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MASTER’S THESIS
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SUPERVISOR

BRNO 2014



Abstrakt
Jedna z nov˝ch technik v oblasti analytické chemie, které nalézá stále více uplatnÏní v praxi,
je zobrazovací hmotnostní spektrometrie. Díky její schopnost zaznamenat zastoupení látek
ve vzorku p¯i anal˝ze tkánÏ vπak vznikají aæ GB dat a tyto data je nutné zpracovávat
programovÏ. Cílem této práce je vytvo¯it aplikaci pro zpracování a vizualizaci dat z nového
standardu imzML. SouËástí práce je struËn˝ úvod do problematiky hmotnostní spektrome-
trie, konkrétnÏji pak typu MALDI TOF a jsou zde popsány nÏkteré metody p¯edzpracování
hmotnostnÏ spektrometrick˝ch dat. V práci je také nahlédnuto na souËasn˝ stav existující
software a na základÏ poæadavk˘ spolupracující laborato¯e je navræena a implementována
nová aplikace nejen umoæÚující zobrazení dat, ale i jejich p¯edzpracování jako jsou nap¯í-
klad metody vyhlazování dat Savitzky-Golay, interní kalibrace Ëi vyhledávání pík˘ pomocí
spojité vlnkové transformace. K závÏru jsou i nÏkteré ukázky vizualizovan˝ch dat z reáln˝ch
experiment˘.

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

Úvod

Hmotnostní spektrometrie s laserovou desorpcí/ionizací za úËasti matrice ve spojení s pr˘le-
tov˝m analyzátorem je moderní bioanalytickou metodou vyuæívanou pro urËení hmotnosti
biomolekul a k jejich identifikaci. Atraktivní aplikací této metody je její provedení ve zob-
razovacím módu, kter˝ umoæÚuje poskytnout informaci o prostorovém zastoupení látek ve
vzorku, nejbÏænÏji v tkáÚov˝ch ¯ezech.
K získávání dat je vyuæíváno p¯ístroj˘ naz˝van˝ch hmotnostní spektrometry, jejichæ

v˝voj sleduje moderní trendy v elektronice a informatice. Vysoká kvalita a v p¯ípadÏ zob-
razovací hmotnostní spektrometrie i velké mnoæství spekter s sebou nese i velk˝ objem dat
(v ¯ádu GB), kter˝ není v lidsk˝ch silách manuálnÏ zpracovávat a analyzovat v reálném
Ëase.
Cílem této práce je prozkoumat moænosti vyuæití informaËních technologií a vytvo¯it

software pro základní anal˝zu hmotnostních spekter a hyperspektrálních obrazc˘ pro ne-
komerËní hmotnostní spektrometr sestaven˝ v Laborato¯ích bioanalytické instrumentace
na Ústavu chemie P¯írodovÏdecké fakulty Masarykovy univerzity. Tento software pom˘æe
vÏdc˘m p¯i dalπí práci s daty.
První kapitola práce 2 vysvÏtluje principy a aplikace hmotnostní spektrometrie, p¯e-

devπím pak hmotnostní spektrometrie s laserovou desorpcí/ionizací za úËasti matrice ve
spojení s pr˘letov˝m analyzátorem. Pozornost je vÏnována i zobrazovací hmotnostní spek-
trometrii. Druhá kapitola práce 3 popisuje teorii zpracování dat, tzv. hmotnostních spekter.
P¯ibliæuje konkrétní problémy, které je nutné p¯i práci s daty z hmotnostního spektrometru
¯eπit, aby jejich následná anal˝za dosáhla kvalitních v˝sledk˘. V dalπí kapitole 4 se krátce
podíváme jak˝ je souËasn˝ stav software pro práci s daty z hmotnostních spektrometr˘.
Následující kapitola 5 popisuje samotnou implementaci software pro Ëtení spekter, jejich
zpracování a zobrazení v uæivatelském rozhraní. Nejprve je v této Ëásti vÏnována pozor-
nost jiæ existujícím softwarov˝m ¯eπení pouæívan˝ch pro zpracování dat z hmotnostních
spektrometr˘ s laserovou desorpcí/ionizací za úËasti matrice a pr˘letového analyzátoru a
následnÏ je popsána konkrétní implementace. V p¯edposlední kapitole 6 bude popsáno nÏ-
kolik experiment˘ naimplementované ËteËky s daty a ukázány p¯íklady v˝stupu ze software
s testovacími i reáln˝mi daty. V závÏreËné kapitole 7 jsou pak shrnuty v˝sledky práce.
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Kapitola 2

Hmotnostní spektrometrie

2.1 Historie

První náznaky hmotnostní spektrometrie se objevují roku 1886, kdy Eugen Goldstein po-
zoroval elektrické v˝boje v plynu pod nízk˝m tlakem. Zaznamenal p¯i tom zá¯ení, které
probíhalo od anody skrze kanálky v katodÏ. O pár let pozdÏji Wildhelm Wien pozoroval, æe
silné elektrické Ëi magnetické pole odchyluje takovéto zá¯ení a sestrojil p¯ístroj s paralelním
magnetick˝m a elektrick˝m polem, které rozdÏlovalo Ëástice zá¯ení podle pomÏru jejich
hmotnosti ku náboji (m/z ) . Za otce hmotnostní spektrometrie je ale povaæován aæ Joseph
John Thompson, kter˝ r. 1913 upravil Wienovu instrumentaci sníæením tlaku a popsal tak
izotopy neonu 20Ne a 22Ne. [27]
BÏhem dvacátého století doπlo k postupnému rozvoji hmotnostní spektrometrie, jiæ ve

40. letech se hmotnostní spektrometry staly komerËnÏ dostupné a získaly pevnou pozici
esenciálních nástroj˘ fyziky i chemie. Zcela zásadní vliv na moænosti vyuæití hmotnostní
spektrometrie mÏlo ale objevení “mÏkk˝ch” ionizaËních technik: Koncem 80. let 20. století
dvojice v˝zkumník˘ Franz Hillenkamp a Michael Karas a nezávisle na nich i Koichi Tanaka
p¯edstavili metodu laserovou desorpci/ionizaci za úËasti matrice. Tato metoda ionizace, po-
dobnÏ jako ionizace elektrosprejem (z anglického electrospray ionization), kterou p¯edstavil
John Bennett Fenn, umoæÚuje analyzovat velké molekuly (nap¯. proteiny, nukleové kyseliny)
aniæ by doπlo k jejich destrukci Ëi fragmentaci, která byla charakteristická pro tzv. tvrdé
ionizaËních metody. Hmotnostní spektrometrie vyuæívající tyto ionizaËní techniky je dnes
nezastupiteln˝m nástrojem v oblasti proteomiky. V roce 2002 byla udÏlena Nobelova cena
za rozvoj metod identifikace a strukturní anal˝zy biologick˝ch makromolekul. [11, 25, 8]

2.2 Princip a vyuæití

Hmotnostní spektrometrie (z anglického mass spectrometry nebo také MS) je metodou ana-
lytické chemie. Základní princip metody spoËívá v p¯evedení zkoumané látky do plynného
stavu a ionizaci na nabité Ëástice, která je následována separací iont˘ podle jejich m/z v
hmotnostním analyzátoru a jejich detekcí. Tímto lze získat zastoupení jednotliv˝ch Ëástic
v mÏ¯eném vzorku a urËit tak jeho sloæení. V souËasné dobÏ nachází uplatnÏní v odvÏtvích
jako jsou chemie, fyzika, biologie, forenzní anal˝ze, farmacie, medicínÏ Ëi t¯eba i geologii.
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2.3 MALDI

Laserová desorpce/ionizace za úËasti matrice (MALDI; z anglického Matrix-Assisted Laser
Desorption/Ionization) se vyuæívá pro anal˝zu molekulové hmotnosti a identifikaci peptid˘,
protein˘, sacharid˘, lipid˘, nukleov˝ch kyselin Ëi jin˝ch makromolekul. Základní princip
této ionizaËní techniky spoËívá ve smíchání mÏ¯eného vzorku s tzv. MALDI matricí (malá
organická látka, typicky kyselina). Na takov˝to vzorek se pak p˘sobí v iontovém zdroji
krátk˝mi nanosekundov˝mi laserov˝mi pulsy. Procesy, které p¯i tomto dÏji nastávají dopo-
sud nebyly zcela objasnÏny, ale p¯edpokládá se, æe molekuly matrice silnÏ absorbují energii
laseru, p¯iËemæ dochází k jejich desorpci (obrázek 2.1). Odpa¯ující se Ëástice matrice s sebou
do plynné fáze strhávají molekuly vzorku. SouËasnÏ dochází k ionizaci vzorku. Pro MALDI
je typick˝ vznik jednonásobnÏ nabit˝ch, tzv. pseudomolekulárních iont˘ [M+H]+.

Obrázek 2.1: Schématická reprezentace procesu MALDI

2.4 Pr˘letov˝ analyzátor

Po ionizaci analytu v iontovém zdroji jsou ionty separovány v tzv. pr˘letovém analyzátoru
(TOF; z anglického Time-of-Flight). Ionty jsou nejd¯íve urychleny do letové trubice po-
mocí dvojice extrakËních m¯íæek, na které je p¯ivedeno vysoké napÏtí. Potenciální energie
urychlen˝ch iont˘ odpovídá kinetické energii iont˘:

E

p

= E

kin

! z · U =
m · v2

2
(2.1)

kde:

E

p

. . . potencionální energie,

E

kin

. . . kinetická energie,

U . . . urychlovací napÏtí,

m . . . hmotnost iontu,
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z . . . náboj iontu,

v . . . rychlost.

Rychlost Ëástic se nemÏní v driftové zónÏ bez silového pole a tak jsou ionty o r˘zném m/z
separovány na základÏ doby letu od iontového zdroje k detektoru. Pro stejnÏ nabité Ëástice
platí, æe lehËí Ëástice dopadají na detektor d¯íve neæ Ëástice tÏæπí. Platí zde vztah:

m/z =
2 · e · U · t2

L

2
(2.2)

kde:

m . . . hmotnost iontu,

z . . . náboj iontu,

e . . . elementární náboj,

U . . . urychlovací napÏtí,

t . . . doba letu iontu analyzátorem,

L . . . délka takzvané driftové zóny.

Pro lepπí rozliπení hmotností se pouæívá nÏkolik r˘zn˝ch metod, které korigují nestejnou
distribuci poËáteËní kinetické energie vzniklou v d˘sledku ionizaËního procesu. Jednou z
nich pouæití iontového zrcadla na konci letové trubice neboli reflektoru. Ten je tvo¯en nÏko-
lika prstencov˝mi elektrodami, na které je p¯ivedeno napÏtí o stejné polaritÏ jako je napÏtí
v urychlovací trubici avπak v opaËné prostorové orientaci (obrázek 2.2). Tím pro Ëástice o
stejném m/z nastane, æe Ëástice s vÏtπí kinetickou energií do reflektoru proniknou hloubÏji,
zatímco ty s menπí jej opustí d¯íve a vπechny nakonec dopadnou na detektor souËasnÏ.
[21, 14]

Obrázek 2.2: MALDI TOF s reflektorem
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2.5 Zobrazovací hmotnostní spektrometrie

Zobrazovací hmotnostní spektrometrie (z anglické Mass Spectrometry Imaging neboli MSI)
umoæÚuje rychlou detekci, lokalizaci a identifikaci molekul ve sloæitÏjπích biologick˝ch vzor-
cích jako jsou t¯eba sekce zví¯ecích tÏl. MSI vzniklo pot¯ebou získat prostorovou informaci
o biologick˝ch molekulách, které lze získat bÏænou hmotnostní spektrometrií.
Pro MSI jsou vhodné r˘zné biologické vzorky poËínaje od jednotliv˝ch bunÏk, bakteri-

álních kolonií, vzork˘ biopsie, Ëástí rostlin, zví¯ecí embrya, zví¯ecí orgány aæ po celé Ëásti
zví¯ecích tÏl. Takov˝ vzorek je nejprve zmrazen velmi nízkou teplotou a poté na¯ezán na
tenké ¯ezy. Na tyto vzorky je nanesena matrice a poloæené na terËíku jsou vkládány do hmot-
nostního spektrometru. Ten funguje stejn˝m zp˘sobem jako normální hmotnostní spektro-
metr, jen s tím rozdílem, æe jednotlivé vzorky nejsou mÏ¯eny separátnÏ, ale p¯i akvizici dat
je kaædému bodu (spektru) p¯i¯azena jeho pozice, která po nasnímání celé oblasti zájmu
následnÏ umoæní rekonstrukci tzv. hyperspektrálního obrazce (obrázek 2.3). [1]

Obrázek 2.3: Proces získání dat z tkánÏ pomocí MSI [1]

2.6 DrobeËek

Hmotnostní spektrometr MALDI TOF, ”DrobeËek“ je nekomerËním, vlastními prost¯edky
sestrojen˝m vysoce v˝konn˝m p¯ístrojem s axiální konstrukcí (obrázek 2.4). Tento hmot-
nostní spektrometr byl p˘vodnÏ prof. Preislerem zkonstruován na Northeastern University

7



v Bostonu. V roce 2009 byl vÏnován MasarykovÏ univerzitÏ, zde znovu sestaven a vylepπen.
P¯ístroj vyuæívá pulzní, diodami pumpovan˝ Nd:YAG laser s násobiËem frekvence o vlnové
délce 355-nm a frekvenci do 4 kHz, motorizovan˝ p¯esun MALDI terËíku s rychlostí 5 mm/s,
a vysokorychlostní 2 GS/s AD p¯evodník pro záznam dat.
JedineËn˝m je p¯ístroj také díky rychlému optickému skenovacímu systému, kter˝ umo-

æÚuje pohybovat desorpËním laserov˝m paprskem v Ëasech pod 1 milisekundu. ZmínÏné
charakteristiky p¯edurËují p¯ístroj k velmi rychl˝m anal˝zám, zvláπtÏ pak pro MS imaging.
P¯ístroj je schopen provádÏt zobrazovací hmotnostní spektrometrii témÏ¯ o ¯ád rychleji,
neæ souËasné bÏænÏ dostupné komerËní p¯ístroje. Mapu skládající se z 10 000 pixel˘ dokáæe
instrument nahrát za 11 minut. [3]

Obrázek 2.4: P¯ístroj v jeho souËasné podobÏ v laborato¯i na MasarykovÏ UniverzitÏ
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Kapitola 3

Zpracování dat z hmotnostních
spektrometr˘

3.1 V˝stup z hmotnostního spektrometru

V˝stupem hmotnostního spektrometru typu MALDI-TOF je tzv. hmotnostní spektrum,
tedy závislost signálu intenzity iont˘ dopadajících na detektor na Ëase, jak je popsáno v
kapitole 2.4. V d˘sledku pot¯eby velmi p¯esn˝ch mÏ¯ení hmot b˝vají dnes v˝stupní data
mÏ¯ení velmi obsáhlá. Jejich velikost se pohybuje od nÏkolika MB pro jednotlivá spektra aæ
do ¯ád˘ GB pro obrazce vytvo¯ené pomocí zobrazovací hmotnostní spektrometrie. Velikost
takového spektra je závislá na typu p¯ístroje, p¯esnosti mÏ¯ení a velikosti mÏ¯eného vzorku.

