VYSOKE UCENI TECHNICKE V BRNE

BRNO UNIVERSITY OF TECHNOLOGY

NN

FAKULTA INFORMACNICH TECHNOLOGH
USTAV POCITACOVYCH SYSTEMU

FACULTY OF INFORMATION TECHNOLOGY
fll DEPARTMENT OF COMPUTER SYSTEMS

ZPRACOVANI A VIZUALIZACE HMOTNOSTNICH
SPEKTER

PROCESSING AND VISUALIZATION OF MASS SPECTRUMS

DIPLOMOVA PRACE
MASTER’S THESIS

AUTOR PRACE Bc. ONDREJ BENES
AUTHOR

VEDOUCI PRACE Ing. TOMAS MARTINEK, Ph.D.
SUPERVISOR

BRNO 2014



Abstrakt

Jedna z novych technik v oblasti analytické chemie, které naléza stale vice uplatnéni v praxi,
je zobrazovaci hmotnostni spektrometrie. Diky jeji schopnost zaznamenat zastoupeni latek
ve vzorku pri analjze tkdné vsSak vznikaji az GB dat a tyto data je nutné zpracovavat
programové. Cilem této prace je vytvofit aplikaci pro zpracovani a vizualizaci dat z nového
standardu imzML. Soucéasti prace je struc¢ny tvod do problematiky hmotnostni spektrome-
trie, konkrétnéji pak typu MALDI TOF a jsou zde popsany nékteré metody predzpracovani
hmotnostné spektrometrickych dat. V praci je také nahlédnuto na soucasny stav existujici
software a na zékladé pozadavkl spolupracujici laboratore je navrzena a implementovana
nova aplikace nejen umoznujici zobrazeni dat, ale i jejich predzpracovani jako jsou napii-
klad metody vyhlazovani dat Savitzky-Golay, interni kalibrace ¢i vyhledavani pikt pomoci
spojité vinkové transformace. K zavéru jsou i nékteré ukazky vizualizovanych dat z redlnych
experimenti.

Abstract

One of new techniques in the field of analytical chemistry, which has more and more practical
use, is mass spectrometry imaging. With its ability to record representation of substances
in samples during the tissue analyze arise problem with a lot of output data which needs to
be handled programmatically. The goal of this work is to create an software for processing
and visualization data of new standard imzML. As a part of the work, the field of mass
spectrometry, primarily MALDI TOF mass spectrometry, is briefly introduced. There are
also introduced some methods for mass spectrometry data preprocessing. The work also
contains a summary of current state of available software for processing and visualization
of mass spectrometry data. With requests from cooperating laboratory a novel software
is designed and implemented, which besides the visualization itself, can preprocess the
data for example data smoothing with Savitzky-Golay method, internal calibration or peak
detection with continuous wavelet transformation. The software was successfully tested on
real data sets.
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Kapitola 1

Uvod

Hmotnostni spektrometrie s laserovou desorpci/ionizaci za ic¢asti matrice ve spojeni s priile-
tovym analyzatorem je moderni bioanalytickou metodou vyuzivanou pro uréeni hmotnosti
biomolekul a k jejich identifikaci. Atraktivni aplikaci této metody je jeji provedeni ve zob-
razovacim mdédu, ktery umoznuje poskytnout informaci o prostorovém zastoupeni latek ve
vzorku, nejbéznéji v tkanovych rezech.

K ziskdvani dat je vyuzivano pfistroji nazyvanych hmotnostni spektrometry, jejichz
vyvoj sleduje moderni trendy v elektronice a informatice. Vysoka kvalita a v pfipadé zob-
razovaci hmotnostni spektrometrie i velké mnozstvi spekter s sebou nese i velky objem dat
(v fd4du GB), ktery neni v lidskych sildich manudlné zpracovavat a analyzovat v realném
Case.

Cilem této prace je prozkoumat moznosti vyuziti informacnich technologii a vytvorit
software pro zakladni analyzu hmotnostnich spekter a hyperspektralnich obrazcti pro ne-
komercéni hmotnostni spektrometr sestaveny v Laboratofich bioanalytické instrumentace
na Ustavu chemie Piirodovédecké fakulty Masarykovy univerzity. Tento software pomitize
védcium pti dalsi praci s daty.

Prvni kapitola prace 2 vysvétluje principy a aplikace hmotnostni spektrometrie, pre-
devsim pak hmotnostni spektrometrie s laserovou desorpci/ionizaci za casti matrice ve
spojeni s pruletovym analyzatorem. Pozornost je vénovana i zobrazovaci hmotnostni spek-
trometrii. Druhé kapitola prace 3 popisuje teorii zpracovani dat, tzv. hmotnostnich spekter.
Priblizuje konkrétni problémy, které je nutné pii praci s daty z hmotnostniho spektrometru
Tesit, aby jejich nasledné analyza dosdhla kvalitnich vysledkti. V dalsi kapitole 4 se kratce
podivame jaky je souCasny stav software pro praci s daty z hmotnostnich spektrometri.
Nasledujici kapitola 5 popisuje samotnou implementaci software pro ¢teni spekter, jejich
zpracovani a zobrazeni v uzivatelském rozhrani. Nejprve je v této ¢asti vénovana pozor-
nost jiz existujicim softwarovym reSeni pouzivanych pro zpracovani dat z hmotnostnich
spektrometri s laserovou desorpci/ionizaci za tcasti matrice a priletového analyzatoru a
nasledné je popsana konkrétni implementace. V predposledni kapitole 6 bude popsano né-
kolik experimentd naimplementované ¢tecky s daty a ukézany priklady vystupu ze software
s testovacimi i redlnymi daty. V zavérecné kapitole 7 jsou pak shrnuty vysledky prace.



Kapitola 2

Hmotnostni spektrometrie

2.1 Historie

Prvni naznaky hmotnostni spektrometrie se objevuji roku 1886, kdy Eugen Goldstein po-
zoroval elektrické vyboje v plynu pod nizkym tlakem. Zaznamenal pfi tom zéareni, které
probihalo od anody skrze kanalky v katodé. O par let pozdéji Wildhelm Wien pozoroval, ze
silné elektrické ¢i magnetické pole odchyluje takovéto zafeni a sestrojil pfistroj s paralelnim
magnetickym a elektrickym polem, které rozdélovalo castice zafeni podle pomeéru jejich
hmotnosti ku naboji (m/z) . Za otce hmotnostni spektrometrie je ale povazovan az Joseph
John Thompson, ktery r. 1913 upravil Wienovu instrumentaci snizenim tlaku a popsal tak
izotopy neonu 20N¢ a 22Ne. [27]

Béhem dvacatého stoleti doslo k postupnému rozvoji hmotnostni spektrometrie, jiz ve
40. letech se hmotnostni spektrometry staly komeréné dostupné a ziskaly pevnou pozici
esencialnich nastroju fyziky i chemie. Zcela zasadni vliv na moZnosti vyuziti hmotnostni
spektrometrie mélo ale objeveni “mékkych” ionizacnich technik: Koncem 80. let 20. stoleti
dvojice vyzkumnikt Franz Hillenkamp a Michael Karas a nezavisle na nich i Koichi Tanaka
predstavili metodu laserovou desorpci/ionizaci za G¢asti matrice. Tato metoda ionizace, po-
dobné jako ionizace elektrosprejem (z anglického electrospray ionization), kterou predstavil
John Bennett Fenn, umoziiuje analyzovat velké molekuly (napf. proteiny, nukleové kyseliny)
aniz by doslo k jejich destrukci ¢i fragmentaci, kterd byla charakteristickd pro tzv. tvrdé
ionizac¢nich metody. Hmotnostni spektrometrie vyuzivajici tyto ionizac¢ni techniky je dnes
nezastupitelnym nastrojem v oblasti proteomiky. V roce 2002 byla udélena Nobelova cena
za rozvoj metod identifikace a strukturni analyzy biologickych makromolekul. [11, 25, §]

2.2 Princip a vyuziti

Hmotnostni spektrometrie (z anglického mass spectrometry nebo také MS) je metodou ana-
lytické chemie. Zéakladni princip metody spociva v prevedeni zkoumané latky do plynného
stavu a ionizaci na nabité ¢astice, ktera je nésledovana separaci iontii podle jejich m/z v
hmotnostnim analyzatoru a jejich detekci. Timto lze ziskat zastoupeni jednotlivych castic
v méfeném vzorku a urcit tak jeho slozeni. V soucasné dobé nachazi uplatnéni v odvétvich
jako jsou chemie, fyzika, biologie, forenzni analyze, farmacie, mediciné ¢i tieba i geologii.



2.3 MALDI

Laserova desorpce/ionizace za Gcasti matrice (MALDI; z anglického Matrix-Assisted Laser
Desorption/Ionization) se vyuziva pro analyzu molekulové hmotnosti a identifikaci peptidu,
proteinti, sacharidt, lipid{, nukleovych kyselin ¢i jinych makromolekul. Zakladni princip
této ioniza¢ni techniky spo¢ivé ve smichdni méfeného vzorku s tzv. MALDI matrici (mala
organicka latka, typicky kyselina). Na takovyto vzorek se pak piisobi v iontovém zdroji
kratkymi nanosekundovymi laserovymi pulsy. Procesy, které pfi tomto déji nastavaji dopo-
sud nebyly zcela objasnény, ale predpoklada se, Ze molekuly matrice silné absorbuji energii
laseru, pri¢emz dochdzi k jejich desorpci (obrazek 2.1). Odpafujici se ¢astice matrice s sebou
do plynné faze strhavaji molekuly vzorku. Souc¢asné dochézi k ionizaci vzorku. Pro MALDI
je typicky vznik jednondsobné nabitych, tzv. pseudomolekularnich iontd [M+H]T.

2
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Obrézek 2.1: Schématicka reprezentace procesu MALDI

2.4 Pruletovy analyzator

Po ionizaci analytu v iontovém zdroji jsou ionty separovany v tzv. priletovém analyzatoru

(TOF; z anglického Time-of-Flight). Ionty jsou nejdfive urychleny do letové trubice po-

moci dvojice extrakénich mrizek, na které je privedeno vysoké napéti. Potencialni energie

urychlenych iont odpovida kinetické energii iontt:

m - v?
2

E,=FEyn —2-U= (2.1)

kde:
E, ...potencionalni energie,
Fin ... kinetické energie,
U ...urychlovaci napéti,

m ...hmotnost iontu,



z ...naboj iontu,
v ...rychlost.

Rychlost ¢astic se neméni v driftové z6né bez silového pole a tak jsou ionty o rizném m/z
separovany na zakladé doby letu od iontového zdroje k detektoru. Pro stejné nabité ¢astice
plati, Ze lehéi castice dopadaji na detektor diive nez ¢éastice tézsi. Plati zde vztah:

2-¢-U-t?

m/z = 72

(2.2)

kde:
m ... hmotnost iontu,
z ...naboj iontu,
e ...elementarni naboj,
U ...urychlovaci napéti,
t ...doba letu iontu analyzatorem,
L ...délka takzvané driftové zdny.

Pro lepsi rozliseni hmotnosti se pouziva nékolik riznych metod, které koriguji nestejnou
distribuci pocatecni kinetické energie vzniklou v diisledku ioniza¢niho procesu. Jednou z
nich pouziti iontového zrcadla na konci letové trubice neboli reflektoru. Ten je tvoifen néko-
lika prstencovymi elektrodami, na které je pfivedeno napéti o stejné polarité jako je napéti
v urychlovaci trubici av§ak v opa¢né prostorové orientaci (obrazek 2.2). Tim pro ¢astice o
stejném m/z nastane, ze ¢astice s vétsi kinetickou energii do reflektoru proniknou hloubéji,
zatimco ty s mensi jej opusti dfive a vSechny nakonec dopadnou na detektor soucasné.
[21, 14]

lontovy zdroj letovéa zéna (E = 0) reflektor (=19 kV)
extrakéni mfizky iontova .
(~17 a0 kv) optika miizky a elektrody reflektoru
MALDI teréik | ‘ Hi
= odpuzovaci —»e ® oo v ——w
elektroda (~19 kV) .‘ ‘ H e e s
Eotkay
=]
zrcdtko
linedrni
opticky filtr

reflektorovy detektor
detektor

intenzita

doba letu (m/z)

Obrézek 2.2: MALDI TOF s reflektorem



2.5 Zobrazovaci hmotnostni spektrometrie

Zobrazovaci hmotnostni spektrometrie (z anglické Mass Spectrometry Imaging neboli MSI)
cich jako jsou ttreba sekce zvirecich tél. MSI vzniklo potifebou ziskat prostorovou informaci
o biologickych molekulach, které lze ziskat béznou hmotnostni spektrometrii.

Pro MSI jsou vhodné rtzné biologické vzorky pocinaje od jednotlivych bunék, bakteri-
alnich kolonii, vzorkt biopsie, ¢asti rostlin, zvifeci embrya, zvifeci organy az po celé ¢asti
zvitecich tél. Takovy vzorek je nejprve zmrazen velmi nizkou teplotou a poté nafezan na
tenké fezy. Na tyto vzorky je nanesena matrice a polozené na terc¢iku jsou vkladany do hmot-
nostniho spektrometru. Ten funguje stejnym zpiisobem jako normalni hmotnostni spektro-
metr, jen s tim rozdilem, Ze jednotlivé vzorky nejsou méfeny separatné, ale pii akvizici dat
je kazdému bodu (spektru) piifazena jeho pozice, kterd po nasniméni celé oblasti zdjmu
nasledné umozni rekonstrukci tzv. hyperspektralniho obrazce (obrazek 2.3). [1]

spray

Measurment process

glass slide with section matrix application MALDI-TOF MS

m/z

Datacube (hyper-spectral image)

noise
&

Sample preparation o MS — Data analysis

Obrazek 2.3: Proces ziskani dat z tkdné pomoci MSI [1]

2.6 Drobecek

Hmotnostni spektrometr MALDI TOF, ,,Drobecek“ je nekomer¢nim, vlastnimi prostiedky
sestrojenym vysoce vykonnym piistrojem s axialni konstrukci (obrazek 2.4). Tento hmot-
nostni spektrometr byl piivodné prof. Preislerem zkonstruovan na Northeastern University



v Bostonu. V roce 2009 byl vénovan Masarykové univerzité, zde znovu sestaven a vylepsen.
Ptistroj vyuziva pulzni, diodami pumpovany Nd:YAG laser s nasobi¢em frekvence o vinové
délce 355-nm a frekvenci do 4 kHz, motorizovany presun MALDI ter¢iku s rychlosti 5 mm/s,
a vysokorychlostni 2 GS/s AD pfevodnik pro zdznam dat.

