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ABSTRAKT

Nazev prace: Automatické vyhodnoceni obrazki DNA origami z mikroskopie
atomarnich sil

Cilem prace bylo navrhnout a implementovat nastroj pro automatické vyhodnoceni
obrazkid DNA origami potfizené mikroskopii atomdrnich sil (AFM). Vyhodnoceni mélo
obsahovat upravu obrazku vedouci k jeho segmentaci a nasledné klasifikaci rozpadlych
a uplnych struktur DNA origami. Cilem klasifikace bylo také zhodnoceni navazani
nanocastic na strukturu DNA origami.

Prace se zabyva syntézou vzorku DNA origami, jeho méfeni na AFM a jeho
zpracovani v prosttedich ImagelJ a Python. Vyslednym produktem je jednoduchy detektor
struktur DNA origami jak v celistvé, tak v rozpadlé podobé, a detektor nanocastic.
Specificita klasifikaéniho algoritmu pro detekci rozpadlych struktur vysla na 0,87 a
senzitivita na 0,77. Senzitivita detekce nanocastic je 0,93.

Vyvinuty algoritmus fesi problematiku ru¢niho pocitani struktur DNA origami na
obrazku.

Klicova slova

DNA origami, mikroskopie atomarnich sil, zpracovani obrazu, klasifikace struktur
obrazku



ABSTRACT

The title of the Thesis: Automatic evaluation of DNA origami images from atomic
microscopy

The goal of the thesis was to design and implement a tool for automatic evaluation
of DNA origami images taken by atomic force microscopy (AFM). The evaluation should
include image processing leading to its segmentation and subsequent classification of
broken and complete DNA origami structures. The aim of the classification was also to
evaluate the binding of nanoparticles to the DNA origami structure.

Thesis deals with the synthesis of a DNA origami sample, its measurement on AFM
and its processing in the ImageJ and Python environments. The resulting product is a
simple detector of DNA origami structures, both intact and broken, and a nanoparticle
detector. The specificity of the classification algorithm for the detection of decayed
structures was 0.87 and the sensitivity was 0.77. The sensitivity of nanoparticle detection
is 0.93.

The developed algorithm solves the problem of manual counting of DNA origami
structures in the image.

Keywords

DNA origami, atomic field microscopy, image processing, classification of image
structures
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Seznam symbolu a zkratek

Seznam zkratek

Zkratka Vyznam

AFM Mikroskopie atomarnich sil (Atomic force microscopy)

AUNP Zlaté nanocastice (Au nanoparticles)

CCA Analyza spojenych komponent (Connected-component analysis)
FN Falesné& negativni vysledek (False Negative)

FP Fales$né pozitivni vysledek (False Positive)

GUI Grafické uzivatelské rozhrani (Graphical user interface)

1JFIJI ImageJ FLJI (Fiji Is Just ImageJ)

NP Nanocastice (nanoparticle)

ROI Oblast zajmu (Region of interest)

SPM Mikroskopie rastrovaci sondou (Scanning probe microscopy)
STM Rastrovaci tunelova mikroskopie (Scanning tunelling microscope)
TN Pravdivé negativni vysledek (True Negative)

TP Pravdivé pozitivni vysledek (True Positive)

Seznam symbolii

Symbol

Vyznam

vzdalenost v ose x od centralniho pixelu (pixel)

nar><OYS<® V¥ <X

vzdalenost v ose y od centralniho pixelu (pixel)
rozptyl

plocha (m?)

délka strany (m)

délka vysky (m)

konvexni obal ¢astice (m?)

koncentrace (M)

objem (g/1)

absorbance (a.u.)

primér (m)

moléarni absorpéni koeficient (M-cm™)
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1 Uvod

DNA origami je jednou z hlavnich metod vytvafeni nanotechnologickych struktur.
O nanotechnologiich, jako samostatném terminu, se poprvé zacalo mluvit na zacatku
devadesatych let v nadvaznosti na rozsahla vyzkumna badani v pouziti riznych materiala
v nanoskopickém méfitku v letech osmdesatych. [1]

Prvnim ¢lovékem, ktery s tak, co se tyce métitka malou, avSak pro lidsky pokrok
nezmérné velkou mysSlenkou predstoupil pied vefejnost, byl Richard Feynman. Na
kazdoroén¢ poradané schiizi Americké spolecnosti fyziki na Kalifornském
technologickém institutu v Pasaden¢ v roce 1959 prednesl vyznamny projev ,, There'’s
Plenty of Room at the Bottom*, ve kterém navrhl myslenku manipulace s hmotou na
molekulové az atomarni Grovni. Koncipoval tak moznost vytvafeni strojii z atomi a
molekul (tzv. bottom—up fabrikace), ¢imz vznikl novy pohled na inZenyrstvi: vyvoj
novych materidli s jedinenymi vlastnostmi, ukladani obrovského mnozstvi dat do
malého fyzického objemu a pokrokoveé pfinosny potencial vyuziti v medicing. [1; 2; 3; 4]

Terminy bottom—up a top—down fabrikace se pouzivaji specialné
Vv nanotechnologiich. Pro pfedstavu se daji tyto ptistupy aplikovat i do bézného ,,velkého*
svéta vyroby. Top—down lze piirovnat k fezbé nebo tesani do kamene, pocatecnim
materidlem je tedy velky blok, ze kterého se vytvaii mensi struktury. Bottom—up
muzeme prirovnat ke stavbé lega nebo puzzIl, na zacatku jsou tedy jednotlivé ¢astecky,
které se sestavi do pozadovaného vysledku. Hlavni vyhodou bottom—up fabrikace je
vysokéd kontrolovatelnost nad vznikajici strukturou a rozliSeni az v nanoskopickém
méfitku. [5; 6]

S myslenkou vyuzit molekuly DNA jako konstrukéni material pfiSel v roce 1981
Nadrian Seeman a postavil tak zaklady DNA nanotechnologii. DNA je znama zejména
svoji schopnosti pfenaset informaci. Jeji dalsi vlastnosti je ale i stavebni potencial, ktery
vychazi z komplementarity jejich bazi. Tim, ze zname, jaké molekuly DNA se vazou
s jinymi molekulami DNA, muzeme, za pouziti tzv. volnych konci, ur¢it podobu
struktury vysledného DNA komplexu. Takto jsme schopni vytvaiet dvoudimenzionalni i
tfidimenzionalni tvary z DNA. [7; 5; 6]

Samo-skladani jednoho dlouhého pomoci stovek kratkych DNA vldken do
nanoskopickych pravidelnych utvart predvedl v roce 2006 Paul Rothemund, ¢imz zavedl
oznaceni této nanotechnologie ,,DNA origami“. Oznaceni vychazi z tradi¢niho
japonského umeéni skladani papiru do rozliénych tvarti, ke kterému Rothemund
ptfipodobnil samovolné sestavovani DNA do chténych struktur. Rozvedl Seemanovu
technologii, kterd byla zatim provadéna fadek po fadku manipulaci pomoci atomové a
elektronové mikroskopie zdlouhavé, v malych mnozstvich a za komplikovanych
podminek. Diky schopnosti DNA se samouspotadat, dokazal Rothemund cely proces za

1



velmi pfiznivych podminek paralelizovat a zopakovat ho v mnohem vétSim mnozstvi.
Pouzil nekolik kratkych fetézcit DNA k usmérnéni a upevnéni jednoho dlouhého vlakna
DNA, ¢imz byl schopen vytvoftit libovolné tvary jako naptiklad péticipou hvézdu nebo
mapu Severni a Jizni Ameriky ve velikostech do dvouset nanometru. [8; 6]

Nejmens$i soucast DNA molekuly je dva nanometry velkd, coz nas piivadi
k problému jeji detekce. Lidské oko je schopné rozlisit na konven¢ni vzdalenost 25 cm
desetinu milimetru. Limit rozliSeni optické mikroskopie se blizi 200 nm. Jakym
zpusobem jsme tedy schopni zobrazit tak malé struktury jako je DNA? [9; 10]

Od objevu z 90. let 19. stoleti, ze se elektrony daji vychylovat magnetickym polem,
mluvime o elektronové mikroskopii, kterd k zobrazovani namisto svazku svétla pouziva
proud elektronti. K zobrazovani v fadu nanometru lze pouzit také neoptickou metodu
mikroskopie. [9; 10; 11]

Objev rastrovaci tunelové mikroskopie se datuje k roku 1979 a v roce 1986 byla za
ni udélena Nobelova cena. Princip se opird o tunelovaci proud, ktery vznika mezi
povrchem vzorku a hrotem mikroskopu. Z této skupiny mikroskopt pochazi mikroskop
atomarnich sil (AFM), ktery piimo detekuje signaly sil ptisobicich mezi atomy vzorku a
hrotem mikroskopu. Takova mikroskopie nam umoznuje pozorovat jednotlivé atomy,
rozlisuje na setiny nanometru. [11; 10]

Timto zpisobem detekce ziskame obrazova data zkoumaného materidlu. AFM
zobrazuje pole 3000 nm na 3000 nm. Na obrazku (obr. 1.1) je snimek DNA origami
pofizeny mikroskopem atomarnich sil. Na takovém obrazku nas zajima, kolik obsahuje
struktur a kolik z nich je tplnych, tedy jestli je tieba syntézu provést znovu. Jedna
struktura ma v priméru 200 nm, na jednom obrazku se mohou najednou vyskytovat
stovky DNA origami, at’ uz rozpadlych nebo Gplnych. Analyza kvality vzorku probiha na
zdklad¢ pozorovani ziskaného obrazku pouhym okem a ru¢nim pocitanim castecek.
Takové hodnoceni je pro védce velmi neefektivni a asove narocné.

Obrazek 1.1: Obrazek DNA
origami potizeny mikroskopii
atomarnich sil (AFM).



