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Abstrakt

Tato diplomova prace se zabyva klasifikaci vzorki 1D gelové elektroforézy. Popisuje
teoretické informace tykajici se gelové elektroforézy, riznym druhtim ruseni, zpracovani
obrazu a jeho klasifikace pomoci shlukové analyzy. Jeden z hlavnich ukoli je vytvofeni
databaze obrazii s ohledem na jejich co nejvyssi obrazovou kvalitu. Je realizovana metoda
ptedzpracovani a detekce hranic jednotlivych vzorklu v prostiedi MATLAB. A konec¢né, je
realizovana klasifikace na zaklad¢ shlukové analyzy vzorkl, které je posléze statisticky
ohodnocena.

Kli¢ova slova

Gelova elektroforéza, zpracovani elektroforeogramu, shlukovéd analyza, MATLAB,
statisticka analyza

Abstract

This term project deals with the classification of 1D gel electrophoresis samples. It
describes the theoretical information about gel electrophoresis, various types of errors,
processing of the image and its classification using the cluster analysis. One of the main goals
is creation of images with the highest quality as possible. A realization of pre-processing and
detection of the sample borders is made in the MATLAB environment. And finally,
classification of samples is done with subsequent statistical analysis.

Keywords

Gel electrophoresis, processing of the elektroforeogram, cluster analysis, MATLAB,
statistical analysis
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1 Uvod

Gelova elektroforéza je vyznamna separa¢ni metoda, vyuzivajici rozdilu pohyblivosti ¢astic,
na které je aplikovano elektrické pole. Je to nejrozsifenéjsi zptisob, jakym lze separovat

biopolymery, napiiklad nukleové kyseliny a proteiny.

V této praci je pouzita elektroforéza na nosi¢i, kterym je agarovy gel. Metoda je
jednoduché a vysoce efektivni pro separaci, identifikaci a purifikaci riizn¢ dlouhych DNA
fragmentti. [10]

Diky Sirokym moznostem aplikace a obrovskou komer¢ni vyuZitelnosti byla gelova

elektroforéza v poslednich letech aplikovana i na mikro¢ipové platformy. [9]

Pfedmétem diplomové prace je popsani problematiky zpracovani obrazu gelové
elektroforézy a jeho klasifikace, vytvofeni databaze idealnich obrazd, detekce hranic
jednotlivych vzorkt, navrh a realizace riiznych metod klasifikace a nasledna statisticka analyza

vysledk.



2 Elektroforéza

2.1 Princip

Elektroforéza ptedstavuje pohyb elektricky nabitych ¢astic ve stejnosmérném elektrickém poli
mezi dvéma elektrodami. Prostiedi mezi elektrodami je vytvofeno pouzitim elektrolytu, ten
zajisStuje vodivé spojeni celého systému, do kterého je umistén vzorek. Pii pfipojeni
stejnosmérného elektrického pole se kationty pohybuji smérem k zapornému polu a anionty ke
kladnému po6lu. Diky odlisné rychlosti migrace slozek vzorku se v prubéhu elektroforézy

jednotlivé slozky oddé€luji a to na zaklad¢€ elektroforetické pohyblivosti.

__4
é6mnr

He (1.1)

Kde g je naboj castice, r polomér Castice a n viskozita elektrolytu. Ze vztahu plyne, Ze
elektroforeticka pohyblivost je pfimo imérné naboji a neptimo timérna jeji velikosti a viskozité

prostiedi. Tudiz se nejlépe pohybuje mala Castice s velkym nabojem.

Dalsim faktorem, ovliviiujicim pohyblivost je stupeii disociace slabych kyselin a zsad

He(efektivni) = & * Ue (1.2)

Stupen disociace lze ménit volbou pH prostiedi a tim ovlivnit separaci téchto latek. [2]

2.2 1D gelova elektroforéza

Pro vykonani elektroforézy je nutné zkoumany vzorek umistit do vhodného nosic¢e. Timto
nosicemu 1D gelové elektroforézy je gel, naptiklad agarosovy, Skrobovy ¢i polyakrylamidovy.

Takovy gel musi byt hydrofilni, nerozpustny ve vod¢ a mit co nejméné adsorpcénich vlastnosti.

U této metody je rychlost pohybu castic ovlivnéna také principem molekularniho sita.
Céstice vzorku jsou omezovany pfitomnym gelem, napiiklad velikost pori gelu ovliviiuje
rychlost pohybu pfimo tmérng. Velké molekuly tedy budou vice zbrzd’ovany pory gelu, nez

molekuly malé. [3]

Bé&zn€ pouzivanym nosi¢em je polyakrylamidovy gel, ktery je inertni, prihledny,
mechanicky pevny a poskytuje moznost riizného nastaveni vlastnosti, naptiklad hustota

zesitovani, ¢i gradient hustoty.



Metodu Ize realizovat jako sloupcovou, nebo plosnou. Sloupcova metoda, kde migrace

je uskutecnéna v tenkych trubickach, je jednoducha a levna. PloSna metoda je citlivéjsi, avSak

nevyhodou je komplikovangjsi ptiprava gelu. Princip plosné elektroforézy je vyobrazen na

Obrézek 1. [4]

: | Zdroj
Mix DNA a y _ vor I
napéti
molekul o
rozdilné
velikosti \ij
Zdroj
/'/,‘f v
[ 4 napéti

Delsi
molekuly

Obrazek 1: Gelova elektroforéza [6]

Kratsi
molekuly

Druhym typem gelu je agarosovy, metoda je identicka pouze s rozdilnymi vlastnostmi

nosice. Agarosovy gel je mén¢ naro¢ny na ptipravu, avsak je také kireh¢inez polyakrylamidovy

gel a pfi vétsi koncentraci je zakaleny. Je také nutné gel zbarvit UV ¢inidlem, napt. ethidium

bromidem, ¢i fluorescencni nukleovou kyselinou (mensi toxicita). Nasledné je gel prosvicen

UV svétlem a vyfocen digitalni kamerou. [5]

2.3 Druhy ruseni v elektroforéze

V elektroforeogramu mizeme ocekavat rizné druhy ruSeni, napiiklad vnéjSimi vlivy,

nedokonalou ptipravou gelu, chybou pii postupu vypracovani metody, ¢i zvoleni Spatnych

parametrd metody. [1]

Druhi ruseni je velké mnozstvi, v této praci je popsano nékolik z nich.



2.3.1 Spatné rozlidenf fragmentd DNA

Nejcastejsi pri¢inou Spatného rozliSeni DNA je $patné zvolend hustota agarového gelu. Pro
DNA fragmenty s vysokou molekularni hmotnosti je nutné pouzit gel méné koncentrovany a

naopak.
Také ptili§ nizké napéti a tedy i dlouhd doba elektroforézy zptisobuje malo vyrazné az
nejasné prouzky a to predev$im u malych fragmenti DNA. [10]

2.3.2 Smile effect

Obvodem elektroforézy prochéazejici stejnosmérny proud zpisobuje vznik tepla, ktery ma za
nasledek ohtivani gelu které mulze zplsobit znehodnoceni zkoumanych bilkovin, nebo

morfologické zmény v obraze.

Tyto zmény jsou zpiisobeny nerovnomérnym zahtatim gelu, kdy teplejsi ¢asti prochazi

vzorky snadnéji nez ¢asti s mensi teplotou. Piiklad smile effect ruseni je na Obrazek 2.

Obrazek 2: Smile effect



JelikoZ je mira zahrati pfimo imérnd prochdzejicimu proudu, je nutné zvolit spravné
parametry vystupniho napéti el. zdroje,. Pfi nutnosti uziti vysokého napéti je zadouci pouzit
v systému naptiklad peristaltickou pumpu, ktera zaruc¢i cirkulaci pufru v systému a tedy i

rovnomérnou distribuci tepla v gelu. [10]

2.3.3 Dalsi typy ruseni
Mezi ruseni elektroforézy patii naptiklad rozmazani prouzkii, vyskytujici se u DNA
fragmentt s vét$i hmotnosti. Byva zptisobeno ptilisnym naplnénim dalka v gelu, kdy je pouzito
vétsiho objemu vzorki. Také pouziti ptili§ vysokého napéti a mechanické poskozeni dulkla v

gelu zplisobuje rozmazani.

Mimo jiné, piiprava menSiho mnoZstvi pufru, nebo vypafeni pufru z nadrze
elektroforézy zpusobuje roztaveni gelu a tedy i snizeni kvality elektroforeogramu. Dle
literatury je vhodné pro dlouhé nastaveni ¢asu pouzit TBE pufr misto TAE kvuli vétsi pufrovaci
kapacité. Dalsi metodou prevence je pouzit nadrZz s rezervodrem pro doplnéni pufru pfi

vypafeni. [10]
Jiné typy ruSeni jsou - nehomogenita osvétleni, zkresleni hran, parazitni gradient atd.

2.4  Predzpracovani snimku elektroforézy

Jelikoz vysledné obrazky mivaji v praxi k dokonalosti relativné¢ daleko, je nutné obraz
piedzpracovat. Prvnim krokem je zlepSeni celkové kvality obrazu a to kvili jednodussi
automatizaci zpracovani vzorku jako takového a dale kvili zajisténi vysokého kontrastu

vysledného obrazu.

Obraz je konvertovan na 1D signal pomoci medianu, tento postup mize byt povazovan
za nelinearni filtraci. Dochdzi ke zvyraznéni uziteCnych informaci vzorku, naptiklad jde o

zvyseni kontrastu mezi prouzky a pozadim obrazu.

Pro zpracovani je vyzadovano pouzit normalizovany (hodnoty pixela v intervalu od 0

do 1), Sedotonovy obraz, kde pozadi je bilé (odpovida 1) a prouzky jsou ¢erné (odpovidaji 0).

Nejprve je vykreslen histogram zndzornujici frekvence jednotlivych odstind Sedi
v obrazu. Obvykle je v histogramu patrny vyrazny narust hodnot od 0,55 do 1, ktery
reprezentuje bilé pozadi. Vzhledem k tomu, Ze obrazy mohou byt pfeexponované (vétSina
hodnot se blizi 0), nebo podexponované (vétSina hodnot se blizi 1), je nutné pouzit po Castech
linearni transformacni funkci pro zlepseni kvality obrazu. Dojde k roztazeni histogramu do
vétsi Sitky, znamenajici citelné zlepSeni kvality obrazu. Pokud jsou vSechny odstiny obrazu

rozlozeny rovnomérné, jedna se o takzvany brilantni obraz. [1]

Druhou pouzitou metodou ke zvyraznéni obrazu je gama korekce, jedna se o nelinearni

transformaci kontrastu a je popsana rovnici:



1

g=r" (1.3)

Vysledek korekce je zavisly na hodnoté parametru vy, ktery se vyskytuje v intervalu
hodnot <0,6;2,5>. Hodnoty y<1 se pouzivaji u pfeexponovanych snimku, y>1 je pouzito u
podexponovanych snimku. [1], [7], [8]

Ptiklad pouziti po ¢astech linearni transformacni funkce a gama korekce je vyobrazen
na Obrazek 3.
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Obrazek 3: ZlepsSeni kontrastu snimku za pomoci po ¢astech linearni transformacni funkce a
gama korekce. a) Puvodni obraz gelu a jeho histogram. b) Gama korekce (y=0.65) a po ¢astech
linearni transformace obrazu. ¢) Vysledny zpracovany obraz a jeho histogram. [1]

2.5 Detekce hranic vzorku

Druhym krokem ve zpracovani elektroforeogramii je detekce linii a prouzkt a tudiz detekce

hranic prouzkd.

2.5.1 Detekce linii

Automaticka detekce linii je dualezitym krokem Kk plné automatizaci zpracovani
elektroforeogrami. Piistupli k tomuto problému je vice, nékteré metody vyuzivaji tzv.
sledovani linii, kde je pocitano s prostfedkem kazdé linie. Nevyhodou je ignorovani informaci
vné stiedu linie. DalS$i metoda sleduje hranice jednotlivych linii a dovoluje kompletni

segmentaci linii.

Tato metoda mize byt rozdélena na dvé ¢asti:



e Detekce prvniho pixelu kazdé hranice linii
e Sledovani hranice skrz dalsi pixely

Detekce prvniho pixelu je provedena pomoci vypoctu priméru (¢istandardni odchylky)
kazdého sloupce pixelli obrazu. Pixely jsou vybrany pouze z prvni tfetiny obrazu (od shora) a
to kvtli absenci zakiiveni linii (zakiiveni se vyraznéji projevuje az dale. Takto je vypocten 1D
prabéh pruméra sloupct pixelt a ten je vykreslen. Z takto ziskaného priiméru jsou detekovana

lokalni maxima, s ur¢itou minimalni vzdalenosti, ktera piedstavuji prvni pixel hledané linie.

