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Abstrakt:

Cilem této prace je seznameni s elektroforetickymetodami a jejich vyuzitim, popis
nékolika zakladnich filtranich metod, které jsou vhodné pro zpracovani eléktetograni. A
nasledné vyuziti v programu, ktery je wyiteno v grafickém progedi programu Matlab, a
zpracovava elektroforetogramy. Finkst programu bude vyzkouSena na Sangerovych dbrazc

Abstract:

The target of this work is introduction to electnopetic methods. Basic
filtering methods suitable for processing of eleptroretograms are
described. These filtering methods are implemented program which was
created in Matlab GUIL The functionality of the gram was tested on
Sanger's electrophoretograms.

Kli¢ova slova:

Elektroforetogram, sekvenovani, DNA, medianovy,filBangeiv elektroforetogram.

Keywords:

Elektroforetogram, sequencing, DNA, median fil&anger's electrophoretograms.
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1. Uvod

Elektroforéza je sepami metoda, ktera se vyuziva &ehi latek, které nesou elektricky
naboj. Mezi elektricky nabit&astice pai bilkoviny, proteiny i samotna deoxyribonukleova
kyselina neboli DNA, ktera ukryva velké mnozstvioimmaci pouzitelnych v mnoha oborech,
v Iékarstvi @i zjiStovani geneticky podménych nemoci, v kriminalistice fp uswdcovani
pachatel, pfi mapovani genomu a zkoumani funkci jednotlivycmigei ,vytvareni“ novych
organisn.

Nedilnou soutasti prace je program pro zpracovani elektrofgretoi vytvoreny
v programovéem prostdi Matlab v grafickém prasdi GUI, ke kterému bude vytken uZivatelsky
navod. Algoritmus bude zpracovavat sérii sknfeh elektroforetografy které budou filtrovany a
prevadny docernobilého obrazu, naslefprobéhne analyza sekvence a moznost jejiho uloZeni do
textového dokumentu.

Druha kapitola je gnovana elektroforetickym metodam, jejich priricip vyhodam a
nezadoucim jeum, které s touto metodou s@sré probihaji. Ve iteti kapitole popisuji princip
sekvenovani — jak vznikne samotny elektroforetiokyaz. Nasledujicftvrta kapitola ukazuje, jak
je elektroforéza v dneSnim &¥ nepostradatelna — a jak je vyuZzivana v praxi vman@é&dnich
oborech. V paté kapitole popisuji digitalni zpraé&owv obrazk s rozborem &kolika filtra. Popis
programu — algoritmu pro zpracovani elektroforedngu je rozebran v Sesté kapitole. A uzivatelsky
manual je zéazen v nasledujici sedmé kapitole. &aéto prace se nachazi v kapitdislo dewt.



2. Elektroforéza

Elektroforéza je metoda, ktera vyuzivd schopnostiypu nabitych¢éstic ve vijSim
elektrickém poli. Vzhledem k tomu, Ze rychlost pbhyastic je zavisla na velikosti naboje a
velikosti molekuly. Rzr¢ velké a tizr¢ nabité molekuly se budou pohybovat odliSnou rystilo
Elektroforézu proto rizeme vyuzivat k separaci latek. Elektroforetick&ytdivost u utité nabité
Castice se 1iive vyjadit rychlosti, kterou se pohybuje v elektrickém polijednotkové intenzit
Jsou-li na z&tku separaceastice na jednom mistpak Bhem separace se dostavaji ko ty
nabitécastice, které maji&tSi pohyblivost a opafuji sec¢astice s mensi pohyblivosti. Tim dochazi
k jejich oddleni. Na nabitogastici pisobi sila elektrického pole @ma nabojicastice a intenzit
elektrického pole (1). Proti této silégobi odpor prosedi vyjadeny Stokesovou silou (2), keje
viskozita kapalinyd je hydrodynamickd vlastnogéstice av je rychlostéastice. K rovnovaze sil
dojde @i rovnomErném pohybu nabit&astice rychlostiv. Nabita ¢astice je charakterizovana
elektroforetickou pohyblivosti (3) neboli mobilitay a ta jeciselrt rovna konstantni rychlosti,
kteroucastice dostihne v daném priesti. [1, 2, 3]

F=qlE 1)
F=3lnlplidlv )

v L | m?
=—=vl- |— 3
H E U {Vs} ®)

Kde E je intenzita elektrického polé] je iloZzené napti, L je vzdalenost na které vznika
gradient nagti. Ze vzorce (3) se da vyjédrychlostv (4).

v [ms‘l] @)

Produkce Jouleova tepla je doprovodny jév grobihajici elektroforéze, jelikoz také zde
proudi elektricky proud a podle Ohmova zakona (E)ssoucim nagtim roste i elektricky proud.
Pokud elektricky proud nekon& mechanickou nebo atlera praci, energie se bez uzitk@mhna
teplo (6), Jouleovo teplo. [4]

== (5)

W=I12RE [J] (6)

W — Jouleovo teplo

| — Proud
R — Odpor
t—Cas

Jouleovo teplo je nezadouci efekt, ktery aulile pohyb ioni v elektrickém poli. Vzniklé
teplo mize zpisobit znénu viskozity a tim i zrnu pohyblivosti separovanych latek, daléza
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teplo zpisobit odp&ni noste nebo zrmanu vodivosti gelu, dokonce i denaturaci separovanyc
latek. Z tohoto dvodu jsou elektroforeticka gaeni pracujici s vy$Sim né&pm vybavena &innym
chlazenim, aby sef@deSlo tomuto nezadoucimu jevu. [5]

DalSim nezadoucim jevem doprovazejicim elektroforgz elektrolyza. Ta vznika diky
praichodu stejnos#rného proudu, fikemz se elektrolyt v okoli rozklada. Tim se postup®ni i
pH v &chto prostorech — u katody roste a u anody pH kieeazité pH nose je dilezité jiz kuli
spravné separaci latek, jelikoz je-li pH roztoke kterém elektroforéza probih&st$i nez je
izoelektricky bod, pak separovana latka ma celkoaporny naboj. Je-li naopak pH gelu nizsi nez
izoelektricky bod, pak celkovy naboj latky je klgdrPokud pH gelu odpovid4 izoelektrickému
bodu latky, pak se separovana latka nepohybuj&][5,

Elektroforetické metody se mohou klasifikovat podignych hledisek. Mzeme je dlit
podle @¢leného mnoZstvi latky:

0 Analytické
o Preparativni
» Laboratorni
* Pramyslové
nebo podle typu na:
o Jednorazové
o Kontinualni
déleni podle vioZeného nagd:

o Wsokonagtova elektroforéza ( U > 1000V ): pouziva se vice gleni
nizkomolekularnich latek. Je nutné chlazeni.

o Nizkonagtova elektroforéza ( U ~ 230V ). se pouzivA pro
vysokomolekularni latky. Také zde se doguije chlazeni vzhledem Kk jejich
teplotni labili.

V sowasné dob se elektroforetické metody reptji tiidi podle prosedi, ve kterém k separaci
dochazi. [5]

Elektroforéza je v dnesni délednou z hlavnich metod, pomoci které se provadamace
elektricky nabitychéastic (nap. biologické makromolekuly). Hlavni uplatmi je v molekularni
biologii, k separacti Iépe k analyze sekvence DNA, ale také k analyk@win. [4]

2.1.Gelova elektroforeza
Gelova elektroforéza je mnohem vSestig$in nez papirova nebo celulosa-acetanova
elektroforéza. Jedna se o kontinualni zénovou edékiezu a historicky prvh prokehla na
11



Skrobovém gelu, ale v stasnosti se preferuje polyakrylamidovy nebo agarpsgel. Jednou
z vyhod této metody je snadné znovuziskani Wizdey

Kvalita elektroforézy zavisi ipdevSim na pouZitém nosi V sowasnosti se igdevsim
vyuziva jako nosi gel — agarosovy gel (polysacharid ziskychias) nebo polyakrylamidovy gel
(vznika polymeraci akrylamidu a N,N-methylenbisdamgidu (BIS) ). Na gel je ifpojeno
stejnosmirné nagti a gradient tohoto n&p uréuje rychlost migrace stejrtak jako pouzity nosi
Castice putuji k elektrads op&nou polaritou, nez jakou samy maji. Tudiz DNA sdépohybovat
ke katod, jelikoz ma zaporny naboj. [4]

Pomoci gelové elektroforézytbeme rozdlit fragmenty DNA podle velikosti, tj. pokud
aplikujeme pipravenéctyii roztoky z jednotlivych zkumavek na gel vedle sefsne schopni
podle délky, kterou jednotlivé fragmenty uraztegst pdadi ukleotid v sekvenci.

ﬂ

.

*
dAAT &ICTP ddCT &I

¥

|

CO>PO0—A-4>00

Obr.: 1 Aplikovani roztoka na gel, ziskana sekvence nukleotid 7]

Po ukorteni elektroforézy, ktera se provadi pomagsgpoje na obr.: 2, je piba vysledek
umistit pod UV-transluminator a podigaim o vinové délce 420 nm az 500 nm setaleysledek.
Pouzité s¥tlo zpasobi vizualizaci jednotlivych fragmanDNA, které se v gelu pohybovalyanou
rychlosti a tim se ro#itily od nejmensiho fragmentu DNA az po rg$r fragment. Vysledkem je
tedy obrazek, jenz tiete vidt na obr.: 3 a ktery je vstupem k mému programu.
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Obr.: 2 Aparatura pro gelovou elektroforézu [8]

Obr.: 3 Ukazka vyslednych obrazla pro elektroforézu [9]

Elektroforéza se také ha@nvyuziva pro separaci bilkovin. Poskytuje informaai
piitomnosti popipad negitomnosti dostatku dané bilkoviny, ktera m#iny vliv na stavci
funkénost organismu. Tato metoda slouZi k detekci, diatice a monitorovani stavi léche
onemocgni spojenych s danou bilkovinou, tddgad mnohgetny myelom, chronické zétive
choroby, rktera jaterni onemoeni, postizeni ledvigi nadorové procesy. [10, 11]

Wseteni touto metodou je indikovano lékan, ktery ma poddéeni na onemodcmi.
K dignostice se vyuZziva krev, ppadc moe. Vysledek elektroforézy proteinposkytuje |€k&
informaci o jednotlivych frakcich bilkovinfftomnych v organismu. Neexistuje 100% fyziologicka
hodnota, s kterou se vysledek da srovnavat, jelik@ mnoho faktdr ovliviujicich kvantitu
proteinu obsazeném v organismu, jako je ifkd@d pohlavi, ¥k nebo stav pacienta (nap
t¢hotenstvi). [10, 11]

