pozaduje vetejny kod, je
mozné pro uzivatele si stahnout funk¢ni aplikaci a upravit ji na zaklad€ vlastnich
pozadavki. To znamena, Ze uzivatelé maji moznost menit a aktualizovat veskery obsah
aplikace. Tyto upravy vSak spadaji do licen¢niho ujednani licence MIT a uZivatel musi
uvést jméno autora viz kapitola 5.3.6 Licence.
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6 Implementace

Tato kapitola se zabyva vyvojem aplikace a popisem, jak byly jednotlivé technologie
vyuzity a implementovany do nového feSeni. Tato kapitola bude popisovat krok za
krokem vyvoj aplikace, navic bude doplnéna o ukdzky aplikace, jez blize popiSou
vysledné feSeni.

6.1 Webové rozhrani a design

V této ¢asti se predlozena diplomova prace zabyva vyvojem vzhledové ¢asti webové
aplikace a popisu postupu pfi vyvoji tohoto rozhrani. Webova aplikace se zacala vyvijet,
jak jiz bylo zminéno v kapitole 5 Navrh aplikace pomoci HTML a CSS.

6.1.1 Vypocet prahovych hodnot

Prvni navrhnuta stranka, kterd se inspirovala vzhledem z Obr. 6 (str. 31) vypadala
jako na Obr. 14. Tento navrh se vSak zadavateli prace nelibil, a bylo tedy nutné vymyslet
novy vzhled stranek, ktery bude spliovat moderné;jsi standardy pro tvorbu webovych
stranek. Nicmén¢ na téchto strankach bylo vyzkousSeno a otestovano zakladni predavani
parametr do vypocetni ¢asti aplikace.

(Y

Load Healthy Donors Files From Saveas

O xdsx © Folder @ alsx O Folder

File of Healthy Donors: | Vybral soubor | Soubor navybedn

Folder To Save: (NELZE V HTML) | Choose yous fold:

Nusaber Of Normals: | ] Send

V piipadé dotazii mi napiste na koudem12@fbmi.cvut.cz

Obr. 14 Ukazka prvniho designu

Pti vytvafeni druhého designu stranek byl vyuzit Bootstrapovy vzor, ktery vyuziva
framework Bootstrap ve verzi 5, jenz vytvofil hlavni vzhled stranky. Do této Sablony byl
vytvaten dodatecny obsah, ktery se opét inspiroval prvky z Obr. 6 (str. 31). Vzhledem
k tomu, Ze se jedna o webovou aplikaci, byly pro vypocet prahovych hodnot vytvoreny
dvé¢ stranky. Diivodem tohoto rozdé€leni bylo oddéleni grafu, ktery se mél vykreslit po
vypo¢tu prahovych hodnot a vytvoteni stazitelného obsahu ¢i nastaveni novych
prahovych hodnot jako vychozi pro naslednou analyzu.
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Stranka pro vypocet prahovych hodnot v sou¢asné dobé vypada jako na Obr. 15
a oproti ptivodni aplikaci obsahuje moznost pouzit tréninkova data, kterd byla pouzita pii
vytvafeni a testovani spravnosti vysledki tohoto navrhu.

NextDOM 2.0 Domi Oapikac Analjza Vjpoce

Settings Of Thresholds

Load Healthy Donors From
ke feen Folder (.csv) @ Training data (ours)
Save As
@ One File (.xlsx) Folder (.csv)
Number Of Normals

0

Compute Thresholds

Obr. 15 Ukazka finalniho navrhu pro vypocet prahovych hodnot

Druhou stranku tvofi interaktivni graf, ktery je do strdnky vloZen pomoci
JavaScriptu a ktery zobrazuje vysledky vypoétenych prahovych hodnot. DalSimi prvky
jsou dvé tlacitka. Prvni tlacitko slouZzi ke stazeni vyslednych hodnot a druhé tlacitko lze
pouzit pro nastaveni vypocétenych prahovych hodnot jako vychozi nastaveni, které se
bude pouzivat pro budouci analyzy.

6.1.2 Analyza dat

Design stranek pro analyzu dat odpovida designu zbytku webové aplikace a prvky
vloZené na této strance jsou stejné, jako prvky pouzité na Obr. 12 (str. 36). Vzhledem
rozdélena na jednotlivé Casti. Ty uzivatel musi zadat samostatn¢, nikoliv tak, jak je
tomu v piivodni aplikaci odkazem na slozku, jez obsahuje obé& ¢asti dat. Dalsi odliSnosti
oproti pivodni verzi je logovaci proces. Ten si miZe uzivatel zobrazit, pokud do nazvu
béhu zada nazev jiz probéhlé analyzy ¢i pti prvnim kliknuti na tlacitko ,,Analyze and
Download®. Vypis logu probihd pod tlacitkem a slouzi jako ukazatel postupu analyzy.
Pokud si uzivatel bude ptat pouzit i druhy limit, staci zadat druhou moznost a analyzu
pustit znovu. Ukazka designu je na Obr. 16.
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NextDOM 2.0  Dome

Analyze

Name Of Run

Part 1
[Zvolit soubory | Soubor nevybran
Part 2
[Zvolit soubory | Soubor nevybran
Limits
® LoD

Save As

#® One Flle (xisx) Folder { osv)

Anahra and Downlnad

BCR-ABL1 kinase domain mutation using individual thresholds [poster]. In: 25 th Europaan Hematology association \

Obr. 16 Ukazka finalniho designu analyzy dat

6.1.3 Postup vypoctu

Aby uzivatel védél, jak postupovat pro spravné fungovani webové aplikace, byl
vytvofen popis feSeni, ktery obsahuje zakladni informace a definuje postup a spravné
formaty dat. Tento ptehled je na titulni strance aplikace ¢i pod odkazy v horni ¢asti
navigacni liSty. Pokud si uZivatel chce pfecist ndvod, sta¢i mu kliknout na odkaz
,,Domu‘ a otevie se mu stranka, kterou vidime na Obr. 17.

NextDOM 2.0

Vitejte na strance algoritmu NextDOM2.0

Vypotet Thresholdi (individualnich meznich hodnot)

Pro sprivné nastaveni meznich hodnot je nutné osekvenovat zdravé darce podie stejného protakolu jako
A pacientl. Idealni poéet zdravych dirc pro vypoéet thresheldl je 30. Fro .nmruu. moiné pouzit

vzorovy priklad. Tyto hodnoty viak nemusi korespondovat se vzorky vasich pacien

¥ Postup pro vypotet thresholdls

Analyza pacientskych vzorky.

Do katdé analjzy by méla byt zafarena dats pacientis a také aata zdravyeh aarel, kierd sioud| |=|=o
nwulw-l kontrola. Analjza_pacientskjch Eond. nmumm aplikevat Individudini _thresholdy n:
pacientskd data a stanovit statisticky vyznamné va také budou zvyraznénd varianty, kieré jsou a0
Weratury roevaninl pro chroniokou iyloidni i Vysledek mite byt vztaten ke dvéma hodn

Datection (LoD} a Limits of Quantification (LoG]. Prvni 2 uvedenych siouti ke Vorirow pozic
wamh dircu a druhé obsahuje vysledné relevantni varianty s barevnym roziisenim pro lepsi orientaci
a inerpretac

» Postup analjzy

Bhem analyzy se vypisuje log, kiery se zobrazi pod tiaditkem analyzy Pokud budete chift vidét
Zpétné log, stat napsat do nameOfRUN stejné jméno jako phi prvnf analyze a zobrazl se Vam ten
samy log. Na konci analyzy si budete moc vysledek stahnout v Souboru typu zip

Poté co provedete wypolty, je poffeba tylo soubory smazal Kiknutim na text v homi KSté
smazete veskery nahrany obsah

Po provedeni vypattl je doporuéens smazat soubory. Pokud tak neuginite tagitkem SMAZAT
Soubory budou smazany nejpozdéji za 24 hodin.