2 Prehled souc¢asného stavu

Pracovéani s nanotechnologiemi je dnes umoznéna SpiCkovymi zobrazovacimi
metodami, mezi néz patii i mikroskopie atomarnich sil (AFM). AFM patii do skupiny
neoptickych mikroskopti, které pracuji na zékladé¢ postupného fadkovani morfologie
povrchu vzorku, ktery skenuji diky pfitazlivym a odpudivym sildm mezi hrotem
mikroskopu a povrchem vzorku.

Materialy, které métime pomoci AFM nemusi byt vodivé, a dokonce mohou mit
nenulovou tloustku. RozliSovaci schopnost AFM je i v 0Se Z na atomarni Grovni, proto je
vhodné pro méteni opravdu malych a slozitych struktur jako jsou DNA origami.

DNA origami se Vv poslednich letech stavaji velmi popularni nanotechnologickou
metodou. Diky této metod¢ jsme schopni vytvaret vysoce detailni struktury, které jsme
schopni popsat Vv jednotkach nanometrii. Metoda DNA origami spoc¢iva ve skladani
dlouhého vlakna virové DNA do rozlicnych dvoudimenziondlnich i tfidimenzionalnich
tvarl za pouziti kratkych usektt DNA, které slouzi jako svorky, aby vlakno drzely
vV pozadovaném tvaru. Spojeni je realizovano Watson-Crickovskou komplementaritou
bazi, tedy unikatni vlastnosti bazi DNA se vzajemné parovat podle urcitych pravidel.

Na strukturu DNA origami miiZeme navazat i rizné latky jako naptiklad kovové
nanocastice, které nam umoziuji zobrazovat v organismu. Takto postavené objekty, které
jsou biologicky kompatibilni, jsou pfedmétem dnes$nich vyzkumi v pfenosu 1é¢iv a
molekularni robotice.

Syntéza DNA origami se provadi chemickou metodou za pouziti roztokit komplexti
DNA danych navrhem tvaru, ktery se realizuje v programech vyvinutych ptimo k tomuto
ucelu. Podle navrhu tvaru DNA origami program nastavi cestu dlouhého vldkna DNA a
ur¢i mista pro jeho spojeni. Nasledné probihd Casové narocna a precizni syntéza DNA
origami v laboratornich podminkach. Manipuluje se s opravdu malymi objemy a syntéza
je tvotena spoustou kroktl a pfisnych instrukci, jejichz piesné nasledovani je kritické pro
uspesnost syntézy.

Samotné méteni vzorku DNA origami na AFM je velmi citlivou zéleZitosti a je
casové dost naro¢né. Vyhodnocovani obrazku DNA origami se béZzné provadi poc¢itanim
pouziva se program Imagel, pomoci néhoz jsme schopni zméftit velikosti, plochy a dalsi
vlastnosti namétenych struktur.

Avsak k jejich automatickému rozpoznani je tfeba provést spoustu kroka uprav
obrazku, které zavisi na jeho kvalité. Bézné€ se pouziva predzpracovani, které zahrnuje
filtraci Sumu nebo nastaveni méfitka a které usnadiuje naslednou segmentaci struktur,
ktera je realizovana diky binarni morfologii a prahovani. Po segmentaci struktur je
obrazek pfipraveny na kvantifikaci segmentt a jejich klasifikaci.
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2.1 DNA origami

DNA je molekulou, kterd v biologickych systémech uchovava a ptrenasi genetickou
informaci diky specifické vazb¢ part svych bazi. Tento vykonny systém molekularniho
rozpoznavani umoziuje tvofit pevna spojeni, o DNA lze tedy piemyslet také jako o
stavebnim materialu. [12; 13]

2.1.1 Historie DNA origami

Za pralomovy okamzik v DNA nanotechnologiich je povazovano zkonstruovani
imobilniho ¢tyframenného Hollidayova spoje (obrazek 2.1) Nadrianem Seemanem v roce
1982, ¢imz z DNA vytvofil dvoudimenzionalni nanoskopicky polymer. [14; 15]
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Obrazek 2.1: Imobilni ¢tyframenny spoj
nukleové kyseliny. [15]

Seeman dale rozvadél mysSlenku strukturnich DNA nanotechnologii navrhem
spousty motivll a strategii samo-sestavovani, pro které vyvinul vypocetni program
FORTRAN. Navrhl tzv. DNA dlazdice s viceramennymi spoji, které byly navrzeny jako
supramolekularni stavebni bloky k tvorbé nanostruktur vys$siho fadu, napt. 2D mfizky,
nanotrubice a 3D struktury jako polyhedry a krystaly (obrazek 2.2). [7; 15; 5; 14]

Obrazek 2.2: Zpusob sestaveni vicerozmérnych DNA struktur. [13]
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Skladani dlouhych molekul DNA do libovolnych, i asymetrickych, tvarti popsal
v ¢asopise Nature v roce 2006 americky vyzkumnik Paul W. K. Rothemund, ktery timto
ptistupem rozvedl Seemantiv pohled na DNA jako na stavebni materidl. Zjednodusil
sestavovani DNA zavedenim jednoduchého volné dostupného pocitacového rozhrani do
samotného procesu tvorby. [12]

2.1.2 Princip DNA origami

DNA origami je nanostruktura tvofena dlouhym vlaknem virové DNA a az stovkami
oligonukleotidd, které tvofi pomysIné svorky pro slozeni vlakna do pozadovaného tvaru.

Vldkno DNA (ssDNA) je tvofeno tzv. dusikatymi bazemi, které jsou navzajem
komplementarni. Podle Watson-Crickovskych pravidel se molekula adenosinu paruje
s molekulou thyminu a molekula cytosinu s molekulou guaninu (obrazek 2.3). Jednotlivé
pary jsou spojeny vodikovymi mustky a tim tvofi dvouvlaknovou (dsDNA) Sroubovici.
[16; 15]
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Obrazek 2.3: Kanonické
Watson-Crickovy pary bazi.
[42]

Diky znalosti vazebnych vlastnosti DNA mulzeme vytvaret specifické periodické
vzory v nanometrovém meéfitku. Vychazime ze znamé sekvence vldkna DNA (Casto
kruhova genomova DNA z viru M13mpl8), K niz pfipojujeme krat$i vldkna, aby se
vytvotily bazické pary na mistech, kde chceme dlouhé vldkno ohybat nebo pfipeviiovat.
[5; 6]



Navrh DNA origami (obrazek 2.4) se provadi v péti krocich, z nichz prvni dva se
provadéji ruéné a zbylé tii pomoci pocitace. [6; 7; 17]
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Obrazek 2.4: Navrh DNA origami podle Rothemunda. [6]

Nejprve se sestavi priblizny geometricky model pozadovaného tvaru. Tento tvar je
vyplnén sudym poctem paralelnich dvousroubovic uvazovanych jako valce, které jsou na
hranicich kyZeného tvaru nasekéany, aby odpovidaly tvaru a zaroveil musi jejich délka
odpovidat celému ¢islu otacek Sroubovice (obrazek 2.4—a). [6; 17]

V druhém kroku se urcuje tzv. folding path, tedy jakasi uvaZzovana cesta, kudy vlakno
zvolenym tvarem povede. VIdkno se sklada po fadcich a kde se vlakno staci, tam se oznaci
ktizkem (obrazek 2.4—D). [6; 17]

Aby cely komplex drzel tvar, ptidavaji se kratké useky DNA, které slouzi jako svorky
mezi fadami Sroubovic DNA (obrazek 2.4—<c). Program pak ur¢i jejich sekvence. [6; 17]

Potiebné ¢asti DNA se poté v laboratofi smichaji a samy se v jediném kroku sestavi

do urc¢eného tvaru. Syntéza vSak probihd za komplikovanych podminek a mlze trvat i
nékolik dni. [6; 17]

2.1.3 Syntéza DNA origami

Princip fungovani techniky DNA origami je pomérné jednoduchy. VSse, co je ke
slozeni origami tfeba, je dlouhy fetézec, tzv. scaffold a stovky kratkych oligonukleotidu,
nazyvanych staples. Typicky je dlouhym fetézcem jednovlaknova virova DNA (ssDNA),
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bézné se pouziva zejména fagovy genom M13mpl8. Tento genom je dlouhy piiblizné
7,25 kilobazi, ale je zpracovan tak, aby se odstranily ptecuhujici zbytky vlakna a dalsi
necistoty k ziskani zcela ¢istého zakladniho vlakna. Nakonec je pro skladaci konstrukce
k dispozici asi 7,18 kilobazi.

Oligonukleotidy jsou obvykle jsou velmi kratké ve srovnani s leSenim, které se
sklada jen z par desitek bazi piipojenych k patefi. Jejich rozlozeni zavisi na tvaru
pozadované struktury, protoze vlakna svorkovych ¢asti urcuji, do jakého tvaru bude
dlouhy fetézec usporadan.

Po smichani dvou druhi ssDNA dojde k jejich hybridizaci. Hybridizace probiha tak,
7e se roztok zahieje nad teplotu tani DNA a necha se pomalu vychladnout. Zihdnim
roztoki timto zpisobem mohou svorky hybridizovat s jejich odpovidajicim vazebnym
mistem na skafoldu, uréeném sekvenci bazi. Kratka vlakna se nevazou pouze k jednomu
urc¢itému segmentu dlouhého vlakna. Mohou se vazat na rizné oblasti, které mohou byt
od sebe vzdaleny stovky nukleotidd. Tim svorky ,vytahnou“ dlouhé vlakno do
pozadovaného tvaru.