Jedine¢nym je pristroj také diky rychlému optickému skenovacimu systému, ktery umo-
znuje pohybovat desorpénim laserovym paprskem v casech pod 1 milisekundu. Zminéné
charakteristiky predurcuji pfistroj k velmi rychlym analyzam, zvlasté pak pro MS imaging.
Pristroj je schopen provadét zobrazovaci hmotnostni spektrometrii témeér o fad rychleji,
nez soucasné bézné dostupné komercni pristroje. Mapu sklddajici se z 10 000 pixelti dokaze
instrument nahrat za 11 minut. [3]

Obrézek 2.4: Ptistroj v jeho soucasné podobé v laboratofi na Masarykové Univerzité



Kapitola 3

Zpracovani dat z hmotnostnich
spektrometru

3.1 Vystup z hmotnostniho spektrometru

Vystupem hmotnostniho spektrometru typu MALDI-TOF je tzv. hmotnostni spektrum,
tedy zavislost signalu intenzity iontt dopadajicich na detektor na case, jak je popsano v
kapitole 2.4. V dusledku potieby velmi pfesnych métfeni hmot byvaji dnes vystupni data
meéfeni velmi obsahla. Jejich velikost se pohybuje od né€kolika MB pro jednotliva spektra az
do fadi GB pro obrazce vytvorené pomoci zobrazovaci hmotnostni spektrometrie. Velikost
takového spektra je zavisla na typu pristroje, presnosti méfeni a velikosti méreného vzorku.

3.2 Spektrum

Na spektrum se z pohledu datového lze divat jako na tabulku. Takova tabulka je pak slozena
z Casové osy vyjadiujici ¢as, za ktery dany iont dorazil na detektor. Tato doba mtze byt
pri znalosti geometrie hmotnostniho spektrometru pfepoctena na pribliznou hodnotu m/z,
ktera byva oznacovana v jednotkédch Dalton (Da). Druhy rozmér je intenzita signalu ionti,
které v dany ¢as dorazily na detektor. Data se bézné vynasi do grafu (obrazek 3.1), kde osa
x oznacuje rozmér m/z a osa y rozmeér intenzity signalu.

V zavislosti na typu pfistroje, vzorkovaci frekvenci mize mit takovéto spektrum v m/z
ose desitky az stovky tisic bod.

Intenzita

0.0 AUA o (ULl Ll ) i gtg 8 LR Hlay | FITTR_SPT ) ¢ ANRFTRR 7RI (AT FRTCHPT PN ETRYNT,T TINAT TS TIAE YA 1 PV YT LITAE IRTZTATICTRICLE 3 W ST ST VT es AP R0
100:167 170,083 240083 310.083 380083 450083 5200 5000 6600 730.0
m/z

Obrazek 3.1: Hmotnostni spektrum vynesené do grafu



3.3 Hyperspektralni obrazek

V pripadé MSI lze na vystup méfeni pohlizet jako na obrazek. Méfeny vzorek je bod po
bodu nasniméan v pfedem definované oblasti. Kazdy tento bod je pak reprezentovan jednim
spektrem. Tyto spektra mohou mit stejnou ¢asovou osu, ale mohou mit také c¢asovou osu
odlisnou. Nejjednoduseji a nejnizornéji se data zobrazuji do podoby obrazku. Nejprve je
vSak nutné si zvolit hodnotu m/z, pro kterou bude dany obrazek vytvoren. Kazdy pixel
takového obrazku pak reprezentuje intenzitu signalu pro dané m/z v soufadnicich z, y.
Pokud takové takové intenzity vyneseme do 2D mapy, lze vytvorit obrazek 3.2.

Obrézek 3.2: Hyperspektralni obrazek fezu moc¢ového méchyie [20]

Jelikoz hmotnostni spektrometr pracuje na tirovni molekul, byva vystup takového méfeni
velmi obsahly co se tyce poc¢tu dat. Pokud se méfi napriklad vzorek o velikosti 100 krat
100 bodu a kazdé méfeni jednoho bodu ma napiiklad sto tisic bodt v ose m/z pak je
pocet hodnot v takovém obrazku roven 1 miliardé. Méfeni se vétSinou zaznamenavaji ¢isly
s plovouci ¢arkou. Pokud se pouzije dvoji presnost tak cisté velikost takovychto hrubych
dat jednoho takového méfeni je kolem 7630MB, obvykle to vSak byva o néco vic, vzhledem
k nékterym metadattim, které jsou pro naslednou analyzu nezbytné.

3.4 Format dat

mzML

Rozsifenim vyuziti hmotnostni spektrometrie vznikl pozadavek sdilet naméfena data mezi
jednotlivymi pracovnimi skupinami. Problém je, ze s komerénimi hmotnostnimi spektro-
metry je dodavan software vytvareny danou spoleCnosti, ktery pracuje s proprietarnim
formatem. V roce 2008 pracovni skupina HUPO PSI vyvinula spoleény standard pro ukla-
déani dat z hmotnostnich spektrometri. Byl nazvan mzML a byl urcen pro ulozeni jednoho
spektra s metadaty. V roce 2009 byla pak vydana nova, aktualni verze standardu verze
1.1.0. [15]

Tento format dat je postaven na technologii XML. Hmotnostni spektrometrie ma mnoho
typl a kazdé meéteni lze provadét riznym zpiisobem, je tedy zapotifebi uklddat strukturo-
vané spousty metadat (obrazek 3.3). Tyto metadata popisuji samotny experiment, prostiedi
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Obrazek 3.3: Schématické zobrazeni struktury mzML souboru s kli¢ovymi elementy [15]

¢i podminky v jakém experiment vznikal ¢i jiné. Jednotlivé polozky metadat nejsou v tomto
souboru definovany a misto toho je u nich uveden pouze odkaz do kontrolovaného slovniku,
kterym je takzvany OBO soubor (obrazek 3.4). Kromé metadat jsou v souboru uloZeny také
samotné naméfené data v binarni podobé zakédovana pomoci base64. Pro rychlejsi piistup
k datim jsou nejdfiv v souboru uloZeny data o pozici binarnich dat a aZ na samotném
konci jsou umistény bindrni data, aby nebylo nutné nacitat vsechny data, ale bylo mozné
pristoupit ke konkrétnim castem.

OBO

Format OBO je textovy forméat reprezentujici ontologicky jazyk. Koncept, ktery tyto sou-
bory reprezentuji modeluje podmnozinu konceptd v deskriptivni logickém jazyce OWL s
nékteryma rozsifenimi pro modelovani metadat a jinych konceptti, jenz nejsou podporovany
v jinych jazycich. Samotny format je mozné Cist v Cisté textové formé a nebo pomoci pro-
gramu OBO-Edit, ktery ontologie zobrazi ve formé stromovych struktur. Ukézka jednoho
zaznamu z OBO souboru:

[Term]

id: IMS:1000003

name: ibd binary type

def: ’Describes type of the binary (ibd) file .’ [COMPUTIS:IMS]
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relationship: part_of IMS:0000000 ! Imaging Mass Spectrometry Ontology

imzML

Format mzML je vSak pro potieby zobrazovaci hmotnostni spektrometrie neprakticky a
tak v ramci evropského projektu COMPUTIS v roce 2012 za timto Gcelem vznikl standard
pro ukladani dat ze zobrazovaci hmotnostni spektrometrie s nazvem imzML. Tento format
primo vychazi z formatu mzML. Data zobrazovaci hmotnostni spektrometrie jsou v tomto
standardu oproti pivodnimu mzML souboru ulozeny ne do jednoho, ale do dvou souborti.
Jeden soubor obsahuje metadata ve formatu XML a druhy obsahuje samotné binarni data
z meéteni.

XML soubor s koncovkou imzml obsahuje vSechny prislusné informace tykajici se kon-
krétniho experimentu. Format tohoto souboru zustal téméf stejny jako formét souboru
mzML, také jsou zde pouzity odkazy do kontrolovaného slovniku. Jsou zde ale i rozdily a to
hlavné z divodt rizné interpretace vyslednych dat. Byly zde doplnény metada naptiklad
o z/y pozici, konfigurace skenovani (obrazek 3.4) ¢éi velikost jednotlivych pixelid. Namisto
samotnych dat jsou zde také uloZeny ofsety k jednotlivym spektrim pro rychlejsi pristup.

Scan pattern: fly back Scan pattern: meandering

Scan type: horizontal linescan Scan type: horizontal linescan

Linescan direction; left right Linescan direction: right left (first

I E E rd linescan)

Linescan sequence: bottom up

Linescan sequence: top down

Scan pattern: fly back AN Scan pattern: meandering A
Scan type: vertical linescan Scan type: vertical linescan
: |
Linescan direction: bottom up Linescan direction: bottom up (first
linescan)

Linescan sequence: right left Linescan sequence: left right

Obrazek 3.4: Mozné varianty konfigurace skenovani [20]

Binarni data maji koncovku ibd a obsahuji samotné namérené hodnoty. Z divodu efek-
tivniho ukladédni dat mtzou tyto data byt ulozeny ve dvou rtiznych moédech: nepietrzity
(continuous) a zpracovany (processed). Nepretrzity méd predpoklada pro kazdé spektrum,
nebo také pro kazdy bod méfeni stejné hodnoty m/z a tyto hodnoty jsou v bindrnich datech
uloZeny pouze jednou na zac¢atku (obrazek 3.5). Tento méd pouziva vétsina MALDI-TOF
hmotnostnich spektrometri. Diky takovému uloZeni dojde k velké tspore dat. Oproti tomu
druhy méd ukladéd pro kazdé spektrum hodnoty m/z zvlast. Vyhodou tohoto mdédu je
vétsi presnost a vérohodnost dat, ale oproti nepretrzitému médu mé vysledny soubor témeér
dvojnasobnou velikost.

Oba tyto soubory lze spolu jednoznac¢né identifikovat pomoci jedine¢ného univerzalniho
identifikatoru (UUID), ktery je obsazen jak v metadatech, tak v binarnich datech. Sklada
se z 16 bajtt a v binarnich datech je uloZen hned na zacatku. Dle RFC 4122 ma tento
identifikator bajty ulozeny v pofadi big-endian oproti tomu zbytek binadrniho souboru je
vzdy ulozZen s endianitou little-endian.
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Imaging mzML

XML file (*.imzML): metadata
XML (mzML based)

imaging MS controlled vocabulary

binary file (*.ibd): mass spectral data

continuous mode processed mode

m/z array

intensity array, intensity array,

intensity array,

intensity array, intensity array,

intensity array,, intensity array,

Obrazek 3.5: Struktura soubort standardu imzML [20]

3.5 Predzpracovani dat

Jedno méteni v ramci MALDI-TOF muze obsahovat desitky, stovky a az tisice hmotnostnich
spekter. Kazdé takové spektrum obsahuje tisice intenzit reprezentujici pfedem neznimy
pocet analytt ve formé pikt. Jakykoliv pokus dat témto datlim smysl vyzaduje nejprve
nizko Uroviiové predzpracovani k zajisténi presnéjsiho ziskani pozic a velikosti jednotlivych
pikt. V opacném piipadé miize dojit ke znacnému zkresleni a ke zhorseni vysledné analyzy
vzorku. Predzpracovani hmotnostnich spekter se sklada z nékolika tkol, typicky:

e kalibrace,

filtrovani k odstranéni Sumu,

korekce zakladny,

e normalizace,

detekce pikii.

Kalibrace

Existuji dva zakladni typy kalibraci: externi a interni. Pfi externi kalibraci se pouziva stan-
dardni vzorek, ktery se umisti na jedno ¢i vice mist a parametry kalibrace jsou ziskany z
tohoto standardniho vzorku. Tyto parametry jsou pak nasledné pouzity ke kalibraci dalsich
vzorkll v jinych mistech. Oproti tomu interni kalibrace se provadi pomoci standardniho
vzorku smichaného spolecné se vzorkem. Hodnoty pikt standardnich molekul jsou identifi-
kovany a hmoty téchto molekul jsou pouzity ke kalibraci celého spektra. Externi kalibrace
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je vhodna, ale ¢asto neni dostatecné piresna. Oproti tomu interni kalibrace miize byt presné,
ale i ta ma své nevyhody. Je nutna zakladni znalost o vzorku k urceni, jaké mnozstvi stan-
dardnich latek by mélo byt pridano do vzorku pro interni kalibraci. Pokud je totiz mnozstvi
standardnich latek nedostateéné, piky standardnich latek ve spektru neni mozné identifi-
kovat. Pokud je mnozZstvi zase prili§ velké, méfeny vzorek mize byt potlacen. Mize také
nastat prekryv pika standardnich molekul a méfeného vzorku. Mohou se objevit také ne-
ocCekavané ¢i neznamé molekuly jako disledek reakce mezi méfenym analytem a standardni
latkou. [31]

Interni kalibrace

V méfené smési se oznaci zndmé piky a urci se jejich redlna hodnota. Ziskdme tak mnozinu
obsahujici velikosti chyb v jednotlivych ¢astech funkce spektra. Nejjednodussi zpasob interni
kalibrace je za pomoci linedrni regrese metodou nejmensich ¢tverct. Uvazujme funkéni
zavislost f(z) kde x zna¢i hodnotu m/z, kterou chceme pfepocitat na novou kalibrovanou
hodnotu:

fl@) = az +0 (3.1)

Dosazenim hodnot mnoziny chyb a mnoziny hodnot m/z do rovnic ziskdme parametry a a
b:

_ 233122% — 2Ty, TYi
b= 5 5 (3.3)
ny wy — (o wi)

Pomoci takto ziskanych parametrii pak lze vypocéitat linearné kalibrované hodnoty [28].
Prolozeni bodt pfimkou neni vzdy dostatecné piesnd aproximace a dal$si mozny zptsob
vypoctu spravnych bodu je kalibrace pomoci polynomické regrese [30]. Princip je podobny
jako linearni regrese, ale namisto primky kalibracni body prolozime kfivkou. Vypocet pa-
rametri polynomu lze pomoci matice

Saho o Yaftt S alk] [k > yiak

ATAx = = ATb. (3.4)

Saftt o Ya? Y| m > Yii
Yaf - Yx ono ] [po > Yi

Vezmeme-li kupfikladu polynom stupné dva, tedy kvadratickou funkci
f(z)=az® +bx+c (3.5)

bude matice pro vypocet parametru vypadat nasledovneé

Yy yap Yap][a > i
ATAx=| % xz Sl Y b | =| Sy | = AT, (3.6)
xp wi n c >y
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Normalizace

Normalizace je proces nasobeni hmotnostnich spekter s faktorem skaly intenzit k zvétseni ¢i
zmenSeni intervalu osy intenzit. Je pouzivana k projekci spekter rtuznych intenzit na jednu
spole¢nou skalu intenzit. V zobrazovaci hmotnostni spektrometrii je normalizace pouzi-
vana k systematickému odstranéni artefaktti, které ovliviuji intenzitu. Ve vsech analyzach
lekula muze potlacit jinou. Pokud toto nastane, pozorované intenzity neodpovidaji realné
koncentraci ve vzorku. Neaplikovanim normalizace miize vést k Spatné vysledné analyze.
Normalizace v8ak musi byt aplikovand se znalosti, Ze rozdily biologickych vzorki jsou sys-
témové chyby. [0]

Jedna z hlavnich metod normalizace hmotnostnich spekter je pomoci celkového proudu
iontt neboli TIC (z anglického Total Ion Current). V této metodé jsou vSechny spektra
podéleny jejich TIC tak, ze vSechny spektra maji stejny integral. Metoda je zalozena na
predpokladu, Ze ¢isla ve spektrech jsou porovnatelna. Hmotnostni spektrum si lze predstavit
jako vektor hodnot intenzit:

$=1T1,%9,...Tpn (3.7)

Normalizace pak tento vektor déli normalizac¢nim faktorem f:

1
Snorm = =8 3.8
7 (3.8)

Normalizace TIC je specidlnim pfipadem p-normy :

1
f=0Q |y (3.9)
(2

Pro p = 1 je normalizace zaloZzena na sumé vsech intenzit v hmotnostnim spektru.
Se zvySujicim P maji vyssi intenzity vétsi vliv na vysledek normalizace. Tento efekt lze
pozorovat pro hodné zasumeéna spektra. Pfi maximalni normé jsou nejvyssi intenzity v
zasuméném spektru normalizovany na stejnou troven jako je nejvyssi intenzita vrcholku
ostatnich spekter.