Bilkoviny jsou pomoci elektroforézy rogény do &ti, popipad Sesti zon. Kazda zéna ma
specificky nazev. NeptSi podil - az 60% - fledstavuje albumin, ktery je produkovan jaternimi
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bunkami. Vysledkem elektroforézy je graf (obr.: 4) harakteristickymi piky a kazda vizualni
“zména“ je spojena s ditym onemocgnim. [10, 11]

Alburrin ay | @ B ¥

Obr.: 4 Elektroforéza bilkovin [12]

Jednim z népstjSich tesh bilkovin je elektroforéza hemoglobinu. Hemoglokn latka
obsazena vervenych krvinkach, kterai@nasi kyslik. Elektroforéza detekuje vSechny typy
hemoglobird, které jsou ve vzorku obsazeny. Naskede zkouma, zda vysledné hodnoty jsou
v toleranci, pofipac, ktery typc¢i typy hemoglobinu jsou vipbytku nebo naopak v nedostatku.
[13, 14]

N¢které typy hemoglobin jsou gimou indikaci ukitych chorob, nafiklad pitomnost
hemoglobinu S je indikaci srpkovité anémie, netebptek hemoglobinu E nazhge onemoceéni
cervenych krvinek — nemoc, kdy jsou krvinky mens jegich zdrave formy. [13, 14]

Selhani ledvin, poruchy kostniahé, onemocsni plic nebo zneuzivani drog sportovci za
Gcelem dopingu to vSe lze stanovit pomoci této metfk8; 14]

2.2 Kapilarni elektroforéza
Kapilarni elektroforéza je nastupcem klasické gélelektroforézy. Princip metody je stejny
jako s gelovou elektroforézou, rozdil je v mjskde dochazi k separaci jednotlivych latek.
Separani & u gelové elektroforézy probiha ve v&e naplgné gelem. A u kapilarni
elektroforézy, jak jiz nazev napovida, segargroces probiha v kapilarach.

Zatizeni pro kapilarni elektroforézu se sklada (dbr.:
0 Zdroj stejnosmrného vysokého nagi
o Dv¢ nadoby na roztok (gel)
o Dve elektrody

o Kiemenna kapilara
14



o Detektor — sleduje mnoZstvi prochézejici latky éselapilary (absorb&ni
spektrofotometr)

o Termostatovy systém — udrZuje konstantni teplotmittivkapilary (neni
nezbytné)

0 Zapisovaci systém — PC

Vzorek Detektor
+V

O— -

e
_/

Pufr

Obr.: 5 Schéma kapilarni elektroforézy [15]

Separace vloZzené slozkyjeplevSim se jednd o biologické makromolekuly (bilkgy
DNA), probiha v kemennych kapildrach o jméru 25-75um. Kapilary jsou napkny gelem,
smeés, kterou chceme analyzovat, aplikujeme do kapité@ry&atku prace. Objem vzorku je velmi
maly, fddow v nanolitrech. Elegantni apob davkovani takto malych objérspaiva v pondeni
konce kapilary do vzorku, nadzvednuti daiidr vySky a nasati vzorkuupobenim gravitace.
Nasledr jsou oba konce vlozeny do adienych nadob, které obsahuji gel a elektrody, eaékje
piipojeno vysoké stejnostmé napti. Detekce je provagha gimo v kapilde, Ize detekovat
koncentrace i M. [4, 16, 17]

Touto metodou se analyzuji proteiny v krevnim s@aneticka nebo farmaceutickaalyza
a mnoho dalSich moZznosti vyuziti. Mezi hlavni umplat pati zejména analyza DNA, diky tomuto
technologickému pokroku nedoslo pouze k zrychleaiyay, ale i k zautomatizovani procesu. Diky
automatizovanému procesu sekvenovani DNA &ivmohou vice souigdit na biologickolgi
genetickou analyzu daného vzorku nez na pracnéeesekani DNA. [18]

DalSim vyuZzitim je farmaceuticka analyza, jedna s®Zny proces, ktery kvantifikuje 1éky
obsazené v krevni plazimv mozku, ledvinach nebo v skae tkani. Umozuje rychly a snadny
screening l&v toxikologického charakteru. SpektrélnpopiSe strukturu latky a zjisti
elektroforetickou pohyblivost a tim poskytne vysooeprodukovatelnou identifikaci daného
farmaceutika. DalSi vyuziti ve farmaceutickém &gi/je schopnost rychle detekovat enantiomerni
nesistoty na Urovni vyraz mensi nez 0,1%. Kapilarni elektroforéza se také&Ziwa i analyze
proteini, sacharid. [18]
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Hlavni pgednosti této metody je nizka sfedta gelu a tudiz i jeji cena je niZSi oproti
klasické gelové elektroforéze. DalSi vyhodou pdelvani neutrdlnich latek, které se nachytaji na
kiemennou kapilaru. Také menSi produkce Jouleovaa téiiem probihajici elektroforézy je
vyhodou — menSi limitace fippZeného nafti, tudiz s vySSim protékajicim proudem dojde
k rychlejSi separaci analyzovanych latek. ZmenSeaimméru kapilary se zvysi odvod nezadouciho
Joulova tepla, rive se téz zvySitipozené napti a tudiz se i zkrati doba pebna k analyze daného
vzorku. Zmensenim pméru kapilary dochazi vSak k mensi citlivosti deteltgelikoZz se zmensSila
i opticka draha detektoru. [4]

2.3CE LIF

CE LIF neboli kapilarni elektroforéza s laseremukalvanou fluoresceimi detekci (obr.: 6).
Je zaloZzena na detekci fluoresgr@noznaenych nukleotid. Kazdy nukleotid ma svou barvu a tedy
specifickou absorbanci. Hlavni vyhodou je, Zerquire étyti reakce pro fipravu vzorku mzeme
slowit do jedné zkumavky a téz je analyzovat v jedngilge. V gelu se ofi jednotlivé fragmenty
rozckli podle pohyblivosti. A i praichodu kolem detektoru se zaznamena barva — absmrban
daného fragmentu. Vysledkem dasovy pfibéh absorbanci — zapornych pjkz kterych lze uiit
zkoumanou sekvenci. [3]

ATTCATC

T

ok

Migrace DNA fregmentd Fluorescencni

detektor

Laser ‘
E Vzorek/Pufr H Pufr

- +

Obr.: 6 Schéma CE LIF [19]
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3. Princip sekvenovani

Elektroforetické metody jsou sepamh metody, které vyuZzivaji tznou pohyblivost
elektricky nabitychtastic v elektrickém poli. Dnes je znamo obrovskéastvi metod sekvenovani
DNA, ale v dnesni dabpieviada Sangerova metoda. A z tohotwatlu ji také beru jako nazorny
piiklad - jak vibec vznikne vstupni obrazek mého programu.

3.1.Sangerova metoda
Sangerova metoda byla vynalezena v roce 1975 Pnitsikhemikem Frederickem Sangerem.

Frederick Sanger se narodil se 13. srpna 1918 agkelem dvou Nobelovych cen. Prvni Nobelovu
cenu obdrzel jiz v roce 1958 zaeni struktury inzulinu, druhou Nobelovu cenu dogtakchemii
v roce 1980 — Ritom v zji¥ovani struktury bilkovin, nukleovych kyselin awif20]

3.1.1. Sekvenovani
Tato metoda je pouzitelna k sekvenovani kratké eset@ jednovidknové DNA. Ve sveé

podsta¢ vyuziva biologického procesu replikace DNA. Whiasekvence se vlozi do reak
smesi, kterd obsahuje nasledujici slozky:

— DNA (obr.: 7)

— Primer — jenz Wi pocateini misto replikace

— DNA polymerazu — pdava nukleotidy pouze na 3'-OH konec towznikajiciho
DNA

— Ctyti druhy deoxyribonukleotitl (dATP, dGTP, dCTP, dTTP) - je nukleotid, sloZe-
ny z nukleové baze (A, C, G, T, (U)), cukru deokydy a jednéi vice fosfatovych
skupin. (Obsahuje —OH skupinu obr.: 8)

— A jeden zetyi dideoxyribonukleotid (ddATP, ddGTP, ddCTP, ddTTP) — je derivat
nukleotidi, ktery postrada OH skupinu na 2' i 3' uhliku svébkru, jak je vidt na

obr.: 8. A diky tomu jsou schopné ukinprobihajici replikaci DNA. Tyto derivaty
nukleotidi jsou ungle vytvareny. [21]
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fosfit« 5 konec

komplementarni
parovani bazi vodikova vazha

cukr

Obr.: 7 Primarni struktura DNA [22]

@,

°I i
Q 0 b 5 B
SCH:  Adenine SCHs Adenine Oy I
1 3 O Ui;
| O
¥ 2 ¥ 2
o H .' Base;
_ 6\ H O-—CH;
Deoxyadenosine Dideonyadenoine r”
triphosphate triphosphate of © O 0
(A) (deoxynbose sugar) (dideoxyrbose sugar) (B)

Obr.: 8 A - srovnani dATP a ddATP, B - navazani dieoxyxnukleotidu [23]

Mame ¢tyii realkéni snesi a do kazdé z nich dame jedencrg dideoxyribonukleotid a
vSechnyctyti deoxyribonukleotidy plus ostatni slozky primeiNB polymerazu a samotnou DNA,
které jsou patbné k pipraveni sekvence DNA. DNA se replikuje v kazdé mkwce zvlag a ve
zminené zkumavce je DNA zakdena vzdy pislusnym dideoxyribonukleotidem, ktery tam byl
piidan. Derivat nukleotidu vzdy zak®inDNA na mis¢, na kterém by byl obsazen ,normalni*
nukleotid. Diky tomuto postupu manigyii zkumavky, které obsahujizré dlouhé sekvence DNA
zakortené vzdy derivatem nukleotidu, ktery nahrazujelpsny deoxyribonukleotid.
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5' -GAATGTCCTTTCTCTAAGTCCTARG
3 =GGAGACTTACAGGARAGAGATTCAGCATTCAGGAGCCCTACCATGARGATC ARG=5"

5' =GRATGTCCTTTCTC TRARGTCCTAAGTCCTCCE
3 —GGAGACTTACAGGAMAGAGATTCAGGATTCAGGAGGCCTACCATGRAAGATCAAG-5"

5 =GARTGTCCTTTCTC TRAGTCC TAAGTCCTCCGE
3 -OGAGACTTACAGGARRGAGATTC AGGATTCAGGAGGCCTACCATGARGATCAAG-5"

S -GRATGTCCTTTCTC TRAGTCC TARGTCCTECGGATE
3 =GCRGACTTACAGGAARGAGATTCAGGATTCAGGRAGOCCTACCATGARGATC ARG=-5"

5 =GARATGTCCTTTCTCTRAAGTCCTARGTCCTCCGGATGE
3 ~GGAGACTTACAGGARRGAGATTCAGGATTCAGGAGGCCTACCATGAAGATCAAG-5"

S =GAATOTCCTTTCTCTAAGTCC TAAGTCCTCCGOATGGTACTTCTAR
3 =GGAGACTTAC AGGAARGAGATTC AGGATTCAGGAGGCCTACCATGARGATC RAG-5"

Obr.: 9 Priklad zkumavky s ddGTP [24]
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4. DNA

Elektroforéza je metoda v dnesSninttvsnad nepostradatelnd, ktera ma sitiitmbudouci
béh udélosti v jednotlivych adnich oborech. Tato snad i prostd metoda ma vaaikgttomu,
sc¢im pracuje. Rece jen DNA, kterou elektroforéza ,lusti* je nejpmjSi a nejsofistikovagjsi
strukturou, kterodlovek byl schopen objevit.