Dale jsou vypocteny dalSi pixely kazdé detekované linie. V kazdém kroku jsou
porovnany hodnoty intenzit tfi pixeld pod aktudlnim pixelem. Ten, ktery ma nejvetsi hodnotu,
je vybran jako dalsi pixel linie. Pro zajisténi nejvice pfimé cesty je nutné vynasobit prostfedni
pixel ur¢itou konstantou (napiiklad 1,04). [1]

2.5.2 Detekce prouzkl

Detekce prouzki miize byt realizovana obdobné jako detekce linii. Obraz je rozdélen na
jednotlivé linie, ty jsou otoceny o 90° po smeru hodinovych rucicek a v nich je vypocten pramér
pixeld ve sloupcich. Tento priimér je vynesen do grafu jako 1D signal. Jsou detekovana lokalni

maxima, kterd znaci ptitomnost prouzku.

2.6 Urceni velikosti molekul

Pro kvantitativni méfeni v elektroforeogramu je nutné pouzit alespon jeden standardizovany
vzorek —tzv. ladder. Ladder ma jasné danou hodnotu jednotlivych prouzki ve foreogramu. Jde
0 komeréné dostupnou smés molekul, ktera vykazuje stalé stejné vysledky. Piiklad 100bp
ladderu od vyrobce Sigma-Aldrich Co. je na Obrazek 4.
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Obrazek 4: 100bp ladder Sigma-Aldrich Co. - uvedené hodnoty piedstavuji pocet pari bazi pro
konkrétni prouZek [11]

Pfi vybéru ladderu je nutné zvazit velikost zkoumanych molekul, aby rozsah hodnot
ladderu ptiblizn€ odpovidal rozsahu hodnot zkoumané latky. Pouzivanymi rozsahy jsou 100bp,
1000bp, 10kbp atd. Toto jsou laddery s linearni stupnici, dale se mtizeme setkat také se stupnici
logaritmickou, napiiklad 2log. [10], [11]

2.7 Klasifikace

Pro klasifikaci elektroforézy pomoci shlukové analyzy je nejprve vhodné vybrat spravné
priznaky, podle kterych budou jednotlivé vzorky shlukovany. Na zakladé ptiznaki je mozno
vypocCist tzv. vzdalenost jednotlivych vzorkii a za pomoci matice vzdalenosti tyto vzorky
seskupit do jednotlivych skupin (shlukovat). [12], [15]

Metody vypoctu podobnosti a shlukovani byly vybrany z prosttedi MATLAB,
jmenovité z funkci pdist a linkage obsazenych v Statistics and Machine Learning Toolbox
verze 2015a.

2.7.1 Zarovnanivzorkl

Po dohodé€ s vedoucim prace byla ¢ast o zarovnani vzorkll vyfazena z této prace. Zarovnani
vzorkl je Zadouci pouze u nékterych obrazii a v ptipadé pouze jednoho prouzku ve vzorku

milZe zarovnani obraz vyrazné zkreslit.

2.7.2  Ptiznaky vzorkd

Volba spravnych ptiznakl jednotlivych vzorki je stéZejni pro naslednou klasifikaci snimkt

elektroforézy. Hodnoty téchto pfiznakl reprezentuji urcitou vlastnost konkrétniho vzorku,
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kterd je pro n&j charakteristickd. Napiiklad pro vzorky 1D gelové elektroforézy je jednou
Z charakterizujicich hodnot pocet prouzkii ve vzorku, ¢i Sitka jednotlivych prouzka. Téchto

ptiznaki Ize vybrat cela fada a vybér zavisi na konkrétnim vyuziti shlukové analyzy. [15]
Vybér ptiznaki bude podrobné&ji popsan v kapitole 5.1.

2.7.3 Standardizace dat

Timto krokem je matice piiznakd konvertovana z pavodnich do novych, bezrozmérnych
hodnot. Tento krok se pouziva predevsim diky rozdilnym jednotkam jednotlivych ptiznak.
Tyto rozdily mohou ovlivnit podobnost mezi jednotlivymi vzorky. Standardizace dat je vSak

volitelna a v této praci pouzita neni. [15]

2.7.4 Vypocet matice podobnosti

Pted shlukovou analyzou je nutné vypocist tzv. matici podobnosti. Pouzitim hodnot daného
paru objektll z matice piiznakt je mozné vypocitat, jak podobné jsou si tyto objekty. Hodnota
V matici miize vyjadifovat podobnost, ¢i vzajemnou vzdalenost téchto objekti. Rozdil téchto
hodnot je otdzka sméru. Mensi hodnota vzdalenosti vyjadiuje vysSi hodnotu podobnosti a
naopak. Matici podobnosti Ize vypo¢éist nékolika metodami. [15]

Mezi metody vypoctu patii:

1. Euklidovska vzdalenost:

dzst = (x5 — x0) (x5 — xt),

(2.1)
2. Vzdalenost City block:
n
dSC = Z'xsj - xt]‘ (2'2)
=
3. Minkovského metrika:
p n
p
dee = Z'xsj — Xtj (2.3)
=1
4. Chebishevova vzdalenost:
dse = maxj“xsj - xt}'|} (2.4)

5. Cosinova vzdalenost:



XXy
de =1— ot (2.5)

V (sx5") (e )

6. Korelacni vzdalenost:

(x5 — X5) (xp — )’

dg =1-— (2.6)
’ N[CAEE S CAEE AN CAE A CAE AL
kde
1
Xg = Ez Xsj (2.7)
]
a
1
]
7. Hammingova vzdalenost:
d., = (M) 2.9)
n
8. Jaccardova vzddlenost:
# [(xsj # x4j) N ((xsj #0) U(xy; # 0))] (2.10)
dge =
#[(xs; # 0) U(xy; # 0)]
9. Spearmanova vzddalenost:
0 (r, —R) (e~ 70’ 1D

1 —
VO =) — 1) —7) e — 7))

kde rsjje rad xsj vypocteny z Xij,.. Xm @ s, It jsou rady vektorii xs, X S ohledem na jejich polohu,

1 (n+1)
7= EZ ry = 2.12)
]
a
1 (n+1)
= — ;= 2.13
Tt an” 2 (2.13)

J
kde xs a Xt jsou vektory zkoumanych objekta. [19]
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2.7.5 Shlukova analyza

Shlukova analyza je seskupovani podobnych objektd, jinymi slovy roztfid'uje mnozinu objektt
podle charakteristik (pfiznakt), jez nejsou nezavislé na individualnim pohledu kazdého
Clovéka. Snazime se nalézt shluky objektt, aby si ¢lenové shluku byli podobni navzajem, ale
nebyli podobni s objekty, které jsou mimo shluk. [13]

V ptipad¢ klasifikace elektroforézy jde o shlukovani tvrdé, hierarchické, aglomerativni
— tyto shlukové metody nabizi vice alternativnich feSeni, jsou vyjadieny dendrogramy a pii

analyze vychazime z jednotlivych objektt, které nasledné spojujeme.

Mezi metody shlukové analyzy pafi napiiklad metoda UPGMA (z anglictiny
unweighted pair-group method using arithmetic averages), ktera vyuziva nevahované parovani
pomoci aritmetickych primért. Pro vypocet metody je nutné nejdiive vytvoftit diive zminénou
matici podobnosti. [14]

U metody UPGMA jde o nalezeni nejmensi hodnoty euklidovské vzdalenosti a tyto dva
objekty sloucit a za pomoci vypoctu aritmetického priiméru dopocitat hodnoty vzdalenosti
mezi slou¢enymi a ostatnimi objekty. Déle vybereme nejmensi vzdalenost a postup opakujeme,
piicemz postupné zakreslujeme sloucené objekty s jejich vzdalenosti do dendrogramu
(stromova struktura) viz Obrazek 5, kde jako prvni byly slou¢eny objekty 3 a 4 a jejich
vzdalenost méla hodnotu 5,0.

Dendrogram

euklidovské
vzdalenosti

21,6+

12,7+

7,1+
5,0+

3 4 2 1 5 objekty

Obrazek 5: Dendrogram vytvoreny pomoci metody UPGMA [14]
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Z této metody vychazi také UPGMC (Unweighted Pair-Group Method using
Centroids), ktera pocita euklidovské vzdalenosti pro geometrické stiedy (centroidy)
vypoctenych distanci.

Median linkage, neboli WPGMC (Weighted Pair-Group Method using Centroids)

vyuziva pro vypocet euklidovskych vzdalenosti vahované geometrické stiedy.

Metoda WPGMA (Weighted Pair-Group Method with Arithmetic mean) vyuziva pro

vypocet vzdalenosti mezi shluky primérnou hodnotu euklidovské vzdalenosti.

Obdobnou metodou je SLINK (single linkage clustering method), ktera vytvari shluky
se stejnym postupem, ovSem pii piepocitavani vzdalenosti nepouzivame jiz aritmeticky

pramér, nybrz pro novou vzdalenost ur¢ime tu mensi ze vzdalenosti obou objektu.

Dalsi metodou je CLINK (complete linkage clustering method), ktera je prakticky
stejna jako CLINK, jen pfi vypoc¢tu hodnoty vzdalenosti vybereme hodnotu maximalni. [14]

Wardova shlukovaci metoda je po UPGMA nejpouzivanéjsi metodou. Jako ostatni
metody i Wardova metoda pouziva kroky shlukovani, které za¢inaji s uréitym poctem shlukd,
kazdy z téchto shlukti obsahuje jeden objekt a konci s jednim shlukem obsahujicim vSechny
objekty. Pracuje s hodnotami E, které reprezentuji rozptyl neboli tzv. index sumy ctvercii. [15]

V prvnim kroku spojujeme objekty tak, aby se hodnota E zvysila co nejméné. To
znamena, ze musime vyzkousSet vSechny mozné spojeni objektli a pro n¢ vypocitat hodnotu E.

Poté vybereme ty dva objekty, pro které se hodnota E zvysila nejméné.

Ve druhém kroku vypocteme vzdalenosti mezi vSemi objekty v daném shluku a primér
tohoto shluku. Pro ptiklad mizeme vzit, Ze shluk obsahuje tfi objekty a kazdy z nich je popsan
péti atributy. Pro prvni objekt bychom vypocitali pét vzdalenosti objektu od priméru shluku.
Tyto vzdéalenosti mohou byt pozitivni, ¢i negativni. Pro dalsi objekty vypocteme to samé, tudiz

bychom méli patnact vzdalenosti.

Ve tfetim kroku umocnime kazdou vzdalenost, ktera byla vypoctena v kroku
ptedchozim, a pficteme ji ke kazdému shluku. Timto ziskdme hodnotu sumy ctvercii pro kazdy

shluk.

V poslednim kroku vypoc¢teme hodnotu E pfic¢itanim hodnoty sum ctvercli kazdého

shluku.

Opét sestavime dendrogram na zaklad€ vybéru nejmensi hodnoty daného shlukovaciho
kroku. [15]

Pro dal$i analyzu je také vhodné vypocist, jaké zkresleni pfineslo vytvofeni

dendrogramu. Tento vypocet je proveden pomoci Pearsonova korelacniho koeficientu, Kdy
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dokonalou shodu vyjadiuje koeficient roven jedné. Pokud je koeficient vétsi nebo rovno 0,8 je

zkresleni povazovano za piijatelné. [14]

Je také nutné dodat, Zze nckteré metody shlukovani vyzaduji jako vstupni hodnoty
vypoctené euklidovské vzdalenosti, jmenovité jde o UPGMC, WPGMC a Wardovu metodu.
[15]

V této praci vSak budou vyzkouSeny vSechny kombinace metod podobnosti a metod
shlukovani. Teoreticky by tyto metody mély vykazovat Spatné, ¢i zkreslené vysledky

shlukovani.

2.7.6 Fylogeneticka analyza

Fylogeneticka analyza je dalsi Casti klasifikace elektroforézy. Popisuje posloupnost udalosti
formujici mnozinu druht, jinymi slovy vyvoj druhli organismt v historickém sledu ve smyslu

evoluéni teorie. [16]

Fylogenetika se zabyva tvorbou evolu¢nich stromi ze sekvenci, které maji podobné
vlastnosti, a tedy maji i spole¢ného piedka. Chceme znat, v jakém potadi jednotlivé sekvence
divergovaly. Tuto divergenci popisuje fylogeneticky strom, viz Obrazek 6. Vétve a hrany
reprezentuji evolu¢ni vzdalenost jednotlivych zkoumanych objekti, vrchol oznacuje

spole¢ného predka.