Obr. 17 Ukazka hlavni stranky
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Titulni strana obsahuje navod pro vypocet prahovych hodnot a analyzu, ktery jde
zobrazit po rozkliknuti jednotlivych postupti. Déle obsahuje upozornéni, které uzivatele
upozornuje na to, ze aplikace pouziva zdravotnicka data, a je tudiz nutné tyto zdznamy ze
serveru vymazat. Pokud ovSem uzivatel zapomene tato data odstranit, je upozornén, ze
vSechna data se automaticky smazou kazdych 24 hodin.

Pokud si uzivatel chce prohlédnout vzhled a format vstupnich dat, je mozné
rozkliknout v naviga¢ni li§t¢ odkaz snazvem ,Ptiklady”, ktery obsahuje obrazky
vstupnich soubort, jenz uzivatelim ukazuji vzhled dat.

6.1.4 Zakladni informace

Zakladni informace o strance si uzivatel miZe zobrazit na strance ,.Domu‘
a,,0 aplikaci®. Zde je popsan postup feSeni vypoctu prahovych hodnot i analyzy
a zakladni informace o zkoumané nemoci a pouziti této aplikace.

6.1.5 Detekce chyb

Posledni ¢asti je webova stranka, ktera vypisuje chybové hlasky, které vétSinou
vychazi ze Spatnych vstupnich souborti. Pokud se chyba stane pii vypoctu analyzy dat, je
mozné si podrobnéji precist chybu v logovacim souboru, ktery si uzivatel mize zobrazit
na strance s analyzou. Tato chybova hlaska bude v logu oznacena slovem ,,ERROR®.

6.2 Datova a aplikacni vrstva

V nasledujici podkapitole se podrobnéji popisuji logické funkce aplikace. Rozeberou
se principy predavani parametri a vypocti jednotlivych funkci. Zaroven je popsan
zakladni princip propojeni webové stranky s aplikacni vrstvou, ktera vyuziva flaskové
RESTové API, napsané v programovacim jazyce Pythonu.

6.2.1 Flaskové RESTové API

Aplikace je napsanad pomoci webového mikro-frameworku Flask. Typicky zplsob
vykresleni webovych sluzeb je pomoci jednotlivych komponent, ze kterych se sklada.

Prvni z téchto komponent je cesta neboli sada URL adres, které vykonaji akci, pokud
na danou adresu piijde HTTP pozadavek. Mezi HTTP pozadavky se fadi pozadavky:

e GET — pro ziskani dat ze serveru,

e POST — pro pfidani novych dat na server,

e PUT — pro aktualizaci ¢i vytvoreni novych dat na serveru,
e DELETE — pro smazani dat ze serveru.

Kazda takova adresa ma tzv. ,,View funkci®, ktera tyto pozadavky zpracovava. Tyto
funkce mohou byt slozité, ale také mohou pouze odkazovat na stranku, ktera se ma
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vykreslit. Mohou obsahovat i vstupni parametry nebo do odkazované stranky posilat
odchozi informace.

Zaroven obsahuje chybové odpoveédi ¢i stavy, které se uzivateli mohou zobrazovat,
a které muaze taktéz sam nastavit. Pii ladéni aplikace jsou tyto stavy vidét naptiklad pii
piechodech na jiné stranky ¢i pfi jednotlivych vypoctech funkci.

Pro lepsi komunikaci mezi jednotlivymi soubory byla také vytvoiena adresaiova
struktura, kterd obsahuje veSkeré soubory, které aplikace vyuzivd pro vypocty
a vykreslovani HTML souborti.

e Slozka Templates — Obsahuje HTML soubory, které se vykresluji ve
webovém prohlizeci.

e Slozka Static — Obsahuje soubory, které uZivatel nahrava ¢i jsou dilezité pro
spravnou funkci HTML stranek nebo analyzy. Tato slozka je dale rozd€lena
na:

= DefaultCsv — obsahuje zakladni soubory, tréninkova data atd.,

= Img — obsahuje obrazky pouzité na strance Examples,

= Styles — obsahuje CSS soubory, které¢ urcuji vzhled HTML stranek,
= UploadedFiles — obsahuje veskery nahrany obsah uZivatelem.

6.2.2 Zobrazovani webového rozhrani

Zobrazeni webového rozhrani probiha pfechodem na adresu, kterd je definovana
v seznamu flaskovych URL adres. Ty v tomto programu obsahuji 1 jiné vypocty, které si
popiSeme v dalsi Casti této kapitoly, avSak pro tuto podkapitolu nejsou dillezité. Ve chvili,
kdy View funkce odkaze na HTML soubor, ktery se ma vykreslit ve webovém prohliZeci.
Poté se zobrazi webova stranka, kterd je uloZena ve slozce na serveru. Aby se HTML
soubory vykreslovaly i pomoci CSS stylii bylo potifeba CSS soubor vlozit do slozky na
serveru, na ktery HTML soubor odkazuje.

6.2.3 Piedavani parametri

Aby mohla aplikacni vrstva pocitat s daty pacientt, které do aplikace zadava uzivatel,
je potieba je z webové stranky ptedat do aplikacni logické vrstvy. Tento proces probiha
pomoci formuldfovych oken, které se poté odesilaji tlacitkem na webové HTML strance.

Tento formulat obsahuje jednotlivé prvky, které maji svilj unikatni ndzev. Pomoci
formulare lze pfistupovat k informacim v nich vlozenych a ptedat je aplikacni vrstve.
Ptedavani téchto informaci probiha po kliknuti na tlacitko, které spusti akci, jenz preda
vSechny tyto informace jiné webové strance neboli jiné URL adrese. View funkce poté
vétSinou nejprve nactou udaje ulozené v jednotlivych prvcich a poté s nimi provedou
vypocet. Poté nacte webovou stranku, kterd také miZze pfijimat vstupni parametry

z flaskové aplikace. Pokud webova stranka se vstupnimi parametry pracuje, je mozné
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napiiklad vykreslit graf vypoctenych hodnot ¢i vypsani chybové hlasky, které této strance
funkce ptedala.

6.2.4 Vypocet prahovych hodnot

V nasledujici podkapitole je popsano, jak se predavaji data a jak probiha vypocet
prahovych hodnot v ramci zpracované aplikace.

Jak jiz bylo mozné vidét na Obr. 15 (str. 51), View funkci se budou predavat tii
parametry a to:

e Healthy Donors — data z analyzy zdravych darct,
e Save as — format dat, které chceme jako vystup,
e Number of Normals — idaj o poctu soubort, které chceme pouzit.

Poté, co kliknete na tlacitko ,,Compute Thresholds®, se spusti funkce pro vypocet
prahovych funkci. Tato funkce si ulozi do proménnych jednotlivé udaje, které uzivatel
zadal do proménnych a na zéklad¢ toho, jaky format dat jsme vlozili, se zvoli dalsi krok.
Pokud uzivatel zvolil tréninkova data, tak se uzivateli nastavi vstupni soubory na hodnoty
z analyzy NextGENe software od firmy Softgenetics z USA, jenz jsou ulozeny ve slozce
DefaultCsv. VSechny soubory se budou uklddat do slozky uploadedFiles, kterd byla za
timto ucelem vytvofena. Poté nés tato funkce presméruje na jinou URL adresu, ktera
obsahuje vSechny vstupni parametry z pfedchozi stranky.