Protoze vypocet Grovné sSumu miize ovlivnit operace jako vyhlazovani, které jsou casto
soucasti predzpracovani hmotnostnich spekter, pouziva se také normalizace zaloZena na
medidnu, kterd je robustnéjsi pro takovéto metody pfedzpracovani. Medidn vSech intenzit
ve spektru je pouzit k vypoc¢tu normaliza¢ni konstanty

f = median(x;) (3.10)

Vyhlazovani

Hmotnostni spektra jsou diky elektromagnetickym a chemickym vliviim ovlivnéna Sumem.
Pted zpracovanim takovychto spekter je nutné tento Sum nejprve odstranit. K tomu se
bézné pouzivaji dolnopropustni filtry.

Klouzavy prumeér

Nejjednodussi technikou pro vyhlazovani signélt se stejné vzdalenymi body je klouzavy
prumeér. Pole hodnot x1,x2,...,x, lze pfevést na pole vyhlazenych dat. Vyhlazené body
hi jsou primérem liché posloupnosti 2n 4+ 1 bodt piivodnich hodnot

Thk—n, xk—n—&—la ey L—1, Ty xk—l—l) ) $k+n—17 xk—i—n
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. Lh+i
hy = A1
K Z 2n +1 (3.11)

=N

Liché ¢islo 1ze jinak nazvat jako sitku filtru. Cim vice je filtr §irsi, tim vice vyhlazuje
data.

Savitzky-Golay

Vyhlazovaci filtr Savitzky-Golay byl v roce 1964 predstaven Abrahamem Savitzky a Mar-
cel J. E. Golay [19]. Byl vytvofen nebot vyhlazovani pomoci klouzavého priméru a jemu
podobnych technik nebyly dostateéné vhodné pro extrakci stanovenych charakteristik pikt
spekter. Jednoduse feceno, klouzavy prameér tyto piky roztahuje do $ifi na zakladé velikosti
definovaného okna.

Hlavni myslenka spocivala ve vyhnuti se problémovych vlastnosti vznikajicich pfi pouziti
klouzavého primeéru jako jsou relativni maxima, minima a vyse zminovana Sifka. Jako
vhodné feseni se ukazalo aplikovani linearni regrese polynomu jednotlivé pro kazdy vzorek
a pak néasledné zhodnoceni tohoto polynomu piesné v mistech vzorku. Toto je klicovy bod
v samotné metodé. Vypocet regrese pro kazdy bod zvlast je ¢asové narocné, lze vSak snizit
pokud ma regrese polynom konecného stupné. Poté totiz staci koeficienty vypocitat pouze
jednou pomoci konvoluce diskrétniho vzorku vstupnich dat s koeficienty vektoru.

K odvozeni algoritmu vyhlazovani predpokladejme mnozinu bodt stejné od sebe vzda-
lenych, které jsou linedrni kombinaci x,, bodtt kden=1,.... M

nR
hie= Y CjTrsy (3.12)

Jj=-ngr

kde:
ny ...cislo oznacujici vzorky nalevo,
ng ...c¢islo oznacujici vzorky napravo,
k ...index stfedu.

Lze si vsimnou podobnost s klouzavym prumérem, kde jsou ale vSechny koeficienty c,, stejné
¢n =1/(np+ngr+1). Cilem algoritmu je tyto koeficienty najit takové, které zachovaji tvar
a vlastnosti ve vzorku. Lze také fict, Zze chceme aproximovat zakladni funkci klouzavého
prumeéru tak, aby nebyla pouzita konstanta, ale polynom vys$siho stupné. Pro kazdy bod
Zyn vybereme vhodny polynom metodou nejmensich ¢tvercti pro vSechny body ny +ngr +1
v plovoucim okné a zvolime hj; na hodnotu polynomu na pozici k. Diky tomu, Ze metoda
nejmensich ¢tverci zahrnuje pouze inverzi matice, koeficienty jsou linedrni kombinaci sa-
motnych dat a tudiz je lze vypoéitat doptedu. [10, 17]

K odvozeni téchto koeficientu predpokladejme Ze hg lze ziskat tak, Ze se snazime vhodné
najit polynom stupné M do k, konkrétné ag + a1i + - - - + apri™ pro hodnoty z_,,, , ... Tnp-
Poté hy bude hodnotou polynomu 7 = 0, konkrétné ag. Rovnice vektorii a; ve vztahu k
vektoru x, v maticové formé pak je

(ATA)-a=AT.f (3.13)
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nebo také
a=(ATA)L (AT . §) (3.14)

Konkrétni forma téchto matic pak je

nR nRr
ATAG = > Ap-Apy= > KV (3.15)
k=—np, k=—np,
a
ngr nR A
AT f= >0 A fr= ). K fi (3.16)
k=—np, k=—np

Koeficienty ¢, jsou pak komponenty ag kde f je nahrazeno jednotkovym vektorem e,
kde —np, <n < ng:

m

M
cn=(AT- A7 (AT ) = > (AT A)T nm (3.17)

m=0

Vyhledavani piku

Jeden z dalsich moznych kroki predzpracovani hmotnostnich spekter proteomické analyzy je
vyhledavani pikt. Pouziti této techniky ovliviiuje nasledné procesy. Vzhledem ke slozitosti
signalu a vicero zdroji Sumu v hmotnostnich spektrech je pravdépodobna vysoka mira
falesné pozitivnich néalezti, coz mtze zpiisobit problémy v nasledné interpretaci dat. Samotné
vyhledavani pikd je prvnim krokem pied identifikaci oblasti zajmu.

Vyhledavani pomoci vinkové transformace

Obecné se u hmotnostnich spekter provadi predzpracovani vyhlazovanim a odectenim za-
kladny, zvolime-li vSak vhodny algoritmus, tyto kroky lze vynechat. Jednim z téchto vhod-
nych pristupt miize byt algoritmus odpovidajicich vzord vyuzivajici spojitou vlnkovou
transformaci. Tento algoritmus lze vyuzit pfimo na surova data bez predzpracovani a vysle-
dek bude vice konzistentni pro ruzna spektra. Algoritmus si zachovava nizkou miru falesné
pozitivnich naleza diky transformaci do vlnkového prostoru.

Piky v hmotnostnich spektrech maji ur¢ité charakteristiky a vzory. Sitka a vyska piki
se muze meénit diky prekryvu s jinymi piky ¢i s Sumem. Tyto problémy lze vyreSit pouziti
vinkové transformace. Namisto pfimé detekce piku algoritmus nejprve identifikuje takzvané
hibety v 2D matici koeficientd vinkové transformace a vyuzije je k zjisténi efektivnimu
poméru Sumu k signalu a k identifikace piki. Identifikaci pikt a pfifazeni poméru Sumu k
signalu ve vinkovém prostoru jsou problémy se zédkladnou a Sumem odstranény. [7]

Spojita vinkova transformace

Metody vinkové transformace lze tfidit do dvou kategorii a to diskrétni ¢i spojita. Diskrétni
pracuje nad sSkélou a pozicemi zaloZenych na druhé mocniné. Samotna diskrétni vlnkova
transformace je hojné pouzivana v kompresi dat, protoze je vice efektivni a dostatecna
pro presnou rekonstrukci. Spojita vinkova transformace umoziuje transformaci pro kazdou
skalu a poskytuje tim dodatecné informace pro porovnavani vzoru. Navic zde neni potieba
ortogonalni vlnka. Matematicky lze spojitou vlnkovou transformaci vyjadrit
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kde:

C(a,b) = /RS(t)\I/a,b(t)dt, Uop(t) =

1
NG

t—>b
\P(T),aER+—O,bER

(3.18)

s(t) ...signél,

a ...skéla,

b ...translace,

U(t) ... materska vinka,

U, () ...8kalovana a posunuta vinka,

C' ...2D matice vlnkovych koeficient1i.

Koeficienty pak odrdzi porovnani vzorii mezi signdlem s a U, pt. Cim jsou koeficienty
vyssi, tim dochazi k lepSimu porovnani. Zménou $kaly a pak muze ¥, ;(t) odpovidat vzorim
na ruznych skalach bez nutnosti vyvolavat slozité nelinearni prokldadani kiivkou. [5]

K vyhledavani pika je nutné sledovat efekt zmény v Sifce a vySce piku, které jsou
skalovany a posunuty vinkou W, (t). Za tGcelem ziskani lepsiho vykonu by vinka méla mit
zékladni vlastnosti piku jako je aproximace symetrie a jeden hlavni kladny pik. Jako vhodné
se ukazuje takzvana vlnka mexického klobouku (obrazek 3.6), ktera je druhou derivaci

hustoty Gaussova rozloZeni a je na intervalu [—5, 5].

06

04f |
[ \
0.2: | \I

0oF —— / \

—0z2f /

-04f L L " L
-4 -2 0 4

Obrazek 3.6: Vinka nazyvana mexicky klobouk [29]

Bez jakéhokoliv skalovani (¢ = 1) vlnka poskytuje nejlepsi shodu pro piky s sitkou
velikosti zhruba dva. Pro vyssi skaly a; pak shodu pro vétsi sitku piku 2a;. Pro spektra v
hmotnostni spektrometrii maji koeficienty na kazdé skéle lokalni maxima kolem stfedu piku.
Pocinaje skalou a = 1 amplituda lokalniho maxima roste spolu se skdlou spojité vlnkové
transformace a dosdhne maxima, kdyz skédla nejlépe odpovida Sifce piku. V 3D prostoru
si toto lze predstavit jako hibet, pravé pokud vizualizujeme 2D matici koeficient® spojité
vlnkové transformace s amplitudou oné transformace jako t¥eti dimenzi. Timto se problém
hledani pikt transformuje na problém hledani hibetd v 2D matici koeficientti a tim je
méné nachylny na lokalni minima a vice robustni oproti zménam v koeficientech hledaného
prostoru. Sledovanim tohoto hibetu ve vlnkovém prostoru lze tedy dohledat informace o

domnélych picich.
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Proces identifikace piku

Na obréazku 3.8 lze vidét 2D matici koeficientt vinkové transformace. Cim vice je barva vice
zluta, tim vétsi je amplituda a naopak zelend znac¢i mensi amplitudy. Ptfi pohledu na 3.7
lze vidét, ze hieby odpovidaji s piky ve spektru (obrazek 3.8).

Hibet mtze byt identifkovan spojenim lokalnich maxim koeficientti spojité vlnkové
transformace na kazdé trovni $kaly. Nejprve je lokdlni maximum identifikovano pro kaz-
dou takovou troven. Dalsim krokem pak je spojeni téchto maxim do ¢ar, coZz reprezentuje
hibety, které se snazime nalézt 3.9.

Predpokladejme pak, ze 2D matice koeficientt spojité vinkové transformace je N x M,
kde N je pocet skal a M je délka spektra. Proces identifikace je pak nasledujici:

1. Inicializace ¢ar hibetu na zakladé lokalnich maxim identifikovanych na nejvyssi skale,
napriklad fadek n, kde n = N v matici koeficienti a poc¢ateéni mezefe hibetu 0

2. Pro kazdou ¢aru hibetu s mezerou mensi nez urcity prah hledame nejblizsi maximum
sousednich skal. Pokud takovy bod nenalezneme, zvétsime mezeru, v opaéném piipadé
ji nastavime na 0.

3. Ulozime ¢ary hibettl, jenz maji pocet mezer vétsi nez urcity prah a odstranime je z

hledani

4. Maxima, které nejsou propojeny body z vrchnich skal budou iniciovany jako nové
hibety.

5. Opakujeme krok 2-4 dokud nedosdhneme nejmensi skalu neboli fadek n = 1 v matici
koeficientt

Takto identifikované hibety jsou vidét na obrazku 3.9, kde barva znaci relativni silu
jednotlivych koeficienttl. Zluté barva znaéi silu blizici se nule a modra naopak vyssi.

Pred identifikaci samotnych piki je nutné nejprve definovat, co je vlastné pomér signalu
k Sumu. Na zakladé predpokladu, ze spektrum ma charakteristicky tvar, je sila signalu piku
definovana maximem koeficientd vilnkové transformace na ¢afe hibetu urcitého rozsahu skal.
Co se tyce Sumu, predpokladame, zZe je slozen z pozitivnich nebo negativnich pikd, které
jsou velmi tzké. Koeficienty v nizkych skalach jsou dobrym odhadem trovné. Lokalni iroven
sumu piku je definovana jako 95% kvantil absolutni hodnoty koeficientu v ramci lokélniho
okna obklopujici pik. Minimalni troven sumu, mize byt poskytnuta, aby se zabranilo tirovni
sumu blizké nule, coZ muze nastat v oblastech kde je signal hladky. A tedy pomér signalu
k sumu je definovan jako pomér odhadu sily signalu piku a lokalni Groven Sumu piku.

Pro identifikaci hlavnich piki:

1. Skala odpovidajici maximalni amplitudé na ¢afe hibetu je proporcionélni k $ice piku
a méla by byt v uréitém rozsahu

2. Pomér signalu k Sumu by mél byt vétsi nez urcita droven
3. Délka car hibetu by méla byt vétsi nez urcita troven

Casto jsou okolo velkych pikii malé piky, které jsou bézné oznadovany jako adukty
polypeptidt s molekulami matrice nebo jejimi fragmenty. Tyto piky maji kratsi ¢ary hibetu
nez hlavni silné piky. Redukovanim drovné z bodu 3 v prostoru obklopujicim hlavni piky,
mohou byt tyto malé piky identifikovany.
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Obrazek 3.8: Koeficienty spojité vinkové transformace
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Obrazek 3.9: Identifikované ¢ary hibett zalozené na spojité vinkové transformaci

Uvedeny algoritmus poskytuje dvé moznosti odhadu pozice piku. Jedna vychézi z car
hibetu z nejvyssich skal k nejnizsim. V tomto pripadé pozice na nizsich skalach urcuje

maximum piku, druhy zpusob je pak pomoci odhadu tézisté piku na zékladé koeficientu
spojité vinkové transformace v urc¢itém rozsahu skal v ¢are hfbetu. Prvni metoda poskytuje
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podobné vysledky jako bézné metody pouzivané pro detekci pikd. Druhd metoda je vice
konzistentni napfi¢ riznymi spektry.
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Kapitola 4

Soucasny stav

Jelikoz je standard imzML 3.4 relativné mlady, da se predpokladat, ze doplnéni jeho pod-
pory do stavajicich software néjaky cas zabere. V této kapitole bude zbézné prozkoumaéna
aktualni stav podpory tohoto formatu. Pocet software a riznych pomocnych knihoven pro
hmotnostni spektrometrii je obecné pomeérné velky. Proto se tato kapitola zaméfi pouze na
software, ktery se tyka se zobrazovaci hmotnostni spektrometrii a méa pripadné podporu
standardu imzML. Jsou zde prozkoumény aplikace Datacube Explorer z nizozemské insti-
tuce AMOLF, BioMap a MSImageView obé od $vycarské farmaceutické spoleénosti Novartis
International AG, MALDIVision od spole¢nosti PREMIER Biosoft, MSiReader z labora-
tofri W.M. Keck FT-ICR Mass Spectrometry Laboratory a komerc¢ni aplikaci flexImaging
od firmy Bruker. Na konci se bude stru¢né priblizena aplikace pro hmotnostni spektrometrii
mMass.