D Zkoumané objekty

Vétev

Vrchol

Obrazek 6:Fylogeneticky strom [16]

Pro sestrojeni stromu miizeme pouZit jiz zminénou shlukovou analyzu, kdy dendrogram
Jiz tuto evoluéni vzdalenost vyjadfuje. Jiné metody sestaveni fylogenetického stromu je
napiiklad metoda spojovani sousedd (neighbor joining), dale metoda maximalni parsimonie

(Gspornost), nebo maximalni pravdépodobnosti, kdy se jedna o znakové metody. [17]
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Jiné metody vypoctu evolu¢nich vzdalenosti se zakladaji na tzv. evolu¢nich modelech,
které umoznuji zjistit podobnost dvou sekvenci, pocet mutaci vzniklych vyvojem apod. Mezi

tyto modely patii naptiklad Jukes-Cantortv, Kimurtiv, Tamuriyv, ¢i Tamura-Neitv model. [16]

Fylogeneticka analyza v této praci realizovana neni a klasifikace je provedena pomoci

shlukové analyzy.
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3 Vytvoreni referencnich snimkii

V ramci této prace byla v laboratofi genomiky a proteomiky na Ustavu biomedicinského
inzenyrstvi vytvofena databaze elektroforeogrami. Tato databaze byla vypracovana s diirazem
na co nejvyssi kvalitu vyslednych snimkd. Vytvoteni probihalo ve spolupraci s Be. Tomasem

Dvotackem.

Metoda muze byt rozdélena na tii ¢asti:
e Ptiprava gelu v urcité koncentraci
e VloZeni vzorku DNA do jamek v gelu a aplikace napéti na preparat po urcity cas
e Snimani elektroforeogramu digitalni kamerou pod UV svétlem

Jednotlivé parametry (koncentrace gelu, volba pufru, objem barviva apod.) budou
popsany v kapitole 3.4.

3.1 Priprava gelu

Pti ptipravé gelu je nutné nejprve namichat spravné mnozstvi pufru (TBE, ¢i TAE), abychom
mohli vyrobit agarovy gel a naplnit celou elektroforézni nadrz. Nejprve byla nachystana
vanicka urcena k tuhnuti gelu a nésledné elektroforéze. Vanicka byla oblepena izolepou, aby
mohlo byt dosazeno zamyslené¢ho tvaru agarového gelu. Do vanicky byl ndsledné vlozen

hieben pro vytvoreni diilkl pro pipetaci vzorka do gelu.

V kadince byl smichan pufr s adekvatni mnozstvim agarosy (dle pozadované
koncentrace gelu). Tato smés byla rozehiata na bod varu v mikrovinné troubé a michana, dokud
nebyla smés naprosto ¢ird. Nasledné bylo do této smési pfidano barvivo GelRed®, které
umoziuje zobrazeni elektroforeogramu pod UV svétlem. Pii stdlém michani byla smés
ochlazena pod tekouci vodou na 60°C a byla nalita do pfedem piipravené vanicky. Vrstva nalité

smési byva obvykle 0,5 — 1em vysoka.

Tato smés byla ponechdna v klidu po urcity ¢as, aby doslo ke ztuhnuti gelu. Hieben byl
Z gelu opatrné vyzvednut a izolepa odlepena. Poté byl gel i s vani¢kou vloZen do nadrze
elektroforézy, ktera byla zalita pufrem tak, aby doSlo k vodivému spojeni katody i anody

elektroforézy.

3.2  Ptiprava vzork(

Nasledné je nutné pfipravit vzorky DNA, pro elektroforézu. Pii vytvofeni databaze byly
pouzity pouze referen¢ni vzorky — tzv. laddery. Tyto vzorky maji pfedem znamou velikost

jednotlivych prouzkl a pouZzivaji se jako vztyéné body pfi klasifikaci, viz kapitola 2.7.
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Slo napiiklad o PCR laddery Sigma-Aldrich Co. 100bp, ¢i BioLabs® 2log, které byly
namichané od vyrobce — vzorek jiz obsahoval ladder i barvivo v dané koncentraci. Ladder MO
BIO® 100bp bylo nutné namichat v laboratofi, za pomoci barviva, destilované vody a
samotného ladderu. [11]

Dale byly vzorky napipetovany do dilku v gelu, nadrz elektroforézy byla uzaviena a

elektrody byly pfipojeny na zdroj napéti.
3.3 Elektroforéza a zobrazeni vysledki

Nasleduje jiz samotna metoda, kdy vlivem prochazejiciho proudu dochazi k migraci molekul
vzorkli smérem od katody k anodé€. Je nutné do systému piivést stejnosmeérné napéti tak dlouho,

aby molekuly dorazily na konec gelu, ale ne ptili§ dlouho, aby z gelu nevytekly.

Po ukonceni procesu je gel vyzvednut z lazné a umistén pod zdroj UV zatfeni. To

umoznuje zobrazeni vzorkl a nasledné snimani digitalni kamerou.

3.4 Parametry elektroforézy

Pti vytvareni databaze snimki s ohledem na co nejvétsi kvalitu bylo nutné brat v iivahu velké
mnozstvi parametri, které mohou vysledny obraz ovlivnit. Je nutné na zac¢atku zminit, Ze vybér

pufru byl pro vSechny obrazy stejny — TBE.

Prvnim parametrem byla hustota gelu. Z literatury Ize vycist, Ze méné husté gely jsou
urcené pro molekuly s vétsi hmotnosti, zato vice husté gely dosahuji lepSich vysledkl pro
molekuly s mensi hmotnosti. Viz Tabulka 1.

Tabulka 1: Koncentrace agarosy pro déleni fragmenti DNA [10]

Ag(al/zc;sa Efektivni rozsah hodnot fragment( DNA
0,5 30az1
0,7 12a370,8
1,0 10aZz0,5
1,2 7az04
1,5 3az0,2

Pti vypracovani bylo ve vétsin€ piipadii pouZito gelu o koncentraci 1% a to kviili pouZziti

laddert v rozsahu hodnot 10 az 0,5.

Dale je nutné zvazit, jaké barvivo je vhodné pouzit. Obvykle je pouZit ethidium bromid,
ktery ma mutagenni a karcinogenni U¢inky. Vhodnou alternativou je napiiklad barvivo
GelRed®.
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Kritickym parametrem, pro sprdvnou piipravu gelu je také teplota po ochlazeni, je
zadouct teplotu nesnizit pfili§, jinak dochdzi k brzkému tuhnuti gelu. To mize byt problém,
pokud s gelem je nutné stale manipulovat. Odstranovani bublinek pomoci pipetovaci Spicky
z gelu pti nizké teplot¢ mize zplisobit nehomogenitu tvaru ptipravovaného gelu — dilek po

prasklé bublince v gelu zustane. Spravna teplota gelu pro nalévani je 55-60°C. [10]

Doba tuhnuti gelu je zavisla na parametrech gelu samotného. Zvysuje se s jeho hustotou
a jeho tloustkou. Obvykla doba tuhnuti gelu pii ptipravé v laboratofi byla 15 minut. Nékteré
vzorky byly nechany ztuhnout po dobu 30 minut, avSak toto nebylo nutné. Jiz po 15 minutach

nedochazelo ke zméné tuhosti gelu.

v v s

elektroforézy. Obecné je napé€ti nastaveno dle délky gelu a to pro kazdy cm délky je nutné
pri¢ist 1 az 10 voltd. Délku trvani je nutné zvolit dle pfivedeného napéti. Vzorky migruji
rychleji pod vetSim napétim, a tedy je nutné ohlidat, aby nedosdhly konce gelu a tzv.
,hevytekly. V laboratofi byly ve vétsin€ ptipadi zvoleny tyto hodnoty: 70V/90min. Pokud
vzorky nedosdhly posledni tietiny gelu (vlivem vétsi hustoty gelu apod.) byl ¢as dodatecné

navysen. [10]

Ze vSech méfeni a o vSech pouzitych hodnotach byly v laboratofi vedeny ptislusné

protokoly. Ukazka takového protokolu je na Obrazek 7.
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Laboratorni protokol

Pracuijici: ID méreni: Provedeno:
Krupka 11a Elektroforéza
Dvoracek

Datum: Méreni Uspésné

27.10. 2014 (ano/ne/castecné): ano

Typ, ID a datum vyroby pufru: TBE, 1, 20 a 22.10. 2014, 1x konc
MnozZstvi pouzitého pufru [ml]: 50+250

Typ barviva a fedéni: GelRed, 10x zfedény
MnoZstvi barviva [pl] 25

Celkovy objem gelu [ml]: 50

Teplota gelu pfi nalévani [°C]: 60

Doba tuhnuti gelu pred pipetovanim vzork(: 30

Napipetované vzorky: pouze 100bp!!

1 2 3 4 5 6 7 8 9

Mobio | Mobio | Mobio | Sigma | Sigma | Sigma Biolabs | Biolabs | Biolabs

Nastavenad prvotni délka elektroforézy: 90
Dodatecna délka elektroforézy:
Nastavené napéti: 70

NelmysIné chyby méreni:

UmysIné chyby méFent:

Nazvy vystupnich soubori:

elfo_id 11 a

Obriazek 7: Ukazka vyplnéného protokolu pro méfeni 27. 10. 2014
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3.5 Zdroje chyb

Pti vypracovani databaze se bylo mozné setkat s riznymi zdroji chyb, které velmi snizovaly
kvalitu vyslednych obrazii. Tyto chyby byly po nékolika méfenich odstranény a vysledky

odpovidaji prakticky ideadlnim obraziim, viz kapitola 3.6.

Ukazalo se, Ze spravny postup ptipravy gelu je sté€zZejni pro celou metodu, kdy bublinky,
zatezy, dulky apod. poskodily vysledny elektroforeogram. Je také nutné vyvarovat se
nahodilych chyb, kdy naptiklad pfi odlepovani izolepy z vanicky doslo ke sklouznuti gelu

z vanic¢ky a jeho padu na zem. Takovy gel je jiz nepouzitelny.

Velky diraz je také nutné klast diiraz na spravné namichani a napipetovani vzorkd.
Spatné provedena pipetaci — propichnuti gelu, nerovnomérnd distribuce vzorku v jamce, ¢i

pouziti vétsiho objemu vzorku také vede k chybam viditelnym na vysledném obrazu.

3.6 Vysledné obrazy

Pti vypracovani databaze se ukazalo, ze prvni snimky nejsou ani z daleka idealni.

U Obrazek 8 jsou nékteré prouzky velmi zakiiveny, jsou z Casti vyrazné, z Casti
nevyrazné, jiné nejsou vyrazné vubec. Je také vidét sklon linie poslednich prouzka v obraze.
Celkov¢ je obraz nevyrazny a pro pouziti v idealni databazi nepouzitelny. Zde chyby nastaly
predevsim pfi piipravé a pipetaci vzorkd. Pii ptipravé gelu vazenka s agarosou spadla do
Erlenmeyerovy baiiky a mohla gel kontaminovat. Doslo k propichnuti gelu hned v né¢kolika

jamkach a v jinych doslo k vyplaveni vzorku z jamky (nevyrazné prouzky).
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Obrazek 8: Prvni ostré méfeni - elfo_id 2 a

Dalsi neuspésny pokus o vytvoreni idealniho elektroforeogramu je na Obrazek 9. Zde
se vyskytuji artefakty u vétSich fragmentt (1. az 5. linie, délka 1kb), kdy prvni prouzky jsou
velmi rozmazané. U druhé poloviny linii je vidét ,,U* profil prouzku, ktery reprezentuje pohyb
Spicky pipety v dulku pii pipetovani vzorkl. Zde Ize poukazat na rozdil mezi prvnim snimkem
(Obrazek 8) a druhym snimkem (Obrazek 9), je patrné Ze ze zacatku pipetovani ptili§ neslo a

prouzky jsou na Obrazek 8 rozvInéné, u Obrazek 9 jsou jiz téméf rovné a kopiruji ,,U* profil.
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Obrazek 9: Ukazka, ¢tvrté méieni - elfo_id 4 a

V dalsim elektroforeogramu (Obrazek 10) nastala chyba pti piipravé gelu, ktery byl
mechanicky poskozen a del§i molekuly v liniich ¢islo 7 a 8 nedorazily az na konec a jejich
prouzky jsou poskozené. Dale doslo k propichnuti gelu pfi pipetovani — pfedev§im prouzky 6
a 9. Krom téchto problémt je z elektroforeogramu jasny kvalitativni posun. Prouzky jsou

Vv prvni tfetiné gelu zakiivené (,,U*), avSak se postupem priichodu gelem narovnavaji. Tento
elektroforeogram se jiz blizi idealnimu obrazu.
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Obrazek 10: Ukazka, sedmé méieni - elfo_id 7 a

Posledni elektroforeogram (Obrazek 11) Ize jiz oznacit za takika idealni, prouzky jsou
rovné, nedoslo k propichnuti gelu a konce linii jsou prakticky stejn¢ dlouhé. Jediné dvé chyby
jsou - horsi kontrast nez u minulych snimku a ne€istoty v elektroforeogramu. Neéistoty mohly
vzniknout pfi ptipravé gelu, nebo sklenénd podlozka, na kterou se umistuje gel v kamefe,
mohla byt Spinava. Tyto mensi nedostatky Ize vSak odstranit spravnym ptedzpracovanim

obrazu pied naslednou analyzou, viz kapitola 2.4.
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Obrazek 11: Ukazka, jedenacté méreni - elfo_id_11 b

Dalsi obrazy i s uvedenymi protokoly jsou ptilozeny v kapitole 10.
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4  Detekce hranic jednotlivych vzorku

V této kapitole bude navrhnut a realizovan algoritmus detekce hranic jednotlivych vzorku.