DNA neboli deoxyribonukleova kyselina je neposttatfeou sodasti &tSiny organism.
Urcuje, jakou roli bude dana bka mit a jak bude vypadat vysledny organismusyk&enositelem
prislusné genetické informace. Kazdy organismus roogedin€nou genetickou informaci — ani
jednovajéna dvofata nemaji stejnou DNA. [25]

DNA se sklada zeitslozek (obr.: 7):

— Cukr — deoxiriboza

— Fosfat

— Baze — jeden zé&tyt nukleotidovych bazi
= A - Adenin
= C - Cytosin
= G- Guanin
= T-—Thymin

Sekundarni struktura DNA je Sroubovice dvou spojbngntiparalelnicltasti. Spojuji se
pies baze pomoci vodikové vazbycith baze se fize pojit pouze k odpovidajici bazi, adenin (A)
se spojuje s thyminem (T) pomoci dvou vodikovyelzeb (obr.: 10) a fize se spojovat i thymin
s adeninem. DalSi par je vyiem pomoci cytosinu (C) a guaninu (G), saifegme se par mze
vytvorit i naopak guanin s cytosinem, pomd€ivbdikovych vazeb (obr.: 10).

20



N—H
AN / \ H H
I —C N/
N 7 W O c—H
= rd X
N=¢ H=N \/C—H
H
Adenin A —N
o/C N\
Thymin
H\
C4N\C //O\ H
rllh_ C// c H—N\ /H
yd \N /N—H\ ‘g—c\\
A N Cc—H
Guanin N—H, N
I . f—N
~0 \
Cytosin

Obr.: 10 Péarovani bazi: adeninu a thiminu; cytosin a guaninu [26]

Elektroforéza utuje primarni strukturu DNA — zjiSjje, jak jdou jednotlivé baze v DNA
struktu'e za sebou. A tedy nasledize ukit, jestli DNA nebo lép&ast DNA se rovna nebo podoba
jinému useku DNA. Elektroforéza se v praxi nevya@zpro zjiséni celé primarni struktury, jelikoz
genetické informace se sklada z 3*103*10° bazi a kili takovému mnoZstvi informaci, které je
v ni obsazeno, by elektroforéza nebyla vhodna naeteguziva se pouze pro 10-100 bazi.

4.1 DNA v praxi
Samotna DNA je tedy biologicka makromolekula, ktgrdiloZzena uvnitbuns¢ného jadra.
Informace, které uschovava, uniiofi organizovat molekuly v Zivy organismus, ktegygchopen
regulace, ttstu a reprodukce. Kazdy organismus, ktery ma DNlAstni originalni genetickou
informaci.

Tento gedpoklad je vyuzivan v kriminalistice, dikgmuz mohou odhalit pachatele, ktery
zanechal na migtinu svou DNA. Kriminalisté posbirajitétazy v fiznych formach, meziéjsou
zahrnuty i lidské boky jako napiklad: krev, vlasy, kozni hiky, sliny, a nebo jinétzné €lesné
tekutiny. Z €chto dikazi pak ziskaji profil DNA a porovnavajitauz s existujici databazi nebo
s poderelymi osobami. A tim vylogi nebo potvrdi, zda podity byl na mist ¢inu ¢i nikoli. Tato
metoda pat mezi nejspolehligjSi techniky v kriminalistice. Nyni zn¢ odhaluje zlginy, které
byly pro nedostatekitkazi odloZzenyi neuzaveny. [25]

DalSi praktické vyuziti principu elektroforézy je wd¢, kde v¥dci mapuji genomy ditych
organiznti. Tento proces je velice slozity a zdlouhavytzatu velkého mnozstvi informaci
obsazenych v celém genomu. Znalost celého genontit@na, ale bez znalosti jednotlivych gen
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a jejich funkci je to nedostajici informace. Diky rozlughi genomu a pozorovani fufrosti
jednotlivych gef byly objeveny ddi¢né nemoci. [27]

Nasled® tento poznatek vstupuje do praktické mediciny,éZn@ praxi se prozatim
nevyuziva. Redpoklada se, Ze by se lidsky genom mohl dekodqakb kEzné vySeateni a diky
tomu by bylo moZnétedvidat nemoci, které by se u daného pacienta nrolalyinout a nasledn
nasadit ¢asnowi podpirnou I&bu ve spravnyas. [28]

V sowasné dob se praktickad aplikace elektroforézy uchytila nejekriminalistice, ale i
v medicirg. Jedna se o testy otcovstviii Bjistovani se odeberoditvzorky od matky, ditte a
potencialniho otce. Ze ziskanych genetickych méfese zkouma shodaskterych polymorfnich
znalki v sekvenci DNA. Naslednmuze byt vypracovan znalecky posudek, ktery lze zdrZbmni
urcitych podminek pouzit u soudu. [29]

A nyni, kdyz jsme si probrali praktické vyuziti gigasné dob, bych uvedl potencial, ktery
védci objevili a jehoZz nasledné praktické vyuziti pEnuji. Pélom sp@iva v unglé syntetizaci
DNA. Donedavna &dci dokazali syntetizovat dvojitou Sroubovici DNW3enou nanejvys z desitek
Ci stovek bazi. Nyni jsou vSak jiz schopni ¢glensyntetizovat az fips milion bazi. Diky tomuto
pievratnému pokroku dokazal americky tym syntetizdv@nhpletni genom jednoduché bakterie.
Tento genom vloZili do bakteridlni bky a vloZzeny genom zal ovlddat bitku a po chvili bakterie
vytvorila pres miliardu svych kopii. Vysledek je podléded obrovskym Usgchem a otvira se zde
i mnoho otazek. A &dci si slibuji, Ze diky této genetické revoluci ytwéreni unélych burek —
budou moci vyra&t nové leky, palivo a dokonce likvidovat sklenikgugny. [30]

Elektroforetické metody v dnedni dopati mezi nepostradatelné metody &asnéeho sita.
WuZivaji se v mnoha oborech — v lé&avi, kriminalistice nebo ve vyzkumu. Elektroforéaati
nerozlkné k DNA, s kterou se v s@gasné dob pracuje v mnoha odwich a zkouma se jeji
potencial, ktery by &dci a st vyuZili pro ,lepsi zitek”. SloZitost DNA se promita i do jejiho
zpracovani.
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5. Digitalni zpracovani elektroforetogrami
Zpracovani elektroforetogramma stejny zéklad jako zpracovani oliraze zde ale patrny

| maly rozdil, jelikoZ u elektroforetického obrazkime, nebo bychom aspanéli piedpokladatjak
ma vysledek elektroforézy vypadat. N&@njsem na mysli samotnou posloupnost sekvence v
detekované strukie DNA, ale obecnou a pratginu elektroforetickych obraakvelmi podobnou
strukturu vysledku. f#dpoklad, Ze spravny elektroforetogram bude mé bildéintky nacerném
podklad — v idealizované for# nam ulelii vybirani digitalnich algoritiin, kterymi budeme
elektroforetogram upravovat.

Obr.: 11 Elektroforetogramy: vlevo fotografie [8]; vpravo idealizovana forma fotografie

Na obr.: 11 jsou dva elektroforetogramy 8ba kdduji stejnou sekvenci DNA, jsou velice
rozdilné, pedevsSim ve své kvadit Vlevo je elektroforetogram sloZzen z odéti$edi a to je také
hlavnim divodem mozné chybné detekce jednotlivychétlyeh ploch. Naproti tomu
elektroforetogram vpravo je sloZzen pouze ze dvaebacerno-bily obraz. Diky tomu je detekce
vysledné sekvence mnohem jednodus$edevSim kuli mensSim (v idealizovaném iipact
Zzadnym) nezadoucim artefékt, které jinak zkresluji vysledek.

5.1 Aplikace bodovych operatér

5.1.1.Globalni transformace kontrastu

Hlavnim (Eelem této funkce je zvySeni kontrastudkteré ¢asti stupnice Sedi. Zatimco je
puvodni histogram, udavajici zastoupeni jednotlivyotistiri obvykle velmi nerovnowrny,
histogram transformovaného obrazu ma vkgadt co nejrovnorrnéjSi zastoupeni celého
dynamického rozsahu, ktery dany systém nabizi. [31]
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Na obr.: 12 jsou vi#t dva obrazky - vlevoied upravenim, vpravo po linearnim zvyré&zin
kontrastu. Ke kazdému jerigélen histogram, ktery znézaosje vyuZzity rozsah hodnot pro dany
obraz. Levy obrazek vyuzivaiqvazié nizSi (tmavsi) hodnoty a pravtyto body byly
transformovany do celého rozsahu stupnicékolv nedoSlo ke zvysSeni informiaiho obsahu
obrazu, jak se alas nespravhuvadi, pedstavuje takto upraveny obraz tzv. brilantni opkaery
secasto lépe hodi k posuzovani. Linearni upraveniznbjsem provedl pomoci vzorce (7). [19,31,
32]
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max min
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Obr.: 12 Vlevo pred Upravou + histogram; vpravo po Upra¥ + histogram [32]

Globalni transformace kontrastu, ale i nasledujiefoda ,metoda prahovani* je mitidalire
jednoducha. Jelikoz kazda vstupni hodnota je padrabstejné transforryai funkci, Ize tyto
operace provad bod po bodu i v realnéttase. [20]
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5.1.2.Metoda prahovani
Tato filtrace je jednoducha a pro elektroforetickaografie velice efektivni metoda.
Metodou prahovani docilinterno-bilého obrazu a tim s&lgizime idealizované forth

Metoda vyuziva jednoduchého principu (obr.: 13knin krokem je vytvéeni histogramu
z upravovaného obrazu. Z histogramu jéena "prahova" hodnota, pomoci které gk dodnoty
pixeli na snimku (obrazku) pouze do dvou kategoriichniPkategorie je po prah a hodnota
puvodnich pixeh je nahrazena nulou — coz odpovi@éné bar¢ a v druhé kategorii (nad prahem)
jsou hodnoty pixdél nahrazeny bilou barvou (255). Vysledkem prahovénitedy tzv. bitovy
obraz. [33]