3.2 Spektrum

Na spektrum se z pohledu datového lze dívat jako na tabulku. Taková tabulka je pak sloæena
z Ëasové osy vyjad¯ující Ëas, za kter˝ dan˝ iont dorazil na detektor. Tato doba m˘æe b˝t
p¯i znalosti geometrie hmotnostního spektrometru p¯epoËtena na p¯ibliænou hodnotu m/z,
která b˝vá oznaËována v jednotkách Dalton (Da). Druh˝ rozmÏr je intenzita signálu iont˘,
které v dan˝ Ëas dorazily na detektor. Data se bÏænÏ vynáπí do grafu (obrázek 3.1), kde osa
x oznaËuje rozmÏr m/z a osa y rozmÏr intenzity signálu.
V závislosti na typu p¯ístroje, vzorkovací frekvenci m˘æe mít takovéto spektrum v m/z

ose desítky aæ stovky tisíc bod˘.

Obrázek 3.1: Hmotnostní spektrum vynesené do grafu
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3.3 Hyperspektrální obrázek

V p¯ípadÏ MSI lze na v˝stup mÏ¯ení pohlíæet jako na obrázek. MÏ¯en˝ vzorek je bod po
bodu nasnímán v p¯edem definované oblasti. Kaæd˝ tento bod je pak reprezentován jedním
spektrem. Tyto spektra mohou mít stejnou Ëasovou osu, ale mohou mít také Ëasovou osu
odliπnou. Nejjednoduπeji a nejnázornÏji se data zobrazují do podoby obrázku. Nejprve je
vπak nutné si zvolit hodnotu m/z, pro kterou bude dan˝ obrázek vytvo¯en. Kaæd˝ pixel
takového obrázku pak reprezentuje intenzitu signálu pro dané m/z v sou¯adnicích x, y.
Pokud takové takové intenzity vyneseme do 2D mapy, lze vytvo¯it obrázek 3.2.

Obrázek 3.2: Hyperspektrální obrázek ¯ezu moËového mÏch˝¯e [20]

Jelikoæ hmotnostní spektrometr pracuje na úrovni molekul, b˝vá v˝stup takového mÏ¯ení
velmi obsáhl˝ co se t˝Ëe poËtu dat. Pokud se mÏ¯í nap¯íklad vzorek o velikosti 100 krát
100 bod˘ a kaædé mÏ¯ení jednoho bodu má nap¯íklad sto tisíc bod˘ v ose m/z, pak je
poËet hodnot v takovém obrázku roven 1 miliardÏ. MÏ¯ení se vÏtπinou zaznamenávají Ëísly
s plovoucí Ëárkou. Pokud se pouæije dvojí p¯esnost tak ËistÏ velikost takov˝chto hrub˝ch
dat jednoho takového mÏ¯ení je kolem 7630MB, obvykle to vπak b˝vá o nÏco víc, vzhledem
k nÏkter˝m metadat˘m, které jsou pro následnou anal˝zu nezbytné.

3.4 Formát dat

mzML

Rozπí¯ením vyuæití hmotnostní spektrometrie vznikl poæadavek sdílet namÏ¯ená data mezi
jednotliv˝mi pracovními skupinami. Problém je, æe s komerËními hmotnostními spektro-
metry je dodáván software vytvá¯en˝ danou spoleËností, kter˝ pracuje s proprietárním
formátem. V roce 2008 pracovní skupina HUPO PSI vyvinula spoleËn˝ standard pro uklá-
dání dat z hmotnostních spektrometr˘. Byl nazván mzML a byl urËen pro uloæení jednoho
spektra s metadaty. V roce 2009 byla pak vydána nová, aktuální verze standardu verze
1.1.0. [15]
Tento formát dat je postaven na technologii XML. Hmotnostní spektrometrie má mnoho

typ˘ a kaædé mÏ¯ení lze provádÏt r˘zn˝m zp˘sobem, je tedy zapot¯ebí ukládat strukturo-
vanÏ spousty metadat (obrázek 3.3). Tyto metadata popisují samotn˝ experiment, prost¯edí
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Obrázek 3.3: Schématické zobrazení struktury mzML souboru s klíËov˝mi elementy [15]

Ëi podmínky v jakém experiment vznikal Ëi jiné. Jednotlivé poloæky metadat nejsou v tomto
souboru definovány a místo toho je u nich uveden pouze odkaz do kontrolovaného slovníku,
kter˝m je takzvan˝ OBO soubor (obrázek 3.4). KromÏ metadat jsou v souboru uloæeny také
samotné namÏ¯ené data v binární podobÏ zakódována pomocí base64. Pro rychlejπí p¯ístup
k dat˘m jsou nejd¯ív v souboru uloæeny data o pozici binárních dat a aæ na samotném
konci jsou umístÏny binární data, aby nebylo nutné naËítat vπechny data, ale bylo moæné
p¯istoupit ke konkrétním Ëástem.

OBO

Formát OBO je textov˝ formát reprezentující ontologick˝ jazyk. Koncept, kter˝ tyto sou-
bory reprezentují modeluje podmnoæinu koncept˘ v deskriptivní logickém jazyce OWL s
nÏkter˝ma rozπí¯eními pro modelování metadat a jin˝ch koncept˘, jenæ nejsou podporovány
v jin˝ch jazycích. Samotn˝ formát je moæné Ëíst v Ëisté textové formÏ a nebo pomocí pro-
gramu OBO-Edit, kter˝ ontologie zobrazí ve formÏ stromov˝ch struktur. Ukázka jednoho
záznamu z OBO souboru:

[Term]
id: IMS:1000003
name: ibd binary type
def: ’Describes type of the binary (ibd) file .’ [COMPUTIS:IMS]
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relationship: part_of IMS:0000000 ! Imaging Mass Spectrometry Ontology

imzML

Formát mzML je vπak pro pot¯eby zobrazovací hmotnostní spektrometrie nepraktick˝ a
tak v rámci evropského projektu COMPUTIS v roce 2012 za tímto úËelem vznikl standard
pro ukládání dat ze zobrazovací hmotnostní spektrometrie s názvem imzML. Tento formát
p¯ímo vychází z formátu mzML. Data zobrazovací hmotnostní spektrometrie jsou v tomto
standardu oproti p˘vodnímu mzML souboru uloæeny ne do jednoho, ale do dvou soubor˘.
Jeden soubor obsahuje metadata ve formátu XML a druh˝ obsahuje samotné binární data
z mÏ¯ení.
XML soubor s koncovkou imzml obsahuje vπechny p¯ísluπné informace t˝kající se kon-

krétního experimentu. Formát tohoto souboru z˘stal témÏ¯ stejn˝ jako formát souboru
mzML, také jsou zde pouæity odkazy do kontrolovaného slovníku. Jsou zde ale i rozdíly a to
hlavnÏ z d˘vod˘ r˘zné interpretace v˝sledn˝ch dat. Byly zde doplnÏny metada nap¯íklad
o x/y pozici, konfigurace skenování (obrázek 3.4) Ëi velikost jednotliv˝ch pixel˘. Namísto
samotn˝ch dat jsou zde také uloæeny ofsety k jednotliv˝m spektr˘m pro rychlejπí p¯ístup.

Obrázek 3.4: Moæné varianty konfigurace skenování [20]

Binární data mají koncovku ibd a obsahují samotné namÏ¯ené hodnoty. Z d˘vodu efek-
tivního ukládání dat m˘æou tyto data b˝t uloæeny ve dvou r˘zn˝ch módech: nep¯etræit˝
(continuous) a zpracovan˝ (processed). Nep¯etræit˝ mód p¯edpokládá pro kaædé spektrum,
nebo také pro kaæd˝ bod mÏ¯ení stejné hodnoty m/z a tyto hodnoty jsou v binárních datech
uloæeny pouze jednou na zaËátku (obrázek 3.5). Tento mód pouæívá vÏtπina MALDI-TOF
hmotnostních spektrometr˘. Díky takovému uloæení dojde k velké úspo¯e dat. Oproti tomu
druh˝ mód ukládá pro kaædé spektrum hodnoty m/z zvláπª. V˝hodou tohoto módu je
vÏtπí p¯esnost a vÏrohodnost dat, ale oproti nep¯etræitému módu má v˝sledn˝ soubor témÏ¯
dvojnásobnou velikost.
Oba tyto soubory lze spolu jednoznaËnÏ identifikovat pomocí jedineËného univerzálního

identifikátoru (UUID), kter˝ je obsaæen jak v metadatech, tak v binárních datech. Skládá
se z 16 bajt˘ a v binárních datech je uloæen hned na zaËátku. Dle RFC 4122 má tento
identifikátor bajty uloæeny v po¯adí big-endian oproti tomu zbytek binárního souboru je
vædy uloæen s endianitou little-endian.
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Obrázek 3.5: Struktura soubor˘ standardu imzML [20]

3.5 P¯edzpracování dat

Jedno mÏ¯ení v rámci MALDI-TOF m˘æe obsahovat desítky, stovky a aæ tisíce hmotnostních
spekter. Kaædé takové spektrum obsahuje tisíce intenzit reprezentující p¯edem neznám˝
poËet analyt˘ ve formÏ pík˘. Jak˝koliv pokus dát tÏmto dat˘m smysl vyæaduje nejprve
nízko úrovÚové p¯edzpracování k zajiπtÏní p¯esnÏjπího získání pozic a velikostí jednotliv˝ch
pík˘. V opaËném p¯ípadÏ m˘æe dojít ke znaËnému zkreslení a ke zhorπení v˝sledné anal˝zy
vzorku. P¯edzpracování hmotnostních spekter se skládá z nÏkolika úkol˘, typicky:

• kalibrace,

• filtrování k odstranÏní πumu,

• korekce základny,

• normalizace,

• detekce pík˘.

Kalibrace

Existují dva základní typy kalibrací: externí a interní. P¯i externí kalibraci se pouæívá stan-
dardní vzorek, kter˝ se umístí na jedno Ëi více míst a parametry kalibrace jsou získány z
tohoto standardního vzorku. Tyto parametry jsou pak následnÏ pouæity ke kalibraci dalπích
vzork˘ v jin˝ch místech. Oproti tomu interní kalibrace se provádí pomocí standardního
vzorku smíchaného spoleËnÏ se vzorkem. Hodnoty pík˘ standardních molekul jsou identifi-
kovány a hmoty tÏchto molekul jsou pouæity ke kalibraci celého spektra. Externí kalibrace
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je vhodná, ale Ëasto není dostateËnÏ p¯esná. Oproti tomu interní kalibrace m˘æe b˝t p¯esná,
ale i ta má své nev˝hody. Je nutná základní znalost o vzorku k urËení, jaké mnoæství stan-
dardních látek by mÏlo b˝t p¯idáno do vzorku pro interní kalibraci. Pokud je totiæ mnoæství
standardních látek nedostateËné, píky standardních látek ve spektru není moæné identifi-
kovat. Pokud je mnoæství zase p¯íliπ velké, mÏ¯en˝ vzorek m˘æe b˝t potlaËen. M˘æe také
nastat p¯ekryv pík˘ standardních molekul a mÏ¯eného vzorku. Mohou se objevit také ne-
oËekávané Ëi neznámé molekuly jako d˘sledek reakce mezi mÏ¯en˝m analytem a standardní
látkou. [31]

Interní kalibrace

V mÏ¯ené smÏsi se oznaËí známé píky a urËí se jejich reálná hodnota. Získáme tak mnoæinu
obsahující velikosti chyb v jednotliv˝ch Ëástech funkce spektra. Nejjednoduππí zp˘sob interní
kalibrace je za pomocí lineární regrese metodou nejmenπích Ëtverc˘. Uvaæujme funkËní
závislost f(x) kde x znaËí hodnotu m/z, kterou chceme p¯epoËítat na novou kalibrovanou
hodnotu:

f(x) = ax + b (3.1)

Dosazením hodnot mnoæiny chyb a mnoæiny hodnot m/z do rovnic získáme parametry a a
b:
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Pomocí takto získan˝ch parametr˘ pak lze vypoËítat lineárnÏ kalibrované hodnoty [28].
Proloæení bod˘ p¯ímkou není vædy dostateËnÏ p¯esná aproximace a dalπí moæn˝ zp˘sob
v˝poËtu správn˝ch bod˘ je kalibrace pomocí polynomické regrese [30]. Princip je podobn˝
jako lineární regrese, ale namísto p¯ímky kalibraËní body proloæíme k¯ivkou. V˝poËet pa-
rametr˘ polynomu lze pomocí matice
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Vezmeme-li kup¯íkladu polynom stupnÏ dva, tedy kvadratickou funkci

f(x) = ax

2 + bx + c (3.5)

bude matice pro v˝poËet parametr˘ vypadat následovnÏ
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Normalizace

Normalizace je proces násobení hmotnostních spekter s faktorem πkály intenzit k zvÏtπení Ëi
zmenπení intervalu osy intenzit. Je pouæívána k projekci spekter r˘zn˝ch intenzit na jednu
spoleËnou πkálu intenzit. V zobrazovací hmotnostní spektrometrii je normalizace pouæí-
vána k systematickému odstranÏní artefakt˘, které ovlivÚují intenzitu. Ve vπech anal˝zách
hmotnostní spektrometrie sloæitÏjπích vzork˘ m˘æe docházet k potlaËení iont˘. Jedna mo-
lekula m˘æe potlaËit jinou. Pokud toto nastane, pozorované intenzity neodpovídají reálné
koncentraci ve vzorku. Neaplikováním normalizace m˘æe vést k πpatné v˝sledné anal˝ze.
Normalizace vπak musí b˝t aplikovaná se znalostí, æe rozdíly biologick˝ch vzork˘ jsou sys-
témové chyby. [6]
Jedna z hlavních metod normalizace hmotnostních spekter je pomocí celkového proudu

iont˘ neboli TIC (z anglického Total Ion Current). V této metodÏ jsou vπechny spektra
podÏleny jejich TIC tak, æe vπechny spektra mají stejn˝ integrál. Metoda je zaloæena na
p¯edpokladu, æe Ëísla ve spektrech jsou porovnatelná. Hmotnostní spektrum si lze p¯edstavit
jako vektor hodnot intenzit:

s = x1, x2, . . . xn

(3.7)

Normalizace pak tento vektor dÏlí normalizaËním faktorem f :

s

norm

=
1
f

s (3.8)

Normalizace TIC je speciálním p¯ípadem p-normy :

f = (
X

i

|x
i

|p)
1
p (3.9)

Pro p = 1 je normalizace zaloæena na sumÏ vπech intenzit v hmotnostním spektru.
Se zvyπujícím P mají vyππí intenzity vÏtπí vliv na v˝sledek normalizace. Tento efekt lze
pozorovat pro hodnÏ zaπumÏná spektra. P¯i maximální normÏ jsou nejvyππí intenzity v
zaπumÏném spektru normalizovány na stejnou úroveÚ jako je nejvyππí intenzita vrcholku
ostatních spekter.
Protoæe v˝poËet úrovnÏ πumu m˘æe ovlivnit operace jako vyhlazování, které jsou Ëasto

souËástí p¯edzpracování hmotnostních spekter, pouæívá se také normalizace zaloæená na
mediánu, která je robustnÏjπí pro takovéto metody p¯edzpracování. Medián vπech intenzit
ve spektru je pouæit k v˝poËtu normalizaËní konstanty

f = median(x
i

) (3.10)

Vyhlazování

Hmotnostní spektra jsou díky elektromagnetick˝m a chemick˝m vliv˘m ovlivnÏna πumem.
P¯ed zpracováním takov˝chto spekter je nutné tento πum nejprve odstranit. K tomu se
bÏænÏ pouæívají dolnopropustní filtry.