Samotny algoritmus mize byt rozdélen na nékolik ¢asti:

Predzpracovani

Detekce linii

Pievedeni obrazu na median

Detekce prouzkt

které budou popsany v dalsich kapitolach.

4.1 Algoritmus

4.1.1 Pfedzpracovani

JelikoZ datab4ze obrazli neni zdaleka ideélni, je nutné tyto obrazy pfedzpracovat. Jak jiz bylo

zminéno v kapitole 2.4, je vhodné docilit maximalni kvality obrazu.

V prvni ¢asti je obraz normalizovan, pifeveden na obraz Sedotonovy a je zajisténo, aby
v obraze mély prouzky ¢ernou barvu a pozadi barvu bilou. Obraz je také ofiznut. V obrazech
se vyskytuje pfedevsim horsi kontrast, ktery znesnadiiuje naslednou deteketi linii a prouzki. Ke

zlepSeni kontrastu je pouZita po castech linedrni transformace kontrastu a gama korekce.

4.1.2 Detekce linii

Pti detekci linii je nejprve vypocitana standardni odchylka obrazu, kterd vytvoii 1D
reprezentaci obrazu ve vertikdlnim sméru. Tento pribéh je vyhlazen medidnovym filtrem a

jsou v ném detekovana lokalni maxima. Tato maxima reprezentuji hranice linii obrazu.

4.1.3 Prevedeni obrazu na median

Polohy detekovanych linii jsou vyuZity k pfevedeni obrazu na median. V kazdé linii je
vypocitana hodnota medianu jednotlivych fadki. Tato hodnota je nasledné roztaZzena po celém
fadku. Takto dochazi k vyhlazeni obrazu a k vyrovnani prouzki. Nevyhodou této metody je

mirné roztazeni prouzki, které jsou rozmazané, ¢i deformované ve vertikdlnim sméru.

4.1.4 Detekce prouzkd

K detekci prouzki pristupujeme analogicky jako k detekei linii. Obraz je rozdélen na jednotlivé
linie, ve kterych je provedena detekce. Jako vstup slouZzi pribeh diive vypocteného medianu

jednotlivych prouzki, ten je pieveden na 1D signdl a z néj jsou detekovana lokalni maxima.
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4.2 Realizace

Nasleduje realizace samotného algoritmu.

4.2.1 Pfedzpracovani

V prvni Casti algoritmu je nacten pfislusny obrazek, v bezztratovém formatu .tiff, a je
provedena jeho normalizace a pievedeni obrazu do Sedotonového. Také je oSetfeno, aby
V obraze byly prouzky reprezentovany ¢ernou barvou a pozadi barvou bilou. Je vypocitana

primérna hodnota obrazu, a pokud tato hodnota je mensi, nez 0,5 je provedena inverze.

Je také nutny uzivatelsky vstup, pfi kterém je zvolen pocet linii v obraze a také metoda
ofezu obrazu — automaticka nebo manualni. Pfi volbé automatického ofezu je obraz vyhlazen
medianovym filtrem s oknem 5*5px a vysoké hodnoty vétsi nez 0,95 jsou zaokrouhleny na 1.
To ma za nésledek vyhlazeni okoli gelu a jeho snazsi detekci. Poté je provedena detekce hranic
gelu porovnavanim hodnot a nasledny ofez. Manualni ofez je proveden pomoci funkce imcrop,
viz Obrazek 12. Uzivatel zde pomoci mysi ozna¢i vhodnou oblast a potvrdi ji dvojitym klikem
na modré ohrani¢eni. Je Zadouci, aby uzivatel oznacil cely gel, ne pouze vyiez, a to kvili
spolehlivosti detekce.
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Obrazek 12: Ukazka funkce imcrop

Nasleduje jiz samotné pfedzpracovani obrazu, jsou zvoleny parametry zacatku a konce
intervalu, ve kterém ma probéhnout po cdastech linedarni transformace obrazu a nasledné je
zvolena hodnota y pro gama korekci — Obrazek 13. Hodnoty po cdstech linedrni transformace
byly zvoleny na zakladé prvniho histogramu, kde je v tomto intervalu zastoupeno nejvice
slozek obrazu, tedy zacatek=0,45 a konec 0,92. Hodnota y byla zvolena mensi nez 1 —

pfeexponovany obraz.

Tyto hodnoty je mozné nastavit na pevno v ramci jednoho data setu s piredpokladem

podobné ladénych obrazl. V ptipadé nefungujici detekce, je Zddouci parametry pienastavit.

V této praci jsou pro data set vytvoteny v laboratofi pouZity pouze tyto uvedené hodnoty

pfedzpracovani.
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Obrazek 13: Transformace kontrastu

Nutno podotknout, ze takto zpracovany obraz slouzi pouze pro detekci linii a prouzk.

Pro vykresleni vysledki je opét pouzit obraz puvodni.
4.2.2 Detekce linii

Pro detekei linii je vypoctena standardni odchylka v prvni poloviné obrazu. Dle literatury je
vhodné vybrat pouze pixely z prvni tfetiny obrazu, avSak pro nékteré laddery, jmenovité

prouzky 100bp ladderu zacinaji az kolem tfetiny obrazu, tudiz je polovina vhodngjsi. [1]

Takto je ziskdn 1D pribéh standardni odchylky obrazu. Pribéh je dale vyhlazen
medianovym filtrem s oknem 5px a invertovan. Nasledn¢ je vypoc¢tena minimalni vzdalenost
piku podle Sitky ofiznutého snimku a poctu zvolenych linii. Od této vzdéalenosti je odectena
hodnota 15px, pro piipad nestandardni vzdalenosti pikl. Jsou nalezena lokdlni maxima v tomto

prabéhu a jejich polohy jsou uloZeny.
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4.2.3 Ptevedeni obrazu na median

V tomto kroku je obraz rozdélen na jednotlivé linie a v kazdé z nich algoritmus prochazi linii
po tadcich. V kazdém kroku jsou vybrany vSechny hodnoty konkrétniho fadku. Z vybranych
hodnot je vypocten jejich median, ktery nasledné nahrazuje vSechny pixely v konkrétnim

radku. Ukazka vypoctu medianu obrazu z obrazu ptedzpracovaného je na Obrazek 14.
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Obrazek 14: Pievedeni obrazu na median: Vlevo se nachazi piredzpracovany obraz a na pravé
stran€ je zobrazen median tohoto obrazu

4.2.4 Detekce prouzki

Detekce je pocitana v cyklu, ktery se zopakuje tolikrat, kolik je detekovéano linii. Kazda linie
je vypoctena zvlast. Na zacatku se provede vybér linie a oto¢eni obrazu do horizontalni roviny

—0 90° po sméru hodinovych rucicek.

V tomto piipadé je median obrazu — z kazdé linie se vybere pouze fadek pixela, ¢imz
dostaneme 1D signal odpovidajici realnym hodnotdm medianu obrazu. Tento 1d signal je

nasledné invertovan.

Je zde nastaven prah detekce, ktery byl zvolen jako 10% z maximalni hodnoty priméru.
Tato hodnota byla nastavena heuristicky a nemusi vykazovat kladné vysledky pro jiné, nez

obrazy blizici se idedlnim.
Opét dochazi k detekcei lokalnich maxim a jejich polohy jsou uloZeny.
4.3 Vysledky

Pti detekci hranic jednotlivych vzorkil je Zaddouci spravna detekce vSech linii a prouzkil a
vyhnuti se napiiklad faleSn€ pozitivnich, ¢i faleSn€ negativnich detekci. Ptfiklad detekce
v obrazu elfo_id_3_a.tif provedené dle vyse popsaného algoritmu je na Obrazek 15.
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Obrazek 15: Detekce elfo_id_3 a.tif

Z tohoto obrazu lze vidét, Ze byly detekovany prakticky vSechny prouzky. A to bez
jediné fale$n¢ pozitivni detekce.

Dalsi priklad detekce je na Obrazek 16.

= s g =

Obrazek 16: Detekce elfo_id_7_a.tif
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V tomto piipadé doslo k nékolika faleSn¢ negativnim detekcim a to napiiklad diky
poskozeni prouzkt v liniich 7 a 8. Také doSlo k falesné pozitivnim detekcim v misté

propichnuti gelu pii pipetovani.

Jina ukazka detekce je na Obrazek 17.
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Obrazek 17: Detekce elfo_id_4 a.tif

V tomto ptipad¢ detekce nardzi na hranice kvality analyzovaného obrazu, avSak op¢t je

vétSina prouzka spésné detekovana.

Hodnoty vysledkii jsou zobrazeny v Tabulka 2. Jako testovaci obrazy byly pouzity
obrazy elfo_id_3 a, elfo_id_4 a a elfo_id _7_a. Z hodnot je patrné, Ze detekce je tspé$na
z takika 90%, avSak selhava ve fale$né¢ negativni detekci v jednom z deseti ptipadi. Velkou
mérou na uspesnosti ma piredevsim spravné piedzpracovani obrazu a predevSim nastaveni

hodnot parametra piedzpracovani.

Tabulka 2: Hodnoty tspésnosti detekcei

Prouzek | Bez prouzku
Detekce 89,45% 5,61%
Bez detekce 10,55% -

30



Je nutné dodat, ze uvedené vysledky byly dosazeny za pouziti prostiedi MATLAB ve
verzi 2014a. Pfi pouziti starSich verzi nemusi byt vysledky konzistentni. Konkrétné u verze
2008b vykazovala funkce findpeaks diametraln¢ odlisné detekce, které mély fadové horsi
vysledky.
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5 Klasifikace vzorku

Takto detekované linie a prouzky je mozné pouzit jako vstupni data pro naslednou klasifikaci
vzorkil 1D gelové elektroforézy ve smyslu zarazovani podobnych, ¢i stejnych vzorki do

jednotlivych shluki.

Takto lze shlukovat redlné vzorky naptiklad s ladderem a nésledné¢ odecist presné

hodnoty délky sekvenci.

5.1 Volba pfiznaku
Volba ptiznakii neboli urcitych vlastnosti vzorkidl jej charakterizujici je stézejni casti
vypracovani shlukové analyzy jako takové. Jde o vybrani co nejobjektivnéjSiho ukazatele
podobnosti, ktery sdileji vSechny vzorky obsazené v gelu. Pokud tento pozadavek neni spInén,
muze dojit ke zkresleni vysledkti a chybné roziazeni vzorki do shluki.
V této praci byly vybrany dva typy ptiznaku:
e Median jako 1D signal
e Parametry detekovanych prouzkt

Tyto ptiznaky byly vybrané po dohod¢ s vedoucim prace, ovSem ve vysledku vybér

zalezi na konkrétnim pouziti shlukové analyzy.
5.1.1 Median linii jako 1D signal
Prvnim typem ptiznaku je medidn jako 1D signal.
Tento konkrétni typ ptiznaku se vyznacuje piredevsim znacnou jednoduchosti ziskani
matice ptriznakli pro jednotlivé vzorky. V piedzpracovaném obrazu jsou detekovany linie

hranic jednotlivych vzorka. Obraz je nasledné preveden na median, timto ziskame vstupni

obraz pro navazujici vytvoreni matice piiznakt - Obrazek 18.

Timto krokem je eliminovdna napiiklad detekce prouzkii, které mlze pti zhorSeni

vysledki detekce zkreslovat matici piiznakd.
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Obrazek 18: Vstupni obraz provolbu priznaku Median jako 1D signal

Z kazdé linie je vybran pouze jeden sloupec pixell — timto jsou ziskdny 1D signaly
téchto linii — Obrazek 19.
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Obrazek 19: Median jako 1D signal

Prubéhy téchto signali jsou ulozeny do matice a slouzi jako vstupni hodnoty pro

vypocet podobnosti.
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5.1.2 Parametry detekovanych prouzkd

Jako druhd varianta vybéru ptiznakl byly vybrany Parametry detekovanych prouzkt. Vybér
vychazi z tvrzeni, Ze podobné vzorky maji podobné prouzky z hlediska jejich parametrt.

Pouzité parametry jsou:

e Pocet prouzkil
e Polohy prouzk
o Sitky prouzki

e Primérné hodnoty prouzki

Pocty a polohy prouzki jsou jiz detekovany v kapitole 4.2.4. Je tedy nutné vypocist

sitku kazdého prouzku a jeho primérnou hodnotu.