[17; 18]

2.1.4 Programy pro navrh DNA origami

Cadnano

Cadnano je softwarovy nastroj pro navrhovani nanostruktur DNA, v¢etné origami.
Poskytuje 2D pléatno, na které mohou uzivatelé kreslit a manipulovat s fetézci DNA, a
muze vytvafet ndvrhy ve formatech, které jsou kompatibilni s riznymi technologiemi
syntézy DNA. [7; 19]

CanDo

CanDo je softwarovy néstroj zaloZeny na simulaci pro pfedpovidani struktur DNA
origami. Umoziluje uzivatelim vlozit sekvenci DNA a ptfedpoveédét vyslednou 3D
strukturu na zaklad¢ riznych fyzikalnich a chemickych faktort. [7; 20]

NUPACK

NUPACK je sada vypocetnich néstroji pro navrhovani a simulaci chovani systému
nukleovych kyselin, véetné DNA origami. Poskytuje uZivatelsky pfivétivé rozhrani pro
navrhovani a optimalizaci sekvenci DNA a dokaZe simulovat chovani sloZitych struktur
DNA v riznych prostredich. [7; 21]

caDNANo-3DNA-DAS

Hybridni program, ktery kombinuje schopnosti Cadnano, 3DNA a DAS (software
asistenta navrhu DNA origami), umoznuje uzivatelim navrhovat struktury DNA origami



ve 2D pomoci Cadnano, poté tyto navrhy pievést na 3D struktury pomoci 3DNA a
optimalizovat je pomoci DAS. [7]

Pigeon

Pigeon je program, ktery automatizuje navrh struktur DNA origami na zakladé
uzivatelsky zadanych kritérii navrhu. Vyuzivéa evolu¢ni algoritmus ke generovani navrht,
které splituji zadana kritéria, a mize vytvaiet vystupy navrhi v riznych formatech. [7]

2.1.5 Vyuziti DNA origami

Technika DNA origami ma Sirokou Skalu jiz aplikovanych, ale i do budoucna velmi
potencialnich aplikaci.

V nanoelektronice lze DNA origami pouzit k vytvofeni obvodi a dalSich
elektrickych zafizeni v nanoméfitku, véetné biosenzorti a molekularnich spinaca. [7]

Dorucovani 1é¢iv je jedno z dnesnich potencialné nejvétsich uplatnéni DNA origami.
Lze jej pouzit k vytvoreni nanoskopickych nosici, které 1ze naplnit 1éky nebo jinymi
molekulami a zacilit na konkrétni buiiky nebo tkané. [7]

Vyuziti DNA origami pfimo na vyrobu lé€iv je dalsi z velmi nadéjnych uplatnéni
DNA origami. Pouziva se k vytvofeni syntetickych vakcin, které prezentuji specifické
antigeny imunitnimu systému, coz potencialné zlepsuje jeji G¢innost. [7]

V biomedicinském vyzkumu se DNA origami pouziva jako nastroj ke studiu
biologickych systémi a procesti vcetné proteinovych interakci a genové exprese.
Pouzivaji se k jednomolekulové detekci a rozpozndvani RNA a riznych chemicky reakci
a fluorescencnich markerii jako nanoskopickd pravitka (nanorulers) pro molekulové
zobrazovani. [7]

DNA origami Ize pouZzit k vytvofeni struktur v nanoméfitku, které maji jedinecné
mechanické, elektrické a optické vlastnosti, coz potencialné vede k vyvoji novych
materialt a technologii. [7]

2.2 Mikroskopie atomarnich sil

Vynalez rastrovaciho mikroskopu (SPM, scanning probe microscope) v roce 1982
umoznil poprvé spatfit atomarni strukturu povrchu pevnych latek. Tato technika umoznila
pozorovani morfologie povrchu, tedy podoby latky i ve vertikalnim sméru. Topografie i
fyzikéalné-chemické vlastnosti, jako elektricka a magneticka vodivost nebo teplota, jsou
méfeny pomoci mikrosondy, kterd se pohybuje nad zkoumanym povrchem. Metodou
jsme schopni detekovat i pritomnost funkénich skupin molekul. Z hodnot sledovanych
veli¢in se konstruuje obraz povrchu vzorku v odpovidajici interpretaci. [10; 11]



Princip rastrovaci mikroskopie je zalozen na tunelovém a piezoelektrickém jevu.
Tunelovy jev je projevem vlnového chovani elektronu, jehoz pravdépodobnost vyskytu
mimo latku, k jejimz atomim nalezi, neni nulova. Elektron se mize vyskytovat i mimo
atom, ale se vzdalenosti od povrchu latky pravdépodobnost takového vyskytu
exponencialné klesa. Méfi se tunelovy proud, ktery vznikd mezi sondou a vzorkem.
Velikost proudu se pohybuje v rozsahu jednotek pA az desitek nA pii vloZzeném napéti
nékolika desitek az stovek mV. Hrot je od povrchu vzorku vzdalen na jednotky az
desetiny nm. [11]

V roce 1986 byla predstavena metoda mikroskopie atomarnich sil (AFM, atomic
force microscopy). Metoda AFM fesi limitace tunelové skenovaci mikroskopie, pomoci
niz lze zobrazovat pouze vodivé vzorky a pouze ve vakuu. [22]

Mikroskopie atomarnich sil (obrazek 2.4) sleduje sily pusobici mezi vzorkem a
hrotem mikroskopu na atomarni Grovni. Stejné jako STM se tato metoda mikroskopie
vyuziva k zobrazeni povrchu zkoumaného materidlu ve tfidimenziondlnim detailu
v nanoskopickém méfitku. Na rozdil od STM nemusi byt zkoumany vzorek vodivy a
Kk méfeni neni potfeba vakuum. Zkoumany material muze byt mékkého i tvrdého
charakteru, synteticky i ptirodni, dokonce Ize pod AFM zkoumat i Zivé organismy jako
buiiky nebo biomolekuly, nehled€ na jeho vodivost nebo prithlednost. B€zné byva vzorek
zobrazovan ve vzduchu, ale Ize jej uzaviit do vakua, nebo jej 1ze pozorovat i v kapaling.

[23; 22]

Mg¢éteni téchto sil jde provadét dvéma zakladnimi zpiisoby, statickym a dynamickym.
Ve statickém rezimu je hrot mikroskopu v pfimém kontaktu s povrchem vzorku, po
kterém je nasledné po fadcich posouvan. Vzajemnym ptsobenim sil atomt hrotu a vzorku
se raménko vychyluje a tyto zmény se zaznamenavaji jako nerovnosti povrchu. Kviili
mechanické nestabilite, kterd zapticiiiuje deformaci hrotu nebo vzorecku, byl zaveden
dynamicky rezim AFM, ktery se vzorku pfimo nedotykd, ale pouze nad nim o znamé
frekvenci a amplitud€ osciluje. Piisobenim interakénich sil mezi hrotem a vzorkem se
hodnoty frekvence a amplitudy kmitu raménka méni, aniZ by hrot pfiSel do kontaktu se
sledovanym vzorkem. [10] [11] [24]
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Obrazek 2.5: Schéma mikroskopu atomarnich sil.

[5]

Na obrazku 2.5 je modré raménko mikroskopu pusobenim interakénich sil mezi
Cervenym vzorkem a modrym hrotem vychyleno. Zmény vychyleni raménka jsou
snimany laserovym paprskem a jsou zaznamenany jako nerovnosti povrchu.

2.3 Zpracovani obrazovych dat

Zpracovanim obrazovych dat rozumime procesy analyzy v naSem piipadé
biologickych védeckych obrazkii vedouci k umoznéni kvantifikace a ndsledné klasifikace
zobrazenych objektii. Pfed samotnou segmentaci struktur je ¢asto potfeba provést Gpravy
snimku, abychom co mozna nejefektivnéji snizili chybovost procesu segmentace. Od
snimku ur¢enému k segmentaci ofekavame, aby byly obsazené struktury dostatecné
rozpoznatelné, tedy aby byl znatelny kontrast mezi pozadim a tuSenymi strukturami.
K cili obecné vedou tfi kroky: (pfed)zpracovani, detekce (segmentace struktur) a méteni
(kvantifikace) — obrazek 2.6. [25; 26; 27]

PREDZPRACOVANI SEGMENTACE NS85

KLASIFIKACE

Obrazek 2.6: Schéma obecného postupu analyzy biologického védeckého obrazu, pievzato od
[26]

Analyza biologickych obrazki by méla byt:



Kvantitativni

Z obrazkli odvozujeme Cisla, kterd popisuji fyzikalni vlastnosti pozorovaného vzorku.

Objektivni

Odvozené méteni nezavisi na tom, kdo méteni provedl. Méfeni je bez interpretace.

Spolehliva

Jsme presveédCeni, ze méteni popisuje to, co popisovat ma.

Reprodukovatelna

Nékdo jiny mize provést experiment za jinych podminek a dostane podobna méteni.
K tomu je rozhodujici dokumentace!

Opakovatelna

Muzeme provést stejny experiment dvakrat za stejnych podminek a ziskat podobna
méfeni.

[26]

Prostiedi pro zpracovani biologickych obrazovych dat

Védecké obrazky jsou v laboratornim prostfedi velmi casto upravovany a
vyhodnocovéany pomoci volné dostupného programu ImagelJ F1JI, ktery nadto umoziuje
vyvoj jednoduchych procesnich postupti pomoci maker riznych skriptovacich jazykt
véetné svého vlastniho. Imagel (1)) predstavuje specializované prostiedi pro védce zvyklé
na praci s daty ve formé obrazkl k usnadnéni rekonstrukce postupu Upravy a zpracovani
naméfenych dat. [28; 29; 27]

Mezi dalsi oblibené nastroje pro zpracovani obrazovych dat kromé& Imagel patii
Matlab a Python. Tyto ,klasické® programovaci jazyky jsou dnes velice rozSifené a
oblibené nejen v oblasti image-processingu, proto jsou mnohem flexibilné&jsi, co se tyce
préace s daty jako takovymi. Python se v dnesni dobé tési opravdu velké oblibenosti diky
své volné dostupnosti, tim padem je i vice rozvijen a nyni disponuje spoustou dostupnych
knihoven a balicki, které se specializuji na Siroky okruh oborti, véetné zpracovavani a
analyzu obrazovych dat. [27]

Python i ImagelJ se bézné pouzivaji pro analyzu obrazu ve védeckém vyzkumu a oba
nastroje maji své silné a slabé stranky.