Klouzav˝ pr˘mÏr

Nejjednoduππí technikou pro vyhlazování signál˘ se stejnÏ vzdálen˝mi body je klouzav˝
pr˘mÏr. Pole hodnot x1, x2, . . . , xn

lze p¯evést na pole vyhlazen˝ch dat. Vyhlazené body
h

k

jsou pr˘mÏrem liché posloupnosti 2n + 1 bod˘ p˘vodních hodnot
x

k�n

, x

k�n+1, . . . , xk�1, xk

, x

k+1, . . . , xk+n�1, xk+n
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h

k

=
nX

i=�n

x

k+i

2n + 1
(3.11)

Liché Ëíslo lze jinak nazvat jako πí¯ku filtru. »ím více je filtr πirπí, tím více vyhlazuje
data.

Savitzky-Golay

Vyhlazovací filtr Savitzky-Golay byl v roce 1964 p¯edstaven Abrahamem Savitzky a Mar-
cel J. E. Golay [19]. Byl vytvo¯en neboª vyhlazování pomocí klouzavého pr˘mÏru a jemu
podobn˝ch technik nebyly dostateËnÏ vhodné pro extrakci stanoven˝ch charakteristik pík˘
spekter. Jednoduπe ¯eËeno, klouzav˝ pr˘mÏr tyto píky roztahuje do πí¯i na základÏ velikosti
definovaného okna.
Hlavní myπlenka spoËívala ve vyhnutí se problémov˝ch vlastností vznikajících p¯i pouæití

klouzavého pr˘mÏru jako jsou relativní maxima, minima a v˝πe zmiÚovaná πí¯ka. Jako
vhodné ¯eπení se ukázalo aplikování lineární regrese polynomu jednotlivÏ pro kaæd˝ vzorek
a pak následné zhodnocení tohoto polynomu p¯esnÏ v místech vzorku. Toto je klíËov˝ bod
v samotné metodÏ. V˝poËet regrese pro kaæd˝ bod zvláπª je ËasovÏ nároËné, lze vπak sníæit
pokud má regrese polynom koneËného stupnÏ. Poté totiæ staËí koeficienty vypoËítat pouze
jednou pomocí konvoluce diskrétního vzorku vstupních dat s koeficienty vektoru.
K odvození algoritmu vyhlazování p¯edpokládejme mnoæinu bod˘ stejnÏ od sebe vzdá-

len˝ch, které jsou lineární kombinací x
n

bod˘ kde n = 1, ...,M

h

k

=
nRX

j=�nL

c

j

x

k+j

(3.12)

kde:

n

L

. . . Ëíslo oznaËující vzorky nalevo,

n

R

. . . Ëíslo oznaËující vzorky napravo,

k . . . index st¯edu.

Lze si vπimnou podobnost s klouzav˝m pr˘mÏrem, kde jsou ale vπechny koeficienty c

n

stejné
c

n

= 1/(n
L

+n

R

+1). Cílem algoritmu je tyto koeficienty najít takové, které zachovají tvar
a vlastnosti ve vzorku. Lze také ¯íct, æe chceme aproximovat základní funkci klouzavého
pr˘mÏru tak, aby nebyla pouæita konstanta, ale polynom vyππího stupnÏ. Pro kaæd˝ bod
x

n

vybereme vhodn˝ polynom metodou nejmenπích Ëtverc˘ pro vπechny body n

L

+ n

R

+ 1
v plovoucím oknÏ a zvolíme h

k

na hodnotu polynomu na pozici k. Díky tomu, æe metoda
nejmenπích Ëtverc˘ zahrnuje pouze inverzi matice, koeficienty jsou lineární kombinací sa-
motn˝ch dat a tudíæ je lze vypoËítat dop¯edu. [10, 17]
K odvození tÏchto koeficient˘ p¯edpokládejme æe h0 lze získat tak, æe se snaæíme vhodnÏ

najít polynom stupnÏ M do k, konkrétnÏ a0 + a1i + · · · + a

M

i

M pro hodnoty x�nL , . . . x

nR .
Poté h0 bude hodnotou polynomu i = 0, konkrétnÏ a0. Rovnice vektor˘ a

j

ve vztahu k
vektoru x

n

v maticové formÏ pak je

(AT

A) · a = A

T · f (3.13)
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nebo také
a = (AT

A)�1 · (AT · f) (3.14)

Konkrétní forma tÏchto matic pak je

A

T
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nRX

k=�nL

A

ki
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k

i+j (3.15)
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k

(3.16)

Koeficienty c

n

jsou pak komponenty a0 kde f je nahrazeno jednotkov˝m vektorem e

n

kde �n

L

 n  n

R

:

c

n

= (AT · A)�1 · (AT · e
n

) =
MX

m=0

(AT · A)�1
0m

n

m (3.17)

Vyhledávání pík˘

Jeden z dalπích moæn˝ch krok˘ p¯edzpracování hmotnostních spekter proteomické anal˝zy je
vyhledávání pík˘. Pouæití této techniky ovlivÚuje následné procesy. Vzhledem ke sloæitosti
signálu a vícero zdroj˘ πumu v hmotnostních spektrech je pravdÏpodobná vysoká míra
faleπnÏ pozitivních nález˘, coæm˘æe zp˘sobit problémy v následné interpretaci dat. Samotné
vyhledávání pík˘ je prvním krokem p¯ed identifikací oblastí zájmu.

Vyhledávání pomocí vlnkové transformace

ObecnÏ se u hmotnostních spekter provádí p¯edzpracování vyhlazováním a odeËtením zá-
kladny, zvolíme-li vπak vhodn˝ algoritmus, tyto kroky lze vynechat. Jedním z tÏchto vhod-
n˝ch p¯ístup˘ m˘æe b˝t algoritmus odpovídajících vzor˘ vyuæívající spojitou vlnkovou
transformaci. Tento algoritmus lze vyuæít p¯ímo na surová data bez p¯edzpracování a v˝sle-
dek bude více konzistentní pro r˘zná spektra. Algoritmus si zachovává nízkou míru faleπnÏ
pozitivních nález˘ díky transformaci do vlnkového prostoru.
Píky v hmotnostních spektrech mají urËité charakteristiky a vzory. ©í¯ka a v˝πka pík˘

se m˘æe mÏnit díky p¯ekryvu s jin˝mi píky Ëi s πumem. Tyto problémy lze vy¯eπit pouæití
vlnkové transformace. Namísto p¯ímé detekce pík˘ algoritmus nejprve identifikuje takzvané
h¯bety v 2D matici koeficient˘ vlnkové transformace a vyuæije je k zjiπtÏní efektivnímu
pomÏru πumu k signálu a k identifikace pík˘. Identifikací pík˘ a p¯i¯azení pomÏru πumu k
signálu ve vlnkovém prostoru jsou problémy se základnou a πumem odstranÏny. [7]

Spojitá vlnková transformace

Metody vlnkové transformace lze t¯ídit do dvou kategorií a to diskrétní Ëi spojitá. Diskrétní
pracuje nad πkálou a pozicemi zaloæen˝ch na druhé mocninÏ. Samotná diskrétní vlnková
transformace je hojnÏ pouæívaná v kompresi dat, protoæe je více efektivní a dostateËná
pro p¯esnou rekonstrukci. Spojitá vlnková transformace umoæÚuje transformaci pro kaædou
πkálu a poskytuje tím dodateËné informace pro porovnávání vzor˘. Navíc zde není pot¯eba
ortogonální vlnka. Matematicky lze spojitou vlnkovou transformaci vyjád¯it

17



C(a, b) =
Z

R

s(t) 
a,b

(t)dt, 
a,b

(t) =
1p
a

 (
t� b

a

), a 2 R

+ � 0, b 2 R (3.18)

kde:

s(t) . . . signál,

a . . . πkála,

b . . . translace,

 (t) . . . mate¯ská vlnka,

 
a,b

(t) . . . πkálovaná a posunutá vlnka,

C . . . 2D matice vlnkov˝ch koeficient˘.

Koeficienty pak odráæí porovnání vzor˘ mezi signálem s a  
a,b

t. »ím jsou koeficienty
vyππí, tím dochází k lepπímu porovnání. ZmÏnou πkály a pak m˘æe  

a,b

(t) odpovídat vzor˘m
na r˘zn˝ch πkálách bez nutnosti vyvolávat sloæité nelineární prokládání k¯ivkou. [5]
K vyhledávání pík˘ je nutné sledovat efekt zmÏny v πí¯ce a v˝πce pík˘, které jsou

πkálovány a posunuty vlnkou  
a,b

(t). Za úËelem získání lepπího v˝konu by vlnka mÏla mít
základní vlastnosti píku jako je aproximace symetrie a jeden hlavní kladn˝ pík. Jako vhodná
se ukazuje takzvaná vlnka mexického klobouku (obrázek 3.6), která je druhou derivací
hustoty Gaussova rozloæení a je na intervalu [�5, 5].

Obrázek 3.6: Vlnka naz˝vaná mexick˝ klobouk [29]

Bez jakéhokoliv πkálování (a = 1) vlnka poskytuje nejlepπí shodu pro píky s πí¯kou
velikosti zhruba dva. Pro vyππí πkály a1 pak shodu pro vÏtπí πí¯ku píku 2a1. Pro spektra v
hmotnostní spektrometrii mají koeficienty na kaædé πkále lokální maxima kolem st¯edu píku.
PoËínaje πkálou a = 1 amplituda lokálního maxima roste spolu se πkálou spojité vlnkové
transformace a dosáhne maxima, kdyæ πkála nejlépe odpovídá πí¯ce píku. V 3D prostoru
si toto lze p¯edstavit jako h¯bet, právÏ pokud vizualizujeme 2D matici koeficient˘ spojité
vlnkové transformace s amplitudou oné transformace jako t¯etí dimenzi. Tímto se problém
hledání pík˘ transformuje na problém hledání h¯bet˘ v 2D matici koeficient˘ a tím je
ménÏ náchyln˝ na lokální minima a více robustní oproti zmÏnám v koeficientech hledaného
prostoru. Sledováním tohoto h¯betu ve vlnkovém prostoru lze tedy dohledat informace o
domnÏl˝ch pících.
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Proces identifikace pík˘

Na obrázku 3.8 lze vidÏt 2D matici koeficient˘ vlnkové transformace. »ím více je barva více
ælutá, tím vÏtπí je amplituda a naopak zelená znaËí menπí amplitudy. P¯i pohledu na 3.7
lze vidÏt, æe h¯eby odpovídají s píky ve spektru (obrázek 3.8).
H¯bet m˘æe b˝t identifkován spojením lokálních maxim koeficient˘ spojité vlnkové

transformace na kaædé úrovni πkály. Nejprve je lokální maximum identifikováno pro kaæ-
dou takovou úroveÚ. Dalπím krokem pak je spojení tÏchto maxim do Ëar, coæ reprezentuje
h¯bety, které se snaæíme nalézt 3.9.
P¯edpokládejme pak, æe 2D matice koeficient˘ spojité vlnkové transformace je N ⇥M ,

kde N je poËet πkál a M je délka spektra. Proces identifikace je pak následující:

1. Inicializace Ëar h¯betu na základÏ lokálních maxim identifikovan˝ch na nejvyππí πkále,
nap¯íklad ¯ádek n, kde n = N v matici koeficient˘ a poËáteËní meze¯e h¯betu 0

2. Pro kaædou Ëáru h¯betu s mezerou menπí neæ urËit˝ práh hledáme nejbliæπí maximum
sousedních πkál. Pokud takov˝ bod nenalezneme, zvÏtπíme mezeru, v opaËném p¯ípadÏ
ji nastavíme na 0.

3. Uloæíme Ëáry h¯bet˘, jenæ mají poËet mezer vÏtπí neæ urËit˝ práh a odstraníme je z
hledání

4. Maxima, které nejsou propojeny body z vrchních πkál budou iniciovány jako nové
h¯bety.

5. Opakujeme krok 2-4 dokud nedosáhneme nejmenπí πkálu neboli ¯ádek n = 1 v matici
koeficient˘

Takto identifikované h¯bety jsou vidÏt na obrázku 3.9, kde barva znaËí relativní sílu
jednotliv˝ch koeficient˘. Ælutá barva znaËí sílu blíæící se nule a modrá naopak vyππí.
P¯ed identifikací samotn˝ch pík˘ je nutné nejprve definovat, co je vlastnÏ pomÏr signálu

k πumu. Na základÏ p¯edpokladu, æe spektrum má charakteristick˝ tvar, je síla signálu píku
definována maximem koeficient˘ vlnkové transformace na Ëá¯e h¯betu urËitého rozsahu πkál.
Co se t˝Ëe πumu, p¯edpokládáme, æe je sloæen z pozitivních nebo negativních pík˘, které
jsou velmi úzké. Koeficienty v nízk˝ch πkálách jsou dobr˝m odhadem úrovnÏ. Lokální úroveÚ
πumu píku je definována jako 95% kvantil absolutní hodnoty koeficientu v rámci lokálního
okna obklopující pík. Minimální úroveÚ πumu, m˘æe b˝t poskytnuta, aby se zabránilo úrovni
πumu blízké nule, coæ m˘æe nastat v oblastech kde je signál hladk .̋ A tedy pomÏr signálu
k πumu je definován jako pomÏr odhadu síly signálu píku a lokální úroveÚ πumu píku.
Pro identifikaci hlavních pík˘:

1. ©kála odpovídající maximální amplitudÏ na Ëá¯e h¯betu je proporcionální k πí¯ce píku
a mÏla by b˝t v urËitém rozsahu

2. PomÏr signálu k πumu by mÏl b˝t vÏtπí neæ urËitá úroveÚ

3. Délka Ëar h¯betu by mÏla b˝t vÏtπí neæ urËitá úroveÚ

»asto jsou okolo velk˝ch pík˘ malé píky, které jsou bÏænÏ oznaËovány jako adukty
polypeptid˘ s molekulami matrice nebo jejími fragmenty. Tyto píky mají kratπí Ëáry h¯betu
neæ hlavní silné píky. Redukováním úrovnÏ z bodu 3 v prostoru obklopujícím hlavní píky,
mohou b˝t tyto malé píky identifikovány.
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Obrázek 3.7: Identifikované vrcholky s pomÏrem πumu k signálu > 3

Obrázek 3.8: Koeficienty spojité vlnkové transformace

Obrázek 3.9: Identifikované Ëáry h¯bet˘ zaloæené na spojité vlnkové transformaci

Uveden˝ algoritmus poskytuje dvÏ moænosti odhadu pozice píku. Jedna vychází z Ëar
h¯betu z nejvyππích πkál k nejniæπím. V tomto p¯ípadÏ pozice na niæπích πkálách urËuje
maximum píku, druh˝ zp˘sob je pak pomocí odhadu tÏæiπtÏ píku na základÏ koeficient˘
spojité vlnkové transformace v urËitém rozsahu πkál v Ëá¯e h¯betu. První metoda poskytuje
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podobné v˝sledky jako bÏæné metody pouæívané pro detekci pík˘. Druhá metoda je více
konzistentní nap¯íË r˘zn˝mi spektry.
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Kapitola 4

SouËasn˝ stav

Jelikoæ je standard imzML 3.4 relativnÏ mlad ,̋ dá se p¯edpokládat, æe doplnÏní jeho pod-
pory do stávajících software nÏjak˝ Ëas zabere. V této kapitole bude zbÏænÏ prozkoumána
aktuální stav podpory tohoto formátu. PoËet software a r˘zn˝ch pomocn˝ch knihoven pro
hmotnostní spektrometrii je obecnÏ pomÏrnÏ velk .̋ Proto se tato kapitola zamÏ¯í pouze na
software, kter˝ se t˝ká se zobrazovací hmotnostní spektrometrií a má p¯ípadnÏ podporu
standardu imzML. Jsou zde prozkoumány aplikace Datacube Explorer z nizozemské insti-
tuce AMOLF, BioMap a MSImageView obÏ od πv˝carské farmaceutické spoleËnosti Novartis
International AG, MALDIVision od spoleËnosti PREMIER Biosoft, MSiReader z labora-
to¯í W.M. Keck FT-ICR Mass Spectrometry Laboratory a komerËní aplikaci flexImaging
od firmy Bruker. Na konci se bude struËnÏ p¯iblíæena aplikace pro hmotnostní spektrometrii
mMass.