Sitka prouzku je vypodtena na zakladé detekované polohy prouzki, kdy je na signal
piivedeno testovaci okno, které se posouva po signdlu a kontroluje rozdil prvni a posledni
hodnoty okna. Pokud je rozdil nulovy (prvni a posledni hodnoty jsou stejné), je detekovan
konec prouzku. Tento postup je vykonan dvakrat, jednou pro zacatek prouzku a jednou pro
konec prouzku. Ukazka detekce je na Obrazek 20.

Prouzky linie cislo 2.
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Obrazek 20: Detekce $irky prouzki. Nahote je detekovany vzorek, dole se nachazi prubéh
hodnot vzorku spolecné s piisluSnymi detekcemi. Polohy prouzkii jsou oznaceny zelenou
barvou. Cernou barvou jsou oznaceny zacatky a ¢ervenou konce
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Pro vypocet hodnot prouzkii jsou pouzity detekované polohy prouzk, jejich konce a
zacatky. Z puvodniho obrazu jsou vybrany detekované prouzky a tyto hodnoty jsou

zprimérovany.

Komplikace nastava v ptipadé nestejného poctu prouzki, kdy chybéjici hodnoty jsou
doloZeny nulami. Dle pfedpokladu, ze pocet prouzkt charakterizuje podobné vzorky, je toto
oSetfeni chybé&jicich hodnot dostacujici a neovliviiuje jejich vzajemnou podobnost. Naopak

dolozeni nulami zvySuje vzdalenost mezi vzorky s nestejnym poctem prouzk.

Vsechny hodnoty zvolenych parametra jsou ulozeny do jedné matice, ktera je vstupem

pro vypocet podobnosti.

5.2 PoutZité metody

Pfi vybéru metod pro vypocet podobnosti a shlukovani byl zohlednén pozadavek pro
vyzkouseni co nejvétSiho poctu téchto metod. Proto byly zvoleny veskeré dostupné metody ve
Statistics and Machine Learning Toolboxu prostiedi MATLAB, a to i pfes teoretickou
nekompatibilitu né€kterych metod shlukovani s jinou, nez euklidovskou vzdalenosti ptiznaki.
Tyto kombinace metod by tedy mély teoreticky vykazovat fadoveé horsi vysledky, nez

kombinace navzajem kompatibilni.

5.2.1 Vypocet vzdalenosti

Jelikoz jsou v prosttedi MATLAB vypocitavany vzdalenosti jednotlivych vzorkii namisto
jejich podobnosti, je tento krok i souvisejici proménné v kddu pojmenovany jako vypocet

vzdalenosti (distanci).

Vybér metod, které byly popsany v kapitole 2.7.4, je nasledujici:
e Euklidovska vzdalenost (euclidean)
e City block (cityblock)
e Minkovského metrika (minkowski)
e Chebyshevova vzdalenost (chebyshev)
e Cosinova vzdalenost (cosine)
e Korela¢ni vzdalenost (correlation)
e Spearmanova vzdalenost (spearman)
e Hammingova vzdalenost (hamming)

e Jaccardova vzdalenost (jaccard)
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Kde v zavorkach je oznac¢eni metod v prostiedi MATLAB u funkce pdist.

5.2.2 Shlukova analyza

Obdobné¢ jako vybér metod vzdalenosti byly vybrany metody shlukovani. Tyto metody jsou:

e UPGMA (average)

e WPGMC (median)

e UPGMC (centroid)

o WPGMA (weighted)

e SLINK (single)

e CLINK (complete)

e Wardova metoda (ward)

Kde v zavorkach je oznaceni metod v prostiedi MATLAB u funkce linkage.

5.3 Realizace metod

V této kapitole budou popsany konkrétni realizace jednotlivych metod v prostiedi MATLAB.

5.3.1 Median linii jako 1D signal

Tato metoda vyuziva pievedeny obraz na median, popsany v kapitole 4.2.3.

V kazdém vzorku je vybran prvni sloupec pixeli, timto je ziskan 1D signal, zobrazeny
na Obrazek 19. Tyto 1D signaly jsou poté ulozeny do matice piiznakl, kde kazdy tadek
reprezentuje jednotlivé vzorky. Vyslednd matice tedy mize mit rozméry naptiklad 10x960

vzorkll — coZ reprezentuje deset vzorkti a devét set Sedesat vzorki 1D signalu.

Pomoci funkce pdist, s ptisluSnym nastavenim metody vypoctu, je nasledné z matice

piiznakl vypoctena matice vzdalenosti jednotlivych vzorka.

Poté je funkci linkage vypocten aglomerativni hierarchicky shlukovaci strom z matice
vzdalenosti. Tento strom je nasledné vykreslen funkci dendrogram. Barevné odliseni shluku je
provedeno vypoftem maximalni hodnoty vzdalenosti shlukid a aplikovani parametru

colorthreshold na ptikaz dendrogram. Piiklad takového stromu je na Obrazek 21.
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Obrazek 21: Vypocéteny dendrogram s pouzitim piiznaku Median jako 1D signal

5.3.2 Parametry prouzki

Tato metoda obdobné vyuziva obraz pirevedeny na median a také originalni ofiznuty obraz jako

vstupni hodnoty.

Pro vytvofeni matice pfiznakl je nutné znat nejen polohu prouzkl ve vzorcich, ale i
jejich sitku a primérnou hodnotu. K vypoctu Sifky prouzku je vyuzit cyklus jiz pfedstaveny

v kapitole 4.2.4. V tomto cyklu je oznacen zacatek i konec kazdého detekovaného prouzku.

Algoritmus detekce spociva v plovoucim okné o velikosti tfi vzorkd, které se posouva
po signdlu. Testovani zacind od polohy detekce prouzkl, okno se posouvd po signalu
s jednotkovym krokem a v kazdém cyklu je vypoctena diference prvniho a posledniho pixelu
v okné. Pokud tato diference bude nula, tedy prvni a posledni pixel jsou stejné hodnoty, ulozi

se poloha okna a je detekovan zacatek, ¢i konec prouzku. Tento test je proveden v kladném i

37



Vv zaporném smeru signdlu a to pro detekci koncti a zacatkl prouzkd. Vysledek detekce zacatki

a koncti prouzki je na Obrazek 20.

Takto ziskdme matice zacatkli a koncti prouzkii. Sitka prouzki je vypoctena prostym

odectenim zminénych matic.

Ze zminéného cyklu je vyuzita také matice poloh prouzkii. Pokud je ve vzorcich

rozdilny pocet prouzki, jsou chybéjici hodnoty nahrazeny nulami.

Primérna hodnota prouzki je vypoctena primérovanim vytiznutého tiseku piivodniho

obrazu na zaklad¢ detekce zacatkt a koncii prouzkd.

Nasledné jsou oSetieny nulové hodnoty chybéjicich prouzkli pomoci logického
indexovani, kdy jsou nuly dosazeny do matice primérnych hodnot na zakladé nul v matici

poloh prouZzki.

Déle je vytvoiena matice ptiznakl seskupenim vSech vypoctenych parametr prouzka.
Na kazdém fadku jsou jednotlivé vzorky na gelu a ve sloupcich jsou vyneseny hodnoty
parametri prouzkd. Nejprve je vynesena hodnota pocth prouzkl, nasledné jsou ptidany
hodnoty poloh prouzki, Sitek prouzkli a konecné primérnych hodnot prouzki. Vysledna
matice tedy miize mit rozméry napiiklad 10x52 vzorkd — coz reprezentuje deset vzorku, jeden

sloupec poctt linii a tii krat sedmnact parametri prouzki.

Obdobn¢ jako v kapitole 5.3.1 je pro vypocet matice distanci pouzit ptikaz pdist a pro
shlukovani ptikaz linkage. Je také vypocten prah vykresleni z maximalni hodnoty vzdalenosti

shlukti a vykreslen dendrogram — Obrazek 22.
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Obrazek 22: Vypoéteny dendrogram s pouZzitim piiznaku Parametry prouzku

5.4  Vysledky klasifikace

V této kapitole budou predstaveny vysledky klasifikace obou metod piiznakl. Pro porovnani
metod bude slouzit vybér euklidovskeé distance a shlukovani pomoci UPGMA. V tomto ptipadé
se jedna o demonstraci spolehlivosti shlukovani u obou metod piiznakt. Statisticka analyza
vysledku jednotlivych metod a jejich kombinaci, za pomoci vybraného kritéria Gi¢innosti, bude
popsana v kapitole 6.

Pro zjisténi Gc¢innosti shlukovani byly vybrany dva obrazy, které obsahuji dva druhy
ladderu. Pti spravné funkci shlukovani by tyto dva laddery mély od sebe byt bezpecné rozliSeny
v dendrogramu jeho morfologii a také barvou.

Tyto vstupni obrazy jsou elfo_id_3 a (Obrazek 23) a elfo_id_7_a (Obrazek 24).
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Obrazek 23: elfo_id_3_a jako prvni testovaci obraz
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Obrazek 24: elfo_id_7_a jako druhy testovaci obraz
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5.4.1 Median linii jako 1D signal
Nésleduji vysledky shlukovani pro ptiznaky typu Medidn linii jako 1D signal. Jak jiz bylo

zminéno, pouzité metody jsou:

e FEuklidovska vzdalenost
e UPGMA

Testovani bylo provedeno na obrazech z kapitoly 5.4. Byl zadan ptislusny pocet linii
(10) a byly nastaveny parametry piedzpracovani z kapitoly 4.2.1.

“wzdalenost
[n ]
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Cislo vzorku

Obrazek 25: Vysledky shlukovani pomoci priznaka Median jako 1D signal obrazu elfo_id_3_a,
kde vlevo je predzpracovany obraz a vpravo vysledny dendrogram
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Obrazek 26: Vysledky shlukovani pomoci priznaka Median jako 1D signal obrazu elfo_id 7 a,
kde vlevo je piredzpracovany obraz a vpravo vysledny dendrogram

Z uvedenych vysledkl je patrné, Ze jednotlivé obrazy byly shlukovany uspésné.
Vypoctené vzdalenosti shluka stejnych vzorkli jsou zplsobeny piedevSim vzajemnym
posunutim jednotlivych vzorkii ve vertikdlnim sméru. Hodnoty vzdalenosti budou dale
rozebrany v kapitole 6.

5.4.2 Parametry prouzki

Identicky, jako v predchozi kapitole, jsou nastaveny parametry piedzpracovani, metody

vypoctu vzdalenosti, shlukovani a vstupni obrazy.
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Obrazek 27: Vysledky shlukovani pomoci p¥iznaki Parametry prouzki obrazu elfo_id 3 a,
kde vlevo je piredzpracovany obraz a vpravo vysledny dendrogram
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Obrazek 28: Vysledky shlukovani pomoci priznaka Parametry prouzki obrazu elfo_id 7 a,
kde vlevo je predzpracovany obraz a vpravo vysledny dendrogram

Z Obrazek 27 je patrné, Ze byla prvni linie pfifazena do Spatného shluku. Toto miize
byt zplisobeno vybérem metody vypoctu vzdalenosti a metody shlukovani. Pii volbé metod
Cityblock a Ward, dochazi jiz ke spravnému shlukovani.
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Druhy vzorek jiz byl klasifikovan bez problémi. Vypoctené vzdélenosti v ramci

jednoho shluku jsou zplisobeny piedevsim vzajemnym posunem linii.

Je vSak nutné dodat, ze pro nékteré obrazy (piedevsim se zhorSenym kontrastem,
prekryvajicimi se prouzky a nehomogennim pozadim gelu) selhava detekce Sitek prouzka. Pro
spravny chod algoritmu je nutné snimek spravné (manualn€) ofiznout tak, aby modré pole
licovalo s hranami gelu — Obrazek 29.
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Obrazek 29: Doporucéené oriznuti gelu

5.5 Grafické uzivatelské prostredi

Dle zadani prace bylo vytvofeno grafické uzivatelské prostfedi. Toto GUI ma za cil co nejvice
usnadnit praci se zde vytvorenym algoritmem a od uZivatele se pfi pouzivani o¢ekava pouze
n¢kolik malo krokt k dosazeni klasifikace snimkd. Cely program se spousti pomoci skriptu

gui.m. Toto prostiedi je zobrazeno na Obrazek 30.
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Obrazek 30: Grafické uZivatelské prostiedi
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Grafické uzivatelské prostredi se sklada ze Ctyr Casti:

e Levy horni roh — piivodni obraz

e Levy spodni roh — zpracovany obraz

e Pravy horni roh — vysledny dendrogram

e Pravy spodni roh — uzivatelsky vstup a zobrazeni vyslednych hodnot
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Pravy spodni roh se sklada z uzivatelského vstupu, ktery obsahuje tlacitko Vyber
obrazu. Po stisknuti dojde k vyvolani kontextové nabidky, ve které si uzivatel zvoli testovany
obraz. Po dokonéeni vybéru se obraz vykresli v levém hornim rohu. Pod tlac¢itkem se nachazi
dropdown menu pro vybrani metody ofezu obrazu. Je mozné, Ze automaticky ofez selze (z
divodu nehomogenniho okoli gelu) a v tomto ptipadé je zadouci pouzit ofez manudlni.
Nasleduje uzivatelsky vstup pro zadani poctu linii (pro zlepseni detekce linii gelu). Dale tato

cast obsahuje vybér metody ptiznakil, vybér metody distanci a vybér metody shlukovani.