Tato novéa stranka obsahuje jiz algoritmus vypoctu. Stranka na zaklad€ toho, jak
chceme data ulozit, vybere postup vypoctu prahovych hodnot. Po vypoctu prahovych
hodnot se vytvoii soubor ¢i soubory, které se ulozi do slozky pro vysledky prahovych
hodnot. Poté se zvysledki vezmou soubory, které nam pomohou vykreslit graf
a pfislusné informace predame jako vstupni parametr na vykresleni nové HTML stranky.
Ta nam vykresli graf tranzici a tranzverzi pro nas vysledny soubor prahovych hodnot.

Tento graf, ktery mizeme vidét na Obr. 18, je interaktivni a uzivatel si miize
jednotlivé body piiblizit, oddalit ¢i vypnout jeden druh vysledkt. Vysledky vypoctu si
muZe uzivatel stahnout kliknutim na tlacitko, které odkazuje na View funkci. Ta pouze
vraci zipovy soubor obsahujici v§echny vysledky vypoctu prahovych hodnot. Také miize
vysledné hodnoty aplikovat jako vychozi hodnotu pro vSechny dalsi analyzy, které
bude v budoucnu zpracovavat.
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Zde si stahnéte Vas soubor a mlzZete si prohlédnout graf
vyslednych thresholdd.

Download threshholds Set these thresholds as default

BCR-ABL1 kinase domain mutation using individual thresholds [poster]. In' 25 th European Hematology association \

Obr. 18 Vysledny graf prahovych hodnot

6.2.5 Analyza

V této podkapitole, je pfedstaveno predavani jednotlivych parametrti a popis analyzy
dat na zéklad¢ vypoctené prahové hodnoty.

Jak je jiz popsano na Obr. 16 (str. 52), vstupnimi parametry bude nazev béhu,
soubory obsazené v Part 1 a v Part 2, vybér limitil a zptisob uloZeni dat. Poté, co uzivatel
zada tyto udaje, spusti analyzu tla¢itkem ,,Analyze and Download®.

Stejné jako pii vypoctu prahovych hodnot si View funkce nacte vstupni parametry
do proménnych ana zdklad¢ vstupnich hodnot ulozi vstupni soubory do slozky
»Analyze®. Poté se zalozi logger, ktery ndm bude ukladat do logovaciho souboru postup
analyzy. Na zaklad¢ zptsobu ulozeni dat si algoritmus vybere moznost vypoctu
algoritmu a logger zacne vypisovat pribéh analyzy. Jakmile analyza skon¢i, vytvoii se
soubor zip, jenz obsahuje vSechny soubory, které¢ analyza vytvotila. Nasledné se uzivateli
zobrazi dialogové okno s tim, kam si pieje tento soubor ulozit. Prubéh této akce si
muzeme prohlédnout na Obr. 19.

Analyze and Download

Log

2023-84-26 9@:25:54,334 INFO test Thread-26 : Starting analysis...

2023-84-26 90:25:54,466 INFO test Thread-26 : File loaded: 1/3@ B1OM1A_S7_Mutatic
2023-84-26 00:25:55,602 INFO test Thread-26 : File loaded: 2/3@ B1OM1Bb_S9 Mutati
2023-04-26 099:26:00,105 INFO test Thread-26 : File loaded: 3/3@ B18M1B_S8_Mutatic
2023-04-26 90:26:07,178 INFO test Thread-26 : File loaded: 4/39 B18M2A_S16_Mutati
2023-84-26 80:26:16,576 INFO test Thread-26 : File loaded: 5/3@ B16M2BB_S12_Mutat

2023-04-26 00:26:28,677 INFO test Thread-26 : File leaded: 6/3@ B1eM2B_S11_ Mutati
>

Obr. 19 Ukazka logovaciho souboru
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Pokud v pribéhu analyzy dojde k chybé¢, uzivateli se otevie nova URL adresa, ktera
bude obsahovat chybovou hlasku. Pokud by si uzivatel ptal vidét dalsi podrobnosti, mize
se vratit na stranku s analyzou a zadat do nazvu b&hu stejny nazev, jako pfi nezdafeném
pokusu. Jestlize tak ucini, zobrazi se mu pod tlaCitkem Log, ktery bude obsahovat
logovaci hlasky, které jsou obvykle v kategorii INFO a chybové hlasky v kategorii
ERROR.

6.2.6 Reset aplikace

Jelikoz aplikace obsahuje nahrana zdravotnicka data a tato data spadaji do kategorie
citlivych udaji, je potieba je chranit. Abychom nemuseli fesit ochranu téchto dat v rdmci
nasi aplikace, je potfeba mazat nahrané soubory na serveru. Tato povinnost je pienesena
na uzivatele, ktery je o této skutecnosti informovan v postupu analyzy. Pokud by se vSak
stalo, Ze by uzivatel na tuto akci zapomnél, je na serveru aplikovdna pldnovana aktivita,
ktera kazdych 24 hodin smaZze vSechna nahrand data uzivatela.

6.3 Dockerizace a sdileni

Vyslednou aplikaci je potfeba piipravit pro nasazeni na riizna operacni prostredi a je
tteba otestovat funkénost aplikace v kontejneru. V podkapitole je popsan cely proces
dockerizace a implementace nového feSeni pro nova zafizeni.

Dockerizace je proces, pifi kterém se aplikace a vSechny knihovny zabali do
kontejneru. Kontejner je izolované prostiedi, které obsahuje vSechno potiebné pro
spravny chod aplikace. Pro spravnou dockerizaci je potieba vytvofit Dockerfile, coz je
textovy soubor, ktery obsahuje instrukce jako je napt. platforma ¢i operaéni systém. To
ur¢i prostfedi, na kterém kontejner pobézi, povolené porty, soubory nebo tieba
ptikazy v ptikazové fadce, které se maji pii spousténi kontejneru spustit. Tyto instrukce
vlastn€ urcuji obsah a zavislosti kontejneru.

Cely tento proces vytvoreni izolovaného prostiedi, které zajisti jednoduchy pienos
aplikace na jiné operacni systémy ¢i cloudové sluzby, eliminuje potiZe, jeZ by mohly
nastat pfi presunu mezi systémy. Jednim z problémi, ktery ptisel pii dockerizaci prostiedi
préce bylo pouziti Windows knihovny, kterd v Dockeru nefungovala z divodu, Ze Docker
vyuziva linuxového zakladu, a tudiz tato knihovna neexistuje v prostiedi Dockeru.

6.3.1 Priprava a spuSténi kontejneru

Pro praci s Dockerem je potteba stahnout si aplikaci Docker, ktera je dostupna
z oficialnich stranek spolecnosti a je dostupna na Windows, MacOS a rizné Linuxové
distribuce. Pro spravné fungovani aplikace je potfeba mit na zédkladni desce povolenou
virtualizaci. Toto nastaveni lze povolit v BIOSu prakticky kazdé zakladni desky.
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Po nainstalovani Dockeru je potfeba tuto aplikaci spustit. Poté co je nainstalovano

a spusténo, je mozné vytvoftit svij kontejner, ktery bude obsahovat vytvorené feseni. Jak

jiz bylo zminéno v ptedchozi podkapitole, je potfeba vytvorit Dockerfile.