4.1 Aplikace

Datacube Explorer

Aplikace Datacube Explorer (obrázek 4.2) je jedna z ¯ady aplikací, které jsou schopné vi-
zualizovat data zobrazovací hmotnostní spektrometrie. Je vπak jednou z mála, které umí
vizualizovat data z imzML soubor˘, BioMap soubor˘ a navíc jeπtÏ z formátu datacube,
kter˝ byl vytvo¯en za úËelem pokroËilejπí vizualizace ve 3D pomocí dodateËného software.
Tento formát byl vytvo¯en právÏ p¯i tvorbÏ této aplikace. Aplikace byla vytvo¯ena pro
jednoduché a rychlé zobrazení velk˝ch soubor˘ zobrazovací hmotnostní spektrometrie. Da-
tacube Explorer nabízí základní jednotn˝ zp˘sob vizualizaËní metody pro data zobrazovací
hmotnostní spektrometrie, kter˝ je v˝stupem r˘zn˝ch p¯ístroj˘ a p¯ístup˘, coæ z nÏj Ëiní
nezávisl˝m na poskytovateli tÏchto dat (obrázek 4.1).
Datacube Explorer je nejpouæívanÏjπí software v oblasti zobrazovací hmotnostní spek-

trometrie pokud se pracuje se soubory ve standardu imzML [12]. Pro následnou vizualizaci
ve 3D se pouæívá dalπí software s názvem Volume Explorer. Mimo samotné vizualizaci soft-
ware s daty hmotnostních spekter nic nedÏlá, zamÏ¯uje se ËistÏ na vizualizaci, neprobíhá
zde æádné p¯edzpracování dat. Pokud je tedy u dat nap¯íklad vysok˝ πum, je nutné tyto
vstupní data p¯edzpracovat p¯ed samotn˝m zobrazením v jiném software. Aplikace umí
jednoduπe barevnÏ zv˝raznit takzvané oblasti ROI (z anglického region of interest).
Datacube Explorer dostupn˝ ke staæení zdarma, avπak jen v binární podobÏ. Pro správ-

nou funkci programu je jeπtÏ nutné autory poæádat o licenci, bez které program není schopen
naËítat jakékoliv soubory. Program byl vytvo¯en v prost¯edí Visual Studio v programovacím
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Obrázek 4.1: Schéma zpracování dat v programu Datacube Explorer pro vizualizaci [12]

Obrázek 4.2: Rozhraní aplikace Datacube Explorer

jazyce C#, díky Ëemuæ je spustiteln˝ pouze na systémech Microsoft Windows s nainstalova-
n˝m .NET framework ve verzi 4 a vyππí. Jeho zdrojov˝ kód vπak není ve¯ejnÏ k dispozici
a aplikace se dá povaæovat za uzav¯enou. Zdrojov˝ kód je dostupn˝ jen pro software pro
následnou vizualizaci ve 3D, která probíhá pomocí jiæ zmínÏného nástroje Volume Explorer.
V˝voj na této aplikaci je vπak aktivní a bÏhem psaní této práce vyπlo hned nÏkolik jeho
vedlejπích verzí a také jedna nová hlavní verze.

BioMap

Aplikace BioMap (obrázek 4.3) byla p˘vodnÏ v roce 1996 vyvinuta pro vyhodnocování MRI1

dat z biomedicínsk˝ch v˝zkum˘. V souËasné dobÏ podporuje i jiné zobrazovací techniky
1
Magnetic resonance imaging - medicínská zobrazovací technika pouæívaná v radiologii ke zjiπtÏní anato-

mie a funkce lidského tÏla
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vËetnÏ zobrazovací hmotnostní spektrometrie. Samotná aplikace byla napsána v IDLTM2.
Díky tomu lze aplikaci spouπtÏt na r˘zn˝ch systémech a také ji r˘znÏ rozπi¯ovat pomocí soft-
warov˝ch balíËku individuálnÏ zamÏ¯en˝ch na jednu konkrétní problematiku. Vizualizace
je zaloæena na rekonstrukci více rovin umoæÚující extrakci libovoln˝ch ¯ez˘ z volumetric-
k˝ch dat. BioMap pouæívá Ëty¯rozmÏrnou reprezentaci dat pro reprezentaci obrázku. První
t¯i rozmÏry popisují pozici samotného voxelu3 v prostoru a Ëtvrtá dimenze je vyhrazena
pro nezávisl˝ parametr jako nap¯íklad Ëas, hmota Ëi vlnová délka. Samotná data lze do
BioMap naËíst v nÏkolika formátech, standard imzML vπak aplikace v souËasné dobÏ ne-
podporuje. Podpora pro tento formát je v souËasné dobÏ ve v˝voji. Aplikace je schopna
v˝sledn˝ obrázek r˘znÏ zpracovávat, ale na úrovní obrazov˝ch dat urËen˝ch spíπe pro MRI.
P¯edzpracování dat z hmotnostních spektrometr˘ jak bylo popsáno v kapitole 5.5 zde není
dostupné. VisuálnÏ analyzovaná data lze uloæit do formátu dat, kter˝ lze dál zpracovávat
v dalπím software. BioMap zahrnuje i dalπí nástroje, které jsou vyæadovány pro zpracování
konkrétních dat, umoæÚuje zkombinovat v˝sledky z nÏkolika r˘zn˝ch dat Ëi experiment˘
a zdokumentovat v˝sledek studie [22]. Program je volnÏ ke staæení v binární podobÏ, pro
bÏh na konkrétní platformÏ je nutné nejprve stáhnout interpret IDL. Pro plnou funkËnost
je nutné aplikaci online licencovat. Ani auto¯i této aplikace zdrojov˝ kód nezve¯ejÚují.

Obrázek 4.3: Ukázka hlavního okna aplikace BioMap se vzorov˝mi daty

MSImageView

ProgramMSImageView (obrázek 4.4) je dílem autor˘ podílejících se na aplikaci BioMap 4.1.
P˘vodním cílem této aplikace byla konverze dat získan˝ch pomocí p¯ístroje FlashQuant do

2
Interface Description Lagungage - jazyk popisující v˝sledné rozhraní dle komponent nezávisle na pro-

gramovacím jazyce

3
volumetrick˝ pixel
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obrázku zobrazovací hmotnostní spektrometrie [23]. Aplikace umí tedy pouze Ëíst a zobrazit
soubory wiff vytvo¯ené na tomto p¯ístroji. Umí zobrazit graf intenzity a základní informace
o datech. Zobrazená data umí uloæit ve formÏ klasick˝ch obrázku PNG, JPEG Ëi TIFF nebo
do formátu imzML. Nejvíce se tato aplikace podobá aplikaci Datacube Explorer s tím, æe
umí pouze Ëíst data wiff. Aplikace je volnÏ ke staæení a od zaËátku roku 2014 je k ní i
volnÏ dostupn˝ zdrojov˝ kód v jazyce C#. Z toho vypl˝vá, æe aplikaci je moæné spustit jen
na systémech Microsoft Windows.

Obrázek 4.4: Uæivatelské rozhraní aplikace MSImageView

MALDIVision

KomerËní software MALDIVision (obrázek 4.5) pochází od firmy PREMIER Biosoft. Jedná
se o plnohodnotn˝ vizualizaËní nástroj pro zobrazovací hmotnostní spektrometrii. Program
umí naËítat a zobrazovat data ze standardu imzML. Umí zobrazit aæ 10 obrázk˘ souËasnÏ,
kde kaæd˝ obrázek zobrazuje r˘zn˝ kontext Ëi dokonce r˘zné mÏ¯ení. Má πiroké moænosti na-
stavení v˝stupního obrázku aª uæ se jedná o barevné schéma Ëi o zobrazení pouze podmnoæin
mÏ¯ení. Lze v nÏm dokonce i naËíst fotografii zkoumaného vzorku pro porovnání s hyper-
spektrálním obrázkem. Má také jednoduché zobrazení grafu spektra. Jelikoæ je software
komerËní a jeho licence vyjde na necel˝ch $10000 byla v pr˘zkumu ozkouπena pouze demo-
verze, která neumoæÚuje naËítat jiná neæ ukázková data.

MSiReader

MSiReader (obrázek 4.6) je open source vizualizaËní nástroj postaven˝ na platformÏMATLAB.
MSiReader chce b˝t alternativou pro vÏdce, kte¯í chtÏjí prozkoumávat vlastní zdroje ob-
rázk˘ a mít pod kontrolou zpracování jejich dat. Jako vstup aplikace podporuje mzXML,
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Obrázek 4.5: Zobrazení t¯í r˘zn˝ch pohled˘ na data z ukázkového experimentu spoleËnÏ s
náhledem konkrétního spektra

imzML, img Ëi ASCII. Klade si za cíl umoænit otevírání obrázk˘, bez jak˝chkoliv limit˘
velikostí Ëi hojností namÏ¯en˝ch dat. Aplikace po otev¯ení ve spektru pomocí automatic-
kého vyhledávání nalezne píky, na jejichæ základÏ zobrazí úvodní hyperspektrální obrázek.
V aplikaci lze provádÏt základní p¯edzpracování jako jsou korekce základny Ëi normalizace.
Bohuæel aplikace neobsahuje moænost procházení a ani zobrazení jednotliv˝ch spekter a
musí se zde spoléhat na automatické vyhledávání na zaËátku. Je obtíæné v aplikaci najít
intenzity signál˘ v neznámem vzorku pro zobrazení správného obrazce. [18]
Aplikace je k dispozici jako samostatná aplikace, kterou lze spustit v MATLAB runtime.

V souËasné dobÏ je aplikace ve verzi 0.05 a je ve fázi v˝voje. Auto¯i s aplikací rovnÏæ
distribuují zdrojové kódy pro prost¯edí MATLAB a je tedy moæné aplikaci spustit p¯ímo v
tomto prost¯edí.

flexImaging

NÏmecká spoleËnost Bruker zab˝vající se v˝robou hmotnostních spektrometr˘ ke sv˝m
p¯ístroj˘m dodává celou ¯adu software. Jedním z nich je i software pro vizualizaci zobra-
zovací hmotnostní spektrometrie s názvem flexImaging (obrázek 4.7). Tento software umí
pracovat s daty zobrazovací hmotnostní spektrometrie ve speciálním formátu, kter˝ aplikace
získá p¯ímo z hmotnostního spektrometru skrze dalπí aplikaci s názvem flexControl. P¯ímo
z této aplikace lze tedy rovnou spouπtÏt experimenty. Data z v˝stupu experimentu jsou
pak rozdÏlena po jednotliv˝ch spektrech, tedy kaæd˝ zmÏ¯en˝ bod má vlastní soubor, kter˝
je umístÏn ve vlastním adresá¯i. Jedno takové mÏ¯ení m˘æe pak obsahovat nap¯íklad 70
tisíc samostatn˝ch soubor˘. Tyto soubory aplikace p¯i otev¯ení p¯ednaËítá pravdÏpodobnÏ
do nÏjaké interní databáze neboª po otev¯ení nedochází k dodateËnému Ëtení a software je
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Obrázek 4.6: Hlavní okno aplikace MSiReader

schopen otev¯ít i velké soubory s velikosti kolem 4GB. NaËítání vπak trvá nÏkolik desítek
minut, ale práce s tÏmito daty je pak plynulá.
Aplikace umí zobrazit jeden hyperspektrální obrázek. Tento obrázek je moæné p¯ekr˝t s

reálnou fotkou a tyto obrázky prolínat mezi sebou. Ve spektru lze v aplikaci zvolit nÏkolik
r˘zn˝ch oblastí, které se následnÏ barevnÏ odliπí a ve v˝sledném obrázku se to projeví vy-
kreslením r˘zn˝ch oblastí r˘znÏ barevnÏ. V obrázku lze také oznaËit oblasti ROI a aplikace
pak pracuje pouze nad tÏmito oblastmi.
FlexImaging samotn˝ umí jedin˝ krok p¯edzpracování a to normalizaci. O ostatní kroky

se stará ostatní software z jejich nabídky. Nap¯íklad vyrovnání základny Ëi redukci dat ¯eπí
software flexControl jiæ p¯i mÏ¯ení. PokroËilejπí anal˝zy nad daty pak provádí software Data
Analyzis.
Software bohuæel neumí pracovat s daty ve formátu imzML. Není také dostupn˝ volnÏ

ke staæení neboª je dodáván p¯ímo s p¯ístrojem. Ani jeho zdrojov˝ kód není dostupn .̋

mMass

Open source aplikace mMass (obrázek 4.8) je aplikace napsaná v jazyce Python v˝vojá¯em
Martinem Strohalmem. Aplikace je kompletní nástroj pro práci s hmotnostními spektry.
Obsahuje mnoho nástroj˘ od p¯edzpracování dat jako je kalibrace, korekce základny, vy-
hlazování Ëi dekonvoluce, p¯es nástroje umoæÚující porovnání samotn˝ch spekter, jejich
hromadné zpracování aæ po r˘zné nástroje pro práci v rámci proteomiky jako je identifi-
kace a evidence protein˘. [24] Bohuæel aplikace v souËasné dobÏ neumí pracovat se soubory
imzML a ani s jin˝mi soubory zobrazovací hmotnostní spektrometrie. V˝voj za úËelem
p¯idání podpory pro tento typ dat je nyní ve v˝voji.
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Obrázek 4.7: Hyperspektrální obrázek krysího mozeËku zobrazen˝ v aplikaci flexImaging