Vedle uzivatelského vstupu se nachazi zaskrtavaci tlacitko, pro zamezeni
pfedzpracovani obrazu dle kapitoly 4.2.1. Implicitné je tato volba zapnuta. Pokud je
ptedzpracovani vypnuté, tak i pfesto dojde k ofiznuti, detekci linii a k pfevedeni obrazu na
median — t0 z divodu samotné metody piiznakti Median linii jako 1D signal. Tato volba je

vytvofena pro ptipad pouZiti jiz pfedzpracovanych obrazt.

Nasleduji tla¢itka Klasifikace a Vsechny metody. Prvni z nich vykona shlukovani dle
nastavenych kritérii metody ptiznakli, metody distanci a metody shlukovéani. Vykresli
dendrogram obdobny tomu na Obrazek 28. Spocitd se hodnota kritéria Gc¢innosti metod,
vypocet této hodnoty bude piedstaven v Kkapitole 6.2, ktera je zobrazena v poli Hodnota
spravnosti v sekci Vystup. Pti stisku tlacitka Vsechny metody dojde k vypoétu vSech kombinaci
metod vypoctu vzdalenosti a vypoctt shlukovani. A vykresli se 3D sloupcovy graf (Obrazek
31), kde na ose x jsou metody vypoctu vzdalenosti, na ose y metody vypoctu shlukovani a na
ose z je vynesena hodnota vypocteného kritéria. V sekci Vystup je nyni zobrazena kombinace
metod vypoéti s nejlepsi hodnotou kritéria, ktera je obdobné vypsana do policka Hodnota
spravnosti.
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Obrazek 31: Ukazka zobrazeni vysledki pro kombinace v§ech metod vypoctu

Ukazka spusténého programu je na Obrazek 32.
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Obrazek 32: Spusténé grafické uzivatelské prostiedi
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6 Statisticka analyza

V této kapitole budou vypsany a interpretovany vysledky statistické analyzy ucinnosti
predstavenych metod. Bude predstaven vzorek zkoumany dat a predevSim urcené kritérium

ucinnosti jednotlivych metod.

Pro statistickou analyzu byla ptipravena zvlastni funkce testovaci_fce.m, ktera vypocte
vSechny kombinace metod pro oba typy piiznakli pro vSechny vstupni obrazy. U nékterych

obrazil je nutné zvolit manudlni ofez pro spravny béh algoritmu.

Jsou tedy postupné nalitany obrazy, volany vSechny vytvofené funkce a hodnoty
vysledku se ukladaji do dvou datovych balikt (data_1.m, data_2.m) . Tyto datové soubory jsou
koncipovany tak, ze na tadcich jsou vynesené metody vzdalenosti, ve sloupcich metody
shlukovani a ve tfetim rozméru jsou hodnoty jednotlivych klasifikaci. Pro devét metod
vzdalenosti, sedm metod shlukovani a dvanact klasifikovanych obrazli je velikost matice
OX7x12.

Tato data byla nasledné upravena v programu Microsoft Excel, kde byly vytvofeny
tabulky pro statistickou analyzu téchto dat. Tento soubor se jmenuje data.xls. Statisticka

analyza je dale provedena v programu Statistica.

6.1 Vstupnidata

Jako vstupni data byly zvoleny obrazy, které jsou dostupné v kapitole 10 — Obrazové piilohy.
Pouzity byly i obrazy, které nedosahovaly kvalit idedlnich obrazii, a to pfedevsim z divodu

zvyseni objemu testovanych dat tedy zvySeni robustnosti statistické analyzy. Tyto obrazy jsou:

o elfo_id_2_b.tif
e elfo_id_3 a.tif
o celfo_id 4 atif
e elfo_id 5 a.tif
o elfo_id_7_a.tif
e elfo_id 8 a.tif
e elfo_id_8 b.tif
o elfo_id 11 a.tif

e elfo_id 11 b.tif
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o elfo_id 12 a.tif
o elfo_id 13 a.tif
o elfo_id_14 b.tif
6.2 Zvolené kritérium ucinnosti metod

Pti vybéru objektivniho kritéria G¢innosti shlukové analyzy byly zohlednény teoretické
predpoklady, dle kterych dosahuje kvalitngjsi vysledek shlukovani vétsich hodnot vzdalenosti
jednotlivych shlukt. Jinymi slovy, stejné vzorky se shluknou hned (se vzdalenosti 0) a

vzdalenost rozdilnych vzorkli bude maximalni (v idealnim pripadé nekonecna).

Kritérium ucinnosti tedy bylo zvoleno jako:

Pramér(Maximum (Shluk, ), Maximum(Shluk,))
Maximum(Shluk)

Kritérium ucinnosti =

kde délenec vyjadiuje prumérnou hodnotu dvou nejvyssich shlukt a délitel je jejich

vzdalenost. Tyto hodnoty jsou zobrazeny na Obrazek 33.
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Obrazek 33: Kritérium ucinnosti

50



v v

kvalitnéjSiho vysledku bylo dosazeno.

Je nutné zminit, ze toto kritérium povazuje metodu za G¢innou v tom piipadé¢, kdyz je
vzdalenost shlukli co nejvyssi. Toto mize byt problém naptiklad pii posuzovani evolucni
vzdalenosti organismil, kdy bude shlukovani podobnych organismi, tedy téch které jsou si

evoluc¢né blizko, oznaceno jako méné kvalitni.

Také toto kritérium nemusi byt smérodatné pro obrazy s pouze jednim typem vzorkd.
V tomto piipad¢ je vhodné spise vypocist celkovou vzdalenost, za kterou se vzorky podatilo
shlukovat. Vzhledem k tomu, ze ve vstupnich datech jsou pfitomny obrazy s jednim typem
vzorkll, je mozné urCité zkresleni oCekavat. Téchto obrazl je vSak mensi Cast a tedy toto

zkresleni neni pfili§ podstatné.

6.3  Vysledky statistické analyza

V této kapitole budou piedstaveny vybrané nulové hypotézy, pouzité statistické testy a
piedevsim jejich vysledky.

6.3.1 Srovnani u¢innosti obou metod ptiznaku

Jelikoz jsou vysledky klasifikace pro oba dva typy pfiznaki, uvedené v kapitole 5.4, velice

podobné, je nutné tyto metody nejdiive navzajem porovnat.

Pro statistickou analyzu je pouzit list Viechny shluky z vy$e zminéného datasetu.

Je tedy pouzita nulovd hypotéza Ho, kterd tvrdi, ze obé metody dosahuji stejnych
vysledkt. Jestlize je tato hypotéza potvrzena, je mozné fici, Ze u piedstaven¢ho algoritmu
nezalezi na vybéru ptiznaki.

Toto tvrzeni je nejdiive otestovano Wilcoxovym testem pro parové hodnoty. Tento test
urcuje rozdily mezi parovymi hodnotami obou metod, témto rozdiliim pfifazuje potradi dle
jejich vzestupné velikosti zvlast’ pro kladné rozdily a zvlast pro rozdily zéporné. Je vypocten
soucet potadi kladnych i1 zapornych potadi. Tyto dva soucty jsou stejné za predpokladu, ze oba
testované soubory pochdzeji ze stejného zakladu, neboli maji stejné rozloZzeni hodnot. Mensi
ze souctll je oznacen jako T. Je vypoctena kriticka hodnota testu Z, kterd ma pro vice nez 25

vzorku piiblizné¢ normalni rozd€leni. [18]

T _ m(m+1)
7 = 4 (6.1)
m(m+ 1)(m + 2)
24

kde m je pocet hodnot rozdild.
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Tabulka 3: Vysledky Wilcoxova testu pro srovnani u¢innosti metod priznaki

Wilcoxon(v parovy test (data)
Oznacené testy jsou vyznamné na hladiné p <,05000

Pocet (platnych) T Z p-hodn.
Median jako 1D signal & Parametry prouzki 756 136763 | 1,050526 | 0,293477

Dvojice proménnych

Vysledné hodnoty jsou zobrazeny v Error! Reference source not found.. P-hodnota
oznacuje statistickou vyznamnost testu, ktera ptekrocila limit 0,05, a tudiz zamitame hypotézu

Ho. Vysledky obou metod piiznakd nejsou stejné.

V tomto piipadé je tedy nutné vybrat metodu, ktera vykazuje lepsi vysledky. Pro to

pouzijeme jejich popisné statistiky.

Tabulka 4: Hodnoty popisnych statistik pro srovnani ucinnosti metod p¥iznaki

Popisné statistiky (data)

Proménna N platnych | Prdmér |Minimum | Maximum | Sm.odch.

Median jako 1D signal 756 0,622046 | 0,067038 | 1,124411 |0,236717
Parametry prouzkd 756 0,608365| 0,06796 | 1,120483 |0,265098
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Obrazek 34: Krabicové grafy popisnych statistik hodnot obou metod piiznaki

Takeé je vhodné uvést ptislusné histogramy téchto hodnot s testem normality rozloZeni.
Test normality je proveden pomoci Lillieforsova testu, kde normalné rozlozena data vykazuji
hodnoty vétsi nez 0,05. [18]
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Obrazek 35: Histogram hodnot metody pi#iznaku Median jako 1D signal
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Obrazek 36: Histogram hodnot metody priznaku Median jako 1D signal
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Z uvedené tabulky (Error! Reference source not found.) a grafi (Obrazek 34) je
patrné, ze Medidn jako 1D signal ma vétsi primérnou hodnotu, avSak s mensi smérodatnou
odchylkou (tedy men$im rozptylem hodnot). Za to parametry prouzkli maji mensi primérnou
hodnotu s vétsi smérodatnou odchylkou. Jelikoz je vysledek Lillieforsova testu mensinez 0,05,
ob¢ metody nemaji normalni rozdéleni hodnot (Obrazek 35, Obrazek 36).

V tomto pripad¢ je na tad¢ Test vyznamnosti rozdilu dvou vybérovych priumeérii pro
parové hodnoty (tzv. t-test). Predstavime tedy novou nulovou hypotézu Ho, podle které je rozdil

priamérai hodnot obou metod statisticky vyznamny a tedy G¢innost obou metod neni stejna. [18]

Tento test pracuje s testovacim kritériem:

t=—vVvn-1 (6.2)

kde n reprezentuje pocet part méteni, di rozdil jednotlivych méteni,

d= %Z d, (6.3)

i

sy = %Z(di —dy2. (6.4)

l

Tabulka 5: Vysledné hodnoty Testu vyznamnosti rozdilu dvou vybérovych praméri pro parové

hodnoty
Proménna N Rozdil |Sm.odch. (rozdilu) t p
Median jako 1D signal
Parametry prouzkl |756|0,013681 0,22323 1,68505 | 0,092392

Dle vysledku (Tabulka 5) je mozné nulovou hypotézu zamitnout (hodnota p je vétsi nez
0,05) a predstavit alternativni hypotézu H, kterd uvadi, Ze rozdily primért jednotlivych metod
jsou statisticky nevyznamné.

Pomoci statistické analyzy bylo zjisténo, Ze obé metody vykazuji obdobné vysledky se
statisticky zanedbatelnymi rozdily. Ur¢it, kterd metoda pfiznakil je €inngjsi tedy nezavisi na

vyslednych hodnotach, ale spiSe na osobni preferenci uZivatele.
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6.3.2 Kombinace metod vypoctu vzdalenosti a shluku

Dale je nutné porovnat samotné metody vypoctu vzdalenosti a shlukovani. K témto uc¢elim byl
opét pouzit soubor data.xls, konkrétné jeho listy data_1 vzdalenosti, data_1 shluky (pro
Medidan linii jako 1D signal), data_2_vzdalenosti a data_2_shluky (pro Parametry prouzkii).

Opét je vyuzito popisnych statistik dosazenych hodnot.