4.1 Aplikace

Datacube Explorer

Aplikace Datacube Explorer (obrézek 4.2) je jedna z fady aplikaci, které jsou schopné vi-
zualizovat data zobrazovaci hmotnostni spektrometrie. Je vSak jednou z maéla, které umi
vizualizovat data z imzML soubort, BioMap souborti a navic jesté z formatu datacube,
ktery byl vytvofen za tcelem pokrodilejsi vizualizace ve 3D pomoci dodatecného software.
Tento format byl vytvoien pravé pii tvorbé této aplikace. Aplikace byla vytvofena pro
jednoduché a rychlé zobrazeni velkych souborii zobrazovaci hmotnostni spektrometrie. Da-
tacube Explorer nabizi zakladni jednotny zptisob vizualizacni metody pro data zobrazovaci
hmotnostni spektrometrie, ktery je vystupem riznych pristroji a pristupi, coz z néj ¢ini
nezavislym na poskytovateli téchto dat (obrazek 4.1).

Datacube Explorer je nejpouzivanéjsi software v oblasti zobrazovaci hmotnostni spek-
trometrie pokud se pracuje se soubory ve standardu imzML [12]. Pro néslednou vizualizaci
ve 3D se pouziva dalsi software s nazvem Volume Explorer. Mimo samotné vizualizaci soft-
ware s daty hmotnostnich spekter nic nedéla, zamétuje se Cisté na vizualizaci, neprobihd
zde zadné predzpracovani dat. Pokud je tedy u dat napiiklad vysoky Sum, je nutné tyto
vstupni data predzpracovat pred samotnym zobrazenim v jiném software. Aplikace umi
jednoduse barevné zvyraznit takzvané oblasti ROI (z anglického region of interest).

Datacube Explorer dostupny ke stazeni zdarma, avSak jen v bindrni podobé. Pro sprav-
nou funkci programu je jesté nutné autory pozadat o licenci, bez které program neni schopen
nacitat jakékoliv soubory. Program byl vytvofen v prostfedi Visual Studio v programovacim
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Obréazek 4.1: Schéma zpracovani dat v programu Datacube Explorer pro vizualizaci [12]
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Obrézek 4.2: Rozhrani aplikace Datacube Explorer

jazyce C#, diky ¢emuz je spustitelny pouze na systémech Microsoft Windows s nainstalova-
nym .NET framework ve verzi 4 a vyssi. Jeho zdrojovy kéd vsak neni verejné k dispozici
a aplikace se da povazovat za uzavienou. Zdrojovy kdéd je dostupny jen pro software pro
naslednou vizualizaci ve 3D, ktera probiha pomoci jiz zminéného nastroje Volume Explorer.
Vyvoj na této aplikaci je vSak aktivni a béhem psani této prace vyslo hned nékolik jeho
vedlejsich verzi a také jedna nova hlavni verze.

BioMap

Aplikace BioMap (obrazek 4.3) byla ptivodné v roce 1996 vyvinuta pro vyhodnocovani MRI*
dat z biomedicinskych vyzkumi. V soucasné dobé podporuje i jiné zobrazovaci techniky

!Magnetic resonance imaging - medicinska zobrazovaci technika pouZivané v radiologii ke zjisténi anato-
mie a funkce lidského téla
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véetné zobrazovaci hmotnostni spektrometrie. Samotna aplikace byla napsédna v IDLTM?,
Diky tomu lze aplikaci spoustét na raznych systémech a také ji rtizné rozsirovat pomoci soft-
warovych balicku individualné zamérenych na jednu konkrétni problematiku. Vizualizace
je zaloZena na rekonstrukci vice rovin umoznujici extrakci libovolnych fezli z volumetric-
kych dat. BioMap pouziva ¢tyfrozmérnou reprezentaci dat pro reprezentaci obrazku. Prvni
tii rozméry popisuji pozici samotného voxelu® v prostoru a étvrtd dimenze je vyhrazena
pro nezavisly parametr jako napiiklad ¢as, hmota ¢i vinova délka. Samotna data lze do
BioMap nacist v nékolika formatech, standard imzML vsSak aplikace v soucasné dobé ne-
podporuje. Podpora pro tento forméat je v soucasné dobé ve vyvoji. Aplikace je schopna
vysledny obrazek rtizné zpracovavat, ale na arovni obrazovych dat urcéenych spise pro MRI.
Predzpracovani dat z hmotnostnich spektrometrti jak bylo popsano v kapitole 5.5 zde neni
dostupné. Visualné analyzovana data lze ulozit do formatu dat, ktery lze dal zpracovavat
v dal§im software. BioMap zahrnuje i dalsi nastroje, které jsou vyzadovany pro zpracovani
konkrétnich dat, umoznuje zkombinovat vysledky z nékolika rtznych dat ¢i experimentt
a zdokumentovat vysledek studie [22]. Program je volné ke stazeni v binarni podobé, pro
béh na konkrétni platformé je nutné nejprve stdhnout interpret IDL. Pro plnou funkénost
je nutné aplikaci online licencovat. Ani autofi této aplikace zdrojovy kéd nezverejnuji.

3 BioMAP 3.8.0.4 provided by Nov: edical Researcl =13 %|
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Obrazek 4.3: Ukazka hlavniho okna aplikace BioMap se vzorovymi daty

MSImageView

Program MSImageView (obrazek 4.4) je dilem autori podilejicich se na aplikaci BioMap 4.1.
Ptvodnim cilem této aplikace byla konverze dat ziskanych pomoci pfistroje FlashQuant do

2Interface Description Lagungage - jazyk popisujici vysledné rozhrani dle komponent nezévisle na pro-
gramovacim jazyce
3volumetricky pixel

24



obrazku zobrazovaci hmotnostni spektrometrie [23]. Aplikace umi tedy pouze ¢ist a zobrazit
soubory wiff vytvorené na tomto pristroji. Umi zobrazit graf intenzity a zakladni informace
o datech. Zobrazena data umi ulozit ve formé klasickych obrazku PNG, JPEG ¢i TIFF nebo
do formatu imzML. Nejvice se tato aplikace podoba aplikaci Datacube Explorer s tim, ze
umi pouze Cist data wiff. Aplikace je volné ke stazeni a od zacéatku roku 2014 je k ni i
volné dostupny zdrojovy kod v jazyce C#. Z toho vyplyvéa, ze aplikaci je mozné spustit jen
na systémech Microsoft Windows.

SR
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Obrazek 4.4: Uzivatelské rozhrani aplikace MSImageView

MALDIVision

Komer¢ni software MALDIVision (obrazek 4.5) pochézi od firmy PREMIER Biosoft. Jedna
se o plnohodnotny vizualiza¢ni nastroj pro zobrazovaci hmotnostni spektrometrii. Program
umi nacitat a zobrazovat data ze standardu imzML. Umi zobrazit az 10 obrazki soucasné,
kde kazdy obrazek zobrazuje riizny kontext ¢i dokonce rizné méreni. M4 Siroké moznosti na-
staveni vystupniho obrazku af uz se jedné o barevné schéma ¢i o zobrazeni pouze podmnozin
méfeni. Lze v ném dokonce i naéist fotografii zkoumaného vzorku pro porovnéani s hyper-
spektralnim obrazkem. Ma také jednoduché zobrazeni grafu spektra. Jelikoz je software
komeréni a jeho licence vyjde na necelych $10000 byla v prizkumu ozkousena pouze demo-
verze, kterd neumoznuje nacitat jind nez ukazkova data.

MSiReader

MSiReader (obrézek 4.6) je open source vizualiza¢ni nastroj postaveny na platformé MATLAB.
MSiReader chce byt alternativou pro védce, ktefi chtéji prozkoumavat vlastni zdroje ob-
razkd a mit pod kontrolou zpracovani jejich dat. Jako vstup aplikace podporuje mzXML,

25



[{, MALDI¥ision 2.2 - C:\Program Files\MALDIVision 2.21\DemoProject\DemoProject.mvp =10] x|
Fle Edt View Image ROl Analyze Help

BEmmBE2 S RE X B e

G e k| | Plate 13773 new ac slice 1 freehand.img - Session 1 - Frame 1

+
wf @ B o W ‘ Two Dimensional Image = ‘ Optical Tmage
= DemoProject =
= [§ Plate 13773 new ac slice 1 freehand.ir
1y Normalized Image e
Iy Session 2
1l Session 3

Plot Spectrum _ 8 Extract Ton Image | b serallmyz | [5iE3
: = ﬁ\ |
A I A
TisueDisplay Modes | . P Y. A A Mrcshe ) [ A A s,
Frome MutiDimensional | ace Ouerlzy | h B miz N N
‘osition : [ 610,98, 1677.49 ], # 10797
" Two Dimensional Image Onky.
" Three Dimensional Image Oy miz &€ £ [eoszaeasr | > B Bin Size (m/f2) [0.0 Da Edit ol ‘ Data Foints [21594
" Optical Image Only
Zoom Value (%) == [100.0 4 Degree of Ratation [0 Image Co-ordinates X: [386  w [z 2 0
€ Plot Spectrum Only
& tomal EEE [ A<ocC -t 3@ |
{34 Plot Spsctrum | ‘ 1 Defaut ‘  Reconsituted Inage £ Opticallmage.— Add e Frame | &
File Mame : Plate 13773 new ac slice 1 freshand Image Dimensions : [ 183, 118, 29590 ] Min Intensity : 0.0 Max Intensity | 20641.0 I Size: 732_472 | Current Position x: 312 1 472
@start| ) mawbivision MALDIVision 2.2 - Ct\... (@) PREMIER Biosoft - Mozll... | @) Price List - PREMIER Bios... « Ez4pM

Obrazek 4.5: Zobrazeni tii riznych pohledt na data z ukazkového experimentu spolecné s
nahledem konkrétniho spektra

imzML, img ¢ ASCIIL. Klade si za cil umoznit otevirani obrazku, bez jakychkoliv limita
velikosti ¢i hojnosti namérenych dat. Aplikace po otevieni ve spektru pomoci automatic-
kého vyhledavani nalezne piky, na jejichz zakladé zobrazi tvodni hyperspektralni obrazek.
V aplikaci 1ze provadét zakladni piedzpracovani jako jsou korekce zakladny ¢i normalizace.
Bohuzel aplikace neobsahuje moznost prochazeni a ani zobrazeni jednotlivych spekter a
musi se zde spoléhat na automatické vyhledavani na zacatku. Je obtizné v aplikaci najit
intenzity signalti v nezndmem vzorku pro zobrazeni spravného obrazce. [18]

Aplikace je k dispozici jako samostatna aplikace, kterou lze spustit v MATLAB runtime.
V soucasné dobé je aplikace ve verzi 0.05 a je ve fazi vyvoje. Autofi s aplikaci rovnéz
distribuuji zdrojové kédy pro prostfedi MATLAB a je tedy mozné aplikaci spustit pfimo v
tomto prostiedi.

flexImaging

Némecka spolecnost Bruker zabyvajici se vyrobou hmotnostnich spektrometrii ke svym
pristrojum dodava celou fadu software. Jednim z nich je i software pro vizualizaci zobra-
zovaci hmotnostni spektrometrie s ndzvem flexImaging (obrazek 4.7). Tento software umi
pracovat s daty zobrazovaci hmotnostni spektrometrie ve speciadlnim formétu, ktery aplikace
ziska pfimo z hmotnostniho spektrometru skrze dalsi aplikaci s ndzvem flexControl. Piimo
z této aplikace lze tedy rovnou spoustét experimenty. Data z vystupu experimentu jsou
pak rozdélena po jednotlivych spektrech, tedy kazdy zméreny bod méa vlastni soubor, ktery
je umistén ve vlastnim adresafi. Jedno takové métfeni mtize pak obsahovat naptiklad 70
tisic samostatnych soubort. Tyto soubory aplikace pfi otevieni prednacita pravdépodobné
do né&jaké interni databdze nebot po otevieni nedochizi k dodate¢nému ¢teni a software je
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Obrazek 4.6: Hlavni okno aplikace MSiReader

schopen otevrit i velké soubory s velikosti kolem 4GB. Nagcitani vSak trva nékolik desitek
minut, ale prace s témito daty je pak plynula.

Aplikace umi zobrazit jeden hyperspektralni obrazek. Tento obrazek je mozné prekryt s
realnou fotkou a tyto obrazky prolinat mezi sebou. Ve spektru lze v aplikaci zvolit nékolik
rtznych oblasti, které se nasledné barevné odlisi a ve vysledném obrazku se to projevi vy-
kreslenim riiznych oblasti rizné barevné. V obrazku lze také oznacit oblasti ROI a aplikace
pak pracuje pouze nad témito oblastmi.

FlexImaging samotny umi jediny krok predzpracovani a to normalizaci. O ostatni kroky
se stara ostatni software z jejich nabidky. Napfiklad vyrovnani zakladny ¢i redukci dat resi
software flexControl jiz pfi méfeni. Pokrodilejsi analyzy nad daty pak provadi software Data
Analyzis.

Software bohuzel neumi pracovat s daty ve formatu imzML. Neni také dostupny volné
ke stazeni nebot je doddvan primo s pristrojem. Ani jeho zdrojovy kéd neni dostupny.

mMass

Open source aplikace mMass (obrazek 4.8) je aplikace napsand v jazyce Python vyvojafem
Martinem Strohalmem. Aplikace je kompletni néstroj pro praci s hmotnostnimi spektry.
Obsahuje mnoho néastroji od predzpracovani dat jako je kalibrace, korekce zakladny, vy-
hlazovani ¢i dekonvoluce, pfes nastroje umozinujici porovnani samotnych spekter, jejich
hromadné zpracovani az po rizné nastroje pro praci v rdmci proteomiky jako je identifi-
kace a evidence proteint. [24] Bohuzel aplikace v souc¢asné dobé neumi pracovat se soubory
imzML a ani s jinymi soubory zobrazovaci hmotnostni spektrometrie. Vyvoj za tcelem
pridani podpory pro tento typ dat je nyni ve vyvoji.
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Obrazek 4.7: Hyperspektralni obrazek krysiho mozecku zobrazeny v aplikaci flexImaging

4.2 Shrnuti

Aplikace, které jsou v soucasné dobé k dispozici pro praci s daty v rdmci zobrazovaci
hmotnostni spektrometrie sice existuji, ale jejich moznosti nejsou velké. Vétsina aplikaci
umi zobrazit hypespektralni obrazek z urcitého konkrétniho formatu dat, ktery je casto
rizny, neni standardem v odvétvi a nelze jej jednoduse sdilet. Standard imzML 3.4, ktery
se snaZi sjednotit tento format podporuje jen malé mnozstvi aplikaci. Aplikace s otevienym
zdrojovym kédem, ktera by uméla tento novy format dat precist a uméla zaroven data ze
zobrazovaci hmotnostni spektrometrie predzpracovat, prakticky na trhu zatim neexistuje
a je tedy nutné se spoléhat na komercni software, ktery je bud proddvan k samotnym
hmotnostnim spektrometriim ¢i samostatné. Je ale vidét, ze vyvojafi jednotlivych programt
se snazi do vétsiny aplikaci novy standard doplnit.