4.2 Shrnutí

Aplikace, které jsou v souËasné dobÏ k dispozici pro práci s daty v rámci zobrazovací
hmotnostní spektrometrie sice existují, ale jejich moænosti nejsou velké. VÏtπina aplikací
umí zobrazit hypespektrální obrázek z urËitého konkrétního formátu dat, kter˝ je Ëasto
r˘zn ,̋ není standardem v odvÏtví a nelze jej jednoduπe sdílet. Standard imzML 3.4, kter˝
se snaæí sjednotit tento formát podporuje jen malé mnoæství aplikací. Aplikace s otev¯en˝m
zdrojov˝m kódem, která by umÏla tento nov˝ formát dat p¯eËíst a umÏlá zároveÚ data ze
zobrazovací hmotnostní spektrometrie p¯edzpracovat, prakticky na trhu zatím neexistuje
a je tedy nutné se spoléhat na komerËní software, kter˝ je buÔ prodáván k samotn˝m
hmotnostním spektrometr˘m Ëi samostatnÏ. Je ale vidÏt, æe v˝vojá¯i jednotliv˝ch program˘
se snaæí do vÏtπiny aplikací nov˝ standard doplnit.
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Obrázek 4.8: Aplikace mMass umí pracovat pouze s jednotliv˝mi spektry. Ukázka hlavního
okna s jedním takov˝m spektrem ze souboru mzML
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Kapitola 5

Návrh a implementace

V následující kapitole je nejprve shrnuto, co by v˝sledná aplikace mÏla umÏt. V potaz se
berou jak v˝stupy z p¯edchozí kapitoly o souËasném stavu, tak poæadavky, které vzeπly z
diskuzí p¯ímo v laborato¯i Masarykovy univerzity s vÏdci, kte¯í pracují s hmotnostním spek-
trometrem z kapitoly 2.6. Na základÏ tÏchto poæadavk˘ byla navræena struktura aplikace
blíæe popsána v sekci 5.2. Dále je pak v sekci 5.3 popsán zp˘sob a implementace naËítání
dat z imzML. V sekci 5.4 je popsáno grafické uæivatelské rozhraní vzhled aplikace a stru-
ËnÏ je popsán hlavní návrhov˝ vzor 5.4. A v neposlední ¯adÏ je p¯iblíæena implementace
jednotliv˝ch proces˘ p¯edzpracování v sekci 5.5.

5.1 Poæadovaná funkËnost

Tato práce probíhala ve spolupráci s Laborato¯í bioanalytické instrumentace prof. Jana
Preislera. V rámci této laborato¯e byl vyroben a sestaven vlastní hmotnostní spektrometr.
Kv˘li tomu byl k tomuto p¯ístroji nejprve vyvinut ovládací program, kter˝ umoæÚuje ovlá-
dat p¯ísluπné komponenty p¯es rozhraní poËítaËe [13]. Tento software data z experiment˘
ukládá p¯ímo do formátu imzML (3.4).
Tyto data je vπak nutné nadále otev¯ít a zpracovat, coæ jiæ zmiÚovan˝ ovládací program

neumí. První z poæadavk˘ je tedy aby aplikace umÏla pracovat se standardem imzML.
Z toho vypl˝vá, æe je nutné, aby aplikace umÏla pracovat s daty zobrazovací hmotnostní
spektrometrie. Je poæadováno, aby aplikace byla schopna zobrazit spektrum pro kaæd˝ bod
mÏ¯ení a to buÔ v˝bÏrem bodu v mapÏ intenzit nebo v˝bÏrem konkrétního spektra ze
seznamu vπech spekter. Toto spektrum bude obsahovat spousty bod˘ a nÏkteré informace
nemusí b˝t v takovém p¯ehledu z¯ejmé Ëi se ztratí. Je tedy nezbytné, aby bylo moæné
zobrazovat Ëásti takového spektra zvláπª neboli mít moænost p¯iblíæení Ëi oddálení. Aplikace
by mÏla také umÏt zobrazit pr˘mÏrné spektrum. P¯i zobrazení spektra by mÏlo b˝t moæné
vybrat jeden konkrétní bod a p¯ípadnÏ jeho okolí neboli interval okolo tohoto bodu. Na
základÏ tohoto bodu by mÏla aplikace umÏt vykreslit 2D mapu intenzit v celém mÏ¯ení.
Tento bod by mÏl jít vybrat i v pr˘mÏrném spektru.
Ani mÏ¯ení na vlastním hmotnostním spektrometru se nevyhne ruπiv˝m vliv˘m, a proto

je poæadováno, aby aplikace umÏla základní kroky p¯edzpracování dat spektra. Jedním z
d˘leæit˝ch krok˘ je kalibrace, jenæ je popsána v kapitole 5.5. Pro úËely laborato¯e je poæa-
dováno, aby aplikace mÏla moænost interní kalibrace, tedy mÏla moænost v˝bÏru nÏkolika
bod˘, ke kter˝m se doplní jejich oËekávané hodnoty a aplikace na základÏ tÏchto hodnot
provede samotnou kalibraci. MÏly by b˝t k dispozici minimálnÏ kalibrace lineární Ëi kvad-
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ratická. K jednoduππí kalibraci by aplikaci mohl slouæit nÏjak˝ algoritmus, kter˝ by dokázal
body ke kalibraci nalézt sám. Dále by aplikace mÏla umÏt vyhladit mÏ¯ená spektra, jak
je popsáno v kapitole 5.5. D˘leæitá je implementace vyhlazovacího filtru Savitzky-Golay,
která je v tomto odvÏtí nejvíce pouæívána. Dalπí techniky p¯edzpracování jako je korekce
základny pro pot¯eby laborato¯e nejsou nutnÏ vyæadovány. V˝stupy z p¯ístroje totiæ nevy-
kazují deformaci základny. Aplikace by vπak mÏla b˝t v budoucnosti rozπí¯itelná o tento Ëi
dalπí kroky p¯edzpracování.

5.2 Návrh struktury aplikace

Samotná aplikace bude vyæadovat grafické uæivatelské rozhraní a to z d˘vod˘ vizualizace
spekter Ëi 2D mapy intenzit. Nejprve je tedy nutné stanovit, jaké budou hlavní kompo-
nenty uæivatelského rozhraní. Návrhy a nápady vzeπly z diskuzí s vÏdeck˝mi pracovníky a
z pr˘zkumu souËasného stavu, kter˝ je p¯iblíæen v kapitole 4. V˝sledkem byl návrh uæiva-
telského rozhraní, jak je uveden na obrázku 5.1.

Obrázek 5.1: Návrh rozloæení komponent uæivatelského rozhraní v˝sledné aplikace

Mapa intenzit

U vÏtπiny aplikací pro zobrazovací hmotnostní spektrometrii je hlavní komponenta samotná
2D mapa intenzit. NÏkteré aplikace mají tÏchto map moænost zobrazit více, jiné zobrazují
pouze jednu. Uæivatelské rozhraní by tedy mÏlo minimálnÏ jednu takovou mapu zobrazovat
neboª je to základní kámen pro zobrazovací hmotnostní spektrometrii. Tato mapa by mÏla
zobrazovat r˘zné intenzity r˘znou barvou. VÏtπina aplikací má také moænost zvolit r˘znou
barevnou mapu pro tyto intenzity. NÏkteré informace se mohou pro lidské oko v jedné
barevné πkále ztratit a v jiné zase ukázat, a proto by bylo vhodné kdyby aplikace umÏla
tyto barevná schémata také mÏnit. Mapa by mÏla mít moænost v˝bÏru konkrétního bodu
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a samoz¯ejmÏ indikace takového v˝bÏru. Okno grafického uæivatelského rozhraní by tedy
mÏlo zobrazovat takovou mapu jako jednu z hlavních komponent.

Spektrum

VÏtπina z testovan˝ch aplikací nemÏla hmotnostní spektrum jako jednu z hlavních kompo-
nent, p¯ípadnÏ nebyl v˘bec p¯ítomná. Kv˘li pot¯ebám operátor˘ p¯ístroje je vhodné mít
komponentu se zobrazen˝m spektrem na stejné úrovni jako zobrazenou mapu intenzit. Zob-
razit spektrum lze nejlépe pomocí grafu, kde na ose X budou umístÏny hodnoty m/z neboli
jednotky Dalton a na ose Y hodnoty intenzity. AË jsou hodnoty mÏ¯ení diskrétní je vhodné
spojit jednotlivé hodnoty po sobÏ jdou hodnoty intenzity Ëárou neboª pak je jednoduπí
visuálnÏ analyzovat pr˘bÏh funkce spektra.

Nastavení p¯edzpracování

Kaæd˝ krok p¯edzpracování má specifické nastavení Ëi vyæaduje zobrazit specifická data. Je
tedy nutné mít rozhraní pro jednotlivé kroky. Jako vhodné se nabízí seskupit tyto Ëásti do
jednotliv˝ch sekcí do jedné komponenty, která umoæní p¯epínaní mezi tÏmito komponen-
tami. P¯epínání mezi kontextem by pak mÏlo probíhat pomocí p¯epínaË˘ Ëi záloæek.

5.3 Zpracování imzML

Jak jiæ bylo uvedeno v kapitole 4 formát imzML je standard vycházející ze standardu
mzML. U mzML bylo celé spektrum uloæeno p¯ímo v samotném souboru. Oproti tomu
formát imzML samotná namÏ¯ená data neobsahuje a data dÏlí do dvou soubor˘, jeden
kter˝ je zpravidla menπí a obsahuje pouze metadata a druh ,̋ kter˝ obsahuje data samotná.
»teËka hyperspektrálních obrázk˘ je implementována v jazyce Ruby a balíËkovací sys-

tém pro tento jazyk RubyGems æádn˝ balíËek pro práci s tímto formátem neobsahuje. Bylo
nutné takov˝ balíËek nejprve vytvo¯it. BalíËek byl vytvo¯en jako souËást této práce a má za
cíl implementovat Ëtení a pop¯ípadÏ i zápis soubor˘ imzML. Soubor s metadaty je v jádru
XML a jelikoæ cílem této práce není sestrojení parseru, byla pouæita externí knihovna pro
práci s s XML/HTML s názvem Nokogiri. XML se obecnÏ zpracovává dvÏma zp˘soby a
to pomocí DOM Ëi SAX parser˘. První z nich naËte celé XML do pamÏti a vytvo¯í tak-
zvan˝ DOM strom, kter˝ obsahuje vπechny data ze souboru XML strukturovanÏ. Druh˝
zmiÚovan˝ p¯ístup SAX zpracovává XML postupnÏ po kaædém uzlu a nenaËítá celé XML
do pamÏti. Data se v tomto p¯ístupu získávají skrze události, které jsou p¯i kaædém Ëtení
jednotliv˝ch uzl˘ vyvolány.
Nejd¯íve byly data zpracovány pomocí DOM neboª tento p¯ístup nevyæaduje ¯eπit vno¯o-

vání jednotliv˝ch element˘ XML souboru. Na testovacích souborech tato metoda fungovala
spolehlivÏ, ale ve chvíli p¯iπla na ¯adu reálná data z bÏænÏ pouæívaného p¯ístroje se tento
p¯ístup ukázal b˝t nevhodn .̋ I p¯estoæe jsou samotná data od mÏ¯ení v samostatném sou-
boru, mÏ¯ení v zobrazovací hmotnostní spektrometrii m˘æe vykazovat velké mnoæství meta-
dat. U reáln˝ch dat tak v˝sledn˝ soubor s metadaty m˘æe dosahovat i velikosti desítek MB.
Zde se tedy ukázalo pouæití metody SAX jako vhodnÏjπí neb je tento p¯ístup o nÏco rych-
lejπí. Bohuæel knihovna Nokogiri ani s metodou SAX nedosahovala optimálních v˝sledk˘,
byla tedy zvolena optimalizovaná, druhá avπak ménÏ známá knihovna ox, která dosahuje
mnohem lepπích v˝sledk˘.
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Cel˝m jádrem balíËku pro zpracování imzML souboru jsou dvÏ hlavní t¯ídy
ImzML::Parser a ImzML::Metadata. První z nich zajiπtuje správné zpracování souboru
dle standardu a v˝sledného pouæití. Konstruktor p¯ijímá pouze dva parametry a to cestu
k soubor˘m imzML a ibd, p¯iËemæ druh˝ zmiÚovan˝ je nepovinn˝ a v p¯ípadÏ jeho ne-
vyplnÏní se automaticky p¯edpokládá, æe binární soubor je uloæen a pojmenován stejnÏ
jako imzML soubor vyjma koncovky. Parser není pouze náhradou za DOM p¯ístup, ale
rovnou bere v potaz v˝slednou sémantiku dat pro jednoduπí práci s daty. V základu par-
seru figuruje automat, kter˝ za pomocí dvou zásobník˘, jeden pro zano¯ení, druh˝ pro
samotné elementy, prochází cel˝ soubor postupnÏ a spojuje jednotlivé elementy metadat,
které spolu souvisí. V˝sledná data po parsování jsou uloæeny v atributu s názvem metadata,
kter˝ je instancí jiæ zmiÚované t¯ídy ImzML::Metadata. Tato t¯ída obsahuje nÏkolik atri-
but˘, které podobnÏ jako samotná metadata obsahují informace o samotném experimentu,
pouæit˝ch p¯ístrojích Ëi metod pro získání dat. V neposlední ¯adÏ také obsahuje atribut
spectrums, kter˝ obsahuje instanci objektu Hash, která obsahuje metadata k jednotliv˝m
sken˘m. Kaæd˝ takov˝ sken je pak implementace t¯ídy ImzML::Spectrum. Tato t¯ída ob-
sahuje metody a atributy pro získání samotn˝ch dat z mÏ¯ení bez ohledu na metodu p˘-
vodního mÏ¯ení (nep¯etræit˝ nebo zpracovan˝). Atributy mz_binary a intensity_binary
implementují t¯ídu ImzML::Spectrum::BinaryData a zajiπtují p¯ístup k samotn˝m dat˘m.
T¯ída ImzML::Spectrum::BinaryData umí tyto naËítaná data ukládat do pamÏti, aby se
nemusely pokaædé naËítat znovu.
V imzML souboru se hojnÏ pouæívají hodnoty z kontrolovaného slovníku, které ukazují

do r˘zn˝ch OBO soubor˘. UrËité identifikátory jsou p¯ímo definovány ve standardu, proto
jsou v p¯ísluπn˝ch t¯ídách uloæeny jako konstanty. Díky rozπi¯itelnosti OBO formátu mohou
b˝t nÏkteré parametry v budoucnu p¯idány, a proto se kontrolují dynamicky na základÏ
jejich pozice ve stromové struktu¯e uvedené v OBO souborech. Za tímto úËelem jsou v
imzML souboru elementy cv, které popisují, jaké OBO souboru jsou pouæity a to vËetnÏ
odkaz˘ na webové stránky, kde jdou stáhnout. Protoæe tyto odkazy v nÏkter˝ch p¯ípadech
nebyly funkËní, byly tyto soubory p¯ibaleny k balíËku. Ke zmÏnám v tÏchto souborech
dochází z¯ídka jen na základÏ rozhodnutí p¯ísluπn˝ch konsorcií.
BalíËek imzml obsahuje automatické testy pokr˝vající d˘leæité Ëásti zpracování imzML

souboru.