Tabulka 6: Popisné statistiky jednotlivych metod vzdalenosti pro Median linii jako 1D signal

Popisné statistiky (data)

Proménna | N platnych | Priimér | Minimum | Maximum | Sm.odch.
Euclidean 84 0,577638 | 0,285942 | 0,825671 | 0,12943
Cityblock 84 0,521504 | 0,223332 | 0,829216 |0,139271
Minkowski 84 0,577638 | 0,285942 | 0,825671 | 0,12943
Chebychev 84 0,821136| 0,47988 | 1,124411 |0,118472
Cosine 84 0,390858 | 0,176901 | 0,736816 |0,141393
Correlation 84 0,49034 |0,178271 | 0,807126 |0,160898
Spearman 84 0,433612 | 0,067038 | 0,939434 |0,246619
Hamming 84 0,889267 | 0,519518 | 1,058969 |0,114933
Jaccard 84 0,896417 | 0,5234 | 1,075375 |0,111792
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Obrazek 37: Krabicovy graf hodnot jednotlivych metod vzdalenosti pro Median linii jako 1D
signal

Z uvedenych hodnot (Tabulka 6, Obrazek 37) je ziejmé, Ze nejlepsi vysledky vykazuje
odchylkou (atedy i rozptylem hodnot). Metoda Spearman dosahuje u nékterych snimku lep$ich
hodnot, nicméné ma nejvetsi smérodatnou odchylku — praveé tato hodnota mtize byt zatizena
zkreslenim v souvislosti s obrazy s jednim typem piiznaka (Kapitola 6.2). Nasleduji metody
Euclidean, Cityblock, Correlation a Minkowski, které jsou srovnatelné. Nejhor$i vysledky
vykazuji metody Chebychev, Hamming a Jaccard.
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Tabulka 7: Popisné statistiky jednotlivych metod shlukovani pro Median linii jako 1D signal

1,4

12}

10t

0,8

0,6

04+

0,2+

0,0

Proménni Popisné statistiky (data)
N platnych | Primér | Minimum | Maximum | Sm.odch.
Average 108 0,623669 | 0,099318 | 0,964433 | 0,221415
Centroid 108 0,651877 | 0,09676 | 1,104328 | 0,25541
Complete 108 0,617768 | 0,133151 | 0,966255 |0,220243
Median 108 0,671691 | 0,099763 | 1,124411 | 0,254471
Single 108 0,671162 | 0,072098 | 0,991027 | 0,2316
Ward 108 0,478871| 0,067038 | 0,849976 | 0,197887
Weighted 108 0,639281 | 0,102466 | 0,968414 | 0,219627
Krabicovy graf
O O
[m} = (] o
O
Average Complete Single Weighted
Centroid Median Ward

O Prdmér
] Pramér+SmOdch
T Primér+1,96*SmOdch

Obriazek 38: Krabicovy graf hodnot jednotlivych metod shlukovani pro Median linii jako 1D
signal
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V tomto ptipad¢ (Tabulka 7, Obrazek 38) jasné¢ vede metoda shlukovani Ward.

Ostatni metody jsou srovnatelné.

A4

Tabulka 8: Popisné statistiky jednotlivych metod vzdalenosti pro Parametry prouzki

1,4

12}

10}

08

0,6t

04r

0,2

0,0

Popisné statistiky (data)

Proménna | N platnych | Primér | Minimum | Maximum | Sm.odch.
Euclidean 84 0,583613| 0,180649 | 0,971119 |0,169723
Cityblock 84 0,422906 | 0,157272 | 0,86153 [0,134221
Minkowski 84 0,583613| 0,180649 | 0,971119 |0,169723
Chebychev 84 0,815931|0,167492 | 1,120483 |0,243637
Cosine 84 0,411468 | 0,071393 | 0,899696 |0,175933
Correlation 84 0,414309| 0,06796 | 0,939333 |0,178822
Spearman 84 0,401148| 0,088162 | 0,882776 |0,154142
Hamming 84 0,879175| 0,561197 | 1,098333 |0,112047
Jaccard 84 0,963123|0,770919 | 1,04499 |0,054654
Krabicovy graf
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Obrazek 39: Krabicovy graf hodnot jednotlivych metod vzdalenosti pro Parametry prouzkii
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U priznaku Parametry prouzkt (Tabulka 8, Obrazek 39) vykazuje metoda Spearman
vyrazn€ lepsi vysledky (nizsi primér a predev§im smérodatnd odchylka) nez v ptipadé Median
linii jako 1D signdl. Také prumérna hodnota Correlation a Cityblock je niz$i. Tyto metody
spole¢né s Cosine vykazuji obdobné vysledky. Euclidean a Minkowski dosahuji praimérnych
hodnot. Mezi metody s niz$i G¢innosti se opét fadi Chebychev, Hamming a Jaccard.

Tabulka 9: Popisné statistiky jednotlivych metod shlukovani pro Parametry prouzki

Popisné statistiky (data)
Proménna | N platnych |Prlmér | Minimum | Maximum | Sm.odch.
Average 108 {0,610494 | 0,113233 | 0,999467 | 0,26164
Centroid 108 {0,630404 | 0,113431 1,11781(0,279259
Complete 108 |0,595764 | 0,100336 1(0,265779
Median 108 {0,637328 | 0,107849 | 1,120483 (0,267684
Single 108 {0,673464 | 0,115145 1/0,255347
Ward 108 [ 0,494894 | 0,06796 | 0,942108 | 0,241667
Weighted 108 [ 0,616208 | 0,107618 | 0,999429 | 0,254364
Krabicovy graf
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Obriazek 40: Krabicovy graf hodnot jednotlivych metod shlukovani pro Parametry prouzki
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V tomto piipadé (Tabulka 9, Obrazek 40) vychazi vysledky velmi podobné jako u
metody Median linii jako 1D signal. Opét plati, Ze metoda Ward vykazuje nejlepsi vysledky a

ostatni metody jsou srovnatelné.
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7 Diskuze

Z uvedenych obrazii (Kapitola 3) Ize fici, ze se podaftilo ptiblizit idedlnim elektroforeogramtim.
Jejich kvalita zavisi pfedev§im na nastaveni parametri a na zkuSenostech vykonavatele. Pti
vypracovani se kvalita obrazi zvySovala s kazdym dalSim pokusem. Je nutné se v§ak vyvarovat
nahodilych chyb, které jakost fadové snizuji (propichnuti gelu pipetou, vyteceni vzork,
zaSpinéni gelu apod.) a v nékterych piipadech znemoznuji pouziti gelu pro dalsi klasifikaci. Po
ur¢itém poctu provedeni metody vsSak neni velky problém ziskat velice kvalitni
elektroforeogram.

Z vysledka detekce hranic vzorku (Kapitola 4) je oc¢ividné, ze pii dostatetné dobrém
vstupnim obrazu neni samotnd detekce ni¢im slozitym. Je také nutné spravné nastavit
parametry predzpracovani obrazu. Toto pfedzpracovani nekompenzuje jiné typy ruseni,
jakozto smile effect, rozmazani prouzki atd., které se ovSem nevyskytuje u idealnich snimk.
Pti detekei linii je pro uvedeny algoritmus vhodné uzivatelsky zadat pocet linii v testovaném
gelu. Tento krok vyrazné zlepSuje vysledky detekce. Také spravny ofez snimku je pro tuto ¢ast
dalezity. Pokud neni ofez Uplny a ve snimku zlstane okoli gelu, detekce nemusi vykazovat
spravné vysledky. TudiZ pfi nestandardnim okoli gelu, kdy automaticky ofez snimku selhava,

je nutné pouzit ofez manudlni.

Detekce prouzkl se odviji od spravného nalezeni hranic linii. Pro zlepseni vysledka
detekce je obraz preveden na median. Také nastaveni prahu je diilezité pro spravnou detekei.
Je nutné jej zvolit adekvatné pro zpracovany snimek. Pti pfili§ nizkém prahu algoritmus
vykazuje faleSn¢ pozitivni detekce, naopak pii ptili§ vysokém prahu mizeme ocekavat faleSné

negativni detekce.

Pro klasifikaci vzorka (Kapitola 5) je Zadouci vybrat spravnou metodu piiznaki. Prvni
metoda (Median linii jako 1D signal) vyuziva jiz ziskanou informaci, obsazenou v obrazu
pievedeném na medidn (Kapitola 4.2.3). Druha metoda (Parametry prouzkl) vyzaduje
dodatecnou detekei Sitky prouzki, kterd miize do méteni privést chyby — a to pfedevSim u
rozmazanych, ¢i prekryvajicich se prouzkd. Pii srovnani vysledkt shlukovani (Kapitola 5.4)

vsak nedochdzi k velkym rozdilim mezi metodami ptiznakd.

V kapitole 6 byla pfedstavena vstupni data, kterd byla vytvofena testovaci funkci
vykonavajici vypocet pro vSechny pfilozené snimky. Bylo zvoleno kritérium uc¢innosti pro
porovnani jednotlivych metod. Toto kritérium zohlediiuje co nejvétsi rozdily ve vzdalenostech

shluktl, a tedy nemusi byt pouZitelné pro popis evolu¢nich vzdalenosti.

Nasledné byly jednotlivé metody porovnany pomoci statistické analyzy. Ukazalo se, Ze
mezi vysledky metod ptiznakil je statisticky nevyznamny rozdil, tedy ze obé volby ptiznakt
vykazuji obdobné vysledky. Je vSak vhodné ptipomenout ze vysledky metody Parametry
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prouzku zavisi na spravné detekci prouzki a jejich §itky a proto miize pro obrazy horsi kvality
vykazovat chybné vysledky. Obecné vzato, metoda Medidan linii jako 1D signal vynika svoji
jednoduchosti a neni zatizena chybou detekci prouzkl a predevsim jejich Sitky.

Pii porovnani vysledkt jednotlivych metod vypoctu vzdalenosti a shlukovéani bylo
zjisténo, ze se hodnoty metod vypoctu vzdalenosti v ramci obou voleb ptiznakl od sebe lisi.
V obou piipadech se mezi nejlepsi metody dostaly metody Cosine a Spearman i pies to, ze dle
specifikaci jsou nekteré metody shlukovani pouzitelné pouze pro metodu Euklidovskych
vzdalenosti. Hodnoty vysledkli metody Spearman mohly byt zkresleny vstupnimi obrazy
s jednim typem vzorkt. U shlukovani vykazuje nejlepsi hodnoty metoda Ward shodné pro oba
typy ptiznakli a pro vSechny kombinace vypocti vzdalenosti. Ostatni metody shlukovani
dosahuji srovnatelnych, av§ak o néco horsich, vysledka. [15]
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r 4
8 Zavér
Cilem diplomové prace bylo nastudovat a popsat problematiku zpracovani obrazu 1D gelové

elektroforézy. Byly popsany rizné pristupy predzpracovani obrazu, detekce hranic

jednotlivych vzorki a jejich naslednd klasifikace tykajici se shlukové analyzy.

Byla vytvofena databidze dvanacti referen¢nich snimkti S ohledem na co nejvyssi
obrazovou kvalitu. Z uvedenych snimki je patrné, ze obrazky se blizi prakticky k idealnimu
obrazu. Z prubéhu vypracovani je patrné, ze kvalita obrazii nasledovala vzestupny trend. Pii
vypracovani obrazii je dillezité fidit se pokyny pro vypracovani elektroforézy, nastavit spravné
parametry a vyvarovat se nahodilych chyb. Pokud jsou tyto faktory splnény, vysledny obraz
by mél byt velmi kvalitni.

Byl navrhnut algoritmus pro detekci hranic jednotlivych vzorkii a nasledné byl
realizovan v prostiedi MATLAB. Byly uvedeny vysledky detekce. Ty zavisi pfedevSim na
kvalit¢ obrazu a jeho spravného piredzpracovani. Je nutné spravné nastavit parametry
piedzpracovani a spravny prah detekce prouzkii. V piipadé spravného nastaveni vykazuje

detekce velmi dobré vysledky a to nejen u idedlnich snimkdi.

Byly navrhnuty, realizovany a otestovany kombinace metod klasifikace Citajici dve
metody pfiznaka, devét metod vypocth vzdalenosti a sedm metod shlukové analyzy. Obé
metody piiznaki jsou dostatecné objektivnimi ukazateli vlastnosti jednotlivych vzorkl a

dokézi tyto vzorky uspésné shlukovat.

Utinnost metod byla otestovana na vytvofenych souborech. Takto vznikly balik dat byl
nasledné statisticky ohodnocen v programu Statistica. Bylo zjisténo, Ze obé metody piiznaki
vykazuji podobné (nikoliv vSak identické) vysledky a jejich vzajemnd rozdilnost je statisticky
nevyznamnd. Jako nejlepsi metody vypoctu vzdalenosti se ukazaly Cosinova a Spearmanova
vzdalenost, avsak 1 Korelacni a vzdalenost vykazuje podobné, ale o néco horsi vysledky. Jako
nejucinnéj$i varianta shlukové analyzy byla shledina Wardova metoda, ktera dosahuje

nejlepsich vysledki a to 1 v kombinaci jinych vypocti vzdalenosti, nez Euklidovskych.