28



2 mMass - ChromatogramEstractor_input [876] * =lelx]

File ‘View Processing Sequence Tools Libraties Links ‘Windew Help
S| e = el T AT MA@ B 5 48
=@ Documents miz int vt |  sn| z
< @ ‘ChromatogramExtractor_input [376] 223110 1| e
# Annctations [ [T ChromatogramExtractor input (8761 * | | g7 3421 a0
- s335272 T e
= ChromatogramEstractor_input [B76] + P T To000
B4 6513487 4 6120
79 o
2
&
2
5
8
i
5]
5]
s
B
@
&
44 @&
S
g
&
37 &
g
~
I
5
&
2 s g
= i
o
] X ' J l J ‘
\l“ A Jl““ |r“‘|| Il |
520 625 630 635 640 615 550 655
mz | »
+] - w1 [ 2o | o [2f[mm[ 15[ 35 | I8 Em| | A || A®| LS miz6245080 ai3 =2
@istart| @ (& [ mReadermelzase0 05_.. | & mMass - Chromatogr... BEOYDO % 2serm

Obrazek 4.8: Aplikace mMass umi pracovat pouze s jednotlivymi spektry. Ukazka hlavniho
okna s jednim takovym spektrem ze souboru mzML
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Kapitola 5

Navrh a implementace

V nésledujici kapitole je nejprve shrnuto, co by vysledna aplikace méla umét. V potaz se
berou jak vystupy z predchozi kapitoly o souCasném stavu, tak pozadavky, které vzesly z
diskuzi primo v laboratori Masarykovy univerzity s védci, ktefi pracuji s hmotnostnim spek-
trometrem z kapitoly 2.6. Na zakladé téchto pozadavk® byla navrzena struktura aplikace
blize popsana v sekci 5.2. Dale je pak v sekci 5.3 popsan zptsob a implementace nacitani
dat z imzML. V sekci 5.4 je popsano grafické uzivatelské rozhrani vzhled aplikace a stru-
¢né je popsan hlavni navrhovy vzor 5.4. A v neposledni fadé je pfiblizena implementace
jednotlivych procesti predzpracovani v sekci 5.5.

5.1 Pozadovana funkénost

Tato prace probihala ve spolupraci s Laboratori bioanalytické instrumentace prof. Jana
Preislera. V ramci této laboratofe byl vyroben a sestaven vlastni hmotnostni spektrometr.
Kvili tomu byl k tomuto pristroji nejprve vyvinut ovladaci program, ktery umoznuje ovla-
dat piislusné komponenty pies rozhrani pocitace [13]. Tento software data z experimenti
ukladé pfimo do formatu imzML (3.4).

Tyto data je vSak nutné nadale oteviit a zpracovat, coz jiz zminovany ovladaci program
neumi. Prvni z pozadavkid je tedy aby aplikace uméla pracovat se standardem imzML.
7 toho vyplyva, ze je nutné, aby aplikace uméla pracovat s daty zobrazovaci hmotnostni
spektrometrie. Je pozadovano, aby aplikace byla schopna zobrazit spektrum pro kazdy bod
méfeni a to bud vybérem bodu v mapé intenzit nebo vybérem konkrétniho spektra ze
seznamu vSech spekter. Toto spektrum bude obsahovat spousty bodi a nékteré informace
nemusi byt v takovém piehledu zrejmé ¢i se ztrati. Je tedy nezbytné, aby bylo mozné
zobrazovat ¢asti takového spektra zv1ast neboli mit moznost pfiblizeni ¢ oddaleni. Aplikace
by méla také umét zobrazit primérné spektrum. Pti zobrazeni spektra by mélo byt mozné
vybrat jeden konkrétni bod a piipadné jeho okoli neboli interval okolo tohoto bodu. Na
zakladé tohoto bodu by méla aplikace umét vykreslit 2D mapu intenzit v celém méfeni.
Tento bod by mél jit vybrat i v primérném spektru.

Ani méfeni na vlastnim hmotnostnim spektrometru se nevyhne rusivym vliviim, a proto
je pozadovano, aby aplikace uméla zékladni kroky predzpracovani dat spektra. Jednim z
dilezitych kroki je kalibrace, jenz je popsana v kapitole 5.5. Pro ticely laboratofe je poza-
dovéano, aby aplikace méla moznost interni kalibrace, tedy méla moznost vybéru nékolika
bodt, ke kterym se doplni jejich ocekdvané hodnoty a aplikace na zékladé téchto hodnot
provede samotnou kalibraci. Mély by byt k dispozici minimalné kalibrace linearni ¢i kvad-

30



ratickd. K jednodussi kalibraci by aplikaci mohl slouzit néjaky algoritmus, ktery by dokazal
body ke kalibraci nalézt sdm. Dale by aplikace méla umét vyhladit méfend spektra, jak
je popsano v kapitole 5.5. Dulezita je implementace vyhlazovaciho filtru Savitzky-Golay,
kterd je v tomto odvéti nejvice pouzivana. Dalsi techniky predzpracovani jako je korekce
zékladny pro potieby laboratofe nejsou nutné vyzadovany. Vystupy z pfistroje totiz nevy-
kazuji deformaci zdkladny. Aplikace by vSak méla byt v budoucnosti rozsifitelnd o tento ¢i
dalsi kroky ptredzpracovani.

5.2 Navrh struktury aplikace

Samotna aplikace bude vyzadovat grafické uzivatelské rozhrani a to z duvodi vizualizace
spekter ¢i 2D mapy intenzit. Nejprve je tedy nutné stanovit, jaké budou hlavni kompo-
nenty uzivatelského rozhrani. Navrhy a napady vzesly z diskuzi s védeckymi pracovniky a
z prizkumu soucasného stavu, ktery je priblizen v kapitole 4. Vysledkem byl navrh uziva-
telského rozhrani, jak je uveden na obrazku 5.1.

Mapa Nastaveni

Spektrum

Obrazek 5.1: Navrh rozlozeni komponent uzivatelského rozhrani vysledné aplikace

Mapa intenzit

U vétsiny aplikaci pro zobrazovaci hmotnostni spektrometrii je hlavni komponenta samotna
2D mapa intenzit. Nékteré aplikace maji téchto map moznost zobrazit vice, jiné zobrazuji
pouze jednu. Uzivatelské rozhrani by tedy mélo minimalné jednu takovou mapu zobrazovat
nebot je to zdkladni kdmen pro zobrazovaci hmotnostni spektrometrii. Tato mapa by méla
zobrazovat rizné intenzity riiznou barvou. Vétsina aplikaci mé také moznost zvolit riznou
barevnou mapu pro tyto intenzity. Nékteré informace se mohou pro lidské oko v jedné
barevné skale ztratit a v jiné zase ukazat, a proto by bylo vhodné kdyby aplikace uméla
tyto barevna schémata také ménit. Mapa by méla mit moznost vybéru konkrétniho bodu
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a samoziejmé indikace takového vybéru. Okno grafického uzivatelského rozhrani by tedy
mélo zobrazovat takovou mapu jako jednu z hlavnich komponent.

Spektrum

Vétsina z testovanych aplikaci neméla hmotnostni spektrum jako jednu z hlavnich kompo-
nent, pripadné nebyl viibec pfitomné. Kvili potfebdm operatorti pfistroje je vhodné mit
komponentu se zobrazenym spektrem na stejné tirovni jako zobrazenou mapu intenzit. Zob-
razit spektrum lze nejlépe pomoci grafu, kde na ose X budou umistény hodnoty m/z neboli
jednotky Dalton a na ose Y hodnoty intenzity. A¢ jsou hodnoty méreni diskrétni je vhodné
spojit jednotlivé hodnoty po sobé jdou hodnoty intenzity ¢arou nebot pak je jednodusi
visualné analyzovat pribéh funkce spektra.

Nastaveni predzpracovani

Kazdy krok predzpracovani ma specifické nastaveni ¢i vyzaduje zobrazit specificka data. Je
tedy nutné mit rozhrani pro jednotlivé kroky. Jako vhodné se nabizi seskupit tyto ¢asti do
jednotlivych sekci do jedné komponenty, ktera umozni pfepinani mezi témito komponen-
tami. Pfepinani mezi kontextem by pak mélo probihat pomoci pfepinact ¢i zalozek.

5.3 Zpracovani imzML

Jak jiz bylo uvedeno v kapitole 4 format imzML je standard vychézejici ze standardu
mzML. U mzML bylo celé spektrum uloZeno pfimo v samotném souboru. Oproti tomu
format imzML samotnd naméfend data neobsahuje a data déli do dvou souborti, jeden
ktery je zpravidla mensi a obsahuje pouze metadata a druhy, ktery obsahuje data samotna.

Ctecka hyperspektralnich obrazki je implementovana v jazyce Ruby a bali¢kovaci sys-
tém pro tento jazyk RubyGems zadny balicek pro praci s timto formatem neobsahuje. Bylo
nutné takovy balicek nejprve vytvorit. Balicek byl vytvoren jako soucast této prace a ma za
cil implementovat ¢teni a popfipadé i zapis soubori imzML. Soubor s metadaty je v jadru
XML a jelikoz cilem této prace neni sestrojeni parseru, byla pouzita externi knihovna pro
praci s s XML/HTML s nazvem Nokogiri. XML se obecné zpracovava dvéma zpusoby a
to pomoci DOM ¢i SAX parsertt. Prvni z nich nacte celé XML do paméti a vytvoii tak-
zvany DOM strom, ktery obsahuje vSechny data ze souboru XML strukturované. Druhy
zminovany piistup SAX zpracovavd XML postupné po kazdém uzlu a nenaciti celé XML
do paméti. Data se v tomto pristupu ziskavaji skrze udalosti, které jsou pri kazdém cteni
jednotlivych uzlt vyvolany.

Nejdfive byly data zpracovany pomoci DOM nebot tento ptistup nevyzaduje Fesit vnoro-
vani jednotlivych elementi XML souboru. Na testovacich souborech tato metoda fungovala
spolehlivé, ale ve chvili prisla na fadu realna data z béZzné pouzivaného pristroje se tento
ptistup ukazal byt nevhodny. I piestoze jsou samotnéd data od méfeni v samostatném sou-
boru, méfeni v zobrazovaci hmotnostni spektrometrii muze vykazovat velké mnozstvi meta-
dat. U redlnych dat tak vysledny soubor s metadaty mtize dosahovat i velikosti desitek MB.
Zde se tedy ukazalo pouziti metody SAX jako vhodnéjsi neb je tento pfistup o néco rych-
lejsi. Bohuzel knihovna Nokogiri ani s metodou SAX nedosahovala optiméalnich vysledki,
byla tedy zvolena optimalizovana, druha avSak méné znama knihovna ox, kterd dosahuje
mnohem lepsich vysledki.
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Celym jadrem balicku pro zpracovani imzML souboru jsou dvé hlavni tiidy
ImzML: :Parser a ImzML::Metadata. Prvni z nich zajistuje spravné zpracovani souboru
dle standardu a vysledného pouziti. Konstruktor prijimé pouze dva parametry a to cestu
k souborim imzML a ibd, pficemz druhy zminovany je nepovinny a v piipadé jeho ne-
vyplnéni se automaticky predpoklada, ze binarni soubor je uloZzen a pojmenovan stejné
jako imzML soubor vyjma koncovky. Parser neni pouze nahradou za DOM pfistup, ale
rovnou bere v potaz vyslednou sémantiku dat pro jednodusi praci s daty. V zakladu par-
seru figuruje automat, ktery za pomoci dvou zasobnikid, jeden pro zanofeni, druhy pro
samotné elementy, prochéazi cely soubor postupné a spojuje jednotlivé elementy metadat,
které spolu souvisi. Vysledna data po parsovani jsou ulozeny v atributu s nazvem metadata,
ktery je instanci jiz zminované tiidy ImzML::Metadata. Tato tfida obsahuje nékolik atri-
buti, které podobné jako samotna metadata obsahuji informace o samotném experimentu,
pouzitych pristrojich ¢i metod pro ziskani dat. V neposledni fadé také obsahuje atribut
spectrums, ktery obsahuje instanci objektu Hash, kterd obsahuje metadata k jednotlivym
skentim. Kazdy takovy sken je pak implementace tiidy ImzML: :Spectrum. Tato tiida ob-
sahuje metody a atributy pro ziskani samotnych dat z méfeni bez ohledu na metodu pu-
vodniho méfeni (nepfetrzity nebo zpracovany). Atributy mz_binary a intensity_binary
implementuji tfidu ImzML: : Spectrum: :BinaryData a zajistuji pristup k samotnym dattm.
Tiida ImzML: :Spectrum: :BinaryData umi tyto nacitand data uklddat do paméti, aby se
nemusely pokazdé nacitat znovu.

V imzML souboru se hojné pouzivaji hodnoty z kontrolovaného slovniku, které ukazuji
do raznych OBO soubori. Uréité identifikatory jsou p¥imo definovany ve standardu, proto
jsou v prislusnych tfidach ulozeny jako konstanty. Diky rozsititelnosti OBO forméatu mohou
byt nékteré parametry v budoucnu pfidany, a proto se kontroluji dynamicky na zakladé
jejich pozice ve stromové struktufe uvedené v OBO souborech. Za timto tcelem jsou v
imzML souboru elementy cv, které popisuji, jaké OBO souboru jsou pouzity a to véetné
odkazi na webové stranky, kde jdou stahnout. Protoze tyto odkazy v nékterych pripadech
nebyly funkéni, byly tyto soubory pfibaleny k balicku. Ke zménam v téchto souborech
dochézi ziidka jen na zakladé rozhodnuti pfislusnych konsorcii.

Balic¢ek imzml obsahuje automatické testy pokryvajici dilezité ¢asti zpracovani imzML
souboru.

5.4 Grafické uzivatelské rozhrani

Ruby je vysoce troviovy objektoveé orientovany skriptovaci jazyk, kde je vSechno s ¢im se
pracuje objekt, dokonce i vysledky jakychkoliv operaci jsou objektem. Zakladni vlastnosti
jazyka lze rozsifit balicky nazyvanymi RubyGems. Diky tomu, Ze je jazyk interpretovany, lze
jej spustit na riznych virtualnich strojich. Jazyk je také multiplatformni. Hlavni vyhodou
tohoto jazyka je moznost Casté iterace vysledné aplikaci diky vysoké abstrakci jednotlivych
operaci [26]. Tento jazyk byl zvolen jako implementacni jazyk pro tvorbu aplikace v této
praci. Pro tvorbu uzivatelského rozhrani byl zvolen balicek FXRuby.