Text napsany v Dockerfilu je na Obr. 20 a jednotlivé ¢asti v souboru jsou:

urceni prostiedi piikazem FROM,

nastaveni vychozi slozky WORKDIR,

zkopirovani souboru requirements.txt do WORKDIR, ktery obsahuje
vSechny knihovny potiebné k béhu flaskové aplikace,

instalace vSeho v souboru requirements.txt pomoci RUN,

ptikazem COPY zkopirovani vseho ve slozce s projektem do slozky
WORKDIR v kontejneru,

otevieni portu 5000, na kterém bézi flaskova aplikace pomoci EXPOSE,
ptikaz CMD, ktery pii spusténi kontejneru provede zapnuti flaskové aplikace.

# Use the official Python base image

FROM python:3.9.5

# Set the working directory in the container
WORKDIR /

# Copy the requirements.txt file into the container
COPY requirements.txt .

# Install the dependencies

RUN pip install --no-cache-dir -r requirements.txt
# Copy the rest of the application code into the container
COPY ..

# Expose the port that the app will run on
EXPOSE 5000

# Start the Flask app

CMD ["python", "app.py"]

Obr. 20 Dockerfile

Pro vytvofeni kontejneru je nyni potieba oteviit ptikazovou tadku idedlné¢ do

kotenové slozky naSeho projektu, kterd obsahuje na§ Dockerfile. Ve Windows staci

kliknout ve sloZzce pravym tlacitkem a dat ,,Oteviit v aplikaci Terminal®. Poté co

otevieme piikazovou fadku zadame piikaz pro sestaveni kontejneru.

docker build — t nextdom .
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Tento proces bude vypisovat postup, ktery Docker pti buildu kontejneru délé a tento
postup je i napsany v Dockerfilu. Nasledné je nutné tento kontejner spustit. Pro spusténi
se musi zadat ptikaz, ktery obvykle vypada néasledovné:

docker run nextdom

Problémem tohoto ptikazu pti vyuziti Flasku je ten, ze takto spustény kontejner nema
pristup k portu, jenz Flask vyuziva. Proto je potieba tento piikaz upravit tak, aby
povoloval piistup k portu, na kterém Flaskova sluzba bézi.

docker run — p 5000: 5000 nextdom

V tuto chvili se nam v ptikazové tadce vypiSe, ze Flask server bézi a vypise se
adresa, na které je uvodni strdnka webové aplikace. Ta bézi na localhostové adrese, ktera
je adresou stroje, na kterém je tento kontejner spustén. To znamend, Ze pro ostatni
zafizeni, je tento server dostupny na IP adrese tohoto stroje na portu 5 000. Vychozi
adresa pro tento kontejner je tedy http://127.0.0.1:5000.

6.3.2 Sdileni kontejneru

Pro snadnéjsi pteddvani hotového feSeni je vhodné ptidat hotové feSeni ve forme
Docker obrazu. Docker obraz je samostatny spustitelny balicek. V tomto feSeni byly
zvoleny dva zpUsoby, jak tento projekt piedat.

Docker Hub

Prvnim z téchto feSeni je vyuziti Docker Hubu, coZ je repositaf, jenz povoluje
ukladani, spravu a sdileni Docker obrazli. Pro to, aby si mohli uzivatelé vytvofeny
kontejner stdhnout, sta¢i uZivatelim poskytnout piikaz ke staZeni ¢i odkaz do repositare.

https://hub. docker. com/r/minikoudy/NextDOM?2 /tags

Pro vloZeni feSeni této prace na tento server je nejprve nutné se po vytvoreni
kontejneru piihlasit pomoci ptikazu.

docker login

Poté je nutné pfidat tomuto kontejneru tzv. tag, ktery ndm oznaci n&jakym slovem
nas obraz. Pfikladem, takového tagu miize byt tieba ¢islo verze programu. V piikazu nize
je vidét, ze uzivatelské jméno fesitelova uctu je minikoudy.

docker tag nextdom minikoudy /nextdom: tagname

Nasledné je nutné toto feSeni poslat do repositafe a zkontrolovat, zda ma vysledny
obraz pfisluSna prava pro stazeni z repositare.

docker push minikoudy/nextdom: tagname

Ve chvili, kdy médme zkontrolovano, ze se do repositafe nahrala nase nejaktualnéjsi

verze kontejneru, je mozné vystavit piikaz pro stazeni a pro uZiti jinou osobou.
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docker pull minikoudy/nextdom: latest

Pokud si uzivatel stdhne pomoci piikazu vySe tento kontejner, mize si ho pustit
podobnym zptsobem, jakym je spustén kontejner v podkapitole 6.3.1 Ptiprava a spusténi
kontejneru.

Git
Druhym ztéchto feSeni je poskytnuti Dockerfilu spolu s kédem aplikace. Tim
dokédzeme umoznit ostatnim uzivatelim sestavit si vlastni kontejner, na zakladé¢

Dockerfilu, ktery bude pfistupny spolu se soubory projektu. Toto feSeni nam dovoli
jednoduse vyftesit otazku aktualizace ¢i Gpravy aplikace.

Pro stazeni vysledku z gitového repositafe existuje vice moznosti. Napftiklad
prikazova tadka nebo muze vyuzit odkaz na gitové ulozisté a projekt stdhnout piimo
z webového prohlizece. Pro stazeni feSeni této prace staci, aby uzivatel zadal stranku
tesitelova gitového repositafe do webového prohlizece a v pravé ¢asti gitového rozhrani
si muze cely repositat stahnout.

https://github. com/koudlkaMatej/NextDOM
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7 Uzivatelska dokumentace

Tato kapitola popisuje postup a pozadavky pii nasazovani v riiznych prostiedi.

V této kapitole je i popsana prace se samotnou aplikaci jakoz i jeji nasazeni a aktualizace.

7.1 Nasazeni, spousténi a aktualizace

Nasazeni bylo testovano pouze na platformé Windows, avSak pro ostatni operacni

systémy by implementace feSeni této prace nemelo predstavovat vyrazné problémy. Jedna

se o projekt, ktery vyuzivd Docker, jenz by mél plsobit jako izolované a bezpecné

prostiedi.

7.1.1 Prerekvizity nutné k spravné funkci

Pro testovani, na operatnim systému Windows 11, bylo potifeba nainstalovat

prerekvizity a ptislusné komponenty pro spravné fungovani celého procesu. Prerekvizity

a ptrislusné komponenty jsou popsany nize.

BIOS — Je potieba povolit virtualizaci na zakladni desce pocitace. Kazda
zakladni deska ma tuto moznost jinde, a proto je nutné si nastaveni dohledat
pro kazdy stroj individualné.

WSL 2 (Windows Subsystem for Linux) — Tato technologie je emulace jadra
Linuxu, ktera bézi pod OS Windows. To ndm dovoluje spoustét a provozovat
linuxové distribuce pfimo na systému Windows.