Realizace algoritml byla opatfena uzivatelskym prostfedim, byla vytvofena testovaci
funkce testovaci_fce.m a také dataset zméfenych hodnot data.xIs pro vstupni data, upraven pro

naslednou statistickou analyzu.
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Laboratorni protokol

Pracuijici: ID méreni: Provedeno:
Krupka 2 Elektroforéza 2
Dvoracek

Datum: Méfeni Uspésné

3.10.2014 (ano/ne/castecné): éastecné

Typ, ID, datum vyroby pufru a jeho koncentrace: | TBE, 1, 3.10.2014, 1x konc

Mnozstvi pouzitého pufru [ml]: 100 + [250 +250 (zaliti vany)]

Typ barviva: GelRed

Mnozstvi barviva [pl] 100

Celkovy objem gelu [ml]: 100

Teplota gelu pfi nalévani [°C]: Cca 55

Doba tuhnuti gelu pfed pipetovanim vzorkG[min]: | 30

Napipetované vzorky:

1 2 3 4 5 6 7 8 9
log log log log . 100 100 100 100x2
Nastavena prvotni délka elektroforézy [min]: 70

Dodatecna délka elektroforézy [min]: -

Nastavené napéti [V]: 90

NelmysIné chyby méreni:

Nasypaci vanicka spadla do Erl. Bariky s gelem, propichnuti jamek v gelu (oznaceny cervené)

UmysIné chyby méfent:

Nazvy vystupnich soubori:

Elfo_ID_2_b

Obrazek 41: Protokol méreni 02
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Obrazek 42: elfo id 2 b
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Laboratorni protokol

Pracuijici: ID méreni: Provedeno:
Krupka 3 Elektroforéza 1x
Dvoracek

Datum: Méfeni Uspésné

6.10.2014 (ano/ne/casteéné): casteéné

Typ, ID a datum vyroby pufru:

TBE, 1, 3.10.2014, 1x konc

MnoZstvi pouzitého pufru [ml]:

50+ 250

Typ barviva a fedéni:

GelRed, 10x zfedény

MnoZstvi barviva [pl] 50
Celkovy objem gelu [ml]: 50
Teplota gelu pfi nalévani [°C]: 61
Doba tuhnuti gelu pred pipetovanim vzork(: 30

Napipetované vzorky:

1 2 3 4 5

10

Log Log Log Log Log

100 100 100 100

100

Nastavenad prvotni délka elektroforézy: 90
Dodatecna délka elektroforézy: -
Nastavené napéti: 70

NelmysIné chyby méreni:

Opétovné artefakty vétsich fragmentu.

UmysIné chyby méFent:

Nazvy vystupnich soubori:

elfo_id 3 a

Obrazek 43: Protokol méreni 03
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Obrazek 44: elfo id 3 a
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Laboratorni protokol

Pracuijici: ID méreni: Provedeno:
Krupka 4 Elektroforéza 1x
Dvoracek

Datum: Méreni Uspésné

13.10.2014 (ano/ne/casteéné): casteéné

Typ, ID a datum vyroby pufru:

TBE, 1, 3.10.2014, 1x konc

MnoZstvi pouzitého pufru [ml]:

100+250

Typ barviva a fedéni:

GelRed, 10x zfedény

MnoZstvi barviva [pl] 50

Celkovy objem gelu [ml]: 100

Teplota gelu pfi nalévani [°C]: 60

Doba tuhnuti gelu pred pipetovanim vzork(: 30

Napipetované vzorky:

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
1kb 1kb 1kb 1kb 1kb Log Log Log 100 100
Nastavenad prvotni délka elektroforézy: 70

Dodatecna délka elektroforézy: -

Nastavené napéti: 90

NelmysIné chyby méreni:

Opétovné artefakty vétsich fragmentd. Jeden z gell se rozbil pred pipetovanim. Prilisna

koncentrace vzork( 1kb. (??)

UmysIné chyby méFent:

Nazvy vystupnich soubori:

elfo_id 4 a

Obrazek 45: Protokol méreni 04
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Laboratorni protokol

Pracuijici: ID méreni: Provedeno:
Krupka 5 Elektroforéza 1x
Dvoracek

Datum: Méreni Uspésné

13.10.2014 (ano/ne/casteéné): casteéné

Typ, ID a datum vyroby pufru: TBE, 1, 13.10.2014, 1x konc
MnozZstvi pouzitého pufru [ml]: 50+250

Typ barviva a fedéni: GelRed, 10x zfedény
MnoZstvi barviva [pl] 50

Celkovy objem gelu [ml]: 50, 80% gel

Teplota gelu pfi nalévani [°C]: 60

Doba tuhnuti gelu pred pipetovanim vzork(: 30

Napipetované vzorky:

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

2log 2log 2log 2log 2log 100bp 100bp 100bp 100bp 100bp

Nastavenad prvotni délka elektroforézy: 70
Dodatecna délka elektroforézy: -
Nastavené napéti: 90

NelmysIné chyby méreni:

UmysIné chyby méFent:

Nazvy vystupnich soubori:

elfo_id 5 a

Obrazek 47: Protokol méreni 05
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Obrazek 48: elfo id 5 a
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Laboratorni protokol

Pracuijici: ID méreni: Provedeno:
Krupka 7a Elektroforéza 1x
Dvoracek

Datum: Méfeni Uspésné

20.10.2014 (ano/ne/castecné):

Typ, ID a datum vyroby pufru:

TBE, 1, 13.10.2014, 1x konc

MnoZstvi pouzitého pufru [ml]:

50+250

Typ barviva a fedéni:

GelRed, 10x zfedény

MnoZstvi barviva [pl] 50
Celkovy objem gelu [ml]: 50
Teplota gelu pfi nalévani [°C]: 60
Doba tuhnuti gelu pred pipetovanim vzork(: 30

Napipetované vzorky:

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

2log 2log 100bp | 100bp | 2log 2log 100bp 100bp 2log 2log

Nastavenad prvotni délka elektroforézy: 70
Dodatecna délka elektroforézy:
Nastavené napéti: 90

NelmysIné chyby méreni:

UmysIné chyby méFent:

Nazvy vystupnich soubori:

elfo_id 7 a

Obrazek 49: Protokol méreni 07
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Laboratorni protokol

Pracuijici: ID méreni: Provedeno:
Krupka 8b Elektroforéza 1x
Dvoracek

Datum: Méfeni Uspésné

20.10. 2014 (ano/ne/castecné):

Typ, ID a datum vyroby pufru:

TBE, 1, 13. 10. 2014, 1x konc

MnoZstvi pouzitého pufru [ml]:

50+250

Typ barviva a fedéni:

GelRed, 10x zfedény

MnoZstvi barviva [pl] 50

Celkovy objem gelu [ml]: 50

Teplota gelu pfi nalévani [°C]: 60

Doba tuhnuti gelu pred pipetovanim vzork(: 30

Napipetované vzorky:

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
100bp | 100bp | 100bp | 100bp | 100bp | 100bp | 100bp | 100bp 100bp | x

Nastavenad prvotni délka elektroforézy:

20 +15 + 5 (o napéti 200V)

Dodatecna délka elektroforézy:

Nastavené napéti:

150

NelmysIné chyby méreni:

UmysIné chyby méFent:

Pokus o smile effect v disledku zvySeného napéti a nasledného zahfivani gelu prochazejicim

proudem.

Nazvy vystupnich soubori:

elfo id 8 b

Obrazek 51: Protokol méreni 8b
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Obrazek 52: elfo_id_8 b
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Laboratorni protokol

Pracujici: ID méfeni: Provedeno:
Krupka 11a Elektroforéza
Dvoracek

Datum: Méreni Uspésné

27.10. 2014 (ano/ne/castecné): ano

Typ, ID a datum vyroby pufru:

TBE, 1,202 22.10. 2014, 1x konc

MnoZstvi pouzitého pufru [ml]:

50+250

Typ barviva a fedéni:

GelRed, 10x zfedény

MnoZstvi barviva [pl] 25

Celkovy objem gelu [ml]: 50

Teplota gelu pfi nalévani [°C]: 60

Doba tuhnuti gelu pred pipetovanim vzork(: 30

Napipetované vzorky: pouze 100bp!!

1 2 3 4 5 6 7 8 9
Mobio | Mobio | Mobio | Sigma | Sigma | Sigma Biolabs | Biolabs | Biolabs
Nastavenad prvotni délka elektroforézy: 90

Dodatecna délka elektroforézy:

Nastavené napéti: 70

NelmysIné chyby méreni:

UmysIné chyby méFent:

Nazvy vystupnich soubori:

elfo_id 11 a

Obrazek 53: Protokol méreni 11a
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Obrazek 54: elfo_id_11 a
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Laboratorni protokol

Pracuijici: ID méfeni: Provedeno:
Krupka 11b Elektroforéza
Dvoracek

Datum: Méreni Uspésné

27.10. 2014 (ano/ne/castecné):

Typ, ID a datum vyroby pufru: TBE, 1, 20 a 22.10. 2014, 1x konc
MnozZstvi pouzitého pufru [ml]: 50+250

Typ barviva a fedéni: GelRed, 10x zfedény
MnoZstvi barviva [pl] 25

Celkovy objem gelu [ml]: 50

Teplota gelu pfi nalévani [°C]: 60

Doba tuhnuti gelu pred pipetovanim vzork(: 25

Napipetované vzorky:

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

100bp | 100bp | 100bp | 100bp | 100bp | 100bp | 100bp | 100bp | 100bp | 100bp

Nastavenad prvotni délka elektroforézy: 90
Dodatecna délka elektroforézy:
Nastavené napéti: 70

NelmysIné chyby méreni:

UmysIné chyby méFent:

Nazvy vystupnich soubori:

elfo id 11 b

Obrazek 55: Protokol méreni 11b
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Obrazek 56: elfo_id_11 b
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Laboratorni protokol

Pracuijici: ID méreni: Provedeno:
Krupka 12a Elektroforéza
Dvoracek

Datum: Méfeni Uspésné

30. 10. 2014 (ano/ne/castecné):

Typ, ID a datum vyroby pufru:

TBE, 1, 202 22.10. 2014, 1x konc

MnoZstvi pouzitého pufru [ml]:

50+250

Typ barviva a fedéni:

GelRed, 10x zfedény

MnoZstvi barviva [pl] 25
Celkovy objem gelu [ml]: 50
Teplota gelu pfi nalévani [°C]: 60
Doba tuhnuti gelu pred pipetovanim vzork(: 30

Napipetované vzorky: pouze 100bp!!

1 2 3 4 5

100 100 100 100 100

100 100 100 100

100

Nastavenad prvotni délka elektroforézy: 90
Dodatecna délka elektroforézy:
Nastavené napéti: 70

NelmysIné chyby méreni:

UmysIné chyby méFent:

VloZeny htebinek byl zleva doprava nadzdvihnut o uhel 3°

Nazvy vystupnich soubori:

elfo_id 12 a

Obrazek 57: Protokol méreni 12a
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Obrazek 58: elfo_id_12 a
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Laboratorni protokol

Pracuijici: ID méreni: Provedeno:
Krupka 13a Elektroforéza
Dvoracek

Datum: Méreni Uspésné

31.10. 2014 (ano/ne/castecné):

Typ, ID a datum vyroby pufru: TBE, 1, 20 a 22.10. 2014, 1x konc
MnoZstvi pouzitého pufru [ml]: 50+250 + 0,4g agarozy

Typ barviva a fedéni: GelRed, 10x zfedény
Mnozstvi barviva [pl] 50

Celkovy objem gelu [ml]: 50

Teplota gelu pfi nalévani [°C]: 60

Doba tuhnuti gelu pred pipetovanim vzork(: 30

Napipetované vzorky: pouze 100bp!!

1 2 3 4 5 6 7 8 9
100 100 100 100 100 100 100 100 100
Nastavenad prvotni délka elektroforézy: 45

Dodatecna délka elektroforézy:

Nastavené napéti: 130

NelmysIné chyby méreni:

UmysIné chyby méFent:

Zvysené napéti pro vytvoreni smile efektu (pokus s 0.8 % gelem)

Nazvy vystupnich soubori:

elfo_id 13 a

Obrazek 59: Protokol méreni 13a
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Obrazek 60: elfo_id_13 a

86



Laboratorni protokol

Pracuijici: ID méreni: Provedeno:
Krupka 14b Elektroforéza
Dvoracek

Datum: Méreni Uspésné

7.11.2014 (ano/ne/castecné):

Typ, ID a datum vyroby pufru: TBE, 1, 20 a 22.10. 2014, 1x konc
MnozZstvi pouzitého pufru [ml]: 50+250

Typ barviva a fedéni: GelRed, 10x zfedény
MnoZstvi barviva [pl] 50

Koncentrace gelu 2%

Celkovy objem gelu [ml]: 50

Teplota gelu pfi nalévani [°C]: 60

Doba tuhnuti gelu pfed pipetovanim vzork(: 30

100bp ladder

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Sigma | Sigma | Sigma | Sigma | Sigma | Biolabs | BiolLabs | BiolLabs | BioLabs | BiolLabs

Nastavenad prvotni délka elektroforézy: 70
Dodatecna délka elektroforézy:
Nastavené napéti: 90

Nelmyslné chyby méreni:

UmysIné chyby méFent:

Nazvy vystupnich soubori:

elfo id 14 b

Obrazek 61: Protokol méreni 14b
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Obrazek 62: elfo_id_14 b
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