Python je univerzalni programovaci jazyk, coz znamena, Ze jej lze pouZit pro Sirokou
Skalu kol 1 mimo analyzu obrazu jako napiiklad pro védecké vypocty a analyzu dat v
sirsim méfitku nebo pro vytvareni vlastnich pracovnich postupti analyzy obrazu. [26; 27]

Python ma rozsahly systém knihoven tietich stran pro védecké vypocty, vetné
knihoven pro analyzu obrazu jako NumPy, SciPy, scikit-image a OpenCV. Tyto knihovny

11



poskytuji Sirokou skalu funkei pro analyzu obrazu, od zédkladniho zpracovani obrazu az
po pokrocilé techniky pocitacového vidéni. ImageJ ma také systém pluginti a velkou
sbirku plugind, ale nemusi mit tak Sirokou Skalu funkci jako knihovny Pythonu. [26; 27]

Python je skriptovaci jazyk, coz znamena, Ze pracovni postupy analyzy obrazu lze
automatizovat a skriptovat. To usnadnuje reprodukovani vysledk a sdileni analytickych
kanalt s ostatnimi. Imagel také podporuje skriptovani prostiednictvim svého jazyka
maker, ale Python mtize nabidnout vétsi flexibilitu, pokud jde o automatizaci pracovnich
postupt. [26; 27]

Python Ize snadno integrovat s dal$imi nastroji bézné¢ pouzivanymi ve védeckém
vyzkumu, jako jsou notebooky Jupyter, GitHub a dal$i programovaci jazyky. To miZe
usnadnit integraci pracovnich postupll analyzy obrazu do vétSich vyzkumnych projektii
nebo spoluprace. [26; 27]

Image] ma na druhou stranu uzivatelsky pfivétivé grafické uzivatelské rozhrani
(GUI), diky kterému je relativné snadné zacit se zdkladnimi ukoly analyzy obrazu. Jak se
nebo dokonce programovani v Javé. Python mé strmé&jsi kiivku uceni, ale jakmile se
uzivatelé zdokonali, mohou jej pouzivat pro SirSi Skalu ukoll, nez je analyza obrazku.
[26; 27]

2.3.1 Analyza obrazovych dat

Obrazova data ziskavame v riiznych formatech a podobach. Zalezi na jejich pivodu,
tedy zptsobu jejich ziskani. Védecké biologické obrazky nejcastéji pochazi
z mikroskopti, které vzorek snimaji v riznych mddech. Data pak ziskame v riznych
formatech a rozliSenich. Prvnim krokem obrazového analytika je sezndmeni se se
vstupnimi daty. Do takového sezndmeni patii napiiklad zjisténi rozmérd, analyza
barevnych kanalt a predbézna statistika. [26; 29]

Co jsou obrazova data zac?

Digitalni obraz je dvoudimenziondlni (2D) miizka hodnot intenzit pixeli o vysce a
Sifce dané poctem pixeld v fadcich a sloupcich. Pixel (picture element) je nejmensi
jednotka obrazku, kterd nese informaci o hodnoté intenzity. Hodnoty intenzit se pohybuji
mezi bilou a Cernou a pocet jedinec¢nych hodnot jasu v obrazku udava takzvanou bitovou
hloubku obrazu, ktera specifikuje preciznost, ve které je intenzita zakédovana [25; 26]:

2-bitovy obrazek ma 22 odstinti: 00 (Eernd), 01 (3eda), 10 (3eda), 11 (bild)
4-bitovy obrazek ma 24 odstinii $edi v rozsahu od 0000 (0) do 1111 (16)
8-bitovy obrazek ma 28 (256), 16-bitovy 2! (65 536) odstinti Sedi

32-bitovy obrazek ma 2% odstinti Sedi udavané v redlnych ¢islech
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Barevny kanal

Obrazova data se tykaji ¢iselnych hodnot, které predstavuji pixely obrazku. Kazdy
pixel v obrazku je obvykle reprezentovan jako ¢iselna hodnota, ktera odpovida jasu nebo
barve pixelu. V obrazku ve stupnich Sedi se hodnoty pixelti pohybuji od 0 (¢ernd) do 255
(bild), zatimco v barevném obrazku je kazdy pixel obvykle reprezentovan kombinaci
hodnot ¢ervené, zelené a modré (RGB), které se pohybuji od 0 az do 255. [25; 26]

Takzvané RGB obrazky mohou zobrazovat 256 hodnot v ¢erveném (R), zeleném (G)
a modrém (B) kanalu. Jsou to 24-bitové (2°"%) nebo 32-bitové obrazky (24-bitovy
s pfidanymi 8 bity kdodujicimi alfa kanal, ktery mtize udavat naptiklad transparentnost).
[25; 26]

Alfa kanal

Obrazek miize mit krom¢é zminénych tfi kandld i ¢tvrty. Pfi zpracovani obrazu
predstavuje ¢tvrty barevny kanal typicky dals$i informacni kandl, ktery je obsazen v
obrazovych datech. [25; 26]

Prvni tfi kandly obrazku jsou obvykle ¢erveny, zeleny a modry (RGB) barevny kanal,
které poskytuji informace o barvé kazdého pixelu v obrazku. Ctvrty kanél lze pouzit ke
koédovani dalsich informaci, jako je hloubka nebo prtihlednost, nebo jej lze pouzit k
ulozeni alternativnich reprezentaci obrazku, jako je verze obrazku ve stupnich Sedi. [25;
26]

V nékterych pfipadech mize byt ¢tvrty kanal také pouzit k reprezentaci masky nebo
mapy segmentace pro obrazek. Celkové zavisi pouZiti ctvrty barevného kandlu pfi
zpracovani obrazu na konkrétni aplikaci a informacich, které je tfeba zakddovat do
obrazovych dat. [25; 26]

Alfa kanal se Casto pouziva k ukladani informaci o pruhlednosti obrazku, kde
hodnota 255 oznacuje plnou nepruhlednost a hodnota 0 oznacuje plnou prithlednost. [25;
26]

Informace v alfa kandlu mohou byt velmi uzitecné v zavislosti na aplikaci. Pokud
napiiklad pracujeme s obrazkem, ktery je tfeba piekryt na jiny obrazek nebo pozadi, 1ze
pomoci alfa kanalu zajistit, aby prekryvajici obrazek hladce splynul s pozadim. V tomto
ptipadé€ alfa kanal fika softwaru, které pixely v obrazku by mély byt prihledné a které by
mély byt nepriihledné. V nékterych ptipadech Ize navic alfa kanal pouzit ke kodovani
dalSich informaci nebo metadat o obrazku. TakZze i1 kdyZ alfa kanal nemusi byt uZite¢ny
pro vSechny aplikace, mtze byt dilezitou informaci pro jiné. [25; 26]

Obrazova statistika

Predbéznd statistika obrazu nam slouzi k vytvofeni prehledu o hodnotach pixela
obrazku. K pixeltim tak 1ze ptistupovat jako k jednotlivetim, pak hovotime o jednobodové
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statistice, k dvojicim, pak se jedna o dvoubodovou statistiku, anebo az k n-ticim, jimiz se
zabyva takzvana vicebodova statistika. [29]

V jednobodové statistice obrazu se zabyvame Cetnosti pixeld v souvislosti s jejich
urcitou vlastnosti. Grafy vyuzivané pro tento ti¢el se nazyvaji histogramy.

Histogram obrazku je graf ¢etnosti pixeld, které maji ur¢itou hodnotu intenzity. Lze
je vytvaret jak po Cernobilé, tak pro barevné obrazky. Histogram pro ¢ernobily obrazek
vychézi z poc¢ateniho urceni hodnoty sloupce, do kterého se pritadi vS§echny pixely, které
maji odpovidajici hodnotu intenzity. Do dalSich sloupct s hodnotami nasobkii celého
¢isla ptijdou vzdy pixely s ptisluSejicimi intenzitami. Ve vysledku vznika sloupcovy graf,
jehoz jednotlivé Casti na ose x jsou stejné Siroké (pokud se jedna o intervaly) a na ose y
pozorujeme cCetnost intenzit pixelt. Pouziti sloupcti vSak neni nutné, histogram lze
konstruovat i jako spojity graf. Pak se jedna o hodnoty redlnych cisel, které jsou
normalizovany pomérem poctu vSech pixeli a histogram lze tak chapat jako
pravdépodobnostni funkci. [29]

2.3.2 Predzpracovani obrazovych dat

Pokud chceme zpracovani obrazovych dat automatizovat, potiebujeme vstupni data
dostat do stejného vychoziho bodu. Védecké snimky Casto ptichézeji z riznych zatizeni,
kterd pracuji s jinymi rozliSenimi a mikroskopickym pfiblizenim. Chceme pracovat
s konzistentnimi daty, proto potfebujeme, aby byly obrazky ve stejnych rozmérech a
pokud mozno bez rusivych elementl jako mikroskopem promitnuté métitko, nebo pfimo
soucasti mikroskopu.