5.4 Grafické uæivatelské rozhraní

Ruby je vysoce úrovÚov˝ objektovÏ orientovan˝ skriptovací jazyk, kde je vπechno s Ëím se
pracuje objekt, dokonce i v˝sledky jak˝chkoliv operací jsou objektem. Základní vlastnosti
jazyka lze rozπí¯it balíËky naz˝van˝mi RubyGems. Díky tomu, æe je jazyk interpretovan ,̋ lze
jej spustit na r˘zn˝ch virtuálních strojích. Jazyk je také multiplatformní. Hlavní v˝hodou
tohoto jazyka je moænost Ëasté iterace v˝sledné aplikaci díky vysoké abstrakci jednotliv˝ch
operací [26]. Tento jazyk byl zvolen jako implementaËní jazyk pro tvorbu aplikace v této
práci. Pro tvorbu uæivatelského rozhraní byl zvolen balíËek FXRuby.

FXRuby

Knihovna FXRuby je samotná jen obal neboli wrapper pro C++ rozhraní knihovny FOX
toolkit, která zajiπªuje samotné vykreslování jak samotn˝ch oken, tak jednotliv˝ch prvk˘
uæivatelského rozhraní. Knihovna FXRuby vyuæívá event-driven styl komunikace. Po inici-
alizaci program v FXRuby vstoupí do takzvaného cyklu událostí (event loop), kde program
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oËekává aæ nastanou nÏjaké události. Kaædá taková událost je zde reprezentována odesíla-
telem, kter˝ odesílá zprávu p¯íjemci (obrázek 5.2). [9]

Obrázek 5.2: Ukázka základní komunikace v knihovnÏ FXRuby

Kaædá zpráva v FXRuby se skládá z typu zprávy, identifikátoru zprávy a daty vzta-
hující se ke zprávÏ. Typ zprávy je dan˝ konstantou zaËínající ¯etÏzcem SEL_ nap¯íklad
SEL_COMMAND. Identifikátor zprávy je také konstanta, kterou p¯íjemce pouæívá k rozliπení
dvou p¯íchozích zpráv stejného typu. Událost m˘æe volitelnÏ posílat také r˘zné objekty jako
data. Kód, kter˝ se má vykonat po p¯ijetí zprávy se pak standardním zp˘sobem v Ruby
p¯i¯adí pomocí bloku kódu neboli instancí t¯ídy Proc. Ukázka pouæití:

button.connect(SEL_COMMAND) do |sender, selector, data|
# kód vykonan˝ po zmáËknutí tlaËítka
end

Rozloæení prvk˘ v oknÏ aplikace v FXRuby májí na starosti objekty FXPacker neboli
takzvané layout manaæery. Kaædému takovému objektu se v konstruktoru nastaví vlastnosti
jako jsou zarovnání, roztahování Ëi odsazení. Knihovna FXRuby obsahuje nÏkolik t¯íd, které
dÏdí z objektu FXPacker a dál jeho chování generalizují. Tyto objekty lze do sebe vno¯ovat.

Model-view-controller

Nad základnímy principy FXRuby byl v rámci projektu pouæit návrhov˝ vzor Model-view-
controller (dále jen MVC). Tento návrhov˝ vzor je pouæívan˝ od dob vzniku jazyka Small-
talk. Je to vysoce úrovÚov˝ návrhov˝ vzor, kter˝ zajímá globální architektura aplikace a
klasifikuje objekty do rolí, které v aplikaci hrají. Aplikace vyuæívající tento návrhov˝ vzor
jsou jednoduπí na úpravy a zmÏny poæadavk˘ tedy lépe rozπí¯itelné. MVC uvaæuje t¯i zá-
kladní typy objektu (obrázek 5.3). Objekty modelu, objekty pohledu (z anglického view) a
objekty kontrolér˘ (z anglického controller). Návrhov˝ vzor tÏmto objekt˘m definuje roli
v celkové komunikaci aplikace. [2]

Model

Objekty ze skupiny model reprezentují urËitou znalost Ëi odbornost. Dræí a definují logiku,
která manipuluje s daty. Díky tomu, æe jsou znalosti Ëi odbornosti vztaæené ke konkrétní
problematice, mají tendenci b˝t opakovanÏ pouæitelné. V ideálním p¯ípadÏ nemá objekt
modelu æádné spojení s uæivatelsk˝m rozhraním.

Pohled

Objekt ze skupiny pohled ví, jak má zobrazit uæivateli data z objektu modelu. Tyto objekty
by vπak nemÏli b˝t zodpovÏdné za ukládání zobrazen˝ch dat. Mohou zobrazovat takov˝ch
objekt˘ více nebo jen jejich Ëástí.
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Obrázek 5.3: Schéma komunikace návrhového vzoru Model-view-controller

Kontrolér

Kontroléry, objekty z poslední skupiny, jsou pak v aplikaci zprost¯edkovateli mezi objekty
ze skupiny pohled a objekty ze skupiny model. »asto tyto objekty zajiπªují, aby pohled
zobrazoval správn˝ model, p¯ípadnÏ aby se do modelu ukládala správná data.

Objektov˝ návrh UI

Na základÏ návrhu komponent uæivatelského rozhraní v sekci 5.2 byl jako základ zvo-
len objektov˝ návrh MVC. Celé uæivatelské rozhraní p¯edstavuje jeden modul s názvem
Hyperspectral. Hlavní okno je reprezentováno t¯ídou hlavního kontroléru MainController.
Tato t¯ída zajiπªuje základní funkce hlavního a jediného okna aplikace. ZároveÚ zajiπªuje
naËítání ostatních kontrolér˘. Tyto kontroléry lze rozdÏlit do t¯í Ëástí. První z nich je kont-
rolér starající se o mapu intenzit ImageController, dalπí je kontrolér pro správu zobrazení
spektra SpectrumController a dále jsou ostatní takzvané kontroléry vlastností, kde kaæd˝
kontrolér má na starosti jednu konkrétní Ëást p¯edzpracování. Tyto t¯i skupiny kontrolér˘
mezi sebou vzájemnÏ komunikují a p¯edávají si data. Dále jsou p¯ítomny objekty model˘
a pohledu, které komunikují se samotn˝mi kontroléry. Vπe je schematicky zobrazeno na
obrázku 5.4 Kaæd˝ kontrolér má na starosti nÏjakou Ëást uæivatelského rozhraní, a proto
obsahuje metodu nazvanou load_view, která obsahuje kód pro vytvo¯ení rozhraní pro dan˝
kontrolér. Metoda má jedin˝ parametr nazvan˝ superview, do kterého se p¯edává objekt
uæivatelského rozhraní, kter˝ bude jeho rodiËem a vπechno uæivatelské rozhraní se bude
vytvá¯et uvnit¯.

ZpÏtné volání

Vzájemná komunikace mezi jednotliv˝mi kontroléry je provedena pomocí vlastního systému
zpÏtného volání (anglicky callbacks). Ruby jako jazyk disponuje moænostmi metaprogra-
mování. To znamená, æe je za bÏhu moæné mÏnit samotn˝ kód aplikace. Dalπí intenzivnÏ
pouæívanou vlastností jazyka Ruby je schopnost pracovat s bloky kódu jako objekty [16].
Tyto dvÏ vlastnosti byly vyuæity k vytvo¯ení systému zpÏtného volání.
Samotná logika zpÏtného volání je implementována v modulu Callbacks. Tento modul

obsahuje jeden privátní atribut callbacks a t¯i metody:

• method_missing(m, *args, &block)
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Obrázek 5.4: Upraven˝ objektov˝ návrh MVC aplikace

• callback(name, *args)

• callback_exists?(name)

První a hned nejd˘leæitÏjπí metoda je metoda, kterou Ruby zavolá v p¯ípadÏ, æe dan˝ ob-
jekt volanou metodu neimplementuje. Jako první argument je p¯edán objekt Symbol obsahu-
jící název volané metody. Zbylé dva parametry obsahují argumenty p¯edané volané metodÏ
a pop¯ípadÏ i blok kódu. Metoda p¯i prvním p¯ístupu inicializuje atribut callbacks jako
instanci objektu Hash neboli asociativního pole. NáslednÏ a i p¯i kaædém dalπím p¯ístupu
do tohoto pole na pozici rovnající se názvu metody uloæí dan˝ blok kódu.
Druhá d˘leæitá metoda má název callback. Jako první parametr se metodÏ p¯edává

název, kter˝m˘æe b˝t následován argumenty. Tato metoda se nejprve podívá, zda v atributu
callbacks existuje metoda s názvem, kter˝ byl p¯edán jako první parametr a pokud ano,
tak vykoná blok kódu s uloæeny na pozici pro tuto metodu s argumenty z parametr˘metody.
Poslední metoda callback_exist? je jen pomocná metoda pro zjiπtÏní existence zpÏtného
volání.
Pouæití tohoto zp˘sobu komunikace reflektuje zvyklosti v jazyce Ruby a je podobn˝

zp˘sobu komunikace event-driven v balíËku FXRuby. Nejprve poæadovanou t¯ídu rozπí¯íme
pomocí include o metody modulu Callbacks. Jako p¯íklad pouæití si uvedeme situaci,
kdy v hlavním oknÏ p¯es menu uæivatel vyvolá otev¯ení souboru a vybere nÏjak˝ soubor.
Po provedení této události by se mÏl v aplikaci otev¯ít a naËíst zvolen˝ soubor. MÏjme tedy
instanci objektu menu, u kterého zavoláme metodu when_file_opens následovnÏ

menu.when_file_opens do |filepath|
open_file(filepath)

end

Kód pro otev¯ení souboru se uloæí do atributu callbacks a je vyvolán ve chvíli kdy menu
dokonËí v˝bÏr souboru. Menu vyvolá tento kód pouh˝m zavoláním metody callbacks,
kterou díky rozπí¯ení o modul Callbacks implementuje. P¯íklad pouæití:
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Fox::FXMenuCommand.new(file_menu, ’Open...’).connect(Fox::SEL_COMMAND) do
dialog = Fox::FXFileDialog.new(self, ’Open imzML file’)
dialog.directory = DEFAULT_DIR
dialog.patternList = [’imzML files (*.imzML)’]

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

end
end

Dlouho trvající operace

V aplikaci Ëasto dochází k ËasovÏ nároËn˝m operacím a je t¯eba uæivateli nÏjak˝m zp˘sobem
dát vÏdÏt o stavu operace. Takové operace je vhodné pouπtÏt na pozadí, aby nedocházelo k
úplnému zablokování uæivatelského rozhraní. K tomu je v hlavním oknÏ aplikace objekt t¯ídy
ProgressDialog, kter˝ dÏdí z objektu Fox::FXProgressDialog. Objekt je inicializován v
hlavním oknÏ, kde se na nÏm volá metoda run s blokem kódu. Tento blok je v tomto
objektu spuπtÏn na novém vláknÏ a sám objekt zobrazuje stav operace. V˝luËná sekce
je zde zajiπtÏna pomocí semaforu instancí t¯ídy Mutex. Po dokonËení 100% probíhajících
operací se okno pr˘bÏhu samo uzav¯e.

Kontroler mapy

Zobrazení samotného hyperspektrálního obrázku je zajiπtÏno pomocí kontroléru mapy
ImageController. Ten obsahuje jeden hlavní pohled ImageCanvas zodpovÏdn˝ za vyskres-
lení obrázku (obrázek 5.5). Hlavní kontrolér MainController volá metodu create_image
s hodnotami jednotliv˝ch intenzit a rozmÏru získaného z imzML metadat. Vstupní data si
ImageCanvas vytvo¯í nejprve normalizuje do barevné mapy od 0 do 255 a následnÏ pak
vytvo¯í instanci objektu Fox::FXPNGImage, u kterého kaæd˝ pixel nastaví na p¯ísluπnou
barvu. Pokud je mÏ¯en˝ obrázek v jiném pomÏru neæ je velikost ImageCanvas, jeho zbytek
je vyplnÏn bílou barvou. Pokud je obrázek co se poËtu pixel˘ v jednotliv˝ch rozmÏrech
menπí resp. vÏtπí neæ zobrazen˝ ImageCanvas, obrázek se zvÏtπí resp. zmenπí v originálním
pomÏru, aby nedoπlo k dezinterpretaci zobrazen˝ch informací.
ImageController dále odchytává události vyvolané myπí, konkrétnÏ událost stisknutí

levého tlaËítka. ProbÏhne p¯epoËet sou¯adnic do pozice spektra v mÏ¯eném experimentu,
vykreslí se indikace zvolení konkrétního spektra a pomocí zpÏtného volání se informují
p¯ípadní zájemci o tuto událost.
Kontrolér mapy se tedy stará o zobrazení namÏ¯en˝ch dat a p¯ípadn˝ v˝bÏr konkrétního

bodu v mapÏ intenzity.

Kontrolér spektra

Dalπím z klíËov˝ch kontrolér˘ je SpectrumController neboli kontrolér spektra. Ten má
na starosti zobrazení dat spektra ve formÏ grafu a p¯ípadnÏ operace nad ním provádÏné.
Hlavním pohledem pro tento kontrolér je opÏt t¯ída dÏdící z Fox::FXCanvas s názvem
SpectrumCanvas. Ta má na starosti kompletní vykreslování spektra. Vπechny vykreslo-
vací operace v této t¯ídÏ probíhají v metodÏ draw. Kontroléru se p¯edávají surová spek-
trometrické data k zobrazení, ten si je p¯epoËte do prostoru zabraného aktuální velikostí
SpectrumCanvas. K p¯epoËtu bod˘ do prostoru a zpÏt se pouæívají metody
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spectrum_point_to_canvas a canvas_point_to_spectrum. V jiæ zmínÏné metodÏ draw
se p¯i prvním v˝skytu dat vypoËtou data, které se mají zobrazit a ty se uloæí, aby se nemu-
sely poËítat znovu p¯i dalπím p¯ekreslení. Pokud dojde ke zmÏnÏ dimenzí pohledu Ëi dat,
zavolá se u kontroléru metoda needs_display, jenæ oznaËí SpectrumCanvas jako neplatn˝
a nutn˝ k p¯ekreslen˝ v dalπím vykreslovacím cyklu.
Kontrolér funguje v nÏkolika módech, které jsou urËeny atributem mode. Pro r˘zné

procesy p¯edzpracování jsou r˘zné události, které lze provádÏt nad spektrem. V p¯ípadÏ
v˝bÏru hodnoty intenzity pro vykreslení hyperspektrálního obrázku se ve spektru vybírá
intenzita a zobrazuje interval, ale p¯i kalibraci se æádn˝ interval nenastavuje a vybírá se
více bod˘.
Ve vπech módech lze ve spektru pomocí myπi p¯ibliæovat. P¯i stisku a uvolnÏní levého

tlaËítka myπi dojde v aplikaci k událostem, ze kter˝ch se v kontroléru a metod na p¯epoËet
bodu z jednotliv˝ch prostor˘ vypoËte do jaké oblasti se má spektrum p¯iblíæit. Oddálení
pak lze provést pomocí tlaËítek umístÏn˝ch vedle vykresleného spektra. P¯iblíæení probíhá
jednoduπe tak, æe se vezmou originální hodnoty spektra a o¯eæou se do poæadovaného in-
tervalu, kter˝ se SpectrumCanvas p¯edá jako nové spektrum k vykreslení.