(dostupné z: https://docs.microsoft.com/en-us/windows/wsl/installwin10)
Docker Desktop — Tento nastroj, umoziuje snadné vytvareni,
spravu a spusténi Docker kontejnert a je pottebny k vytvoreni izolovaného
prostredi. (dostupné z: https://docs.docker.com/docker-forwindows/install/)

Verzovaci systém GIT — Tento program nam dovoli vyuZzivat pfikazovou
fadku pro komunikaci s verzovacim systémem git.
(dostupné z: https://git-scm.com/downloads)

Samotné feSeni — Toto feSeni je predmétem této prace.
(dostupné z: https://github.com/koudelkaMate]/NextDOM)
e Python 3 — Jednd se o programovaci jazyk a interpreter, kterym je napsana

tato prace. Pro nejsnadnéjsi komptabilitu, je vhodné vyuzit Python ve verzi
3.9.5, ktery jsem pii vyvoji vyuzil, ale mélo by byt mozné pouziti i vyssi
verze. (dostupné z: https://www.python.org/downloads/)

Visual Studio Code — Tato aplikace je textovy editor, ktery je navrZzen pro
efektivni vyvoj softwaru a podporuje mnoho programovacich jazykt. Vynika
hlavné svoji jednoduchou rozsifitelnosti a lehkosti. Po nainstalovani je
potieba doinstalovat do této aplikace Python, pro komunikaci s interpretem.
(dostupné z: https://code.visualstudio.com)
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7.1.2 Uprava feSeni

Nasledujici podkapitola je zaméfena na postup, ktery ndm umozni upravovat
existujici feSeni na zafizenich, jenz doposud nemélo zadnou predchozi zkusenost s danym
feSenim. Taktéz zde najdete informace o spravném nastaveni a postupu instalace
vyvojového prostredi, aby bylo dosazeno stejnych podminek, které byly pfi praci pouzity.

Postup instalace

Po nastaveni a instalaci vySe zminénych dilezitych casti implementace je mozné
piekroCit k upravé stazeného feSeni. Vzhledem k tomu, Ze méme jiz nainstalovany
program pro komunikaci s gitovym verzovacim systémem, lze pouzit piikaz pro
naklonovani celého repositafe. Ten pouzijeme ve slozce, kterou si ur¢ime, ze bude
sloZkou projektu.

git clone https://github. com/koudelkaMatej/NextDOM. git

Pti otevieni adresafového prohlizeCe na pravé naklonovaném feSeni, je mozné tuto
sloZku otevfit v aplikaci Visual Studio Code. Zde pak staci oteviit ptikazovou fadku ve
spodni listé editoru, piipadné pomoci moznosti View v horni 1i§té, vybrat Terminal CMD

nebo PowerShell a zadat nasledujici ptikaz.
python — m venv venv

Poté co probéhne vytvoreni virtudlniho prostfedi do slozky projektu, staci toto
virtualni prostfedi aktivovat. Pro aktivaci virtudlniho prostfedi musite zadat nésledujici
piikaz.

A\venv\Scripts\activate. bat

Ptipadné je moZné, pokud jste spravné nainstalovali Python do Visual Studio Code,
pouze kliknout do levé Casti projektu v ¢asti Explorer pravym tlacitkem a dat ,,Open In
Integrated Terminal®.

Poté se Vam ve spodni ¢asti otevie piikazova fadka Pythonu a vytvofené virtualni
prostiedi, do n€hoz budete instalovat vSechny knihovny potfebné k praci se vSemi
komponentami pfedlozené prace.

O tom, Ze je naSe virtualni prostiedi aktivni se miizeme presveédCit dvéma zplisoby
viz Obr. 21. Prvnim zplsobem je, Ze na zacatku fadky uvidime v zelené zavorce nazev

naSeho virtualniho prosttedi. Druha moznost je, Ze v pravé dolni ¢asti bude zvolen nas
interpreter.
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Obr. 21 Kontrola otevieni virtualniho prostiedi

K instalaci v§ech knihoven, jez jsou ulozeny v souboru requirements.txt, bude slouzit
ptikaz, ktery jiz bude psan do ptikazové fadky virtudlniho prostiedi.

pip install — r requirements. txt

Pokud vSe probéhlo, jak mélo, je nyni moZzné oteviit soubor app.py a v levé horni
Casti dat spustit. Ptipadné lze program spustit jest¢ tak, Ze uzivatel da v levé casti
obrazovky tlacitko ,,Run and Debug* ¢i klavesovou zkratku ,,CTRL + ALT + D* a poté
vybere moznost ,,Run and Debug®, kde vybere moznost "Flask*.

Orientace v diilezitych ¢astech kédu

Aby se uzivatel dobfe orientoval v kddu, je potieba mu vysvétlit zakladni strukturu
a pohyb mezi soubory webového rozhrani a vypocetni ¢asti.

Adresarova struktura

Prvné je vysvétlovana adresafova struktura projektu. Flaskova neboli vypocetni ¢ast
je vloZena pfimo v kofenovém adresafi projektu a jedna se o soubory:

e app.py — samotna flaskova aplikace,

e setOfThresholdsCreator.py — obsahuje algoritmus pro vypocet prahovych
hodnot,

e analyzeFromMATLAB.py — obsahuje algoritmus pro analyzu dat.

HTML c¢ast neboli soubory, které obsahuji informace o tom, co se nam bude
vykreslovat ve webovém prohlizeci je ulozena ve slozce ,.templates/v2*.

SloZzka static slouzi pro béh aplikace a obsahuje potiebné soubory k béhu algoritmii,
ale také soubory, které uptesiiuji vzhled webovych stranek na zékladé CSS soubort. Dale
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obsahuje soubory, jenz se maji vykreslovat na webové strance, ¢i soubory nahrané
uzivatelem.

Orientace ve vypocetni ¢asti programu

Déle je vysvétleni, jak je definovana vypocetni (flaskova) ¢ast aplikace. Ta ma vzdy
definovanou cestu neboli URL adresu (route). Pokud uzivatel ve webovém rozhrani zada
tuto adresu, vykona se funkce, ktera je vlozena pod ni. V naSem ptipadé je to adresa
http://127.0.0.1:5000/ a vykona se funkce home(), kterd nam vykresli HTML stranku
uloZenou ve slozce ,,static/v2/index.html*. Ukazku jednoduché URL adresy vidime na
Obr. 22.

@nextDOM. route{ /", methods =["GET", "POST"])
home( ) :

return render_template("/v2/index.html™})

Obr. 22 Ukazka jednoduché URL adresy

Pokud by stranky méli mit néktery vstupni parametr, je mozn¢ se na n¢ zeptat pomoci
nasledujicich piikazi, viz Obr. 23.

saving = request.form.get(
name0fRun = request.form

limits = request.form['L
partl = request.files.getli

Obr. 23 Priklad nacitani vstupnich dat

Pokud stranka obsahuje vystupni Udaje je mozné je piedavat jako parametr pii
vykreslovani HTML stranek. Viz Obr. 24, kde se predavaji informace o chybové hlasce.

error_message

return render template('/v2/error.html’, error_message=error message)

Obr. 24 Ukazka vystupnich dat

Orientace v HTML souborech

Zakladni odlisnosti oproti klasickému HTML je ta, Ze odkazy, které obsahuji HTML
stranky musi odkazovat na URL adresy uvedené ve flaskové aplikaci. To je naptiklad
nami zminénd adresa http://127.0.0.1:5000/. Dalsi odlisnosti je napi. odkazovani na CSS

soubor, ktery je ulozen ve slozce ,,static/styles”. Toto si miizeme prohlédnout na Obr. 25.
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Obr. 25 Ukazka odkazu pro nastaveni styld HTML stranky

Pokud webova stranka obsahuje vstupni parametry, které ji predal Flask, je mozné je
zobrazit jako na ukazce nize, kde si tfeba vykreslime chybovou hlasku z Obr. 26.

;color: O#b31c47;font-weight: bold;">Vyskytla se chyba: {{ error_message }}

Obr. 26 Ukazka vypisu chybové hlasky

Oproti nutnosti zadavat do odkazli na jiné stranky celé URL adresy, formulafe
vyzaduji odlisny pristup. Do formuldit se nepiSe jako odkaz URL adresa, ale nazev
funkce, ktera se pod touto adresou nachazi na Obr. 27, je vidét nazev funkce i1 vstupni
parametr do této funkce.

h*, thresholdResultsPath=thresholdResultsPath, saving=saving) }}"method="post"

Obr. 27 Ukazka odkazu pro webovy formulat

Na nékterych webovych strankéach je napsan kod i1 v JavaScriptu. Divodem pouZiti
JavaScriptu bylo jednodussi pouZiti neZ ptepsani jiz napsanych funkci v Pythonu.