Smp” olrﬂz Vysledny obraz
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Obr.: 13 Medota prahovani [33]

V mnoha pipadech neni mozno se spokojit¢mito ,jednoduchymi“ metodami Upravy
obrazi. JelikoZ zmidné postupy se zajimaji pouzéepadnym bodem a na body ve svém okoli
neni bran zadnyietel. Z tohoto dvodu se mnohdy nazyvaji “bodové operatory“. Metddgré do
vypoitu uritého elementu zahrnuji i svoje okoli, s&di do kategorie: “lokalni operatory” nebo
jinak také “maskové operace". Jejich vyuZiti je mastranné, nagklad: [31]

o Potlaeni Sumu
0 Zosfovani obrazu
o Priprava pro segmentaci — detekce hran, linii apod.

o Morfologické operace
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5.2 Aplikace lokalnich operatai

5.2.1.Medianovy filtr

Medianovy filtr pati mezi nelinearni filtry, které funguji na princigkidéni. Wuziva se
piedevsim k potkeni impulsniho Sumu, pro Sedy Sum neni tento titpu fvhodny. Rednost
medianoveho filtru spdva v tom, Ze zachovavéa hrany. Zalezi na mascednedého filtru, ktery
ur¢i co potl&it a co zanechat (co uz neni Sum). [31]

Priklad masky medianového filtru je wdna obr.: 14. Princip je nasledujici: pod maskou
jsou séazeny hodnoty pixél v naSem fipact se jedna oiervené a zelenétverce. Je z nich
vytvoiena posloupnost hodnot podigitého pravidla (naifiklad od nejétSiho po nejmensi). Ze
saazenych hodnot je vybran medidn a dosazen za ppxelktery se pdtal (Cerveny ctverec).
Timto zpisobem jsou fepaiteny vSechny pixely v obraze. [31]

M edianoyi filtr

testovany pixel

- pixel okoli
- obecni pixel

Obr.: 14 Maska medianového filtru

5.2.2.Zaos¥ovani obrazu

Zaostovani obrazu je operace do jisté miry v protiklesduzamirem potl&ovani Sumu.
Jelikoz zaostjici operatory zvysuji podil sloZek s vysSimi frekcemi, o nichz seredpoklada, Ze
nesou zejména informaci o detailech a hranach.olkidilrod lokalniho prmérovani (medianového
filtru), ktery tyto vySSi prostorové frekvence @tlje, neb@ je povazuje pevazié za Sumove a
tudiz nezadouci. Vzhledem k tomu, Ze diypotézy jsou pravdivé a obvykle plati gasrE, je
nutné najit kompromis: zadetvani je mozné jen do té miry, aby nedoslo k nedéms zhorSeni
signélu k Sumu. [31]

Na obr.: 15 je patrny rozdil zé#svani obrazu. Zaosni se provadi pomoci masky (obr.:
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16), pod kterou se spita vazeny pimér, tato hodnota se ulozZi n&giglusné misto matice (obrazu),
stejnym zisobem se dopitaji vSechny hodnoty. Nyni jsme ziskali Laplaci@mosteného obrazu.
Vysledny zaoseny obraz ziskame o&tenim vstupniho obrazu od Laplacianem rozvstho
obrazu. [31, 34]

Criginalni obrazek Lpraveny obrazek

Obr.: 15 Vlevo original; vpravo zaosteny obraz [34]

2 -1 2
-1 -4 -1
2 -1 2

Obr.: 16 Maska operatoru [34]

5.2.3.Detekce hran a linii
Detekce hran a linii v obraze slouzi k nalezeni tmanové reprezentace, tj. odvozeného

obrazu, v 8mz jsou hrany v prvé etaadirazrény difereenimi operatory a nasledmpak ty z nich,
které se jevi dostate¢ vyrazné, vymezeny népprahovanim. Takova prahova reprezentaGéem

v dalSim postupu slouzit pro segmentaci obrazwZesmlou na hranach. Ukazka detekce hran je na
obr.: 17.
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Obr.: 17 Vlevo original; vpravo detekce hran a lini [34]
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5.3.DalSi moznosti zpracovani

5.3.1.Kumula¢ni technika
DalSi upraveni elektroforetogramu je mozné pomocmikianiho principu neboli

pramérovani. Jedna se o metodu, kterd zlepSujeépmignal/Sum u signa) jeZz jsou periodické
nebo repetini. Hlavnim pedpokladem je, Ze Sum, ktery je obsaZen v obraze stochasticky
(nahodny) charakter a z toho plyne, Ze Sum ma ouletedni hodnotu — imér samotného Sumu
je nulovy. Tudiz uZziteny signél neni zavisly na Sumu. Aapiérovanim dojde k pottgeni miry

Sumu, ktery se uplatije na ukor uziteného signalu. [31]

Opakujici se signal neh@da pixel nagic¢ elektroforetogramem, jak je \ittna obr.: 18.
Kolem jednotlivych fezi (barevnychcar) lze v idealizované forénpredpokladat, Ze hodnoty
jednotlivych pixeti se nebudou liSit. Pokud tomu tak neni, je toiZamgno nezadoucim
stochastickym signalem. Diky tomutéeppokladu mzeme vyuzit kumukai techniky, ktera zlepsi
pongr signal/Sum a tedy odstrani nezadouci Sum v elfekgtogramu.

T
el

Obr.: 18 Elektroforetogram s naznaenym opakovanim

A B

Princip metody je patrny z obr.: 19. Aplikace kuagnliho principu na elektroforetogram na
obr.: 18 je nasledujici: Opakujici se signal je m®aupcemi A-B. Vezmeme prvriiadek mezi
sloupcemi A-B a s#geme hodnoty jednotlivych pixiela podlime je jejich pdtem — dostaneme
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pramér. Tento ptimér pak dosadime jako novou hodnotu pixe$ kterymi jsme p&tali. Timto
zpisobem pepciitame vSechnyadky mezi sloupcemi A-B. Stejnym principentepaiteme i
hodnoty okolo zbylychiech sloupt.

tasovd osa plvodniho signdlu

AL N

V "
M-td repetice

fosovd oso kumulovaného signdlu

Obr.: 19 Princip kumulace repetiéniho signalu [31]
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6. Program

Program byl vytvéen pomoci programu Matlab a jehiigtusného jazyka. Wtweny skript
(program) se &i na dw ¢asti: v prvnic¢asti dochazi k upravovani vstupniho obrazu pomaziych
fillrda a vdruhécasti je samotna detekce sekvence ze vstupnihoaldigitaného obrazu.
K programu bylo vytveéeno grafické progedi pro jeho jednodussSi pouZziti.

6.1 Filtrace obrazu
Na obraz je aplikovanoekolik typu filtraénich metod. Nejprve dochazi k zlepSeni kontrastu
pomoci substraii techniky a transformace obrazu, nasleduje medgrfiltrace. Po Upray
kontrastu a odstrani impulsniho Sumu dojde k detekci hran a nasleoigét k substrakci, tim
dostaneme vysledny obraz pro analyzu sekvence.

6.1.1.Prvotni zpracovani elektroforetogramu

Prvnim gikazem po néeni obrazku je jehoipvedeni docernobilého formatu, jelikoz
elektroforetogramy jsou v idealizované farnpouzecerno-bilé, z tohoto /odu je zbyténé
zpracovavat obraz ve formatu RGB. Nasledujicim &mokbyla substrakce obrazu s jeho vlastni
pramérnou hodnotou. Na tuto Upravu byla pouzita funkkegrou Matlab nabizi a tofigaz
imsubtract

6.1.2. Transformace obrazu
Nasledujici Uprava je transformace obrazu. Tatood@tbyla naprogramovana jako
samostatny skript a je volan pomoéikazu, ktery je vidgt na obr.: 20.

upr=transfor obraszupr);

Obr.: 20 Ptikaz pro volani skriptu

Skript na&te obrazek, zjisti jeho parametry #k8i, vySku, maximalni a minimalni hodnotu,
ktera je v obraze. Hodnoty dosadi do vzorce (7)ep@ita hodnotu kazdého pixelu na nahradi ji.
Vysledek lze vidt na obr.. 12, kde je zobrazen originédlni a tramsfivany obraz &etne
piislusnych histograth nebo na obr.: 21.
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Crriginalni obrazek Obraz po transformaci

Obr.: 21 Elektroforetogram pred a po transformaci obrazu

6.1.3.Medianova filtrace

DalSim krokem v Upray elektroforetogramu je medianova filtrace, kter4 mw Ukol
odstranit nezadouci Sum v obraze. Obr.: 22 demgestuto filtra¢ni metodu. Vlevo je vstupni
elektroforetogram — po ,transformaci kontrastu vazie“ a vpravo je elektroforetogram po aplikaci
medianoveho filtru. | tato metoda je naprogramovialka samostatny skript a je volatikazem —
obr.: 23.

31



“stupni obraz - po transfarmaci Ohbraz po medianove filtraci

Obr.: 22 Elektroforetogram pied a po medianové filtraci

upri=filtr mediupr) :

Obr.: 23 Prikaz pro volani skriptu

6.1.4.Detekce hran

Detekce hran probiha pomoci samostatného skrigary ke zavolan pomocitikazu —
obr.:24. Vstupni obraz jiz je zpracovan pomoci dybedesSlych metod, které jsou: transformace
kontrastu v obraze a medianova filtrace. Deteka@n huyuziva masku (obr.: 25), ktera detekuje
hrany pouze kolmé na osu y.

upr=detek hraniuprl);

Obr.: 24 Prikaz pro volani skriptu

-1 -2 -1
0O 0 O
1 2 1

Obr.: 25 Maska pro detekci hran

Vstupni obraz nalevo, vystupni po detekci hran anapr obr.: 26. Na jednotlivych hranach
dochézi ke zlepSeni kontrastu, pro zlepSeni osjesst aplikujeme substrakci obréz
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“stupni obraz Obraz po hranové detekci

Obr.: 26 Elektroforetogram pred a po hranové detekci

6.1.5.Substrakce
Hlavré pro pehlednost samotného programu jsou fiiiametody naprogramovany do
samotnych skrigt a tudiz i tato metoda — substrakce. Vola se popitichzu — obr.: 27.

upr=substr obr (uprl,upr):

Obr.: 27 Ptikaz pro volani skriptu
Substrakce obr@ze metoda, $ niz dochazi k ,od&eni* dvou obraé od sebe. Obraz vlievo

na obr.: 28 je f&d hranovou detekci a od tohoto elektroforetogradaiteme prosedni obraz — po
hranové detekci. Vysledek substrakce jewigpravo a lze pozorovaigdevsim zaostni hran.
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Pred hranovou detekci Fo hranowvé detekci Substrakce obrazd

Obr.: 28 Substrakce obrazki (pravého a prostedniho, vlevo je vysledny)

KdyZz srovname neupraveny a upraveny elektroforatogiobr.: 29) po vSech aplikovanych
metodach, vidime, Ze dosSlo k zZesti hran a zlepSeni kontrastu.