FXRuby

Knihovna FXRuby je samotna jen obal neboli wrapper pro C++ rozhrani knihovny FOX
toolkit, kterd zajisfuje samotné vykreslovani jak samotnych oken, tak jednotlivych prvka
uzivatelského rozhrani. Knihovna FXRuby vyuziva event-driven styl komunikace. Po inici-
alizaci program v FXRuby vstoupi do takzvaného cyklu udélosti (event loop), kde program
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ocCekava az nastanou néjaké udalosti. Kazda takova udalost je zde reprezentovana odesila-
telem, ktery odesila zpravu pfijemci (obrazek 5.2). [9]

. odesila zpravu -
Odesilatel > PFijemce

Obrazek 5.2: Ukazka zakladni komunikace v knihovné FXRuby

Kazda zprava v FXRuby se sklada z typu zpravy, identifikdtoru zpravy a daty vzta-
hujici se ke zpravé. Typ zpravy je dany konstantou zacinajici fetézcem SEL_ naptiklad
SEL_COMMAND. Identifikator zpravy je také konstanta, kterou prijemce pouziva k rozliSeni
dvou prichozich zprav stejného typu. Udalost mutize volitelné posilat také rtizné objekty jako
data. Kéd, ktery se ma vykonat po prijeti zpravy se pak standardnim zpiisobem v Ruby
ptifadi pomoci bloku kédu neboli instanci tiidy Proc. Ukéazka pouziti:

button.connect (SEL_COMMAND) do |sender, selector, datal
# koéd vykonany po zmacknuti tlacitka
end

Rozlozeni prvkta v okné aplikace v FXRuby méaji na starosti objekty FXPacker neboli
takzvané layout manazery. Kazdému takovému objektu se v konstruktoru nastavi vlastnosti
jako jsou zarovnani, roztahovani ¢i odsazeni. Knihovna FXRuby obsahuje nékolik tiid, které
dédi z objektu FXPacker a dal jeho chovani generalizuji. Tyto objekty lze do sebe vnofovat.

Model-view-controller

Nad zékladnimy principy FXRuby byl v rdmci projektu pouzit navrhovy vzor Model-view-
controller (déle jen MVC). Tento navrhovy vzor je pouzivany od dob vzniku jazyka Small-
talk. Je to vysoce uroviiovy navrhovy vzor, ktery zajimé globalni architektura aplikace a
klasifikuje objekty do roli, které v aplikaci hraji. Aplikace vyuzivajici tento navrhovy vzor
jsou jednodusi na dpravy a zmény pozadavku tedy lépe rozsifitelné. MVC uvazuje tii za-
kladni typy objektu (obrazek 5.3). Objekty modelu, objekty pohledu (z anglického view) a
objekty kontroléru (z anglického controller). Navrhovy vzor témto objektim definuje roli
v celkové komunikaci aplikace. [2]

Model

Objekty ze skupiny model reprezentuji urcitou znalost ¢i odbornost. Drzi a definuji logiku,
kterd manipuluje s daty. Diky tomu, zZe jsou znalosti ¢i odbornosti vztazené ke konkrétni
problematice, maji tendenci byt opakované pouzitelné. V idealnim piipadé nema objekt
modelu zadné spojeni s uzivatelskym rozhranim.

Pohled

Objekt ze skupiny pohled vi, jak m4 zobrazit uzivateli data z objektu modelu. Tyto objekty
by vsak neméli byt zodpovédné za ukladani zobrazenych dat. Mohou zobrazovat takovych
objekti vice nebo jen jejich ¢asti.

34



Kontroler

Pohled Model

Obréazek 5.3: Schéma komunikace nadvrhového vzoru Model-view-controller

Kontrolér

Kontroléry, objekty z posledni skupiny, jsou pak v aplikaci zprostfedkovateli mezi objekty
ze skupiny pohled a objekty ze skupiny model. Casto tyto objekty zajistuji, aby pohled
zobrazoval spravny model, pripadné aby se do modelu ukladdala spravna data.

Objektovy navrh Ul

Na zékladé navrhu komponent uzivatelského rozhrani v sekci 5.2 byl jako zéklad zvo-
len objektovy navrh MVC. Celé uzivatelské rozhrani pfedstavuje jeden modul s nizvem
Hyperspectral. Hlavni okno je reprezentovano tfidou hlavniho kontroléru MainController.
Tato tfida zajistuje zékladni funkce hlavniho a jediného okna aplikace. Zaroven zajistuje
nacitani ostatnich kontroléru. Tyto kontroléry lze rozdélit do t¥i ¢asti. Prvni z nich je kont-
rolér starajici se o mapu intenzit ImageController, dalsi je kontrolér pro spravu zobrazeni
spektra SpectrumController a dale jsou ostatni takzvané kontroléry vlastnosti, kde kazdy
kontrolér mé na starosti jednu konkrétni ¢ast predzpracovani. Tyto tfi skupiny kontrolért
mezi sebou vzajemné komunikuji a predavaji si data. Dale jsou pfitomny objekty modelt
a pohledu, které komunikuji se samotnymi kontroléry. Vse je schematicky zobrazeno na
obrazku 5.4 Kazdy kontrolér mé na starosti néjakou ¢ast uzivatelského rozhrani, a proto
obsahuje metodu nazvanou load_view, ktera obsahuje kdd pro vytvoreni rozhrani pro dany
kontrolér. Metoda ma jediny parametr nazvany superview, do kterého se pfedava objekt
uzivatelského rozhrani, ktery bude jeho rodicem a vSechno uzivatelské rozhrani se bude
vytvafet uvnitf.

Zpétné volani

Vzajemna komunikace mezi jednotlivymi kontroléry je provedena pomoci vlastniho systému
zpétného volani (anglicky callbacks). Ruby jako jazyk disponuje moZnostmi metaprogra-
movani. To znamend, ze je za béhu mozné ménit samotny koéd aplikace. Dalsi intenzivné
pouzivanou vlastnosti jazyka Ruby je schopnost pracovat s bloky kédu jako objekty [16].
Tyto dvé vlastnosti byly vyuzity k vytvoreni systému zpétného volani.

Samotnd logika zpétného volani je implementovana v modulu Callbacks. Tento modul
obsahuje jeden privatni atribut callbacks a tii metody:

e method_missing(m, *args, &block)
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Hlavni kontroler

Kontroler mapy

Kontrolery vlastnosti

Kontroler spektra
——-_-——-'-—.-—._-__

Modely Pohledy |I

Obrazek 5.4: Upraveny objektovy navrh MVC aplikace

e callback(name, *args)

e callback_exists?(name)

vvvvvv

jekt volanou metodu neimplementuje. Jako prvni argument je pfedan objekt Symbol obsahu-
jici nazev volané metody. Zbylé dva parametry obsahuji argumenty predané volané metodé
a popiipadé i blok kédu. Metoda pii prvnim pfistupu inicializuje atribut callbacks jako
instanci objektu Hash neboli asociativniho pole. Nésledné a i pfi kazdém dalsim pfistupu
do tohoto pole na pozici rovnajici se nazvu metody ulozi dany blok kédu.

Druhé dulezitd metoda ma nazev callback. Jako prvni parametr se metodé predava
néazev, ktery miize byt nasledovan argumenty. Tato metoda se nejprve podiva, zda v atributu
callbacks existuje metoda s nazvem, ktery byl predan jako prvni parametr a pokud ano,
tak vykona blok kédu s ulozeny na pozici pro tuto metodu s argumenty z parametrti metody.
Posledni metoda callback_exist? je jen pomocna metoda pro zjisténi existence zpétného
volani.

Pouziti tohoto zptisobu komunikace reflektuje zvyklosti v jazyce Ruby a je podobny
zpusobu komunikace event-driven v balicku FXRuby. Nejprve pozadovanou tfidu rozsirime
pomoci include o metody modulu Callbacks. Jako piiklad pouziti si uvedeme situaci,
kdy v hlavnim okné pfes menu uzivatel vyvola otevieni souboru a vybere néjaky soubor.
Po provedeni této udalosti by se mél v aplikaci otev¥it a nacist zvoleny soubor. Méjme tedy
instanci objektu menu, u kterého zavoldame metodu when_file_opens nasledovné

menu.when_file_opens do |filepath]
open_file(filepath)
end

Kéd pro otevieni souboru se ulozi do atributu callbacks a je vyvolan ve chvili kdy menu
dokonc¢i vybér souboru. Menu vyvola tento kéd pouhym zavoldnim metody callbacks,
kterou diky rozsifeni o modul Callbacks implementuje. Priklad pouziti:
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Fox: :FXMenuCommand .new(file_menu, ’Open...’°).connect(Fox::SEL_COMMAND) do
dialog = Fox::FXFileDialog.new(self, ’Open imzML file’)
dialog.directory = DEFAULT_DIR
dialog.patternList = [’imzML files (*.imzML)’]

if (dialog.execute != 0)
callback(:when_file_opens, dialog.filename)
end
end

Dlouho trvajici operace

V aplikaci ¢asto dochéazi k ¢asové naroénym operacim a je tfeba uzivateli néjakym zptisobem
dat védét o stavu operace. Takové operace je vhodné poustét na pozadi, aby nedochézelo k
uplnému zablokovani uzivatelského rozhrani. K tomu je v hlavnim okné aplikace objekt t¥idy
ProgressDialog, ktery dédi z objektu Fox: :FXProgressDialog. Objekt je inicializovan v
hlavnim okné, kde se na ném vold metoda run s blokem kdédu. Tento blok je v tomto
objektu spustén na novém vldkné a sam objekt zobrazuje stav operace. Vyluéna sekce
je zde zajisténa pomoci semaforu instanci t¥idy Mutex. Po dokonceni 100% probihajicich
operaci se okno pribéhu samo uzavte.

Kontroler mapy

Zobrazeni samotného hyperspektralniho obrazku je zajisténo pomoci kontroléru mapy
ImageController. Ten obsahuje jeden hlavni pohled ImageCanvas zodpovédny za vyskres-
leni obrazku (obrazek 5.5). Hlavni kontrolér MainController vold metodu create_image
s hodnotami jednotlivych intenzit a rozméru ziskaného z imzML metadat. Vstupni data si
ImageCanvas vytvoii nejprve normalizuje do barevné mapy od 0 do 255 a nésledné pak
vytvori instanci objektu Fox::FXPNGImage, u kterého kazdy pixel nastavi na pfislusnou
barvu. Pokud je méfeny obrazek v jiném pomeéru nez je velikost ImageCanvas, jeho zbytek
je vyplnén bilou barvou. Pokud je obrazek co se poctu pixeld v jednotlivych rozmeérech
mensi resp. vétsi nez zobrazeny ImageCanvas, obrazek se zvétsi resp. zmensi v origindlnim
pomeéru, aby nedoslo k dezinterpretaci zobrazenych informaci.

ImageController dale odchytava udalosti vyvolané mysi, konkrétné udalost stisknuti
levého tlacitka. Probéhne prepocet sourfadnic do pozice spektra v méfeném experimentu,
vykresli se indikace zvoleni konkrétniho spektra a pomoci zpétného volani se informuji
pripadni zdjemci o tuto udalost.

Kontrolér mapy se tedy stara o zobrazeni naméfenych dat a pripadny vybér konkrétniho
bodu v mapé intenzity.

Kontrolér spektra

Dalsim z kli¢ovych kontrolérti je SpectrumController neboli kontrolér spektra. Ten ma
na starosti zobrazeni dat spektra ve formé grafu a pripadné operace nad nim provadéné.
Hlavnim pohledem pro tento kontrolér je opét tiida dédici z Fox::FXCanvas s nazvem
SpectrumCanvas. Ta mé na starosti kompletni vykreslovani spektra. VSechny vykreslo-
vaci operace v této tfidé probihaji v metodé draw. Kontroléru se predavaji surova spek-
trometrické data k zobrazeni, ten si je pfepocte do prostoru zabraného aktualni velikosti
SpectrumCanvas. K prepoc¢tu bodi do prostoru a zpét se pouzivaji metody
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spectrum_point_to_canvas a canvas_point_to_spectrum. V jiz zminéné metodé draw
se pri prvnim vyskytu dat vypoctou data, které se maji zobrazit a ty se ulozi, aby se nemu-
sely pocitat znovu pii dalsim prekresleni. Pokud dojde ke zméné dimenzi pohledu ¢i dat,
zavola se u kontroléru metoda needs_display, jenz oznaci SpectrumCanvas jako neplatny
a nutny k prekresleny v dalsim vykreslovacim cyklu.

Kontrolér funguje v nékolika mddech, které jsou urceny atributem mode. Pro rtzné
procesy predzpracovani jsou rizné udalosti, které lze provadét nad spektrem. V pripadé
vybéru hodnoty intenzity pro vykresleni hyperspektralniho obrazku se ve spektru vybira
intenzita a zobrazuje interval, ale pfi kalibraci se zadny interval nenastavuje a vybird se
vice bodu.

Ve vSech médech lze ve spektru pomoci mysi priblizovat. Pfi stisku a uvolnéni levého
tlacitka mysi dojde v aplikaci k udalostem, ze kterych se v kontroléru a metod na prepocet
bodu z jednotlivych prostort vypocte do jaké oblasti se mé spektrum priblizit. Oddaleni
pak lze provést pomoci tlacitek umisténych vedle vykresleného spektra. Pfiblizeni probihé
jednoduse tak, ze se vezmou originalni hodnoty spektra a ofezou se do pozadovaného in-
tervalu, ktery se SpectrumCanvas pfeda jako nové spektrum k vykresleni.

[zNaNs] |%| $042_Continuous.imzML
File DEBUG

Selection Smcothingl Mormalization Calibraticn' Peak|
[" Cache into memory

myz value |230.936?18?392544

interval value ID.2

selected spectrum IScan:l j

Show average spectrum

Draw image

Reset all preprocessing

Minimum intensity 'J' 0.0

Maximum intensity J 192.18

+
166,94
100%
122291
ITs T T T T T T T :
= 525.[] 227522 230503 23484 236465 239446 242426 245407 248388

Obrazek 5.5: Hlavni okno aplikace vytvorené v ramci projektu s ukazkou vykresleného
obrazku dle vybrané intenzity
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5.5 Predzpracovani dat

V réamci aplikace jsou implementovany nékteré procesy predzpracovani. Konkrétné se jedna
o metody vyhlazovani, kalibrace a automatického vyhledavani. V nasledujicich sekcich je
ptiblizena jejich implementace v aplikaci.

Vyhlazovani

Vyhlazovani v aplikaci zajistuje kontrolér vlastnosti SmoothingFeatureController. V
ramci aplikace byly implementovany dvé metody vyhlazovani a to pomoci plovouciho okna
a pomoci metody Savitzky-Golay. Pfed samotnou aplikaci 1ze pro obé metody zobrazit nej-
prve nahled jak bude vyhlazena funkce spektra vypadat pii aplikovani filtru s konkrétnimi
parametry. Kontroléru jsou vzdy predany hodnoty aktualné zobrazeného spektra ve formé
asociativniho pole. Z tohoto pole jsou vzdy vytazeny potiebné informace.