7.1.3 Dockerizace resSeni

Poté, co uzivatel upravi feSeni na zaklad¢ jeho pozadavkl, mtze vyslednou aplikaci
zdokerizovat pro jednodussi a izolovangjsi béh aplikace. K tomu, aby toto mohl
zvladnout je potteba nainstalovat WSL 2, povolit virtualizaci v BIOSu zékladni desky
a nainstalovat Docker Hub. Poté miize uzivatel postupovat dle popisu v kapitole
6.3 Dockerizace a sdileni.

7.2 Prace s webovou aplikaci

Webova aplikace predpokladd, Zze budou zadavany pouze soubory, které dana aplikace
ocekava. To znamen4, Zze musi byt vkladany spravné formaty soubort, a to mimo jiné i se
spravnymi oddélovaci. Jaké formaty dat a jak postupovat pii praci s webovou aplikaci je
popséano na hlavni webové strance projektu, kde si uzivatel mize jednotlivé kroky piecist.
Dale je tam ptidand strdnka pojmenovana ,,Ptiklady*, obsahujici grafické obrazky, které
obsahuji vstupni data. Kazdy obrazek byl vloZen do tabulkového procesoru Excel, pro
lepsi vzhled dat. U kazdého obrazku je popis toho, jak maji vstupni data vypadat, pokud
se bude jednat o soubor typu .csv. Kazdy obrazek je mozné rozkliknout pro zvétSeni.
Tento zvétSeny obrazek se uzivateli zobrazi v nové zalozce. Zaroven si tyto soubory miize
stahnout na hlavni strance v postupu analyzy.
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7.3 Seznam dostupnych adres

Nize bude uveden seznam vSech URL adres, které jsou na serveru pfistupné, a které

muze uzivatel navstivit.

http://127.0.0.1:5000/ — Toto je domovska stranka aplikace, kterd obsahuje
postup prace s feSenim této aplikace.

http://127.0.0.1:5000/about — Tato stranka obsahuje informace o divodu
vzniku aplikace a co je cilem tohoto projektu.

http://127.0.0.1:5000/thresholdsnew — Toto je stranka pro vypocet meznich

hodnot pro naslednou analyzu.

http://127.0.0.1:5000/analyze — Stranka obsahujici rozhrani pro analyzu dat.
http://127.0.0.1:5000/plot — Stranka, ktera vykresluje graf vypoctu prahovych
hodnot. Na tuto stranku se lze dostat po spusténi vypoctu meznich hodnot.
http://127.0.0.1:5000/treningData — Tato stranka je opét uzivateli nedostupna
a slouzi pouze jako odkaz pro stazeni 30 trénovacich dat dostupny

z domovské stranky.
http://127.0.0.1:5000/defaultThresholSet — Stranka opét nedostupna
uzivateli, jelikoz se spousti tlacitkem ,,Set these thresholds as default” na

strance plot. Po kliknuti se nastavi jako vychozi moznost a odkdZou na
stranku s analyzou.

http://127.0.0.1:5000/endofwork — Stranka, na kterou se uzivatel nedostane,
jelikoz presméruje uzivatele na domovskou stranku poté, co vymaze nahrany
obsah.

http://127.0.0.1:5000/downloadDefaultThreshold — Tato stranka slouZi pouze
pro stazeni vypoctenych prahovych hodnot, ktera vraci soubor typu .zip.
http://127.0.0.1:5000/gallery — Stranka slouZi k zobrazeni ptikladi vstupnich
dat, ktera je zobrazuje formou obrazki.

http://127.0.0.1:5000/error — Tato stranka se uzivateli objevi pouze v ptipade¢,

kdy se v aplikaci stane n¢jaka chyba. VétSina chyb je zplsobena chybnymi
vstupnimi daty, avSak nékteré jiné chyby jsou odchyceny a vypsany zde.

V neposledni fad¢, je na serveru nastavena planovana akce, kterd kazdych 24 hodin

zavola funkci my periodic_function(), kterd spousti funkci delete _subfolders(). Takto se

jmenuje view funkce pro stranku endofwork, a tudiz maze obsah vSech nahranych dat.
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8 Vysledky

V nésledujici kapitole jsou, jak vyplyva z nazvu, popsané vysledky, kterych dosahuje
feSeni, které bylo pfedmétem této prace.

Jednotlivé hodnoty, které algoritmus pocital na trénovacich datech vychazely
naprosto totozné, a to jak v piivodni aplikaci, tak i v feSeni této prace. Jedinym rozdilem
mezi témito hodnotami byl pocet, na které programovaci jazyk zarovnaval desetinné
misto. Zatimco MATLAB pouzil 4 desetinna mista, Python pouzil 15. Z toho plyne, ze
Python pocita s vétsi piesnosti.

Ptestoze Python dosahl presnéjSich vysledkl, jeho vypocetni rychlost je vyrazné
pomalej$i. Testovani vypoctu prahovych hodnot probihalo na 7 souborech, které
obsahovaly jak zdravé, tak i nemocné pacienty pro lepsi validaci prahd. Pfi vypoctu
prahovych hodnot se rychlost vypoctu prakticky neliSila, avSak pii analyze dat je rozdil

jiz znatelny, jak je vidét na Obr. 28.

Python i [ AT

Partl Part2 Part3 Celkem | Partl Part2 Part3 Celkem Partl Part2 Part3 Celkem
0:01:18 0:00:11 0:00:20 0:01:49  0:05:19 0:00:13 0:01:05 0:06:37 LoD 0:04:01 0:00:02 0:00:45 0:04:48
0:01:10 0:00:12 0:00:20 0:01:42 0:05:23 0:00:14 0:01:23 0:07:00 LoD 0:04:13 0:00:02 0:01:03 0:05:18
0:01:05 0:00:11 0:00:19 0:01:35 0:05:27 0:00:13 0:01:06 0:06:46 LoD 0:04:22 0:00:02 0:00:47 0:05:11
0:00:57 0:00:11 0:00:19 0:01:27  0:05:20 0:00:14 0:01:27 0:07:01 LoD 0:04:23 0:00:03 0:01:08 0:05:34
0:01:01 0:00:11 0:00:18 0:01:30 0:05:23 0:00:13 0:01:25 0:07:01 LoD 0:04:22 0:00:02 0:01:07 0:05:31
0:01:07 0:00:11 0:00:19 0:01:37  0:05:19 0:00:14 0:01:06 0:06:39 LoD 0:04:12 0:00:03 0:00:47 0:05:02
0:01:05 0:00:11 0:00:18 0:01:34 0:05:22 0:00:15 0:01:08 0:06:45 LoD 0:04:17 0:00:04 0:00:50 0:05:11
0:00:57 0:00:11 0:00:20 0:01:28 | 0:05:24 0:00:15 0:01:08 0:06:47 LoD 0:04:27 0:00:04 0:00:48 0:05:19
0:01:04 0:00:12 0:00:20 0:01:36 0:05:19 0:00:13 0:01:25 0:06:57 LoD 0:04:15 0:00:01 0:01:05 0:05:21
0:01:06 0:00:11 0:00:19 0:01:36 | 0:05:26 0:00:14 0:01:08 0:06:48 LoD 0:04:20 0:00:03 0:00:49 0:05:12
0:01:35
0:01:27