Originalni obraz Upraveny obraz
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Obr.: 29 Srovnani originalniho a upraveného elektnforetogramu
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6.2 Detekce sekvence
Druhoucasti programu je analyza sekvena#sticowe upraveného obrazu (obr.:30), kterou
elektroforetogram demonstruje. Za uéiteu ¢ast elektroforetogramu je povazovano pouze okoli
Ctyt barevnychtar, jeZ jsou pedem vypgitané (tab. 1). Rozsah vyseukuje odchylkaod @islusné
barevné&ary (8).

Upraveny obraz

Obr.: 30 Elektroforetogram

Tab. 1 Zavislost ponéru obrazu a fezu

Rez obrazen| Barvaiezu | Kudy jeiez veden obrazefn
1 Cervena | 1/8 #ky obrazu
2 Zelena 3/8 #ky obrazu
3 Modra 5/8 §ky obrazu
4 Zluta 718 &ky obrazu
odchylka= 1_16 [sirky obrazku (8)

DalSi krok v detekci je sumace hodnot pixgdnotlivychradki ve vysei, tim dostaneme
Ctyii prabehy, které charakterizuji sloupce v elektroforetogua Druhd mocninasthto phibehi je
zobrazena na obr.:31. Z tohoto grafu také uzivdeéihujeprahovou hodnotudiky které ukuje co
je jeSt Sum nebo naopak uzied informace v podahbilé plochy.
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« 10° Ctyfi fezy ohrazkem v jednorm grafu
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Obr.: 31 Druh& mocnina sumovanych vyséi

Abychom mohli zjistit, kde se nachazeji lokalni nmax a minima, signaly jsou
zderivovany. Lokalni minima jsou hledanankv,stejnosmérné” slozce, jinak definovano —ips
nizké kvalit cerné barvy (obr.: 32). KdyZ jsou nalezena lok&liiima pomoci prvni derivace, tak
je pouzita linearni splajnova interpolace, jefisgbi proloZeni bad (lok&lnich minim) v ukité
délce (vtomto fipact vySce) obrazku. Jednotlivéezy obrazkem, kde je patrnd vysoka
nehomogenit&erného podkladu, jsou Wtina obr.: 33. Ukazka linearni splajnové interpelaa
obr.: 34, profetitez elektroforetogramem.
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Obr.: 32 Elektroforetogram, vpravo dilezita oblast
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Obr.: 33 Rezy — vlevo celkovy pohled; vpravo fiblizeni
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«10° bir fezl obrazkem v jednom grafu % 10 Wihér fezl obrazkem v jednom grafu

Treti fez obrazkem Treti fez obrazkem
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Linearni splajnova interpolace
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Obr.: 34 Treti ez — vlevo celkovy pohled; vpravo fiblizeni

Interpolace splajnem je aplikovanaikvlepSi detekci maxim. UZivatel zada prahovou
hodnotu, jeZ je zavazna pro posuzovani maxim. hilienié@xim probiha pomoci derivace, nalezena
lokalni maxima je& musi odpovidat podmince pro prahovou hodnotu. @¢&prahova hodnota
vetSi nez rozdil mezi splajnovou interpolaci a hodoopiku, pak tento bod je povazovan za
uzitetnou informaci a dojde k zaznamenani pozicgezau, v kterém byl detekovan. Po analyze
vSeche¢tyr rez dojde k slodeni a séazeni detekovanych pikpodle pozice v elektroforetogramu.

Poslednim krokem jefiazeni pismen podle toho, v jakémzu se pik nachazel. Tim
vznikne vysledna sekvence, kterou demonstrovaltreligketogram. Program dale nabizi ulozeni
sekvence nukleotiddo textového dokumentu, ale to je popsano az itddapNavod k aplikaci*.
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7. Navod k aplikaci

Aplikace je vytvdena v programovem prdstli GUI, které nabizi program Matlab. Po
oteveni aplikace na Cislicové zpracovani elektroforetogramu* — soubornasvem
“bc_elektroforetogram” se objevi hlavni okno pragra(obr..35). UzZivatelskyiphledny charakter
tohoto vstupniho okna umidje intuitivni ovladani celého programu.

i bc_elektroforetogram p -Elﬂlﬁw
2 Sy T E——
Cislicové zpracovani elektroforetogramu
Mazev obrazku: image l Load |
Cesta k obrazku: Clsers\Desktophimage
Frahova hodnota: 5ES Cil
Analyzovana sekvence;
Sekvence nukleotidil .
Mazev souboru: image I Save |
Cesta k souboru: Colsers\Desktophimage
[ Kaonec ]

Obr.: 35 Pracovni okno

V okn¢ se nachazictyri tlacitka, picemz kazdé ma svoji specifickou funkci. dieni
elektroforetogramu je prvnim krokem a provadi sknkitim na tl&itko ,Load" zobrazi “okno pro
vybér® (obr.: 36), kde si uzivatel zvoli elektroforetagn, ktery chce analyzovat. Aplikace naskedn
zada do okének data, ktera definuiji, jaky obragelkcovava: ,Nazev obrazku” a ,Cesta k obrazku
(obr.: 37). Ricemz samotny elektroforetogram je zpracovan péasti programu a zobrazi se¢dv
nové okna. Jedno z nich (obr.: 38) zobrazuje edbtetogram ped a pocislicovém zpracovani a
druhé okno (obr.: 39) je grafidehia jednotlivymiiezy elektroforetogramem.
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Oblast Hedani | |, matiab

-'];

Fﬂciac I I

dnah selovence

Mazev soubon: Idna&

Soubony typu: INI Image Files

Obr.: 36 Okno pro vybér

-

Cislicové zpracovani elektroforetogramu

Mazev obrazku: dna3 jpg [ Load ]
Cesta k obrazku: CillsersicookiDesktopmatiabidna3 jpg
Frahava hodnota: GES | [ Ok

Analyzovana sekvence:

Mazew souboru; image [ Save ]
Cesta k soubary; CAllzers\Desktophimage
[ Konec |

Obr.: 37 Pracovni okno
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Obr.: 39 Graf pribéhi elektroforetogramem
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Pro uZivatele je tento graf (obr.: 39)leZity, jelikoZ pomoci dchto pibéha rozhodne o
prahové hodnet kterd uéuje, co jedt je uzit&ny pik nebo naopak. Prahovou hodnotu zada do
“pracovniho okna“ — okénko “Prahova hodnota“. Pdard prahu a stisknuti tika “OK" dojde

k analyzovani sekvence podle zvoleného prahu.

Sekvence se vypiSe v okénku s nazvem: “Analyzosakéence"” (obr.: 40) a zobrazi se také
graf (obr.: 41), ktery zobrazuje jednotliig€zy elektroforetogramem -iiséhy a pozitivni detekce je
nazng&ena krouzkem nadiislusnym pikem (obr.: 41).

EESEET)

-
m bc_elektroforetogram

Cislicové zpracovani elektroforetogramu

" Mazew obrazku: dna3. jpy l Load | N
I Cesta k obrazku: ChllsersicookinDesktopimatlabidna3. jpg

| |
. Frahova hodnota: GES : il |

Analyzovana sekvence:

‘ACTTGAACCCTGGACCCTCAGATTAAAAGTCTGAT * |

| L] I 1}
Mazew souboru; image l Save |
Cesta k soubary; CAllzers\Desktophimage

| Konec

Obr.: 40 Pracovni okno — vypsani sekvence
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o
B Figure 1: Detekee piki v elektroforetogramu
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Obr.: 41 Detekovani pika

Detekovanou sekvenci, ktera je zobrazena v okémnaliyzovana sekvence®, lze ulozit
pomoci tl&itka “Save”. Po kliknuti na toto #&ko dojde k zobrazeni “Okno pro vty (obr.: 42),
v tomto gipac pro vyker kam sekvenci uloZit. UzZivatel zada nazev, nebchagreddefinovany
nazev — stejny jako nazev obrazku. Po potvrzerded&jvytvdeni popipac prepsani textového
souboru s fislusnym nazvem a sekvence se do tohoto soubo#i. Mgracovnim oké se vyplni
kolonky “Cesta k souboru“ a ndzev souboru (obr): 43

Ctvrté posledni tl&itko s ndzvem “Konec* Zisobi uzayeni pracovniho okna.
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Mazev soubon: Idnaﬂl

Uostjakotyp: | ("ba)

Obr.: 42 Okno pro vybér

Cislicové zpracovani elektroforetogramu

Mazev obrazku: dna3. jpg [ Load ]
Cesta k obrazku C\sersicookivDesktopimatlabidna3. jpy
Prahiova hodnota; EES | [ Ok ]

Analyzovana sekvence;

< e | 4
Mazev soubaru: dnad. txt i ocave
Cesta k soubon: ChllsersicookiDesktopimatlabidna3 tat

| Konee

Obr.: 43 Pracovni okno
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7.1 Kompatibilita aplikace
Aplikace byla naprogramovana v programu Matlab.ZRéwerze je MATLAB R2008a.
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8. Zavér

Wuziti této jednoduché metody je obrovské. Zefektni zpracovani ve prosph uzivatele
je vitanou zminou. Rychlejsi a ménfinantné naranou detekci oceni kazdy, kdo s elektroforézou
pracuje.

Mym hlavnim zamirem bylo vas seznamit s principem elektroforetitkynetod a jejich
vyuzitim nejen v satasné dob, ale poukdzat na planované vyuziti gdecké scén v blizké
budoucnosti.

Nedilnouc¢asti mé prace je i program, kteiigelrt zpracovava a naslegiprovadi analyzu
sekvence z elektroforetogramu dle uzivatelem zduampeahu. K programu jsem vyttibgrafické
prostedi pro jednodusSi pouZivani a orientaci uzZivat€laplikaci jsem také sepsal uZivatelsky
navod.

Ciselné zpracovani provadim pomochizmych filtrd, piicemz &tyi z nich jsou
naprogramovany jako samostatné skripty:

o Transformace kontrastu v obraze
o0 Medianovy filtr

0 Hranova detekce

0 Substrakce obrazk

Druhym krokem je detekce sekvence. V této probleamatyuzivam poznatky o derivaci,
lineéarni splajnové interpolaci a diky tomu dochHégpolehlivé detekci.