Plovouci pramér

Nejprve bylo implementovano vyhlazovani pomoci plovouciho okna. Samotné vyhlazeni
zajistuje metoda moving_average v kontroléru SmoothingFeatureController. M4 dva
parametry, kde prvni je pro samotna data a druhy urcuje velikost plovouciho okna. Velikost
okna musi byt vétsi neZ jedna a zaroven nesmi byt vétsi nez je velikost samotnych dat.
Vzhledem k principu jakym toto vyhlazovani funguje, nedojde k vyhlazeni prvnich resp.
poslednich n/2 hodnot, kde n je velikost okna. Algoritmus je nasledujici:

1. vytvorl nové pole vyfiltrovanych hodnot
2. na zacatek tohoto pole ptidej data z ptivodniho pole o velikosti n /2

3. pro kazdy prvek na indexu i vstupnich dat v rozsahu n/2 az k —n/2, kde k je velikost
vstupnich dat, udéle;j:
(a) vezmi prvky ze vstupniho pole i —n/2 az i +n/2 a vypo¢ti prumér
(b) primér uloz do pole vyfiltrovanych hodnot

(c) pokracuj na dalsi prvek

4. na konec vyfiltrovanych hodnot pfipoj n/2 poslednich hodnot z ptivodniho pole

Savitzky-Golay

Implementace filtrovani pomoci metody Savitzky-Golay je rozdélena do vice metod. Nej-
prve se vypoctou jednotlivé vahy v metodé weights. Vahy jsou vysledkem feSeni soustavy
linearnich rovnic, kterad je vypoctena zjednodusenou Moore-Penrose pseudoinverzi matice.
Algoritmus pak probiha obdobné jako plovouci prumér, jen zde hraji dtlezitou roli praveé
ony vypoctené vahy. Diky tomu vysledny algoritmus vice zachovava charakteristické piky
ve funkci.

Normalizace

O normalizaci se stard NormalizationFeatureController kontrolér. V aplikaci je moznost
zvolit si mezi normalizaci metodou TIC nebo normalizaci za pomoci medidnu. Podobné
jako u ostatnich procesti predzpracovani i zde mé samotnou metodu na starosti blok kédu,
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ktery se predava do hlavniho kontroléru. Vstupem tohoto bloku a samotné normalizace je
pak pole hodnot intenzit. Metod€ normalization se pfeda takové pole spoleéné s druhym
parametrem, ktery urcuje typ samotné normalizace. Vypocet p-normy probiha pifimo v
této métodé za pomoci funkce inject, zatimco vypocet medidnu je implementovan jako
rozsifeni tfidy Array metodou median.

Kalibrace

Proces kalibrace v aplikaci mé na starosti kontrolér CalibrationFeatureController. Jeho
hlavni komponenta je tabulka s kalibra¢nimi body, kterou lze vidét na obrazku 5.6 vpravo
nahotfe. Kazdy radek této tabulky urcuje pravé jeden bod kalibrace. Tabulka obsahuje
celkem Ctyti sloupce: selected, origin, diff a peptid. Prvni ze sloupct selected oznacuje misto
v aktudlnim spektru v ose intenzity. Do néj lze pfimo zadat hodnotu pomoci klavesnice nebo
lze bod po vybrani fadku zvolit mysi pfimo ve spektru. Druhy sloupec origin lze zadéavat
pouze pomoci klavesnice a mél by obsahovat hodnotu, kterou by meél vybrany bod ze sloupce
selected obsahovat. Na zakladé téchto dvou hodnot pak probiha samotna kalibrace. Tteti
sloupec diff pouze zobrazuje rozdil mezi prvnim a druhym sloupcem a posledni sloupec
name je pouze informativni ureny pro pripadny nazev kalibra¢ni bodu.

I u kalibrace 1ze pred samotnou aplikaci vyvolat néhled jak lze vidét na obrazku 5.6.
V ramci aplikace byly implementovany dva zptlisoby kalibrace a to kalibrace linearni a
kvadratické. Pro vypocet nové hodnoty se u obou variant pouzivaji rozdily hodnot origin —
selected.

Linearni kalibrace

Linearni kalibrace jednodusSe projde vSechny body spektra a pro kazdy bod vypocte na
zékladé danych kalibrac¢nich bodt jeho novou hodnotu. Tato kalibrace probih& v metodé
linear_calibration. Tato metoda prakticky implementuje rovnice 3.2, 3.3, které pak
dosadi do rovnice 3.1 a vrati vyslednou hodnotu.

Kvadraticka kalibrace

vvvvvv

druhého Fadu. Nejprve se metodou polynomial vypoctou koeficienty polynomu. Vipocet
koeficienti je opét problém feSeni soustavy rovnic. Implementace odpovida vzorctim 3.4
resp. 3.6. Vysledkem je pole koeficientti, které se nasledné predd metodé polynomial_value
spole¢né s hodnotou funkce puvodniho spektra z, kterd ma byt prepoctena. Nejdiive se
vytvori pole o stejné velikosti jako pole koeficientt. Do kazdé polozky se vypocte hodnota
jedné ¢asti polynomu a pomoci Ruby metody inject se tyto hodnoty sec¢tou. Na konci je
jesté pfi¢tena hodnota prvniho koeficientu, ktery mé x° a tudiz nefiguruje v roznasobovani.
Vystupem je opét kalibrovana hodnota.

Vyhledavani piku

Vyhledavéani jak bylo popsano v kapitole 5.5 bylo ¢erpano z ¢lanku [7]. V réamci tohoto
¢lanku byl algoritmus implementovan a dan vefejné k dispozici ve formé zdrojového kédu v
jazyce R. Konkrétné jazyk R totiz patii mezi rozsifeny a pouzivany jazyk na implementaci
ruznych nejen bioinformatickych algoritmt véetné téch pro praci s hmotnostnimi spektry.
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8 00 '%| Example_Continuous.imzML
File DEBUG

Selection Calibrationl Smoothing| Peak|

selected |origin | diff [peptid || addrow |
1 3289 3300 1.1
2 339.42 340.0 -0.58 MI
3 344.5 0.5
Linear j
28 942 445
+
20837
13881
100%
0.69:H ===
T 326381 320194 332007 334821 337634 340448 343261 346,075

Obréazek 5.6: Nahled linearni kalibrace pomoci 3 definovanych bodu

Veétsina dostupnych algoritmi je k dispozici na webovych strankach Bioconductor, ktera
poskytuje nastroje pro praci s genomickymi daty s otevienym zdrojovym kédem.

RinRuby

Pro spousténi kédu v jazyce R byl pouzit balicek z RubyGems s ndzvem RinRuby. RinRuby
je implementovan za pomoci standardnich Ruby knihoven a tudiz je knihovna jednoduse
prenositelnd. RinRuby jako hlavni néstroj pouzivd TCP/IP sokety. Pii kazdém pouziti
RinRuby otevie systémovou rouru pro interpret jazyka R. Tato roura ziistane oteviena
po celou dobu béhu Ruby skriptu, lze ji vSak explicitné ukoncit pomoci prikazu quit.
Vsechny prikazy jazyka R se zadavaji pomoci metody eval, kterd tyto piikazy posle pres
onu otevienou rouru. D4 se Tict, ze Ruby predstavuje server a R klient, ktefi mezi sebou
komunikuji skrze rouru. Pfes tuto rouru je mozné si predavat data z R skriptu do Ruby
skriptu ¢i naopak. Jelikoz k tomu dochéazi pres sokety, pfedavani velkych objemt dat je
rychlé. [1]. Ukédzka pouziti RinRuby v Ruby skriptu:

require ’rinruby’

# nékolik zplisobl pfifazeni hodnoty do interpretu R
R.a = 1000
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R.b =5
R.assign(,,c‘‘, 3)

# vykonani kédu R
R.eval <<EQF
x <- rgamma(a, b, c)
hist (x)
EQOF

# vypis hodnoty z interpretu R v Ruby
puts R.x

V aplikaci je pouzit balic¢ek z Bioconductoru s nazvem MassSpec Wavelet. Balicku je z
uzivatelského rozhrani predan parametr, urcujici pocet skal pouzity v algoritmu hledani.
Dale nésleduje pribéh samotného kédu v jazyce R:

# nac¢itani balickd
library(MassSpecWavelet)
library(waveslim)

# vyhledavaci algoritmus
peakInfo <- peakDetectionCWT (exampleMS)

# uloZeni potf¥ebnjch vysledkd do proménnjch
majorPeakInfo <- peakInfo$majorPeakInfo
peakSNR <- majorPeakInfo$peakSNR
allPeakIndex <- majorPeakInfo$allPeakIndex

Prvni dva fadky nac¢tou do prostifedi jazyka R balicek MassSpec Wavelet se samotnym
algoritmem hledani a balicek waveslim obsahujici pomocné funkce pro praci se signaly. Na
dalsim radku je volana funkce peakDetectionCWT, ktera obaluje zakladni komponenty sa-
motného algoritmu a provadi cely vypocet. V této funkci se volaji funkce pro vypocet spojité
vlnkové transformace cwt, funkce hledajici lokalni maxima getLocalMaximumCWT. Hibety
v koeficientech spojité vinkové transformace hleda funkce s ndzvem getRidge. Posledni
dulezitou cast zajistuje funkce identifyMajorPeaks, kterd identifikuje piky na zakladé
hibett z 2D matice koeficienti vilnkové transformace a odhadnutym pomérem signédlu k
sumu. Posledni t¥i fadky pak ulozi dtlezité informace z vysledku hledani. Pro probéhnuti
R skriptu se v Ruby jesté nalezené vysledky vyfiltruji, aby obsahovaly pouze piky, které
maji pomér signalu k Sumu vétsi nebo roven zadané hodnoté z uzivatelského rozhrani.

Fronta piedzpracovani

Jednotlivé kroky predzpracovani lze nejen prohlizet, ale také aplikovat na prohlizena data.
Aplikace mé za timto Gcelem vytvorenou frontu uloh, ktera se provadi pred kazdym pristu-
pem k datum z méfeni. Tato fronta je uloZena v hlavnim kontroléru MainController v
atributu preprocess. Tento atribut obsahuje asociativni pole Hash, kde kazda operace
predzpracovani ma svého zastupce. Naptiklad vyhlazovani 1ze nalézt pod kli¢em :smoothing.
Kazdy takovy krok predzpracovani obsahuje instanci objektu procesu Proc neboli bloku
kédu. Pri pristupu k binarnim dattm se kontrolér podiva, zda v tomto atributu neexistuji

42



kroky pro predzpracovani a pokud ano, tak je provede. V uzivatelském rozhrani se pak
pracuje s daty takto upravenymi.

Kroky predzpracovani vznikaji ve svych kontrolérech vlastnosti. Zde probéhne vytvoreni
samotného objektu Proc a s pravé dvéma parametry: pole intenzit a pole hodnot m/z. Pro-
ces s témito dvéma parametry byl takto vytvofen, protoze kazdy krok predzpracovani muze
pracovat s jinou ¢asti dat, napiiklad vyhlazovani zajimaji pouze hodnoty intenzit, zatimco
kalibrace upravuje hodnoty m/z. V procesu pak dochézi k pfislusné operaci predzpracovani.
Tento objekt procesu se v ramci jednotlivych kontroléri vlastnosti pouziva i pro nahled pred
aplikaci predzpracovanim.

Kazdy typ kroku predzpracovani miize byt ve fronté pravé jednou. Z tivodni zalozky vy-
béru, lze pak tyto kroky vymazat. Kroky predzpracovani probihaji pouze za béhu aplikace.
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Kapitola 6

Experimenty s daty

V naésledujici kapitole budou provedeny experimenty se vzorovymi daty na aplikaci vy-
tvorené v ramci této prace. Byly pouzity jak data ukazkova, tak data z readlného méteni z
laboratofe. Viechny experimenty byly provedeny na CPU Intel Core™ i5-3317U CPU s
taktovaci frekvenci 1.70GHz s 4GB operac¢ni paméti na systému Mac OS X.

6.1 Cteni dat

Jako soucast aplikace vznikl i bali¢ek pro ¢teni nového standardu imzML. Jak bylo uvedeno
v kapitole implementace, ke ¢teni byl pouzit SAX parser Oz. Diky tomu ¢teni imzML
souboru dosahuje mnohem lepsich vysledkid nez v pripadé pouziti knihovny Nokogiri. Jako
test rychlosti ¢teni poslouzil redlny imzML soubor s nazvem S043_Processed.imzML o
velikosti 43.1MB (obrazek 6.1). Soubor byl otevien v daném médu a precten bez ohledu na
sémantiku obsahu.

[ -

M real 10 Wreal
‘4‘; W user s B user
h-] k-]
T 45 sys 3 _ sys
- =
[ -
5 %
z >
.E -E
3 =
a 3
5 2

5
5 15 - 25
o
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= =
0 0
Mokogiri ox Nokogiri 34

Obrézek 6.1: Vysledky testu parsovani XML knihoven v Ruby

Rychlost ¢teni je dilezité, u stavajiciho software je bézné, Ze naptiklad komercni aplikace
flexImaging otevira jeden bézny experiment zobrazovaci hmotnostni spektrometrie 15 min.
Porovnavat vSak tento cas s Casem otevirani v aplikaci vytvorené v rdmci prace neni mozné
nebot komeréni aplikace data nacitd pravdépodobné do néjaké vlastni databéaze ¢i forméatu,
ze které pak pristupuje k dattm rychleji. Zaroven tento komerc¢ni software cte data ze
spousty malych soubort, zatimco vytvorena aplikace tyto data ¢te z jednoho binarniho
souboru.
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6.2 Vyhlazovani dat

Uéinnost implementovanjch vyhlazovacich metod lze diky nahledu aplikace konkrétniho
filtru pfimo v aplikace snadno pozorovat. Na obrazcich 6.2 a 6.3 lze vidét rozdily vyhlazo-
vani pomoci plovouciho okna a Savitzky-Golay. Prvni uvedeny filtr s rostouci sitkou vice
rozsifuje a zmensuje jejich amplitudu. Piky umisténé ptilis blizko u sebe dokonce zrusi. U
tohoto filtru je velmi dilezité rozliSeni naméfenych dat a zvolend velikost okna. PFi Spatné
zvolenych takovychto hodnot dochézi k velkému poskozeni dat a tim ke ztraté informace.
Filtr Savitzky-Golay vykazuj mnohem lepsi vysledky pti zachovani jednotlivych piku. Pti
jeho pouziti velikost piku tolik nezmens$uje a zachovava malé piky i pfi stejné velkém filtro-
vaci okné.
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Obrazek 6.2: Nahled vyhlazeni spektra pomoci algoritmu plovouciho priméru s oknem o
velikosti 11
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Obrazek 6.3: Nahled vyhlazeni spektra pomoci algoritmu Savitzky-Golay s oknem o velikosti
11

6.3 Normalizace

Hlavnim cilem normalizace je sjednotit Skaly intenzit napfi¢ celym obrazek zobrazovaci
hmotnostni spektrometrie. Hyperspektralni obrazek zobrazuje pravé intenzity a jejich sjed-
noceni by mélo vést k lepsim vysledk@im zobrazeni. Pro experiment byly zvoleny dva expe-
rimenty. Prvni z nich obsahuje calmiz neboli kalibra¢ni smés ze souboru
20121220_LIN_100x100_1mmScan_PAPER_0018_spot5_1855. Na mérici desti¢ce bylo nane-
sen vzorek ve formé kolecka (obrazek 6.4).