0:07:01| | 0:04:27 0:01:08

. mamas Python Rozdil (MATLAB - Python)

Partl  Part2  Part3 Celkem | Partl Part2  Part3 Celkem m Partl  Part2  Part3 Celkem
0:00:58 0:00:10 0:00:21 0:01:39 0:06:06 0:00:16 0:01:23 0:07:45 LoD 0:05:08 0:00:06 0:00:52 0:06:06
0:00:58 0:00:11 0:00:27 0:01:36  0:07:46 0:00:23 0:04:19 0:12:28 LoQ 0:06:48 0:00:12 0:03:52 0:10:52
0:00:58 0:00:11 0:00:31 0:01:40 0:06:14 0:00:14 0:01:22 0:07:50 LoQ  0:05:16 0:00:02 0:00:51 0:06:10
0:01:09 0:00:11 0:00:30 0:01:50 | 0:05:51 0:00:14 0:01:18 0:07:23 LoQ 0:04:42 0:00:03 0:00:48 0:05:33
0:00:57 0:00:10 0:00:27 0:01:34 0:05:28 0:00:14 0:01:18 0:07:00 LoQ  0:04:21 0:00:04 0:00:51 0:05:26
0:01:08 0:00:12 0:00:27 0:01:47 | 0:05:28 0:00:14 0:01:18 0:07:01 LoQ 0:04:21 0:00:02 0:00:51 0:05:14
0:00:56 0:00:11 0:00:26 0:01:33 0:05:33 0:00:14 0:01:17 0:07:04 LoQ  0:04:37 0:00:02 0:00:51 0:05:31
0:01:04  0:00:35 0:00:26 0:02:05 | 0:05:30 0:00:15 0:01:22 0:07:07 LoQ 0:04:26 0:00:20 0:00:56 0:05:02
0:01:06 0:00:11 0:00:27 0:01:44 0:05:22 0:00:14 0:01:16 0:06:52 LoQ  0:04:16 0:00:02 0:00:49 0:05:08
0:01:02 0:00:11 0:00:28 0:01:41  0:05:31 0:00:16 0:01:25 0:07:12 LoQ 0:04:29 0:00:05 0:00:57 0:05:31

0:01:38 0:07:46| | 0:04:51

0:01:16 0:06:52| | 0:04:16

I 0:03:52
Obr. 28 Tabulka vypoctovych Casti

Testovani rychlosti probihalo na 30 trénovacich souborech, které byly totozné u obou
aplikaci. Tyto testovaci vypoCty probihaly na jednom stroji, které¢ vyuzivalo procesor

67



AMD Ryzen5 3600. Part 1 a Part 2 jsou pro ob¢ analyzy stejné. Z toho plyne, ze Part 3
je jedinou casti, ktera by méla obsahovat nékteré zmény na zaklad¢é vybéru limitt. Obr.
28 obsahuje Cervené zvyraznéna data, ktera se vyrazng 1isi od zbytku hodnot a o kterych
se dozvime nize. Nyni si probereme jednotlivé vysledky, které 1ze vycist.

e MATLAB

o Part 1 — Tato ¢ast trvala praimérné 65 sekund pii vypoctu LoD, avSak
jakjiz bylo feceno i pro LoQ je Part 1 a Part 2 stejny. Z tohoto diivodu
1ze fict, ze prumérné doba vypoctu této ¢asti je 63 sekund. Rozdil mezi
minimalni a maximalni hodnotou je 22 sekund. Tento rozdil znaci, ze
vysledek je lehce zavisly na vypoctu dat, které pocita¢ mohl pocitat
na pozadi.

o Part 2 — Tato ¢ast ma primérnou dobu vypoctu 11 sekund, avSak pfi
analyze LoQ je vidét, Ze jeden z Casti byl 35 sekund. Tato hodnota je
vSak nejspiSe zplsobend nckterym procesem, ktery prob&hl na
pozadi a jelikoz se jedna o ojediné€ly vysledek, 1ze ho zanedbat.

o Part 3 — Pii vypoctu limitd LoD byl primér 19 sekund, ktery mél
velmi konzistentni vysledky. Pro LoQ byl primér 28 sekund, ktery
trva déle o 9 sekund z divodu podminéného formatovani, které se
musi aplikovat pfi analyze s limitem LoQ.

o Celkem — Primérny Cas analyzy 30 tréninkovych dat byl 99 sekund.
Rozdil mezi nejveétsim a neymensim casem byl 38 sekund, avSak tento
rozdil je zpusoben ojedinélym vyskytem, ktery ptfidava 22 sekund
k béZnému Casu.

e Python

o Part 1 — Pfi vypoctu této Casti byl na pozadi provadén néjaky vypocet,
ktery zanesl do méfeni chybu, jelikoz Cas analyzy se prodlouzil
0 140 sekund. V méfenich kolem této hodnoty jsou také o néco vétsi
hodnoty, které na tuto skutecnost také poukazuji. Pokud tyto
skute¢nosti zanedbame byla by primérnd doba této ¢asti zhruba
5 minut a 30 sekund.

o Part 2 — Pifi analyze této Casti se primeérna doba pohybuje okolo
15 sekund. Jedna hodnota dosahuje vyrazné lepSich vysledkli nez
MATLAB, avSakuftadku, ktery je nejspiSe chybny nékterym
procesem na pozadi. Jedna hodnota je také vyrazné delSi nez zbytek
testll, avSak stale je to u fadku, ktery byl silné zatiZzeny vypoctem na
pozadi.

o Part 3 — Tato Cast také obsahuje analyzu zatizenou procesem na
pozadi, ale tentokrat je to jiz vyrazné zhorSeni vysledku, které analyzu
této casti prodlouzilo az Ctyfndsobné. Pokud bychom tuto hodnotu
nevzali v potaz, byla by primérna doba této casti 80 sekund.
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o Celkem — Primérny Cas analyzy v Pythonu trvd primérné 7 minut
s nejvetsim rozdilem 77 sekund, pokud zanedbame jiz zminované
méfeni.
e Rozdil — Pii zanedbani hodnot, které pravdépodobné ovlivnil proces na
pozadi operacniho systému, z tabulky vyplyva, Ze rozdil mezi analyzami je
cca 5 minut a 15 sekund u LoD a 5 minut a 30 sekund u LoQ.

Mezi dalsi vysledky by se mohl fadit i vysledny vzhled aplika¢niho rozhrani. Jelikoz
se jedna o webovou aplikaci, bylo potieba vysledny produkt upravit do podoby, ktera by
vice odpovidala vS§em moznostem, které se uzivateli normalné dostadvaji pii praci
s aktualni adresarovou strukturou. Tato funkcionalita ve webovém rozhrani chybi.

9 Diskuse

Hlavnim cilem této prace bylo vytvotfeni webové aplikace, kterd bude detekovat
somatické¢ bodové varianty u pacienti s leukémii. Jednotlivé kapitoly teoretické Casti
predlozené diplomové prace byly vybrany tak, aby dokazaly popsat jednotlivé okruhy
potiebné k uchopeni zékladni problematiky a pojmu. Probiranou problematiku a zékladni
informace lze ziskat z webovych stranek produktil, elektronickych zdroji, z prednaSek
probiranych béhem celého studia na FBMI CVUT ¢&i z tisténych zdrojii. Vypracovani
nékterych Casti teoretickych okruht této diplomové prace probihalo az zpétné po
vytvoreni samotného kone¢ného feSeni. Divodem bylo to, Ze k samotné praci nebylo
tteba pln¢ znat metody sekvenovani, typy leukémii apod., ale stacilo kratké vysvétleni,
pro uchopeni celé¢ myslenky vysledného produktu praktické Casti.