Dal8imi piekaZkami jsou Sum v pozadi snimku nebo necistoty ve vzorku, které
nicméné mohou byt Vv mnoha ptipadech pfedmétnou zpétnou vazbou pro analyzu kvality
vzorku. Tyto problémy se fesi filtraci riznymi metodami, nebo ptimou subtrakci pozadi,
ktera svym charakterem spada do segmentacnich tikont, ale Ize ji pouzit i k eliminaci
nepatficnych struktur (Casto zbytkll po syntéze), které se na snimcich jevi méné
kontrastné. [26]

Sjednoceni rozméri

K nej€astéji pouzivanym metodam dosazeni urcitého rozliSeni obrazku patii
takzvané ptevzorkovani. Pfevzorkovani obrazku je proces zmény velikosti nebo rozliseni
obrazku. V Pythonu se bézné pouziva knihovna scipy, ktera poskytuje funkce pro
pievzorkovani obrazkili za pouziti matematickych interpolaci.

Bikubicka interpolace vyuziva k odhadu barvy nového pixelu vazeny pramér 16
sousednich pixeli. Je to bézné pouzivana metoda pro zménu méfitka obrazu a jeho rotaci,
kdy se interpolace provadi v pooto¢eném soufadnicovém systému. [30]

Bilinearni interpolace pouziva vazeny prumér 4 sousednich pixelt k odhadu barvy

nového pixelu. Je to jednodussi metoda ve srovnani s bikubickou interpolaci, ale mtize
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vytvaret artefakty aliasingu, zejména pii zvétSovani obrazu. Bilinedrni interpolaci lze také

pouzit pro otaceni obrazu. [30]

Lanczosova interpolace je vysoce kvalitni interpola¢ni metoda, kterd k interpolaci
mezi pixely pouziva funkci window sinc. Lanczosova interpolace vsak byva vypocetné
naro¢na a muze v n¢kterych obrazcich vytvaret prstencové artefakty. [30]

Pro ptevzorkovani obrazku na konkrétni velikost lze pouzit i jiné techniky z dalsi
Casto pouzivané knihovny pro image-processing openCV (open source computer vision)
v Pythonu. Knihovna nabizi k pfevzorkovani piimo funkci resize, ktera také funguje na
principu interpolace. [31]

Subtrakce pozadi

Funkce Subtract Background v Imagel] je zalozena na algoritmu ,,rolling ball®
(obrazek 2.7). Princip algoritmu vychdzi z pfedstavy tieti dimenze dvourozmérného
cernobilého obrazku, ktera je ddna hodnotou intenzity jednotlivych pixeli. Po spodni
strané tohoto povrchu je poslana kulicka dané¢ho poloméru, ¢imz zpriméruje vyssi
intenzity a celkové intenzitu snizi. Kromé kuli¢ky se pouziva také paraboloid, ktery se na
zmapovanou tieti dimenzi obrdzku aplikuje vicekrat, aby byly vypocty provedeny pro
vSechny sméry. Ziskané hodnoty se pouziji k odeéteni pozadi obrazku. [32] [33]
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Obrazek 2.7: Rolling ball algoritmus. [9]

Na obrazku 2.6 je zobrazen princip rolling ball algoritmu: puvodni obrazek (a) je
pfeveden na histogram (b), pod jehoz profilem X—X‘ si mizeme piedstavit valici se
kuli¢ku, ktera vyhlazenim ur¢i hodnoty pozadi (c) a upravi se tim profil intenzit (d).
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Upraveny obrazek (€) ma jednotné pozadi, zatimco intenzity struktur v poptedi ztstanou
nezménéné.

Filtrace obrazu

Filtrace obrazku se primarné pouziva k redukci Sumu, ¢imz dosahneme vyhlazeni a
dojde tak ke sjednoceni intenzitné souvisejicich ¢asti obrazku. Filtrli je nepfeberné
mnozstvi, jen modul filters knihovny skimage nabizi 50 riznych metod. [26; 34]

K nejcasteji pouzivanym filtrim v image processingu patii Gaussovsky, medianovy,
sobel, Laplacovsky, high-pass, low-pass a dalsi. K u¢elim piedzpracovani obrazku, které
ma byt rychlé a nema zabirat velkou ¢ast celé analyzy obrazu, se pouzivaji méné slozité
filtry, k nimz patii Gaussian a median. Jiné filtry sice lépe zachovavaji hrany, na coz se
analyza biologickych obrazkli vyhradné¢ zaméiuje, takové filtry jsou vSak vypocetné
narocné.

Gaussiansky filtr

Filtrace Gaussianskym filtrem se pouziva k vyhlazeni nebo rozmazéani obrazu
odstranénim vysokofrekvenéniho obsahu, jako je Sum a okraje, a zaroven zachova
nizkofrekven¢ni obsah, jako je celkova struktura a tvar objektd v obrazku. Je zalozen na
matematickém konceptu konvoluce, ktery zahrnuje posouvani filtru (také znamého jako
jadro nebo okno) obrazkem, aby se upravily hodnoty pixeli. [35]

Gaussian je filtr matici hodnot, ktera ptedstavuje kiivku ve tvaru zvonu znamou jako
Gaussova funkce (vztah 2.1). Tato funkce ma stiedni hodnotu a smérodatnou odchylku,
ktera uréuje §itku filtru a miru vyhlazeni aplikovaného na obrazek. [35]

x%+y?
27:02 e 202 (2.1)

G(x,y) =

Ve vztahu 2.1 x a y specifikuji vzdalenost od centralniho pixelu (0, 0) a o? je
standardni odchylka. Hodnoty z této funkce vytvoii konvolu¢ni matici / jadro, které
pouzijeme na kazdy pixel v plivodnim obrdzku. Jadro je obvykle pomérn€ malé¢ — ¢im
vEtsi je, tim vice vypoctd musime provést na kazdém pixelu. [35]

Filtr je vycentrovan u kazdého pixelu v obrdzku a hodnoty filtru se vyndsobi
odpovidajicimi hodnotami pixelli v obrazku. Vysledné produkty se pak sectou a ziskaji
novou hodnotu stfedniho pixelu ve filtrovaném obrazku. Tento proces se opakuje pro
kazdy pixel v obrazku, vysledkem je novy obrazek, ktery byl vyhlazeny Gaussovym
filtrem. [35]

Gaussovské filtrovani je linearni operace, coz znamena, Ze filtr lze aplikovat na
obrazek v libovolném potfadi, aniz by to ovlivnilo vysledek. Jednd se také o
separovatelnou operaci, coZ znamena, ze dvourozmérny Gaussuv filtr 1ze aplikovat jako
dva jednorozmérné filtry, coz je vypocetné efektivnéjsi. [35]
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Medianovy filtr

Medidnovy filtr funguje na principu vypoctu medidnu okolnich pixelt kazdého bodu
obrazku a pak jeho nahrazeni vyslednou hodnotou (obrazek 2.8). Intenzity jednotlivych
struktur na obrazku se tak téméf sjednoti a rozdily mezi nimi jsou pak zfetelné&;si. [26]

Obrazek 2.8: Medianovy filtr aplikovany na mikroskopicky snimek bunék. [7]

Non-local means filtr

Algoritmus non-local means nahrazuje hodnotu pixelu primérem z vybéru hodnot
jinych pixeli: malé oblasti se sttedem na ostatnich pixelech jsou porovnavany s oblasti
vycentrovanou na pixelu zdjmu a pramér se provadi pouze pro pixely, které maji oblasti
blizké aktudlni oblasti. Vysledkem je, Ze tento algoritmus dokaZe dobfe obnovit textury,
které by byly jinymi filtrovacimi metodami rozmazané. [36]

Pti pouziti standardniho nastaveni funkce v skimage, se pfi vypoctu vzdalenosti
policek na policka pouZije prostorova Gaussova vaha. KdyZ se vyuZije funkce rychlého
non-local means, pouZije se rychlejsi algoritmus vyuzivajici jednotného prostorového
vazeni poli. [36]

V kazdém z téchto ptipadii, pokud je poskytnuta smérodatna odchylka Sumu sigma,
se pii vypoctu vzdalenosti patchii odecte ofekavana odchylka Sumu. To muZe vést k
mirnému zlepseni kvality obrazu. [36]

Funkce odhadu hodnoty sigma miiZe poskytnout dobry vychozi bod pro nastaveni
parametru h. h je konstanta, ktera fidi ubytek hmotnosti policek jako funkci vzdéalenosti
mezi policky. VEtsi h umoziuje vétsi vyhlazeni mezi odlisnymi oblastmi. [36]

2.3.3 Segmentace obrazu

Cilem segmentace je rozlisit jednotlivé objekty v bindrnim obraze, k tomu je tfeba
maximalizovat kontrast mezi strukturami a pozadim. Jde ndm zejména o zvyraznéni
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hranic segmentti a eliminovani multiplicitni klasifikace objektu. K tomu se vyuzivaji

principy bindrni morfologie obrazu.

Prahovani (thresholding)

Prahovani je proces separace pozadi od ¢asti obrazku, které nds zajimaji, zvolenim
minimélni nebo maximalni hodnoty intenzity, kterd ndm reprezentuje pomyslny prah.

[26]

Pro prahovani byly vyvinuty rizné algoritmy. Klasické prahovaci segmentacni
algoritmy jsou zalozené na metodach vyuzivajicich tvaru histogramu, shlukovani a dalsi.
[37]

Otsu threshold
Tento algoritmus vraci jeden prah intenzity, ktery rozdéluje pixely do dvou tfid,
popfedi a pozadi. Prdh je ur€en minimalizaci rozptylu intenzity uvnitf tfidy nebo

ekvivalentn¢ maximalizaci rozptylu mezi tiidami. [26]

(b) Histogram (c) Triangle threshold  (d) Otsu’s threshold

Obrazek 2.9: Automatické prahovani v Imagel. [6]

Na obrazku 2.9 je pro ukazku zobrazen detail HeLa bunék (a). Na druhém snimku
(b) je histogram s peakem pro hodnoty pozadi, hodnoty intenzit popiedi se snizuji
postupné a netvoii tak zadny peak, prah je pak volen riznymi metodami (c,d) jinak.