Pro druhy experiment byl pouzit obrazek fezu mocového méchyie (obrazek 6.5). Lze
jde vidét vyrazné zlepseni vizualizovanych dat. Na normalizovaném obrazku lze oproti pu-
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Obréazek 6.4: Vysledek aplikace normalizace. Na obrazku vlevo je ptivodni naméfeny obrazek
bez jakékoliv upravy. Uprostied lze vidét ten samy obrazek s aplikovanou normalizaci TIC.
Obréazek vpravo pak zobrazuje vysledek normalizace pomoci medidnu.

vodnimu pozorovat oblasti vnittku mocového méchyte, které v ptivodnim zobrazeni nejsou
témér vidét.

Obrazek 6.5: Normalizace na obrazku mocového méchyte, vlevo originalni obrazek a vpravo
obrazek s normalizovanymi daty pomoci TIC.
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Kapitola 7
Zaver

V pribéhu prace vznikla aplikace pro ¢teni a vizualizaci dat zobrazovaci hmotnostni spek-
trometrie pro unikatni, nekomercéni pfistroj. Diky moznosti pfistupu do laboratofe se se-
stavenym hmotnostnim spektrometrem z vlastnich prostiedkid jsem spolupracoval s védci,
ktefl se na sestaveni pristroje podileli, a software prizptsobil jejich pozadavkim.

V ramci prace jsem se seznamil se zdkladnimi principy hmotnostni spektrometrie (ka-
pitola 2), zvlasté pak s typem MALDI TOF. Vétsina prace se pak vénuje zobrazovaci
hmotnostni spektrometrii. Byly prozkoumany zptsoby ukldadani dat z hmotnostnich spek-
trometri, jejich reprezentace a moznosti jejich predzpracovani (kapitola 3). V préci je stru-
¢né shrnut (kapitola 4) soucasny stav existujiciho software pro zpracovéani a vizualizaci
dat hmotnostni spektrometrie a na zadkladé pozadavki je navrzena a implementovana nova
aplikace pro zpracovani a vizualizaci (kapitola 5).

Aplikace, kterda vznikla v ramci této prace umi pracovat jako jedna z mala s novym
standardem imzML. Pro ¢teni tohoto standardu vznikl samostatny balicek s nidzvem im-
zml v jazyce Ruby. Samotné vizualiza¢ni aplikace tento balicek vyuziva, ale je mozné jej
pouzit i zvlast pro jiné Ucely. Diky tomuto balicku je mozné otevirat i bézné vétsi sou-
bory z experimentt, které v jinde otev¥it nelze. Oproti existujicimu software ma vyhodu
v tom, ze umi data nejen precist a zobrazit, ale umi na data také aplikovat zakladni pro-
cesy predzpracovani. Zdrojovy kdéd je verejné dostupny. Prace je prevazné psana ve vysoko
uroviovém objektové orientovaném jazyce Ruby a lze ji snadno ptizptsobovat konkrétnim
experimentim ¢i potfebam védcu v laboratori. Na toto bylo mysleno jiz pfi navrhu, ktery
je pro takové budouci apravy pripraven. Prikladem mutze byt ukazkové rozsiteni funkénosti
pomoci skriptu v jazyce R pro vyhledavani piki.

V soucasné dobé je aplikace funkéni a ozkousena na datech (kapitola 6) z konkrétniho
pristroje partnerské laboratore, se kterou bude spoluprace pokracovat i nadale. Pro Sirsi
vyuziti je nutné na aplikaci jesté zapracovat - otestovat na datech potizenych jinymi pristroji
v jinych laboratorich. Na komercénich aplikacich, které se v soucasné dobé pouzivaji, pracuji
celé tymy lidi a ceny takovych aplikaci jsou velmi vysoké. Vytvoreni vefejné oteviené verze
davad moznost nejen vyuziti, ale i pfipadné spoluprace vice lidi.

V budoucnosti by bylo mozné nékteré c¢asti prepsat do jazyka C, diky ¢emuz by se
nékteré vypocty zrychlily. Toto v8ak muze vést k omezeni prenositelnosti na jiné platformy.
Kazdému kroku predzpracovani se lze vénovat samostatné a je mozné tyto casti aplikace
vylepsit ¢i doplnit o nové pristupy. Aplikace by také v budoucnu mohla byt rozsifena o
moznost pokrocilejsi analyzy dat jako napiiklad automatické vyhledavani oblasti. Diky
stale vétsim moznostem nejen pocitaci, ale i samotnych pristroji, je tato oblast pfredmétem
intenzivniho vyzkumu pii hledani biomarkeri ¢i studiu chemického slozeni biosystémai.
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Dodatek A

Obsah CD

Na prilozeném CD jsou zdrojové soubory prace ve formatu IXTEXvcéetné vSech pouzitych
obrazkl. Tyto soubory se nachazi ve slozce tex.

Ve slozce source 1ze pak nalézt jednotlivé zdrojové kddy, které vznikly v pribéhu préce.
Slozka hyperspectral obsahuje zdrojové kédy samotné aplikace, slozka imzml pak zdrojové
kédy k balicku pro ¢teni imzML dat. Dale jsou prilozeny zdrojové kédy, za pomoci kterych
byla testovana rychlost XML parserti v Ruby.

V neposledni fade jsou na CD ukazkové soubory imzML a to jak vzorové poskytované
spolecn€ se standardem tak nékteré z redlnych experimenti z laboratore. Tyto soubory lze
nalézt v adresari imzml. Dale jsou k dispozici OBO soubory s definicemi v adresafi obo.
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Dodatek B

Navod

V této Casti je stru¢né popsan jak aplikaci zprovoznit a to na systému OS X od spolecnosti
Apple. Aplikaci lze spustit i na jinych systémech, konkrétné je zde uveden postup jak
aplikaci spustit na systému Linux Fedora (obrazek B.1), ale aplikace na tomto systému

nebyla fadné otestovana.

Tue 03:07

Activities RgxDefault v

Example_Continuous.imzML

File

Selection| Smoothing| Normalization| Calibration| Peak|
I~ Cache into memory

mizvalue  [152.95397821682602
interval value ,— IS
selected spectrum [Scan=t 3 les G2 Q
show average spectrum f

Reset all preprocessing
Minimumn intensity  |—— 058 14,17:53

Maximum intensity —————— | 8.72

100%
0923 M =
1449

4583 138022 11361 147817 151256 154695 1581134 161573

T
27 Browse Network

B Connect to Server

Obrazek B.1: Aplikace na systému Linux Fedora

B.1 Instalace

Aplikace byla vyvijena a testoviana na systému OS X 10.9.2. Pro jeji béh je nutné mit v sys-
tému nainstalované a zprovoznéné, nékteré nastroje a knihovny. Prvné je nutné nainstalovat
Ruby interpret a to miniméalné ve verzi 2.1. Pokud je jiz na systému nainstalovana jina verze
Ruby, 1ze toho jednoduse dosdhnout pomoci nastroji rbenv nebo rvm. Alternativou mize
byt instalace z balicku na konkrétnim systému (pro OS X napfiklad homebrew ¢i macports,
pro Linux Fedora néstroj yum) ¢i zkompilovani pfimo ze zdrojovych kédu. Po instalaci je
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nutné pomoci nastroje gem nainstalovat balicek s ndzvem bundler. Jeho nésledné pouziti
bude dale popsano.

Dalsim nutnym krokem je instalace knihovny FOX Toolkit. Tu lze taktéz nainstalovat
pomoci jiz zminénych néastroji ¢i pfimo ze zdrojovych kédu. Aplikace byla vyvijena nad
stabilni verzi 1.6.49. Pro verzi 1.7.x ¢i vyssi neni aplikace prisptsobena, doporucuji pouzit
verzi z vétve 1.6.x.

Déle je nutné mit v systému prostfedi X11, které vyzaduje knihovna FOX Toolkit pro
svij béh. Systém Linux vétsinou tuto zavislost obsahuje, na OS X je nutné doinstalovat
XQuartz.

Posledni externi zavislosti je interpret jazyka R. Ten je nutné pro spravnou funkci au-
tomatického vyhledavani vrcholkli a lze opét nainstalovat pomoci jiz zminénych néstroju.
Po nainstalovani je je$té nutné pfimo v interpretu stdhnout a nainstalovat balicek z Bio-
conductory s ndzvem MassSpecWavelet.

B.2 Spusténi a ovladani

Pfed prvnim spusténim je nutné doinstalovat jesté zavislosti v Ruby. Toho lze jedno-
duse dosahnout pomoci prikazu bundle install ve sloZce hypespectral/lib. Ze souboru
Gemfile se zjisti a nainstaluji potfebné zavislosti. Poté jiz pro samotné spusténi staci ve
slozce 1ib spustit prikaz

ruby hyperspetral.rb

B.2.1 Nacteni souboru a zobrazeni hyperspektralniho obrazku

Po otevieni hlavniho okna v menu vybérem File > Open vybereme zdrojovy imzML sou-
bor. Aplikace predpokladéa, Ze se binarni soubor ibd jsmenuje stejné a je umistén ve stejné
sloZce. Po nacteni metadat se v zaloZce Selectiion vyplni méfena spektra a v dolni ¢asti se
zobrazi prvni spektrum z méfeni jak lze vidét na obrazku B.2

Pro zobrazeni hyperspektralniho obrazku je nutné prvné zvolit hodnotu m/z a to bud
pomoci kliknuti pravé mysi ve spektru nebo zaddnim hodnoty do pole m/z. Pro pfiblizeni ve
spektru na konkrétni oblast 1ze pouzit bud tla¢itka v pravo od spektra neb pravym klikem
mysi a naslednym tazeni na oblast zdjmu. K hodnoté m/z lze také vybrat interval, ktery se
bude brat v tvahu pifi generovani obrazku. V casti spektra lze zobrazit jakékoliv konkrétni
spektrum z méreni a nebo primeérné spektrum napii¢ celym experimentem pomoci tlacitka
Show average spectrum. I v takovém spektru 1ze vybirat bod pro zobrazeni obrazku, je to jen
jiny thel pohledu. Spektra je mozné také ménit skrze obrazek a to kliknutim na konkrétni
misto v obrazku. U zobrazeného obrazku lze omezit intenzity, které jsou vykreslené pomoci
dvou posuvniktu. Pokud je zatrhnuté policko Cache into memory tak se pfi nasledujicim
nacitani hodnoty ulozi do paméti pro rychlejsi piistup. Tato operace muze byt ale pamétove
velmi naroc¢na v zavislosti na velikosti vstupnich dat.

Po vybrani hodnoty m/z lze vygenerovat obrazek pomoci tla¢itka Draw image a vysle-
dek miize vypadat jako na obrazku B.3

B.2.2 Predzpracovani

Data lze v aplikaci predzpracovat nékolika zptisoby. Z kazdé kategorie 1ze na data aplikovat
pouze jeden krok pfedzpracovani, vSechny tyto kroky jde pak na zalozce Selection vynulo-
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8 00 [%/ imzML Hyperspectral

Selectionl Smoothing' Normalization' Calibratianl Peak'

" Cache into memory

mjz value

interval value I

selected spectrum j
Show average spectrum |
Draw image |
Reset all preprocessing |
Minimum intensity 0
Maximum intensity 100

100%

Obrazek B.2: Stav aplikace po otevieni souboru

vat pomoci tlacitka Reset all preprocessing. Dusledky nékterych operaci lze pfed aplikaci
prohlédnout pomoci Preview jak je vidét na obrazcich 6.2 ¢i 6.3.

Pomoci automatického vyhledavani na zalozce Peak lze nalézt nékteré vrcholky auto-
maticky. Nalezenych vrcholklt mtze byt vice a jejich hledani lze omezit zaddnim hodnoty
poméru Sumu k signalu, kterd je hrani¢ni do polozky SNR. Vysledek lze pak naimportovat
do sekce kalibrace, kde zadavani vrcholkl skrze tabulku mize byt zdlouhavé.

Pokud se aplikuje néjaky krok predzpracovani, je nutné vzdy znovu zmacknout tlacitko
Draw image pro aplikaci vsech zvolenych krokii.
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800 \/ 20121220_LIN_100x100_lmmScan_PAPER_0018_spot5_1855.imzML
File

Selection Smocthing' Normalization Calibraticn' Peak'

¥ Cache into memory

m/z value |2564.08?83633104D3

interval value |2
selected spectrum IScan:l j
Show average spectrum |
Draw image |
Reset all preprocessing |
Minimurm intensity 'J' -0.0
Maximurm intensity J 16

0.005

0.0037

0.002

Yoo 2421485 2446551 171617 2496.683 2521748 2546814 257158 2595155

Obrazek B.3: Zobrazeni hyperspektralniho obrazku
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8 00 '%| Example_Continuous.imzML

File
Selection| Smoathing| Nermalization CB”bFBtiOnIPeak'
selected |oriqin |di1"f |name | | Add row |
1 153.167 -6.833
2 15725  157.25 0 Remove row|
3 171.25 171.25 0
4 227.333 227.333 0
5 255.333 255.333 0
5} 329.0 3290 0
7 345.083 345.083 0
Apply to All |
153.1¢ 157.25 171.25
+
1274
6,183
100%
B.0919
j‘l mn.\nfj\f}.& A by P bt A Ao e A "
}%333 136,629 143.924 151.22 157954 16325 171984 17928 186.014

Obrazek B.4: Ukézka nahledu kalibrace pomoci naimportovanych vrcholkt z automatického
vyhledavani piku
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Dodatek C

Tridni diagram balicku

o]

imzml

ImzML

Sax

Sax

metadata : Metadata

Core Extension

String

underscore()

OBO Extension

Parser

stanzas()
stanzal)
childrenroffl

-

Stanza

id()
parent_id()
parent?()

binary_filepath : String
mz_binary_data_type : Symbol

intensity_binary_data_type : Symbol

Parser

start_element()

metadata : Metadata

arr()
end_element()

DataProcessing

processing_method : Hash

data_processing | |

metadata metadata| 4

Metadata

file_description : FileDescription
samples : Hash

software : Hash

scan_settings : Array
data_processing : DataProcessing
spectrums : Hash

FileContent

data_file_contents : Hash
spectrum_representation : Hash
binary_type : Symbol

checksum : String

uuid : String

1 file_content

FileDescription

file_content : FileContent

file_description

ScanSettings

Spectrum

scan_settings

spectrums 0.*

Spectrum

position
mz_binary : BinaryData
intensity_binary : BinaryData

intensity()

2

BinaryData

length : Integer

offset : Integer
encoded_length : Integer
filepath : String

type : Symbol

data()

line_scan_direction : Symbaol
scan_direction : Symbol
scan_pattern : Symbol
scan_type : Symbol

image : Image

image | 1

Image

max_pixel_count
max_dimension
pixel_size

Obréazek C.1:
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