Navrh a implementace praktické ¢asti projektu probihala souvisle s psanim
teoretické ¢asti. Samotny vyvoj aplikace by se dal nazvat jako iterativni proces, ktery se
da rozdélit na designovou €ast a vypoctovou cast. Jednotlivé ¢asti navrhu vzhledu stranek
byly konzultovany se zadavatelkou prace, ktera poskytovala zpétnou vazbu, jez byla
zaimplementovana do vysledného feSeni prace. Vyvoj vypocetni Casti probihal soubézné
se spusténou funkéni verzi v MATLAB, kde vyvoj probihal zarovenl na zdkladé hodnot
tréninkovych dat. Toto slouZilo k lepSimu pochopeni napsané¢ho kodu v programovacim
jazyce MATLAB a ke kontrole vysledk, které vychazely v obou programech totozné.

Ze zadani prace vyplyvalo, Ze je potieba upravit jiZ existujici feSeni a predélat ho do
vhodnéjsi formy. Z tohoto divodu byla soucasnd aplikace pouzita jako Sablona, ktera byla
brana jako vychozi bod. Tohoto vychoziho bodu bylo Zadouci dosahnout 1 u navrhované
aplikace. Pro vytvofeni produktu, ktery bude moci byt spustén na libovolném prostiedi,
byla vyuzita kontejnerizace, ktera je velmi Casto pouzivana v redlnych feSenich.

Velkou ¢ast implementace tvoii popis postupu, kterym se aplikace vyvijela a snazila
se dodrZet redlny postup, jaky byl pouzit v jiz existujicim feSeni. V tomto postupu jsou
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popsany a ukazany zajimavé casti vytvorené aplikace, jakoz i vysvétleni funkénosti
jednotlivych prvkd.

Tato prace splnila vSechny vytyCené cile, jako je naptiklad, virtualni prostiedi,
logovani dat, tvorba dokumentace nebo vefejné dostupny kod. Tento vysledny program
se snazi jednoznac¢né a vystizné pojmenovat jednotlivé proménné a funkce, aby byl kod
co nejlépe Citelny. Nekteré Casti kodu obsahuji komentate pro prehlednéjsi a jasnéjsi
uchopeni dané ¢asti. V kapitole 6 Implementace se popisu kddu piili§ nevénujeme, jsou
zde zobrazeny jen dilezité ¢asti, které jsou vyznamné pro pochopeni zakladni struktury
aplikace. Vysledné feSeni mélo podporovat béh na jakémkoli prostfedi. To nebylo
vyzkouS§eno na vSech platformach, av§ak na zaklad€ pouzitych technologii a virtualizace
a dle dostupné dokumentace, I1ze piredpokladat plnou funkénost naptiklad i v cloudovém

prostiedi.

Jelikoz mezi cile prace méla byt i snaha vylepsit soucasné feSeni, ktera se z pohledu
vypocetni rychlosti neuskutecnila, funkénost vysledné aplikace ma stale prostor ke
zlepSeni. Pokud shrneme zminéné poznatky z kapitoly 8 Vysledky je patrné, ze ptivodni
aplikace analyzuje data cca 3krat rychleji. Hlavni optimaliza¢ni nedostatek je v ¢asti
Part 1, kterad vytvaii zdkladni strukturu souboru vysledku. V Pythonu je vytvéfeni tohoto
souboru feSeno iterativnim procesem pomoci knihovny openpyxl, kterd ho pii kazdé
iteraci otevie a zapiSe. Otevirani a zavirani téchto souborti je velmi zdlouhavy proces,
a tudiz optimalizace této ¢asti by byla do budoucna vhodna. Jednim z moznych fesSeni by
mohlo byt zapisovani do souboru az uplné na konci analyzy dat, kde by se soubor oteviral
pouze jednou. DalSim moznym feSenim by moZzné bylo vhodné zvolit jinou knihovnu,
ktera by mohla praci s excelovskym souborem urychlit.

Zasadni otazkou vylepSeni by mohlo byt také vétsi vyuziti funkci, které by mohly
praci rozdélit na vice menSich Casti. Ty by nasledné usnadnily Gpravy a praci s nékterymi
¢astmi kodu. DalSim vylepSenim, by mohlo byt pfidani rozsifenych moznosti k analyze
dat. UzZivatel by mohl ménit naptiklad soubor genetickych mutaci, které jsou staticky
definovany na zaklad¢ ¢lanku [21], zmény hladiny vyznamnosti nebo naptiklad oSetfeni
vice chybovych moznosti. Dal$im zménou, kterd by mohla vylepsit webové rozhrani, by
mohla byt uprava nekterych prvkl k zajisténi pln€ responzivniho zobrazeni. To se sice
do jisté miry chova responzivng, avSak nékteré prvky lehce zasahuji do jinych pokud se
obrazovka pfili§ zmens$i. V neposledni fad€ je v planu pustit tuto aplikaci do svéta.
Z tohoto diivodu se planuje fesSeni této prace udé€lat jak v jazyce ¢eském, tak anglickém.
Kviili budoucimu planu pustit aplikaci na vefejné dostupné ulozisté byla zvolena nejméné
restriktivni licence, kterd zajisti autorské pravo na predloZené feSeni a tou se stala licence
MIT.

Dalsi casti projektu byla dockerizace, ktera vyuziva izolované prostiedi k béhu na
vSech typech systému. Tyto dockerovské obrazy, Ize lokaln€ sestavit pii pouziti gitového
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repositare, jak je popsano v kapitole 7 Uzivatelska dokumentace ¢i stdhnout jiz sestaveny
kontejner.

Ve vysledném systému je tedy stale prostor pro vylepseni, avSak aplikace spliiuje
vytycené cile a pozadavky prace zminéné v kapitole 5 Navrh aplikace a vyplivajici ze
zadani této prace. Konecné teseni je tedy dobrym zakladem pro budouci vylepSovani
a pridavani funkcnosti do tohoto feSeni.
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10 Zavér

V diplomové praci byly uspésné splnény a dosazeny vsechny stanovené cile, kterymi
bylo probrani problematiky navrhu, sezndmeni se se zdkladnimi teoretickymi znalostmi
nutnymi k aplnému porozuméni préce, a k implementaci a testovani daného feSeni.

Teoreticka Cast prace Ccerpala pfevazné zinternetovych zdroji organizaci
zabyvajicich se probiranou tématikou, tiSténymi a elektronickymi zdroji, které se
skladaly z odborné literatury ¢i zdravotnickych ¢lankt a publikaci, anebo z oficialnich
dokumentaci vybranych technologii, jez byly pouzity a zminény v této praci.

Praktickd cast prace zahrnuje ndvrh aplikace, implementaci a uzivatelskou
dokumentaci, kterd odpovidéa sou¢asnému stavu funkéni verze aplikace. Tato aplikace ma
stale prostor pro zlepSeni, avSak jeji vysledky odpovidaji aktudln¢ pouzivanému
feSeni, a proto je mozné, aby tato aplikace mohla soucasnému feseni konkurovat, i kdyz
jeji vypocet trva skoro 4krat déle. Diivodem tohoto tvrzeni je zevSeobecnéni,
dockerizace a izolovani prostfedi pro aplikaci na jiné operacni systémy. Z tohoto divodu
ma toto feSeni mnohem veétsi potencial ristu.
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