Watershed algoritmus

Algoritmus watershed slouzi k oddé€leni dotykajicich se struktur. Transformace
zachazi s obrazem jako s topografickou mapou, piicemz jas kazdého bodu ptedstavuje
jeho vysku. Algoritmus pak hleda pomysiné hranice, které vychazeji z vrcholktt mapy a
tvoii tak jednotlivé oblasti. Hledani téchto hranic se da popsat jako postupné napousténi
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mapy vodou (obrazek 2.10) — nejdiive se zaplni nejhlubsi mista a pak postupné vSechna
ostatni. [25]

(a) Voda nejdFive napini nejhlubsi  (b) Aby se pfedeslo pritoku vody (¢) Voda stoupa, dokud maximalné
oblasti mapy od jinych oblasti mapy, postavi nenaplni véechny oblasti mapy
se hraze

Obrazek 2.10: Schématické znazornéni watershed algoritmu. [6]

V Imagel je tento algoritmus (obrazek 2.11) zalozeny na distan¢ni transformaci
binarniho obrazu, kde se predstava nejhlubSich mist pfevede na stfedy jednotlivych
objektl. Algoritmus je separuje nékteré spojené struktury na zaklad¢ analyzy jejich tvaru.
[25]

(a) Bindrniobrazeks + (b) Watershed separace
jednotlivymi body obrazku a)

Obrazek 2.11: Aplikace watershed transformace na
binarni obrazek bunék. [6]

Binarni morfologie obrazu: binary closing (fill holes)

Pouzitim 1J ptikazu Fill Holes (obrazek 2.12—A) ziskame z perforovanych struktur
vyplnéné. Algoritmus hledd vnitini pixely, které néasledné vyplni intenzitou okolnich
pixelt, pficemz zachova ptavodni tvar segmentu. [25]
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Binarni morfologie obrazu: binary opening

Opening (obrazek 2.12-B) se sklada ze dvou po sobé jdoucich krokt — erozi a
dilataci. Nejdiive objekty zmensi, a nasledné je znovu zvétsi do podobnych velikosti
s tim, ze pokud malé objekty pfi erozi zmizi, pti dilataci se uz znovu neobjevi. Také
objekty, které jsou spojeny jen slab& skonci jako rozpojené. [25]

Binary closing
(Fill holes)

Aelele

Obrazek 2.12: Binarni morfologie obrazu. [7]

Thresholding Binary opening

Na obrazku 2.8 je vyobrazen postup feSeni segmentace objektu od pozadi pomoci
closingu a openingu. Po pievodu obrazku do binarniho typu vznikaji perforace objektu a
nové pseudo-objekty. Closing (A) vypliuje perforace vzniklé po pievedeni obrazku do
binarniho typu a opening (B) odstranuje nové vzniklé objekty.

2.3.4 Kvantifikace segmentovanych struktur

Jakmile mame objekty na obrdzku segmentované, chceme je néjakym zpiisobem
kvantifikovat. V ImageJ je pfimo pro tento pozadavek zabudovana funkce Analyze
Particles, ktera spocita a zméfi velikosti objektli na binarnim obrazku tak, ze skenuje
obrazek nebo jeho ¢ast, dokud nenajde okraj objektu. Nalezeny objekt ohranici, zméfi a
oznaci. Takto pokracuje, dokud neprojde cely obrazek. Tento princip vychazi z analyzy
spojenych komponent (CCA, connected components analysis, obrazek 2.13), ktera

umoziuje digitdlni diferenciaci objektli ocislovavanim pixelll patficim k jednotlivym

+ EEENKIEIEY

objektam. [25] [26]

[N

[N

1
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Obrazek 2.13: Analyza spojenych komponent. [7]
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Algoritmus postupuje pixel po pixelu a ptifazuje mu ¢islo objektu, dokud nenarazi
na dalsi segmentovany objekt.

V Pythonu se k labelingu pouziva funkce measure.label, ktera oznacuje spojené
oblasti celoCiselného pole. [38]

Funguje na ptedpokladu, ze dva pixely jsou spojeny, pouze kdyz jsou sousedé a maji
stejnou hodnotu. Ve 2D mohou byt sousedy v jednom nebo dvou spojenich. Hodnota se
vztahuje k maximalnimu poctu ortogondlnich skokt, aby byl pixel/voxel povazovan za
souseda (na obrazku 2.14). [38]

1-connectivity 2-connectivity diagonal connection close-up

[] (1 [1 [] [ ]
| VS | <~ hop 2

[ 1--[x]1--[ ] [ 1--[x]--[ ] [=<1--[ 1
| VA Y hop 1

Obrazek 2.14: Zpusoby konektivity ve 2D. [38]

2.3.5 Klasifikace segmentovanych struktur

Pokud provadime pouze binarni klasifikaci, tedy oznaceni jednotlivych struktur 0 a
1, 1ze vyuzit prostého zavedeni podminky do algoritmu.

Klasifikace na zakladé plochy segmentu

Pokud zname rozméry struktur, které segmentujeme a cilem klasifikace je rozpoznat,
zda je struktura sprdvné syntetizovana, tzn. zda je celistvd, muiZzeme vychazet
z ptfedpokladu, Ze rozpadla struktura ma mensi plochu nez struktura cela.

DNA origami se navrhuje jiz s urCitym potencidlem vyuZziti, rozméry jsou tedy
piesné znamé. Rothemundovy trojihelniky, které byly pfedmétem diplomoveé prace, maji
kazda strana 120 nm, obsah rovnostranného trojuhelniku tedy vychazi podle vztahu 2.2
lehce pres 6235 nm?. Za uplné trojuhelniky mizeme tedy povazovat utvary s obsahem
kolem 6000 nm?,

S = av (vztah 2.2)
2

kde Sje obsah trojuhelniku (m?), a je délka strany trojithelniku (m) v vyska
trojuhelniku (m)
Na plochu segmentovanych a olabelovanych struktur se mtizeme v Pythonu odkézat

pomoci regionprops.area modulu balicku skimage, ktery méfi vlastnosti oznacenych
oblasti obrazku. [38]
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Klasifikace na zakladé priznaku SOLIDITY

Abychom se vyhnuli ptipadné chybovosti pti klasifikaci vySe popsanym zptsobem,
protoze i n¢které struktury mohou byt mensi, za to si mohou zachovat celistvost, lze
uplnost struktur hodnotit i objektivné;ji.

Kdyz zndme plochy jednotlivych segmentovanych struktur, mizeme je porovnat
s n¢jakym obecnym popisem charakteristickym pro dané struktury.

Nejjednodussim obecnym popisem je convex hull, tedy imaginarni konvexni obal
kolem segmentu. Oblast konvexniho obalu si 1ze piedstavit tak, jako kdyby byla struktura
ohrani¢ena gumickou. [39; 40]

Pokud se hodnota tohoto obalu porovna s naméfenou plochou segmentu, ziskdme
relativni veliinu, kterd ndm objektivné popiSe celistvost objektu. Veli€ina je nazyvéana
solidity a je definovana vztahem 2.3:

S
solidity = 5 (vztah 2.3)
c

kde S je plocha struktury (m?) a Sc je konvexni obal &astice (m?). [39]

Ptedpokladame tedy, ze pokud bude segment celistvy, hodnota solidity se bude velice
bliZit jedné. Pokud bude struktura rozpadla, jeji ohrani¢eni nebude pravidelné, tim padem
bude hodnota solidity vyrazné mensi nez jedna. [39]

2.3.6 Makra pro predzpracovani a segmentaci

Zasadnim krokem k automatizaci popsanych procesii zpracovani, segmentace a
klasifikace obrazku je jejich zahrnuti do maker. Makra jsou uziteCnym ndstrojem pro
reprodukovatelnost pracovniho postupu a jeho pouZiti na velka mnozstvi obrazka. Pro
jesté jednodussi praci s psanim postupti do kodu 1J disponuje funkci Record, ktera
zaznamenava postup a piimo do konzole vypisuje ve form¢ kddu, co se zrovna odehrélo.
Makra se po instalaci (Plugins — Macros — Install...) daji spoustét (Plugins — Macros)
jako samostatné programy.
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2.4 Hodnoceni kvality klasifikatoru

Kvalitu klasifikatoru 1ze hodnotit pomoci riiznych vykonnostnich metrik, jako je
senzitivita (accuracy), specificita, preciznost (precision), zapamatovatelnost (recall), F1-
skoére a ROC-AUC skore.

Senzitivita je nejbéznéji pouzivanou metrikou a méti podil spravnych predpovédi na
celkovém poctu predpovédi. Nemusi to vSak byt vhodné v nevyvazenych souborech dat,
kde je pocet instanci v kazdé tfidé velmi odlisny.

Preciznost méti podil skuteéné pozitivnich predpovédi na celkovém poctu
pozitivnich pfedpovédi. Je to uzitetna metrika, kdyz jsou néklady na faleSné pozitivni
vysledky vysoké, naptiklad pti 1€katské diagnostice.

Recall méti podil skute¢né pozitivnich ptfedpovédi na celkovém poctu skutecnych

pozitivnich instanci. Je to uzite¢na metrika, kdyz je urceni faleSn¢ negativnich vysledki
slozité, naptiklad pii odhalovani vzacného onemocnéni.

F1-score je pomér piesnosti a recallu a poskytuje vyvazeny pohled na obé metriky.

Skore ROC-AUC je métitkem schopnosti klasifikatoru rozliSovat mezi pozitivnimi
a negativnimi piipady. Je to uzitecné, kdyz prahové hodnota pro klasifikaci neni jasna a
neni znama relativni diilezitost faleSné pozitivnich a falesné negativnich vysledk.