Program jsem odzkouSel na skurgch Sangerovych obrazcich. Byla odstran zn&na
¢ast nezadoucich informaci, tudiz doSlo k zlepSemiriastu a ostrosti. Takto byl proveden prvni
krok k Usgsné detekci. Program naslédprovede detekci dle zadané prahové hodnoty a pokud
uzivatel zada vhodnou prahovou hodnotu, tak dojde@Sné analyze sekvence a jeji vypsani do
textové formy.

Program analyzuje Sangerovy obrazky s velmi dobwjsiedkem v zavislosti na vhoén
zadaném prahu. Aplikace dale umoje uloZeni sekvence do textového souboru na mistoe
uzivatel zada.
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10. Priloha: Zdrojovy kéd programu

10.1. bc_elektroforetogram

function  varargout = bc_elektroforetogram(varargin)

% BC_ELEKTROFORETOGRAM M-file for bc_elektroforetog
% BC_ELEKTROFORETOGRAM, by itself, creates a n
raises the existing

%  singleton*.

%

% H = BC_ELEKTROFORETOGRAM returns the handle
or the handle to

%  the existing singleton*.

%

% BC_ELEKTROFORETOGRAM('CALLBACK',hObject,even
local

%  function named CALLBACK in BC_ELEKTROFORETOG
arguments.

%

% BC_ELEKTROFORETOGRAM('Property’,'Value',...)
BC_ELEKTROFORETOGRAM or raises the

%  existing singleton*. Starting from the left

%  applied to the GUI before bc_elektroforetogr

An

%  unrecognized property name or invalid value

%  stop. All inputs are passed to bc_elektrofo

rargin.

%

%  *See GUI Options on GUIDE's Tools menu. Cho

% instance to run (singleton)".

%

% See also: GUIDE, GUIDATA, GUIHANDLES

% Edit the above text to modify the response to hel
% Last Modified by GUIDE v2.5 11-May-2011 11:30:51

% Begin initialization code - DO NOT EDIT
gui_Singleton = 1;

ram.fig
ew BC_ELEKTROFORETOGRAM or

to a new BC_ELEKTROFORETOGRAM

tData,handles,...) calls the

RAM.M with the given input

creates a new

, property value pairs are
am_OpeningFcn gets called.

makes property application
retogram_OpeningFcn via va-

ose "GUI allows only one

p bc_elektroforetogram

gui_State = struct( 'gui_Name' mfilename,
'gui_Singleton’ , Qui_Singleton,
'gui_OpeningFcn' , @bc_elektroforetogram_OpeningFcn,
'gui_OutputFcn' , @bc_elektroforetogram_OutputFcn,
'gui_LayoutFcn' e
'gui_Callback’ I)E

if nargin && ischar(varargin{1})
gui_State.gui_Callback = str2func(varargin{1});
end

if nargout
[varargout{l:nargout}] = gui_mainfcn(gui_State,
else
gui_mainfcn(gui_State, varargin{:});
end
% End initialization code - DO NOT EDIT

% --- Executes just before bc_elektroforetogram is
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function  bc_elektroforetogram_OpeningFcn(hObject, eventdata
% This function has no output args, see OutputFcn.

% hObject handle to figure

% eventdata reserved - to be defined in a future v

% handles structure with handles and user data (

% varargin command line arguments to bc_elektrofo

% Choose default command line output for bc_elektro
handles.output = hObject;

% Update handles structure
guidata(hObject, handles);

% UIWAIT makes bc_elektroforetogram wait for user r
% uiwait(handles.figurel);

% --- Outputs from this function are returned to th

function  varargout = bc_elektroforetogram_OutputFcn(hObject
% varargout cell array for returning output args (

% hObject handle to figure

% eventdata reserved - to be defined in a future v

% handles structure with handles and user data (

% Get default command line output from handles stru
varargout{1} = handles.output;

% --- Executes on button press in pbLoad.

function  pbLoad_Callback(hObject, eventdata, handles)
% hObject handle to pbLoad (see GCBO)

% eventdata reserved - to be defined in a future v

% handles structure with handles and user data (
clear global
clc
sekvence=][];
global FileName PathName sekvence
sekvence_nukleotidu=( 'Sekvence nukleotid u');
[FileName,PathName]=uigetfile({
*.bmp;*.dib;*.jpg;*.jpeg;*.jpe;* jfif;*.qif; *.tif;
Files' ;...
wx Al Files! b;
if length(FileName)==1 && length(PathName)==1
FileName=( 'image' );
PathName=(  'C:\Users\Desktop\' );
filenameSave=( 'image.txt' );
pathnameSave=( 'C:\Users\Desktop\' );
set(handles.txtNazev, 'String’ ,FileName);
set(handles.txtCesta, 'String' ,[PathName,FileName]);

set(handles.txtSeq, 'String' ,sekvence_nukleotidu);

set(handles.txtSouborNazev, 'String' filenameSave);
set(handles.txtSouborCesta, 'String'

else
set(handles.txtNazev, 'String’ ,FileName);
set(handles.txtCesta, 'String' ,[PathName,FileName]);
set(handles.txtSeq, 'String' ,sekvence_nukleotidu);
filenameSave=( 'image.txt' );
pathnameSave=( 'C:\Users\Desktop\' );
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set(handles.txtSouborNazev, 'String' JfilenameSave);
set(handles.txtSouborCesta, 'String' ,[pathnameSave,filenameSave]);

%% vlastni program

% pro Upravu obraz v cetn & vykresleni originalniho a upraveného
% elektroforetogramu
global original obraz pismeno_1 pismeno_2 pismeno_3 pisme no_4

original=imread([PathName,FileName]);
obraz=rgb2gray(original);

400>

pismeno_1=
pismeno_2=
pismeno_3=
pismeno_4=

%%
hodl=mean(obraz);
hod=mean(hod1l);

upr = imsubtract(obraz,hod*2/3);

% figure,

% imshow(upr)

% axis off

% axis image

% title('Substrakce obrazu');
%% transformace kontrastu v obrazu
upr=transfor_obraz(upr);

% figure,

% imshow(upr)

% axis off

% axis image

% title('Transformace obrazu');
%% medianova filtrace
uprl=filtr_med(upr);

% figure,

% imshow(upr)

% axis off

% axis image

% title('Po medianové filtraci');
%% hranova detekce
upr=detek_hran(uprl);

% figure,

% imshow(upr)

% axis off

% axis image

% title('Po hranové detekci’);
%% substrakce dvou obraz ot
upr=substr_obr(uprl,upr);

% figure,

% imshow(upr)

% axis off

% axis image

% title('Substrakce obraz u')
%% vykresleni upraveného obrazu + 4 cary
[vyska sirka]=size(upr);
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% vypo citani  rezu obrazkem
sloupecl=round(sirka/8);
sloupec2=round(3*sirka/8);
sloupec3=round(5*sirka/8);
sloupec4=round(7*sirka/8);

%% originalni obrazek a upraveny elektroforetog

figure( ‘Name' , 'Elektroforetogramy’ )
subplot(1,2,1)

hold on

imshow(obraz)

axis off

axis image

title( '‘Originélni obraz' );

subplot(1,2,2)

ram

imshow(upr)

axis image

line(sloupecl,1:vyska, ‘Color'  ,[100Q]) % cervena
line(sloupec2,1:vyska, '‘Color"  ,[010Q]) % zelena
line(sloupec3,1:vyska, '‘Color"  ,[001]) % modra
line(sloupec4,1:vyska, ‘Color'  ,[110]) % Zluta
title( '‘Upraveny obraz a 4 rezy' );

set(gcf, ‘Color"  ,[1,1,1])

hold off

%% analyza sekvence

odchylka=round(sloupec1/2); % odchylka od kazdého rezeu (+/- sloupec)

upraveny_obr=upr;

%% pseudo"kumulace”

% vlozeni sou  ctu (+/- odchylka od sloupece) p
% prislusSném  radku do prom &né sum_ rez

sum_rez=[];
pom1=[];
for o=1:vyska
sum_rez(1,0)=sum(upraveny_obr(o,(sloupecl-
odchylka):(sloupecl+odchylka)));
poml1(1,0)=mean(upraveny_obr(o,(sloupecl-odc
upraveny_obr(o,(sloupecl-odchylka):(sloupec

sum_rez(2,0)=sum(upraveny_obr(o,(sloupec2-
odchylka):(sloupec2+odchylka)));

poml1(2,0)=mean(upraveny_obr(o,(sloupec2-odc

upraveny_obr(o,(sloupec2-odchylka):(sloupec

sum_rez(3,0)=sum(upraveny_obr(o,(sloupec3-
odchylka):(sloupec3+odchylka)));

pom1(3,0)=mean(upraveny_obr(o,(sloupec3-odc

upraveny_obr(o,(sloupec3-odchylka):(sloupec

sum_rez(4,0)=sum(upraveny_obr(o,(sloupec4-

odchylka):(sloupec4+odchylka)));
poml1(4,0)=mean(upraveny_obr(o,(sloupec4-odc
upraveny_obr(o,(sloupec4-odchylka):(sloupec
end

% figure,
% imshow(upraveny_obr)
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hylka):(sloupecl+odchylka)));
1+odchylka))=pom1(1,0);

hylka):(sloupec2+odchylka)));
2+odchylka))=pom1(2,0);

hylka):(sloupec3+odchylka)));
3+odchylka))=pom1(3,0);

hylka):(sloupec4+odchylka)));
4+odchylka))=pom1(4,0);



% axis off
% axis image
% title('"Po pseudo"kumuaci™);

%% p revraceni hodnot v sum_ rez
% analyza elektroforetogramu probiha od spodu a mat
% vrchu
sum_rez_in=[];
for kl1=1:4
for k=1:1:vyska
sum_rez_in(k1,k)=sum_rez(k1,vyska+1-k);
end
end

%% derivace se
global diff_sum

ctenych  rezu

for k4=1:4
diff_sum(k4,:)=diff(sum_rez_in(k4,:));
end

%% zadani prahové hodnoty

lab indexuje obrazek z

global sum_rez_in
sum_rez_in=sum_rez_in."2; % na druhou (kv uli mensSimu rozp &ti  cerné
slozky)
figure( '‘Name' , 'Intenzity jas u elektroforetogramem’ )
hold on
plot(sum_rez_in(1,), '‘Color"  ,[100Q]) % cervena
plot(sum_rez_in(2,), '‘Color"  ,[010]) % zelena
plot(sum_rez_in(3,:), '‘Color  ,[001]) % modra
plot(sum_rez_in(4,), '‘Color  ,[110]) % Zluta
title( ' Cty ¥i rezy obrazkem v jednom grafu' , 'fontsize' ,12)
xlabel( 'VysSka obrazku [px]' , 'fontsize' ,11)
ylabel( 'Intenzita jasu [-]' , 'fontsize' ,11)
legend( '‘Adenin’ , 'Cytosin' , 'Guanin' , 'Thymin' )
hold off
end
% --- Executes on button press in pbOK.
function  pbOK_Callback(hObiject, eventdata, handles)
% hObject handle to pbOK (see GCBO)
% eventdata reserved - to be defined in a future v ersion of MATLAB
% handles structure with handles and user data ( see GUIDATA)
global prah sekvence
prah = str2double(get(handles.edPrah, 'String"  ));
if prah<=0 || isnan(prah)
errordlg( 'Musite zadat kladné ¢islo' , 'Error' );
clc
return
else
global diff_sum sum_rez_in
global pismeno_1 pismeno_2 pismeno_3 pismeno_4
%% hledani minim
% minima hledam kv uli "stejnosm &rné" slozce, ktera nasledn & "posouva"