Obrázek 5.5: Hlavní okno aplikace vytvo¯ené v rámci projektu s ukázkou vykresleného
obrázku dle vybrané intenzity
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5.5 P¯edzpracování dat

V rámci aplikace jsou implementovány nÏkteré procesy p¯edzpracování. KonkrétnÏ se jedná
o metody vyhlazování, kalibrace a automatického vyhledávání. V následujících sekcích je
p¯iblíæena jejich implementace v aplikaci.

Vyhlazování

Vyhlazování v aplikaci zajiπªuje kontrolér vlastnosti SmoothingFeatureController. V
rámci aplikace byly implementovány dvÏ metody vyhlazování a to pomocí plovoucího okna
a pomocí metody Savitzky-Golay. P¯ed samotnou aplikací lze pro obÏ metody zobrazit nej-
prve náhled jak bude vyhlazená funkce spektra vypadat p¯i aplikování filtru s konkrétními
parametry. Kontroléru jsou vædy p¯edány hodnoty aktuálnÏ zobrazeného spektra ve formÏ
asociativního pole. Z tohoto pole jsou vædy vytaæeny pot¯ebné informace.

Plovoucí pr˘mÏr

Nejprve bylo implementováno vyhlazování pomocí plovoucího okna. Samotné vyhlazení
zajiπªuje metoda moving_average v kontroléru SmoothingFeatureController. Má dva
parametry, kde první je pro samotná data a druh˝ urËuje velikost plovoucího okna. Velikost
okna musí b˝t vÏtπí neæ jedna a zároveÚ nesmí b˝t vÏtπí neæ je velikost samotn˝ch dat.
Vzhledem k principu jak˝m toto vyhlazování funguje, nedojde k vyhlazení prvních resp.
posledních n/2 hodnot, kde n je velikost okna. Algoritmus je následující:

1. vytvo¯ nové pole vyfiltrovan˝ch hodnot

2. na zaËátek tohoto pole p¯idej data z p˘vodního pole o velikosti n/2

3. pro kaæd˝ prvek na indexu i vstupních dat v rozsahu n/2 aæ k�n/2, kde k je velikost
vstupních dat, udÏlej:

(a) vezmi prvky ze vstupního pole i� n/2 aæ i + n/2 a vypoËti pr˘mÏr
(b) pr˘mÏr uloæ do pole vyfiltrovan˝ch hodnot

(c) pokraËuj na dalπí prvek

4. na konec vyfiltrovan˝ch hodnot p¯ipoj n/2 posledních hodnot z p˘vodního pole

Savitzky-Golay

Implementace filtrování pomocí metody Savitzky-Golay je rozdÏlena do více metod. Nej-
prve se vypoËtou jednotlivé váhy v metodÏ weights. Váhy jsou v˝sledkem ¯eπení soustavy
lineárních rovnic, která je vypoËtena zjednoduπenou Moore-Penrose pseudoinverzí matice.
Algoritmus pak probíhá obdobnÏ jako plovoucí pr˘mÏr, jen zde hrají d˘leæitou roli právÏ
ony vypoËtené váhy. Díky tomu v˝sledn˝ algoritmus více zachovává charakteristické píky
ve funkci.

Normalizace

O normalizaci se stará NormalizationFeatureController kontrolér. V aplikaci je moænost
zvolit si mezi normalizací metodou TIC nebo normalizací za pomoci mediánu. PodobnÏ
jako u ostatních proces˘ p¯edzpracování i zde má samotnou metodu na starosti blok kódu,
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kter˝ se p¯edává do hlavního kontroléru. Vstupem tohoto bloku a samotné normalizace je
pak pole hodnot intenzit. MetodÏ normalization se p¯edá takové pole spoleËnÏ s druh˝m
parametrem, kter˝ urËuje typ samotné normalizace. V˝poËet p-normy probíhá p¯ímo v
této mÏtodÏ za pomoci funkce inject, zatímco v˝poËet mediánu je implementován jako
rozπí¯ení t¯ídy Array metodou median.

Kalibrace

Proces kalibrace v aplikaci má na starosti kontrolér CalibrationFeatureController. Jeho
hlavní komponenta je tabulka s kalibraËními body, kterou lze vidÏt na obrázku 5.6 vpravo
naho¯e. Kaæd˝ ¯ádek této tabulky urËuje právÏ jeden bod kalibrace. Tabulka obsahuje
celkem Ëty¯i sloupce: selected, origin, di↵ a peptid. První ze sloupc˘ selected oznaËuje místo
v aktuálním spektru v ose intenzity. Do nÏj lze p¯ímo zadat hodnotu pomocí klávesnice nebo
lze bod po vybrání ¯ádku zvolit myπí p¯ímo ve spektru. Druh˝ sloupec origin lze zadávat
pouze pomocí klávesnice a mÏl by obsahovat hodnotu, kterou by mÏl vybran˝ bod ze sloupce
selected obsahovat. Na základÏ tÏchto dvou hodnot pak probíhá samotná kalibrace. T¯etí
sloupec di↵ pouze zobrazuje rozdíl mezi prvním a druh˝m sloupcem a poslední sloupec
name je pouze informativní urËen˝ pro p¯ípadn˝ název kalibraËní bodu.
I u kalibrace lze p¯ed samotnou aplikací vyvolat náhled jak lze vidÏt na obrázku 5.6.

V rámci aplikace byly implementovány dva zp˘soby kalibrace a to kalibrace lineární a
kvadratická. Pro v˝poËet nové hodnoty se u obou variant pouæívají rozdíly hodnot origin�
selected.

Lineární kalibrace

Lineární kalibrace jednoduπe projde vπechny body spektra a pro kaæd˝ bod vypoËte na
základÏ dan˝ch kalibraËních bod˘ jeho novou hodnotu. Tato kalibrace probíhá v metodÏ
linear_calibration. Tato metoda prakticky implementuje rovnice 3.2, 3.3, které pak
dosadí do rovnice 3.1 a vrátí v˝slednou hodnotu.

Kvadratická kalibrace

Kvadratická kalibrace je o nÏco sloæitÏjπí. Jedná se v podstatÏ o polynomickou aproximaci
druhého ¯ádu. Nejprve se metodou polynomial vypoËtou koeficienty polynomu. V˝poËet
koeficient˘ je opÏt problém ¯eπení soustavy rovnic. Implementace odpovídá vzorc˘m 3.4
resp. 3.6. V˝sledkem je pole koeficient˘, které se následnÏ p¯edá metodÏ polynomial_value
spoleËnÏ s hodnotou funkce p˘vodního spektra x, která má b˝t p¯epoËtena. Nejd¯íve se
vytvo¯í pole o stejné velikosti jako pole koeficient˘. Do kaædé poloæky se vypoËte hodnota
jedné Ëásti polynomu a pomocí Ruby metody inject se tyto hodnoty seËtou. Na konci je
jeπtÏ p¯iËtena hodnota prvního koeficientu, kter˝ má x

0 a tudíæ nefiguruje v roznásobování.
V˝stupem je opÏt kalibrovaná hodnota.

Vyhledávání pík˘

Vyhledávání jak bylo popsáno v kapitole 5.5 bylo Ëerpáno z Ëlánku [7]. V rámci tohoto
Ëlánku byl algoritmus implementován a dán ve¯ejnÏ k dispozici ve formÏ zdrojového kódu v
jazyce R. KonkrétnÏ jazyk R totiæ pat¯í mezi rozπí¯en˝ a pouæívan˝ jazyk na implementaci
r˘zn˝ch nejen bioinformatick˝ch algoritm˘ vËetnÏ tÏch pro práci s hmotnostními spektry.
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Obrázek 5.6: Náhled lineární kalibrace pomocí 3 definovan˝ch bod˘

VÏtπina dostupn˝ch algoritm˘ je k dispozici na webov˝ch stránkách Bioconductor, která
poskytuje nástroje pro práci s genomick˝mi daty s otev¯en˝m zdrojov˝m kódem.

RinRuby

Pro spouπtÏní kódu v jazyce R byl pouæit balíËek z RubyGems s názvem RinRuby. RinRuby
je implementován za pomocí standardních Ruby knihoven a tudíæ je knihovna jednoduπe
p¯enositelná. RinRuby jako hlavní nástroj pouæívá TCP/IP sokety. P¯i kaædém pouæití
RinRuby otev¯e systémovou rouru pro interpret jazyka R. Tato roura z˘stane otev¯ená
po celou dobu bÏhu Ruby skriptu, lze ji vπak explicitnÏ ukonËit pomocí p¯íkazu quit.
Vπechny p¯íkazy jazyka R se zadávají pomocí metody eval, která tyto p¯íkazy poπle p¯es
onu otev¯enou rouru. Dá se ¯íct, æe Ruby p¯edstavuje server a R klient, kte¯í mezi sebou
komunikují skrze rouru. P¯es tuto rouru je moæné si p¯edávat data z R skriptu do Ruby
skriptu Ëi naopak. Jelikoæ k tomu dochází p¯es sokety, p¯edávání velk˝ch objem˘ dat je
rychlé. [4]. Ukázka pouæití RinRuby v Ruby skriptu:

require ’rinruby’

# nÏkolik zp˘sob˘ p¯i¯azení hodnoty do interpretu R
R.a = 1000
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R.b = 5
R.assign(

’’
c‘‘, 3)

# vykonání kódu R
R.eval <<EOF
x <- rgamma(a, b, c)
hist(x)

EOF

# v˝pis hodnoty z interpretu R v Ruby
puts R.x

V aplikaci je pouæit balíËek z Bioconductoru s názvem MassSpecWavelet. BalíËku je z
uæivatelského rozhraní p¯edán parametr, urËující poËet πkál pouæit˝ v algoritmu hledání.
Dále následuje pr˘bÏh samotného kódu v jazyce R:

# naËítání balíËk˘
library(MassSpecWavelet)
library(waveslim)

# vyhledávací algoritmus
peakInfo <- peakDetectionCWT(exampleMS)

# uloæení pot¯ebn˝ch v˝sledk˘ do promÏnn˝ch
majorPeakInfo <- peakInfo$majorPeakInfo
peakSNR <- majorPeakInfo$peakSNR
allPeakIndex <- majorPeakInfo$allPeakIndex

První dva ¯ádky naËtou do prost¯edí jazyka R balíËek MassSpecWavelet se samotn˝m
algoritmem hledání a balíËek waveslim obsahující pomocné funkce pro práci se signály. Na
dalπím ¯ádku je volaná funkce peakDetectionCWT, která obaluje základní komponenty sa-
motného algoritmu a provádí cel˝ v˝poËet. V této funkci se volají funkce pro v˝poËet spojité
vlnkové transformace cwt, funkce hledající lokální maxima getLocalMaximumCWT. H¯bety
v koeficientech spojité vlnkové transformace hledá funkce s názvem getRidge. Poslední
d˘leæitou Ëást zajiπªuje funkce identifyMajorPeaks, která identifikuje píky na základÏ
h¯bet˘ z 2D matice koeficient˘ vlnkové transformace a odhadnut˝m pomÏrem signálu k
πumu. Poslední t¯i ¯ádky pak uloæí d˘leæité informace z v˝sledku hledání. Pro probÏhnutí
R skriptu se v Ruby jeπtÏ nalezené v˝sledky vyfiltrují, aby obsahovaly pouze píky, které
mají pomÏr signálu k πumu vÏtπí nebo roven zadané hodnotÏ z uæivatelského rozhraní.

Fronta p¯edzpracování

Jednotlivé kroky p¯edzpracování lze nejen prohlíæet, ale také aplikovat na prohlíæená data.
Aplikace má za tímto úËelem vytvo¯enou frontu úloh, která se provádí p¯ed kaæd˝m p¯ístu-
pem k datum z mÏ¯ení. Tato fronta je uloæena v hlavním kontroléru MainController v
atributu preprocess. Tento atribut obsahuje asociativní pole Hash, kde kaædá operace
p¯edzpracování má svého zástupce. Nap¯íklad vyhlazování lze nalézt pod klíËem :smoothing.
Kaæd˝ takov˝ krok p¯edzpracování obsahuje instanci objektu procesu Proc neboli bloku
kódu. P¯i p¯ístupu k binárním dat˘m se kontrolér podívá, zda v tomto atributu neexistují
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kroky pro p¯edzpracování a pokud ano, tak je provede. V uæivatelském rozhraní se pak
pracuje s daty takto upraven˝mi.
Kroky p¯edzpracování vznikají ve sv˝ch kontrolérech vlastností. Zde probÏhne vytvo¯ení

samotného objektu Proc a s právÏ dvÏma parametry: pole intenzit a pole hodnot m/z. Pro-
ces s tÏmito dvÏma parametry byl takto vytvo¯en, protoæe kaæd˝ krok p¯edzpracování m˘æe
pracovat s jinou Ëástí dat, nap¯íklad vyhlazování zajímají pouze hodnoty intenzit, zatímco
kalibrace upravuje hodnoty m/z. V procesu pak dochází k p¯ísluπné operaci p¯edzpracování.
Tento objekt procesu se v rámci jednotliv˝ch kontrolér˘ vlastností pouæívá i pro náhled p¯ed
aplikací p¯edzpracováním.
Kaæd˝ typ kroku p¯edzpracování m˘æe b˝t ve frontÏ právÏ jednou. Z úvodní záloæky v˝-

bÏru, lze pak tyto kroky vymazat. Kroky p¯edzpracování probíhají pouze za bÏhu aplikace.
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Kapitola 6

Experimenty s daty

V následující kapitole budou provedeny experimenty se vzorov˝mi daty na aplikaci vy-
tvo¯ené v rámci této práce. Byly pouæity jak data ukázková, tak data z reálného mÏ¯ení z
laborato¯e. Vπechny experimenty byly provedeny na CPU Intel CoreTM i5-3317U CPU s
taktovací frekvencí 1.70GHz s 4GB operaËní pamÏti na systému Mac OS X.

6.1 »tení dat

Jako souËást aplikace vznikl i balíËek pro Ëtení nového standardu imzML. Jak bylo uvedeno
v kapitole implementace, ke Ëtení byl pouæit SAX parser Ox. Díky tomu Ëtení imzML
souboru dosahuje mnohem lepπích v˝sledk˘ neæ v p¯ípadÏ pouæití knihovny Nokogiri. Jako
test rychlosti Ëtení poslouæil reáln˝ imzML soubor s názvem S043_Processed.imzML o
velikosti 43.1MB (obrázek 6.1). Soubor byl otev¯en v daném módu a p¯eËten bez ohledu na
sémantiku obsahu.