2.4.1 Konfusni tabulka

V biostatistice se konfusni tabulka pouzivana k vyhodnoceni vykonu klasifika¢niho
algoritmu. Jde o matici skuteCnych a ptredpoklddanych oznaceni tiid, kde tadky
predstavuji skute¢né nebo znaceni tfid a sloupce predstavuji predpokladané oznaceni tfid.
Ctyfi mozné vysledky binarniho klasifikaéniho problému jsou:

- True Positive (TP): model spravné piedpovida pozitivni tiidu.

- False Positive (FP): model nespravné piedpovida pozitivni tfidu.

- True Negative (TN): model spravné predpovida negativni tiidu.

- False Negative (FN): model nespravné ptedpovida negativni téidu.

Konfusni matice se pouzivd k vypoctu riznych vykonnostnich metrik, jako je
senzitivita, preciznost, recall, F1 skore a specificita. Tyto metriky jsou uzite¢né pro
hodnoceni vykonnosti klasifikaéniho algoritmu, zejména v kontextu biostatistiky, kde je
Casto cilem identifikovat nebo predvidat urcit¢ vysledky nebo nemoci na zakladé
specifickych rysti nebo proménnych. [26]

V Uloze rozpoznavani struktur v obrdzku nas zajima TP — klasifikator oznacil
skutecnou strukturu, FP — klasifikator oznacil jako strukturu naptiklad néjaky Sum
v pozadi a FN — klasifikator neoznacil strukturu, ktera v obrazku opravdu je. Hodnota TN
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nas v této uloze nezajima, nedd se kvantifikovat, protoze redlné negativni struktury
neexistuji — negativum je v obrazku pozadi. Vztah hodnot je vyjadien na obrazku 2.15.

Obrazek 2.15: Vztah hodnot konfusni matice p#i hodnoceni
segmentace struktur obrazku. [26]
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3 Cile prace

Cilem prace je navrhnout a implementovat metodu pro automatické vyhodnoceni
obrazkid molekul DNA origami. Obrazky budou pofizené mikroskopii atomérnich sil
(AFM).

Ukolem bylo seznamit se s metodou AFM, DNA origami a segmentace obrazovych
dat. Bylo tieba pfipravit vzorky DNA origami bez nanocastic a s nano¢asticemi, zmé&fit
jejich morfologii AFM a automaticky detekovat DNA origami na obrazcich.

Na zmétenych DNA origami bylo ukolem klasifikovat struktury do nékolika tfid
podle jejich poskozeni a podle navazani nanoc¢astic a vVytvofit metriku pro vyhodnoceni
kvality vzorku.

Motivaci prace je automatizace zatim ru¢né provadeéné klasifikace syntetizovanych
vzorkd DNA origami. Na jednom obrazku pofizeném na mikroskopu atomdrnich sil 1ze
podle zvoleného pfiblizeni pozorovat az stovky struktur, které se nasledné pocitaji a
kvalitativné vyhodnocuji pouhym pohledem.

Takovy proces je pro ¢loveéka ¢asoveé velmi naro¢ny, proto bylo tfeba piijit s feSenim
tohoto problému pomoci jednoduché automatizace v uZivatelsky piivétivém prostiedi,
tedy v programu, ktery cilova skupina uzivateli zna a umi s nim pracovat, nebo
Vv prostiedi, které umoziuje dost flexibilni zdzemi pro statistické vyhodnocovani
naméfenych dat.

25



4 Metody

V ramci diplomové préce jsem absolvovala syntézu, depozici a métfeni vlastniho
vzorku DNA origami podle ovéfeného postupu na Ustavu fyzikalni chemie Jaroslava
Heyrovského AVCR pod peélivym dohledem mistnich laboranti.

Pro automatické vyhodnocovani obrazkii DNA origami pofizenych mikroskopii
atomarnich sil bylo nejprve tieba zvolit vhodné prostfedi. K prvotnimu seznameni se
s jednotlivymi segmenta¢nimi procesy bylo vhodné zacit s volné ptfistupnym programem
ImageJ FHI, ktery je postaveny na jednoduchém ovladani Gprav obrazku ptes grafické
prostiedi, pro automatizaci postupti Uprav lze vyuzit naprogramovani vlastnich maker.

Abychom mohli segmentaci lépe vyhodnocovat a vyuzit flexibilngj$i zpiisoby
zpracovani dat, zménili jsme prostfedi ImageJ za velmi rozSifeny programovaci jazyk
Python, ktery disponuje mnoha specializovanymi bali¢ky pro upravu a vyhodnocovani
obrazovych dat.

4.1 Priprava DNA origami

Soucasti diplomové prace byla syntéza DNA origami ve tvaru trojuhelniku (obrazek
4.1), takzvanych Rothemundovych trojuhelnikii, za pouziti procesu samosestaveni a
pfipojeni 10nm zlatych nanocastic (AuNP) na tfi mista pfipojeni na struktury DNA
origami. Poté, co jsem syntetizovala origami a pfipojila AuNP na konkrétni mista,
analyzovala jsem vysledky mikroskopem atomarnich sil (AFM).

AS1 AS2

Obrazek 4.1: Schéma Rothemundova DNA origami ve tvaru
trojuhelniku.
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Na obrazku 4.1 je vyobrazeny Rothemundiv navrh DNA origami ve tvaru
trojuhelniku. Modra oznacuje hlavni, dlouhé vldkno DNA, Cervend oznacuje kratké
spojovaci useky DNA, jakési sponky nebo svorky. Cervené body ukazuji polohy
jednotlivych svorek s prodlouzenim, které tvofi misto pfipojeni pro nanocastice (NP).

Sestaveni DNA origami leSeni umoznuje konstrukci raznych objektd v
nanometrovém méfitku s megadaltonovou molekulovou hmotnosti. Tyto objekty mohou
byt uspotadany v riznych tvarech a strukturach, jako je Spicatd hvézda, trojuhelniky,
smajlik, vicevrstva struktura atd. Maze jit o 1D, 2D nebo 3D struktury.

Syntéza a depozice probihala v Ustavu fyzikalni chemie Jaroslava Heyrovského
Akademie véd Ceské republiky v Praze.

4.1.1 Priprava Rothemundova DNA origami

Syntéza trojihelnikového DNA origami

Syntéza origami byla provedena V laboratornim prostiedi za pouziti uvedeného
laboratorniho vybaveni (tabulka 4.1) a reaktantt (tabulka 4.2).

Tabulka 4.1: Tabulka laboratorniho vybaveni pouzitého pii syntéze DNA origami.
Mikropipeta se Spickami 1000 pl; 100 pl; 10 ul; 2,5 ul
Centrifugac¢ni (PCR) zkumavky 0,2 ul; 2ml
Filtr do centrifuga¢ni zkumavky

Tabulka 4.2: Tabulka reaktantu, jejich objemu a u¢elu v syntéze DNA origami.

Nazev Objem Ugel
M13mp18 vlakno DNA 10 pl Zakladni struktura pro vysledné origami
tvofena 7,25 kb dlouhou ssDNA
Roztok kratkych Gisekiit DNA 20 ul Kratké tseky ssDNA, které spojuji dlouhé
vlakno a tvofi tak tvar origami
Pufr 10x TAE, 150 mM MgCl; 10 pl Pro udrzeni stabilniho pH a stabilitu
origami
AS1, AS2, AS3 kratké tiseky 3x4,5ul Useky DNA pro vytvoreni vazebnych
DNA mist pro AUNP
Biotinové kratké useky DNA 13 ul Vypliuji mezery
Voda upravena v MiliQ 33,5 ul K doplnéni celkového obejmu na 100 ul a
k uprave koncentrace

Uvedené latky celkového objemu 100 pl jsem vSechny smichala v 0,2mL zkumavce
s pomoci vortexového mixéru a nasledné jsem zkumavku se vzorkem pienesla k inkubaci
do termocykleru. Zvolila jsem inkubac¢ni program ,,TriangleSyn*, ktery trval 2 hodiny.

Purifikace vzorku DNA origami

Po inkuba¢nim kroku bylo tfeba vysledny roztok vzorku purifikovat, abych
odstranila ptebytecné prameny vazebnych DNA vlaken a ponechala pouze pIn¢ sestavené
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struktury. Provedla jsem proces ultrafiltrace s pouzitim 100 MDa MWCO filtru. Do filtru,
ktery jsem vlozila do 2ml PCR zkumavky, jsem pienesla 100 ul roztoku origami, poté
jsem do filtru napipetovala 400 ul skladaciho pufru (1XTAE, 15 mM MgCl2).

Poté jsem ptenesla filtr do centrifugy a vyvazila jej protizdvazim naplnénim 2ml PCR
zkumavky miliQ vodou. Centrifuga byla nastavena na rotaci 0 5000 rcf pii 20 °C na dobu
5 minut.

Poté jsem odstranila piebyte¢nou kapalinu ze dna zkumavky a znovu naplnila filtr
400 pl skladacim pufrem. Tento proces jsem opakovala celkem pétkrat.

Po patém zopakovani jsem vzala novou 2ml PCR zkumavku, odfizla vicko a opatrné
vlozila filtr dnem vzhtiru do nové PCR zkumavky. Poté jsem jej znovu nechala odstfedit
v centrifuze pii 5000 rcf a 20 °C po dobu 3 minut, abych odstranila purifikovany roztok

vzorku z filtru. Objem roztoku vysel na 41 pl.

Jako dalsi krok bylo teba urcit koncentraci roztoku Cerstvé purifikovaného DNA
origami. Pouzila jsem spektrofotometr NanoDrop. Jako kontrolni roztok jsem pouzila
skladaci pufr — IXTAE, 15 mM MgCl.. Pouzila jsem modd ,,dsDNA* na spektrofotometru
k ziskani koncentrace roztoku origami v ng/ul.