% prahovou hodnotu pro hledani maxim. Minima hledam
% hodnoty. Pro vSehcny 4 rezy.
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if length(sum_rez_in)~=0

n5=2;
for k2=1:length(diff_sum)-1
if (diff_sum(1,k2)<0) && (diff_sum(1,k2+1)>=0) &&
sum_rez_in(1,k2)<prah/2
hod_1(1,n5)=sum_rez_in(1,k2);
hod_1(2,n5)=k2+1;
n5=n5+1;
end
end
hod_1(1,end+1)=prah;
hod_1(2,end)=k2+1;

n6=2;
for k3=1:length(diff_sum)-1
if (diff_sum(2,k3)<0) && (diff_sum(2,k3+1)>=0) &&
sum_rez_in(2,k3)<prah/2
hod_2(1,n6)=sum_rez_in(2,k3);
hod_2(2,n6)=k3+1;
n6=n6+1;
end
end
hod_2(1,end+1)=prah;
hod_2(2,end)=k3+1;

n7=2,
for k4=1:length(diff_sum)-1
if  (diff_sum(3,k4)<0) && (diff_sum(3,k4+1)>=0) &&
sum_rez_in(3,k4)<prah/2
hod_3(1,n7)=sum_rez_in(3,k4);
hod_3(2,n7)=k4+1;
n7=n7+1;
end
end
hod_3(1,end+1)=prah;
hod_3(2,end)=k4+1;

n8=2;
for k5=1:length(diff_sum)-1
if  (diff_sum(4,k5)<0) && (diff_sum(4,k5+1)>=0) &&
sum_rez_in(4,k5)<prah/2
hod_4(1,n8)=sum_rez_in(4,k5);
hod_4(2,n8)=k5+1;
n8=n8+1;
end
end
hod_4(1,end+1)=prah;
hod_4(2,end)=k5+1;

% lineérni splajnové interpolace "detekovanych" min im-um &le spo c¢tena
% pseudo-stejnosm  &rnou slozku
splin_1 = interp1(hod_1(2,:),hod_1(1,:),1:l ength(sum_rez_in), 'spline' );
%'linear'
splin_2 =interpl(hod_2(2,:),hod_2(1,:),1:l ength(sum_rez_in), 'spline’ );
%'linear'
splin_3 = interp1(hod_3(2,:),hod_3(1,:),1:l ength(sum_rez_in), 'spline' );
%'linear'
splin_4 = interp1l(hod_4(2,:),hod_4(1,),1:l ength(sum_rez_in), 'spline’ );
%'linear'
%% hledani maxim
% jestlize p rechod prvni derivace je z kladnych do zapornych hod not a
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% p rislusny bod je nad prahovou hodnotou pak se tento b

pik

% v elektroforetogramu.

nl=1;
n2=1;
n3=1;
n4=1,

prah(1,1:4)=prah;

for

k6=1:4
for k5=2:length(diff_sum)-1
if (diff_sum(k6,k5-1)>0) && (diff_sum(k6,k5)>0) &&

(diff_sum(k6,k5+1)<=0) %

%

%

%

%

end

if k6==1 && sum_rez_in(k6,k5+1)>=prah(k6)+splin_1(k5)
polohy1(1,n1)=k5+1;
polohy1(2,n1)=1;
prah(k6)=0.5*sum_rez_in(k6,k5+1);
nl=nl+1;
end
if k6==2 && sum_rez_in(k6,k5+1)>=prah(k6)+splin_2(k5)
polohy2(1,n2)=k5+1;
polohy2(2,n2)=2;
prah(k6)=0.5*sum_rez_in(k6,k5+1);
n2=n2+1;
end
if k6==3 && sum_rez_in(k6,k5+1)>=prah(k6)+splin_3(k5)
polohy3(1,n3)=k5+1;
polohy3(2,n3)=3;
prah(k6)=0.5*sum_rez_in(k6,k5+1);
n3=n3+1;
end
if k6==4 && sum_rez_in(k6,k5+1)>=prah(k6)+splin_4(k5)
polohy4(1,n4)=k5+1;
polohy4(2,n4)=4;
prah(k6)=0.5*sum_rez_in(k6,k5+1);
n4=n4+1,;
end
end
end

%% odstran &nit &snych detekci
polohy 1=polohyl(:,1);

for

k7=2:length(polohy1(1,:))
if polohyl1(1,k7)-polohy1(1,k7-1)<=2
else

polohy 1=([polohy_1 polohy1(:,k7)])

end

end

polohy 2=polohy2(:,1);

for

k8=2:length(polohy2(1,:))
if polohy2(1,k8)-polohy2(1,k8-1)<=2
else

polohy 2=([polohy_2 polohy2(:,k8)])

end

end

polohy 3=polohy3(;,1);

for

k9=2:length(polohy3(1,:))
if polohy3(1,k9)-polohy3(1,k9-1)<=2
else
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polohy 3=([polohy_3 polohy3(:,k9)])
end
end

polohy 4=polohy4(:,1);
for k10=2:length(polohy4(1,:))
if polohy4(1,k10)-polohy4(1,k10-1)<=2
else
polohy_4=([polohy_4 polohy4(:,k10)] );
end
end

%% vykresleni

figure( 'Name' , 'Detekce pik 4 v elektroforetogramu' ) % prvni  rez
subplot(4,1,1)
hold on
% oby cejny sesumovany pr tubé&h
line(1:length(sum_rez_in(1,:)),sum_rez_in(1 1), 'Color ,[100Q]) %
cervena

na

% derivace
% line(1:length(diff_sum(1,:)),diff_sum(1,:),'Color "[000])) % cer-

% detekce pik @
stem( polohy_1(1,:), sum_rez_in(1,polohy_1( 1,)))+prah(1,1), ‘Color*  ,[10

(0])] % cervena
%splajnové interpolace
% plot(hod_1(2,:),hod_1(1,:),'0',2:length(sum_rez_i n),splin_1)
title( 'Prvni  #ez zkoumanou sekvenci - Adenin' , 'fontsize' ,12)
xlabel( 'VySka obrazku [px]' , 'fontsize' ,9)
ylabel( ‘Jas [-] , 'fontsize' ,9)
hold off
% figure, % druhy rez
subplot(4,1,2)
hold on
% oby cejny sesumovany pr tubé&h
line(1:length(sum_rez_in(2,:)),sum_rez_in(2 ), 'Color' ,[010Q]) %
zelena
% derivace
% line(1:length(diff_sum(2,:)),diff_sum(2,:),'Color "[000])) % cer-
na
% detekce pik
stem( polohy_2(1,:), sum_rez_in(2,polohy_2( 1,:))+prah(1,2), '‘Color'  ,[01
(0])) % zelena
%splajnové interpolace
% plot(hod_2(2,:),hod_2(1,:),'0',1:length(sum_rez_i n),splin_2)
title( 'Dreuhy  ¥ez zkoumanou sekvenci - Cytosin' , 'fontsize' ,12);
xlabel( 'VysSka obrazku [px]' , 'fontsize' ,9)
ylabel( ‘Jas [-] , 'fontsize' ,9)
hold off
% figure, %'t reti rez
subplot(4,1,3)
hold on
% oby cejny sesumovany pr tbé&h
line(1:length(sum_rez_in(3,:)),sum_rez_in(3 ), 'Color ,[001]) %
modra
% derivace
% line(1:length(diff_sum(3,:)),diff_sum(3,:),'Color "[000])) % cer-
na

% detekce pik @
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1])

Zluta

na

0])

stem( polohy_3(1,:), sum_rez_in(3,polohy_3(
% modra
%splajnové interpolace
% plot(hod_3(2,:),hod_3(1,:),'0",1:length(sum_rez_i
'T reti tez zkoumanou sekvenci - Guanin'
'Vyska obréazku [px]' , 'fontsize' ,9)
‘Jas [-] , 'fontsize' ,9)
off

title(
xlabel(
ylabel(
hold
% figure, % rez
subplot(4,1,4)
hold on
% oby cejny sesumovany pr tubé&h
line(1:length(sum_rez_in(4,:)),sum_rez_in(4

ctvrty

% derivace
% line(1:length(diff_sum(4,:)),diff_sum(4,:),'Color

% detekce pik
stem( polohy_4(1,:), sum_rez_in(4,polohy_4(

% zluta

%splajnové interpolace

% plot(hod_4(2,:),hod_4(1,:),'0',1:length(sum_rez_i
title( " Ctvrty ez zkoumanou sekvenci - Thymin'
xlabel( 'VysSka obrazku [px]' , 'fontsize' ,9)
ylabel( ‘Jas [-] , 'fontsize' ,9)
hold off
%% vlozeni ety ¥ detekovanych pik 1 do jednoho

seqwl=polohy 1(1,);
seqw2=polohy_2(1,:);
seqw3=polohy_3(1,3);
seqwd=polohy 4(1,:);
seqw=[seqwl seqw2 seqw3 seqw4];

pozl=polohy 1(2,:);
poz2=polohy_2(2,:);
poz3=polohy_3(2,3);
poz4=polohy_4(2,3);

poz=[pozl1 poz2 poz3 poz4];

%% se
c(1,’)=seqw;
c(2,’)=poz;
[serad pozice] = sort(c(1,:));

razeni od nejmensiho po nejv &tSi a odstran

rozdily = diff(serad);
¢ = c(;,pozice);

a=1[
for i= 1l:length(rozdily)
if rozdily(i)==0
if ¢(2,i) ==c(2,i+1)
g(end+1) =i;
end
end

end
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1,:))+prah(1,3),

n),splin_3)
, 'fontsize' ,12);

), 'Color ,[110])

'000]) %

1,:))+prah(1,4),

n),splin_4)
, 'fontsize' ,12);

&ni stejnych detekci

'Color’