Obrázek 6.1: V˝sledky testu parsování XML knihoven v Ruby

Rychlost Ëtení je d˘leæitá, u stávajícího software je bÏæné, æe nap¯íklad komerËní aplikace
flexImaging otevírá jeden bÏæn˝ experiment zobrazovací hmotnostní spektrometrie 15 min.
Porovnávat vπak tento Ëas s Ëasem otevírání v aplikaci vytvo¯ené v rámci práce není moæné
neboª komerËní aplikace data naËítá pravdÏpodobnÏ do nÏjaké vlastní databáze Ëi formátu,
ze které pak p¯istupuje k dat˘m rychleji. ZároveÚ tento komerËní software Ëte data ze
spousty mal˝ch soubor˘, zatímco vytvo¯ená aplikace tyto data Ëte z jednoho binárního
souboru.
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6.2 Vyhlazování dat

ÚËinnost implementovan˝ch vyhlazovacích metod lze díky náhledu aplikace konkrétního
filtru p¯ímo v aplikace snadno pozorovat. Na obrázcích 6.2 a 6.3 lze vidÏt rozdíly vyhlazo-
vání pomocí plovoucího okna a Savitzky-Golay. První uveden˝ filtr s rostoucí πí¯kou více
rozπi¯uje a zmenπuje jejich amplitudu. Píky umístÏné p¯íliπ blízko u sebe dokonce zruπí. U
tohoto filtru je velmi d˘leæité rozliπení namÏ¯en˝ch dat a zvolená velikost okna. P¯i πpatnÏ
zvolen˝ch takov˝chto hodnot dochází k velkému poπkození dat a tím ke ztrátÏ informace.
Filtr Savitzky-Golay vykazuj mnohem lepπí v˝sledky p¯i zachování jednotliv˝ch píku. P¯i
jeho pouæití velikost píku tolik nezmenπuje a zachovává malé píky i p¯i stejnÏ velkém filtro-
vací oknÏ.

Obrázek 6.2: Náhled vyhlazení spektra pomocí algoritmu plovoucího pr˘mÏru s oknem o
velikosti 11

Obrázek 6.3: Náhled vyhlazení spektra pomocí algoritmu Savitzky-Golay s oknem o velikosti
11

6.3 Normalizace

Hlavním cílem normalizace je sjednotit πkály intenzit nap¯íË cel˝m obrázek zobrazovací
hmotnostní spektrometrie. Hyperspektrální obrázek zobrazuje právÏ intenzity a jejich sjed-
nocení by mÏlo vést k lepπím v˝sledk˘m zobrazení. Pro experiment byly zvoleny dva expe-
rimenty. První z nich obsahuje calmix neboli kalibraËní smÏs ze souboru
20121220_LIN_100x100_1mmScan_PAPER_0018_spot5_1855. Na mÏ¯ící destiËce bylo nane-
sen vzorek ve formÏ koleËka (obrázek 6.4).
Pro druh˝ experiment byl pouæit obrázek ¯ezu moËového mÏch˝¯e (obrázek 6.5). Lze

jde vidÏt v˝razné zlepπení vizualizovan˝ch dat. Na normalizovaném obrázku lze oproti p˘-
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Obrázek 6.4: V˝sledek aplikace normalizace. Na obrázku vlevo je p˘vodní namÏ¯en˝ obrázek
bez jakékoliv úpravy. Uprost¯ed lze vidÏt ten sam˝ obrázek s aplikovanou normalizací TIC.
Obrázek vpravo pak zobrazuje v˝sledek normalizace pomocí mediánu.

vodnímu pozorovat oblasti vnit¯ku moËového mÏch˝¯e, které v p˘vodním zobrazení nejsou
témÏ¯ vidÏt.

Obrázek 6.5: Normalizace na obrázku moËového mÏch˝¯e, vlevo originální obrázek a vpravo
obrázek s normalizovan˝mi daty pomocí TIC.
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Kapitola 7

ZávÏr

V pr˘bÏhu práce vznikla aplikace pro Ëtení a vizualizaci dat zobrazovací hmotnostní spek-
trometrie pro unikátní, nekomerËní p¯ístroj. Díky moænosti p¯ístupu do laborato¯e se se-
staven˝m hmotnostním spektrometrem z vlastních prost¯edk˘ jsem spolupracoval s vÏdci,
kte¯í se na sestavení p¯ístroje podíleli, a software p¯izp˘sobil jejich poæadavk˘m.
V rámci práce jsem se seznámil se základními principy hmotnostní spektrometrie (ka-

pitola 2), zvláπtÏ pak s typem MALDI TOF. VÏtπina práce se pak vÏnuje zobrazovací
hmotnostní spektrometrií. Byly prozkoumány zp˘soby ukládání dat z hmotnostních spek-
trometr˘, jejich reprezentace a moænosti jejich p¯edzpracování (kapitola 3). V práci je stru-
ËnÏ shrnut (kapitola 4) souËasn˝ stav existujícího software pro zpracování a vizualizaci
dat hmotnostní spektrometrie a na základÏ poæadavk˘ je navræena a implementována nová
aplikace pro zpracování a vizualizaci (kapitola 5).
Aplikace, která vznikla v rámci této práce umí pracovat jako jedna z mála s nov˝m

standardem imzML. Pro Ëtení tohoto standardu vznikl samostatn˝ balíËek s názvem im-
zml v jazyce Ruby. Samotná vizualizaËní aplikace tento balíËek vyuæívá, ale je moæné jej
pouæít i zvláπª pro jiné úËely. Díky tomuto balíËku je moæné otevírat i bÏæné vÏtπí sou-
bory z experiment˘, které v jinde otev¯ít nelze. Oproti existujícímu software má v˝hodu
v tom, æe umí data nejen p¯eËíst a zobrazit, ale umí na data také aplikovat základní pro-
cesy p¯edzpracování. Zdrojov˝ kód je ve¯ejnÏ dostupn .̋ Práce je p¯eváænÏ psána ve vysoko
úrovÚovém objektovÏ orientovaném jazyce Ruby a lze ji snadno p¯izp˘sobovat konkrétním
experiment˘m Ëi pot¯ebám vÏdc˘ v laborato¯i. Na toto bylo myπleno jiæ p¯i návrhu, kter˝
je pro takové budoucí úpravy p¯ipraven. P¯íkladem m˘æe b˝t ukázkové rozπí¯ení funkËnosti
pomocí skriptu v jazyce R pro vyhledávání pík˘.
V souËasné dobÏ je aplikace funkËní a ozkouπena na datech (kapitola 6) z konkrétního

p¯ístroje partnerské laborato¯e, se kterou bude spolupráce pokraËovat i nadále. Pro πirπí
vyuæití je nutné na aplikaci jeπtÏ zapracovat - otestovat na datech po¯ízen˝ch jin˝mi p¯ístroji
v jin˝ch laborato¯ích. Na komerËních aplikacích, které se v souËasné dobÏ pouæívají, pracují
celé t˝my lidí a ceny takov˝ch aplikací jsou velmi vysoké. Vytvo¯ení ve¯ejnÏ otev¯ené verze
dává moænost nejen vyuæití, ale i p¯ípadné spolupráce více lidí.
V budoucnosti by bylo moæné nÏkteré Ëásti p¯epsat do jazyka C, díky Ëemuæ by se

nÏkteré v˝poËty zrychlily. Toto vπak m˘æe vést k omezení p¯enositelnosti na jiné platformy.
Kaædému kroku p¯edzpracování se lze vÏnovat samostatnÏ a je moæné tyto Ëásti aplikace
vylepπit Ëi doplnit o nové p¯ístupy. Aplikace by také v budoucnu mohla b˝t rozπí¯ena o
moænost pokroËilejπí anal˝zy dat jako nap¯íklad automatické vyhledávání oblastí. Díky
stále vÏtπím moænostem nejen poËítaË˘, ale i samotn˝ch p¯ístroj˘, je tato oblast p¯edmÏtem
intenzivního v˝zkumu p¯i hledání biomarker˘ Ëi studiu chemického sloæení biosystém˘.
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Dodatek A

Obsah CD

Na p¯iloæeném CD jsou zdrojové soubory práce ve formátu vËetnÏ vπech pouæit˝ch
obrázk˘. Tyto soubory se nachází ve sloæce tex.
Ve sloæce source lze pak nalézt jednotlivé zdrojové kódy, které vznikly v pr˘bÏhu práce.

Sloæka hyperspectral obsahuje zdrojové kódy samotné aplikace, sloæka imzml pak zdrojové
kódy k balíËku pro Ëtení imzML dat. Dále jsou p¯iloæeny zdrojové kódy, za pomocí kter˝ch
byla testována rychlost XML parser˘ v Ruby.
V neposlední ¯ade jsou na CD ukázkové soubory imzML a to jak vzorové poskytované

spoleËnÏ se standardem tak nÏkteré z reáln˝ch experiment˘ z laborato¯e. Tyto soubory lze
nalézt v adresá¯i imzml. Dále jsou k dispozici OBO soubory s definicemi v adresá¯i obo.
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Dodatek B

Návod

V této Ëásti je struËnÏ popsán jak aplikaci zprovoznit a to na systému OS X od spoleËnosti
Apple. Aplikaci lze spustit i na jin˝ch systémech, konkrétnÏ je zde uveden postup jak
aplikaci spustit na systému Linux Fedora (obrázek B.1), ale aplikace na tomto systému
nebyla ¯ádnÏ otestována.

Obrázek B.1: Aplikace na systému Linux Fedora

B.1 Instalace

Aplikace byla vyvíjena a testována na systému OS X 10.9.2. Pro její bÏh je nutné mít v sys-
tému nainstalované a zprovoznÏné, nÏkteré nástroje a knihovny. PrvnÏ je nutné nainstalovat
Ruby interpret a to minimálnÏ ve verzi 2.1. Pokud je jiæ na systému nainstalována jiná verze
Ruby, lze toho jednoduπe dosáhnout pomocí nástroj˘ rbenv nebo rvm. Alternativou m˘æe
b˝t instalace z balíËku na konkrétním systému (pro OS X nap¯íklad homebrew Ëi macports,
pro Linux Fedora nástroj yum) Ëi zkompilování p¯ímo ze zdrojov˝ch kódu. Po instalaci je
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nutné pomocí nástroje gem nainstalovat balíËek s názvem bundler. Jeho následné pouæití
bude dále popsáno.
Dalπím nutn˝m krokem je instalace knihovny FOX Toolkit. Tu lze taktéæ nainstalovat

pomocí jiæ zmínÏn˝ch nástroj˘ Ëi p¯ímo ze zdrojov˝ch kód˘. Aplikace byla vyvíjena nad
stabilní verzí 1.6.49. Pro verzi 1.7.x Ëi vyππí není aplikace p¯isp˘sobena, doporuËuji pouæít
verzi z vÏtve 1.6.x.
Dále je nutné mít v systému prost¯edí X11, které vyæaduje knihovna FOX Toolkit pro

sv˘j bÏh. Systém Linux vÏtπinou tuto závislost obsahuje, na OS X je nutné doinstalovat
XQuartz.
Poslední externí závislostí je interpret jazyka R. Ten je nutné pro správnou funkci au-

tomatického vyhledávání vrcholk˘ a lze opÏt nainstalovat pomocí jiæ zmínÏn˝ch nástroj˘.
Po nainstalování je jeπtÏ nutné p¯ímo v interpretu stáhnout a nainstalovat balíËek z Bio-
conductory s názvem MassSpecWavelet.

B.2 SpuπtÏní a ovládání

P¯ed prvním spuπtÏním je nutné doinstalovat jeπtÏ závislosti v Ruby. Toho lze jedno-
duπe dosáhnout pomocí p¯íkazu bundle install ve sloæce hypespectral/lib. Ze souboru
Gemfile se zjistí a nainstalují pot¯ebné závislosti. Poté jiæ pro samotné spuπtÏní staËí ve
sloæce lib spustit p¯íkaz

ruby hyperspetral.rb

B.2.1 NaËtení souboru a zobrazení hyperspektrálního obrázku

Po otev¯ení hlavního okna v menu v˝bÏrem File > Open vybereme zdrojov˝ imzML sou-
bor. Aplikace p¯edpokládá, æe se binární soubor ibd jsmenuje stejnÏ a je umístÏn ve stejné
sloæce. Po naËtení metadat se v záloæce Selectiion vyplní mÏ¯ená spektra a v dolní Ëásti se
zobrazí první spektrum z mÏ¯ení jak lze vidÏt na obrázku B.2
Pro zobrazení hyperspektrálního obrázku je nutné prvnÏ zvolit hodnotu m/z a to buÔ

pomocí kliknutí pravé myπi ve spektru nebo zadáním hodnoty do pole m/z. Pro p¯iblíæení ve
spektru na konkrétní oblast lze pouæít buÔ tlaËítka v pravo od spektra neb prav˝m klikem
myπí a následn˝m taæení na oblast zájmu. K hodnotÏ m/z lze také vybrat interval, kter˝ se
bude brát v úvahu p¯i generování obrázku. V Ëásti spektra lze zobrazit jakékoliv konkrétní
spektrum z mÏ¯ení a nebo pr˘mÏrné spektrum nap¯íË cel˝m experimentem pomocí tlaËítka
Show average spectrum. I v takovém spektru lze vybírat bod pro zobrazení obrázku, je to jen
jin˝ úhel pohledu. Spektra je moæné také mÏnit skrze obrázek a to kliknutím na konkrétní
místo v obrázku. U zobrazeného obrázku lze omezit intenzity, které jsou vykreslené pomocí
dvou posuvník˘. Pokud je zatrhnuté políËko Cache into memory tak se p¯i následujícím
naËítání hodnoty uloæí do pamÏti pro rychlejπí p¯ístup. Tato operace m˘æe b˝t ale pamÏtovÏ
velmi nároËná v závislosti na velikosti vstupních dat.
Po vybrání hodnoty m/z lze vygenerovat obrázek pomocí tlaËítka Draw image a v˝sle-

dek m˘æe vypadat jako na obrázku B.3

B.2.2 P¯edzpracování

Data lze v aplikaci p¯edzpracovat nÏkolika zp˘soby. Z kaædé kategorie lze na data aplikovat
pouze jeden krok p¯edzpracování, vπechny tyto kroky jde pak na záloæce Selection vynulo-
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Obrázek B.2: Stav aplikace po otev¯ení souboru

vat pomocí tlaËítka Reset all preprocessing. D˘sledky nÏkter˝ch operací lze p¯ed aplikací
prohlédnout pomocí Preview jak je vidÏt na obrázcích 6.2 Ëi 6.3.
Pomocí automatického vyhledávání na záloæce Peak lze nalézt nÏkteré vrcholky auto-

maticky. Nalezen˝ch vrcholk˘ m˘æe b˝t více a jejich hledání lze omezit zadáním hodnoty
pomÏru πumu k signálu, která je hraniËní do poloæky SNR. V˝sledek lze pak naimportovat
do sekce kalibrace, kde zadávání vrcholk˘ skrze tabulku m˘æe b˝t zdlouhavé.
Pokud se aplikuje nÏjak˝ krok p¯edzpracování, je nutné vædy znovu zmáËknout tlaËítko

Draw image pro aplikaci vπech zvolen˝ch krok˘.
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Obrázek B.3: Zobrazení hyperspektrálního obrázku
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Obrázek B.4: Ukázka náhledu kalibrace pomocí naimportovan˝ch vrcholk˘ z automatického
vyhledávání pík˘
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Dodatek C

T¯ídní diagram balíËku imzml

Obrázek C.1:
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