'Color

[00

%

cer-
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%% rozkodovani sekvece vySe vyhovujicim pod
sekvence=][];
for k13=1:length(seq(l,:))
if seq(2,k13)==1
sekvence=[sekvence pismeno_1];
elseif  seq(2,k13)==2
sekvence=[sekvence pismeno_2];
elseif  seq(2,k13)==3
sekvence=[sekvence pismeno_3];
elseif  seq(2,k13)==
sekvence=[sekvence pismeno_4];
end
end
%% vypsani sekvence
global sekvence
set(handles.txtSeq, 'String' ,sekvence);
clc

else
helpdig( 'Zadna data ke zpracovani. Nejprve na
end

end

% --- Executes on button press in pbSave.

function  pbSave_Callback(hObject, eventdata, handles)
% hObject handle to pbSave (see GCBO)

% eventdata reserved - to be defined in a future v

% handles structure with handles and user data (

global FileName PathName sekvence

if length(sekvence)~=0

FileNametxt=FileName(1:end-4);
[filenameSave,pathnameSave] = uiputfile([PathNa
"ixt’ ], 'Ulozit sekvenci' );

if length(flenameSave)>1 && length(pathnameSave)>1

fid = fopen([pathnameSave,filenameSave],
fprintf(fid,sekvence);

minkam

&ti obrazek' ,'Zadna dana' );

ersion of MATLAB
see GUIDATA)

me FileNametxt

fclose(fid);
set(handles.txtSouborNazev, 'String' JfilenameSave);
set(handles.txtSouborCesta, 'String' ,[pathnameSave,filenameSave]);
else
filenameSave=( 'image.txt' );
pathnameSave=( 'C:\Users\Desktop\' );
set(handles.txtSouborNazev, 'String' filenameSave);
set(handles.txtSouborCesta, 'String' ,[pathnameSave,filenameSave]);
end

else 3 3

helpdlig( 'Z4dna data k uloZeni.' , 'Z&dna dana'
end

% --- Executes on button press in pbKonec.

function  pbKonec_Callback(hObject, eventdata, handles)

% hObject handle to pbKonec (see GCBO)
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% eventdata reserved - to be defined in a future v
% handles structure with handles and user data (
helpdig( 'Program byl tsp
close(gcbf)

function  edPrah_Callback(hObject, eventdata, handles)
% hObject handle to edPrah (see GCBO)

% eventdata reserved - to be defined in a future v

% handles structure with handles and user data (

% Hints: get(hObject,'String") returns contents of
% str2double(get(hObiject,'String')) returns
double

% --- Executes during object creation, after settin

function  edPrah_CreateFcn(hObject, eventdata, handles)
% hObject handle to edPrah (see GCBO)

% eventdata reserved - to be defined in a future v

% handles empty - handles not created until afte

% Hint: edit controls usually have a white backgrou
% See ISPC and COMPUTER.

if ispc && isequal(get(hObject, '‘BackgroundColor' ),

get(0, ‘'defaultUicontrolBackgroundColor' )
set(hObiject, 'BackgroundColor’ , 'white' );
end

% --- Executes on selection change in txtSeq.

function  txtSeq_Callback(hObject, eventdata, handles)
% hObject handle to txtSeq (see GCBO)

% eventdata reserved - to be defined in a future v

% handles structure with handles and user data (

% Hints: contents = get(hObject,'String") returns t
% contents{get(hObject,'Value")} returns sel

10.2.
function
%%
orig=obrg;
upr=obrg;

transfor_obraz
[upr]=transfor_obraz(obrg);

%% vykresleni originalu

% figure,

% imshow(orig)

% axis off

% axis image

% title('Originalni obrazek");

%% velikost obrazku
[vyska sirka]=size(orig);

%% transformace kontrastu v obraze
minimum=255;
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&8n¢ ukon cen' , 'Ukon ceni programu’  );
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ersion of MATLAB
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maximum=1;

for vl=1:vyska
for sl=1:sirka

%hledani minima
if minimum>orig(vl,sl)
minimum=orig(vl,sl);

%hledani maxima

elseif maximum<orig(vl,sl)
maximum=orig(vl,sl);

end

end
end

kon=255/(maximum-minimum); %vzorec pro linearni transformaci obrazu

for vl=1:.vyska
for sl=1:sirka
upr(vl,sl)=round(kon*(orig(vl,s1)-minimum)) ;
end

end

%% vykresleni upreveného obr po hranové detekci
% figure,

% imshow(upr)

% axis off

% axis image

% title('Obréazek po transformaci');

10.3. filtr_med
function  [upr]=filtr_med(obrg);
%%
orig=obrg;
upr=obrg;

%% vykresleni originalu

% figure,

% imshow(orig)

% axis off

% axis image

% title('Originalni obrazek");

%% velikost obrazku
[vyska sirka]=size(orig);

%% filtrace medianovym filtrem
for vl=1:vyska
for sl=1:sirka

pom1=[];
% rohy
if vli==18&& sl==1 %levy horni roh
poml=[orig(vl,sl:s1+1), orig(vl+1,sl:s1 +1)];
leng_p=4;
elseif vl1==1 && sl==sirka %pravy horni roh
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poml=[orig(vl,s1-1:s1), orig(vl+1,s1-1:

s1)];

leng_p=4;

elseif vl==vyska && sl==1 %levy spodni roh
poml=[orig(vl-1,s1:s1+1), orig(vl,sl:sl +1)];
leng_p=4;

elseif ~ vl==vyska && sl==sirka %pravy spodni roh
poml=[orig(vl-1,s1-1:s1), orig(vl,s1-1: sl)];
leng_p=4;

%hrany

elseif vl==1 && (s1l~=1 || sl~=sirka)
poml=[orig(vl,s1-1:s1+1),orig(vl+1,s1-1
leng_p=6;

elseif vl==vyska && (s1~=1 || s1~=sira)
poml=[orig(vl-1,s1-1:s1+1), orig(vl,sl-
leng_p=6;

elseif sl==1&& (v1~=1|| vl~=vyska)
poml=[orig(v1l-1,s1:s1+1), orig(vl,sl:sl
leng_p=6;

elseif  sl==sirka && (v1~=1 || vl~=vyska)
poml=[orig(vl-1,s1-1:s1), orig(vl,s1-1:
leng_p=6;

%bhlavni  cast obrazku
else
poml=[orig(v1l-1,s1-1:s1+1), orig(vl,s1-
1:s1+1)];
leng_p=9;
end

% se razeni hodnot v promné pom1l
for kl=1:leng p
for k2=1:leng_p
if pom1(1,kl)<pomi(1,k2)
pom=pom1(:,k1);
poml1(;,k1)=poml(;,k2);
poml1(;,k2)=pom;
end
end
end

% vybrani spravné hodnoty ze se razné masky
if leng_p==
pom=round((pom1(2)+pom1(3))/2);
elseif leng_p==6
pom=round((pom1(3)+pom1(4))/2);
elseif leng_p==9
pom=pom1(5);
end

% nahrazeni hodnoty v obazku
upr(vl,sl)=pom;
end
end

%% vykresleni upreveného obr po medianové filtraci
% figure,

% imshow(upr)

% axis off

% axis image

% title('Po medianove filtraci');
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%horni hrana
s1+1)];

%dolni hrana
1:s1+1)];

%levé hrana
+1), orig(vl+1,s1:s1+1)];

%pravé hrana
sl), orig(vl+1,s1-1:s1)];

1:s1+1), orig(vl+1,s1-



10.4. detek _hran

function  [upr]=detek hran(obrg);
%%

orig=obrg;

upr=obrg;

%% vykresleni originalu

% figure,

% imshow(orig)

% axis off

% axis image

% title('Originalni obrazek");

%% velikost obrazku
[vyska sirka]=size(orig);
maska=[-1-2-10001 2 1];

%% hranové detekce
for vl=1:vyska
for sl=1:sirka
pom1=(];

% rohy

if vl==1&&sl==1
poml=[orig(vl,sl:s1+1), orig(vl+1,sl:s1
poml=double(pom1l);
pom=sum(pom1.*[0 0 2 1]);

elseif  v1==1 && sl==sirka
poml=[orig(vl,s1-1:s1), orig(vl+1,s1-1:
poml=double(pom1l);
pom=sum(pom1.*[0 0 1 2]);

elseif vl==vyska && sl==1
poml=[orig(vl-1,s1:s1+1), orig(vl,sl:sl
poml=double(pom1l);
pom=sum(pom1.*[-2 -1 0 0]);

elseif ~ vl==vyska && sl==sirka
poml=[orig(vl-1,s1-1:s1), orig(vl,s1-1:
poml=double(pom1l);
pom=sum(pom1.*[-1 -2 0 0]);

%hrany

elseif vl1==1 && (s1~=1 || sl~=sirka)

poml=[orig(vl,s1-1:s1+1),orig(vl+1,s1-1
poml=double(pom1l);
pom=sum(pom1.*[00 01 2 1]);

elseif vl==vyska && (s1~=1 || sl~=sira)

poml=[orig(v1l-1,s1-1:s1+1), orig(vl,sl-
poml=double(pom1l);
pom=sum(pom1.*[-1 -2 -1 0 0 Q]);

elseif sl==1&& (v1~=1|| vl~=vyska)

poml=[orig(vl-1,s1:s1+1), orig(vl,sl:sl
poml=double(pom1l);
pom=sum(pom1.*[-2 -1 0 0 2 1]);

%levy horni roh

+1)];

%pravy horni roh

s1)];

%levy spodni roh

+1)];

%pravy spodni roh

elseif  sl==sirka && (v1~=1 || vl~=vyska)

poml=[orig(vl-1,s1-1:s1), orig(vl,s1-1:
poml=double(poml);
pom=sum(pom1.*[-1 -2 00 1 2]);

%hlavni  &ast obrazku
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s1)];

%horni hrana

;s1+1)];

%dolni hrana
1:s1+1)];

%leva hrana
+1), orig(vl+1,s1:s1+1)];

%pravé hrana
sl), orig(vl+1,s1-1:s1)];



else
poml=[orig(vl-1,s1-1:s1+1), orig(vl,sl- 1:s1+1), orig(vl+1,s1-
1:s1+1)];
poml=double(poml);
pom=sum(poml.*maska);
end

%o0Set reni aby honota v obrazku nebyla mensi nez a v &tSi nez 255
pom=uint8(pom);

% nahrazeni hodnoty v obazku
upr(vl,sl)=pom;
end
end

%% vykresleni upreveného obr po hranové detekci
% figure,

% imshow(upr)

% axis off

% axis image

% title('Po hranové detekci’);

10.5.  substr_obr

function  [upr]=substr_obr(nazev_originalu, nazev_upr);

%% velikost obrazku
[vyska sirka]=size(nazev_originalu);

%% substrakce obrazu

for vl=1:.vyska
for sl=1:sirka
upr(vl,sl)=nazev_originalu(vl,sl)-nazev_upr (v1,s1);
end

end

%% vykresleni upreveného obr po substrakci
% figure,

% imshow(upr)

% axis off

% axis image

% title('Substrakce obraz "),
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