Nejprve jsem zvolila metodu ,,dsDNA*“ a nechala jsem zafizeni, aby se samo
zkalibrovalo. Cistym hadiikem mirn& navlhéenym ve miliQ vodé jsem vygistila a osusila

vzorkovaci stolek zafizeni a hlavici se sondou.

Poté jsem nanesla 2 pl sklddaciho pufru na snimaci stolek a hlavici sondy jsem
opatrn¢ vratila zpét do piivodni polohy, aby nedoslo k zaSuméni pozadi nebo interference
pii méfeni vzorku. Po naneseni pufru jsem spustila analyzu kontrolniho vzorku.

Po kontrolni analyze jsem diikladné vy¢istila stolek a sondu mirné navlhéenymi
ubrousky, poté jsem do zafizeni nakapala 2 pl roztoku origami a zméfila koncentraci
vzorku.

Me¢éfteni roztoku origami jsem opakovala celkem tfikrat, dokud nebyly ziskany
konzistentni hodnoty.

Méreni DNA origami na AFM

Dalsim krokem bylo uloZeni vzorku DNA origami na slidu k jeho vizualizaci na
mikroskopu atomarnich sil (AFM).

V prvni fadé bylo tieba piipravit 5 nM roztok ze zasobniho roztoku. Pomoci
jednoduchého vztahu (vztah 4.1) jsem vypocitala miru potfebného fedéni za pouziti
skladaciho pufru jako rozpoustédla.
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kde C; je koncentrace roztoku DNA origami (M), V; je objem roztoku DNA origami,
C, je koncentrace, které chceme dosahnout (M) a V, je celkovy vysledny objem roztoku
(/1) k dosazeni chténé koncentrace.

Do nové 0,2ml zkumavky jsem piidala 1 pl roztoku origami a 1,32 ul pufru, abych
vytvorila 5nM roztok origami.

Nanesla jsem 1 ul 5nM roztoku na Cerstvé nastépeny povrch slidy na hlinikovém
bloc¢ku, a nasledné jsem okamzité ptidala 10 pl pufru IXTAE, 15 mM MgCl,, aby se
zabranilo vysychani vzorku. Nechala jsem takto naneseny vzorek inkubovat pii pokojové
teploté pod plastovym krytem po dobu 5 minut.

Pomoci vhodné pinzety jsem slidu s nanesenym vzorkem oplachla 10 ml miliQ vody.
Piebyte¢nou vodu jsem jemné odstranila odsatim papirovym ubrouskem. OkamZité jsem
vysus$ila mokry slidovy povrch pomoci proudu plynného dusiku. Poté jsem pfinesla
vzorek naméfeni v AFM pomoci rezimu Peakforce QNM ve vzduchu.

4.1.2 Priprava zlatych nanocastic

Urceni koncentrace nanocastic

Nasledujici krok se zabyvé ur¢enim koncentrace nanocastic, ke kterému jsem vyuZila
laboratorni vybaveni a reaktanty uvedené v tabulkach 4.3 a 4.4.

Tabulka 4.3: Tabulka vyuzitého laboratorniho vybaveni k navazani AuNP na DNA origami.
Mikropipeta se Spickami 1000 pl; 100 pl; 10 pl; 2,5 pl
Centrifugacni (PCR) zkumavky 0,2 ul; 2ml
Filtr do centrifugacni zkumavky

Tabulka 4.4: Tabulka pouzitych reaktantli k navazani nanocastic na DNA origami.
Reaktant Objem
Koloidni roztok 10nm zlatych nanocastic
(Nanocomposix)
2mM citratovy pufr

Pouzila jsem komer¢né zakoupené 10nm zlaté nanocastice (AuNP). Dodavaji se v
2mM citratovém pufru a citatem jsou také stabilizovany. Ke zvySeni koncentrace roztoku
nanocastic jsem naplnila ¢tyti 2ml zkumavky zakoupenym roztokem AuNP a poté jsem
je vlozila do centrifugy pti 21000 rcf pii 20 °C na 20 minut.

Poté jsem pomoci 1000ul pipety opatrné odebrala 1900 pL supernatantu z kazdé
zkumavky, takze na dné zkumavek zlstala pouze koncentrovana peleta tvotrena
nanocasticemi. Poté jsem vlozila vSechny cCtyfi pelety do jedné zkumavky.

Pro métfeni koncentrace pomoci spektrometru Nanodrop jsem vytvoiila 10krat
ziedéné roztoky ptidanim 1 pl koncentrovaného roztoku AuNP k 9 ul 2mM citratového
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pufru (dihydrat citratu trisodného) a rozmichala jsem vznikly roztok ve vortexovém
mixéru.

Méteni koncentrace AuNP je stejna jako u DNA origami. Jako kontrolni vzorek jsem
pouzila 2mM citratovy pufr. Nanesla jsem 2 ul kontroly na stolek, zméfila étytikrat a po

kazdém méfeni jsem zafizeni vy¢istila. Tentokrat jsem na Nanodropu pouzila nastaveni
,,Custom* a ziskala jsem maximalni absorpci, ktera pro 10nm AuNP je obvykle 519 nm.

K vypoctiim jsem pouzila zjednoduseny Lamber-Beertuv zakon (vztah 4.2):

C=A/(d € (vztah 4.2)

kde C je kyzena koncentrace (M), A je absorbance roztoku, d je primér nanoc¢astice
(m?) a € , molarni absorpéni koeficient (M~1cm™1) je konstantni pro ur¢ité vinové délky,
Znichz nas zajimaly A; =450nm a A, =519 nm, coz jsou dvé krajni hodnoty
absorbance zlatych nanocastic o priméru 10 nm. Parametry € pak vychazeji €;; = 6,15 -
10’ M~ *cm™ta ey, = 9,52 107 M~1em™? a podle nich jsem vypocetla koncentrace.

Piiprava vazebnych DNA vliken

K ptipravé vazebnych DNA vléken jsem pouzila laboratorni vybaveni a reaktanty
uvedené v tabulkach 4.5 a 4.6.

Tabulka 4.5: Tabulka pouzitého laboratorniho vybaveni k pfipravé vazebnych DNA vlaken.
Mikropipeta se $pickami 100 pla 10 pl
PCR zkumavka 0,2 ml

Tabulka 4.6: Tabulka pouZitych reaktanti k piipravé vazebnych DNA vlaken.

Reaktant Objem
Roztok SH Au TTT vazebnych vldken o 40 pl
koncentraci 92.4 nM
Roztok tris(2- carboxyethyl)phosphine 10 ul
(TCEP)

Jakmile jsem zjistila koncentraci, mohla jsem piejit ke kroku funkcionalizace AuNP
s jednovlaknovou DNA.

DNA ktomu pouzita byla na jednom konci thiolovana. Po spojeni nanocastic a
thiolovanych vazebnych vldken se vytvofila vazba Au-S, ktera drzi linkery na misté na
povrchu ¢astic. Nejdiiv jsem ale potfebovala oSetfit thiolované oligonukleotidy tris(2-
karboxyethyl)fosfinem (TCEP). Tento krok je nezbytny kvili afinité thiolovych skupin k
vytvoireni disulfidovych vazeb mezi sebou, coz snizuje dostupnost pro funkcionalizaci
NP. Smichala jsem 40 ul 10nM roztoku vazebnych vlaken s 10 ul ptipraveného roztoku
TCEP. Poté jsem roztok nechala 30 minut inkubovat.
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Navazani vazebnych DNA vldken na nanocastice

Navazani vazebnych DNA vlaken na nanocastice jsem provedla tzv. Freeze-Thaw
metodou, vzorek jsem tedy nechala zamrznout a pak jsem ho nechala roztat. K tomu jsem
pouzila vybaveni uvedené v tabulce 4.5 a reaktanty jsou uvedené v tabulce 4.7.

Tabulka 4.7: Tabulka pouzitych reaktantl pfi navazani DNA vlaken na nanocastice.

Reaktant Objem
Roztok vazebnych vlaken DNA pfipraveny 40 pul
Vv predchazejicim kroku (linker)
Ptipraveny roztok nanocastic 160 pl

Po inkubaci DNA jsem smichala vazebna vldkna s roztokem AuNP. Objem jsem si
vybrala libovolng, jedingym omezenim bylo, ze molarni pomér AuNP k linkeru by mél byt
alespon 1:200 (max. 1:800).

Smichala jsem 160 pl jiz ptipraveného zfedéného 100nM roztoku AuNP se 40 pl
roztoku vazebnych vlaken ptipraveného v predchozim kroku.

Pro konjugaci linkeru s AuNP jsem provedla metodu Freeze-Thaw. Zkumavku jsem
vlozila na 15 min do mrazaku (-20°C), poté jsem nechala vzorek 10-15 min pii pokojové
teploté tat a poté jsem opét vloZila na 15 min do mrazaku. Nanocastice a oligonukleotidy
jsou pfivedeny do mnohem tésn&j$i vzdjemné blizkosti diky rostoucim ledovym
krystaliim v roztoku. Zmrazeni AuNP bézné vede k agregaci a ¢ini je nepouzitelnymi. V
pritomnosti vysoké koncentrace oligonukleotidli, jsou AuNP pokryty DNA, kterad je
chrani pred agregaci. Soucasn¢ se zvySila pravdépodobnost reakce thiolové skupiny s
povrchem zlatych nanocastic, ¢imz se vytvofil pozadovany konjugat AuNPs-linker.

Smichanim linkeru s roztokem AuNP se vysledny roztok zbarvil do fialova.
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Purifikace komplexii vazebna vlakna DNA—AUNP

K purifikaci vazebnych vldken DNA jsem pouzila laboratorni vybaveni uvedené
v tabulce 4.8 a reaktanty uvedené v tabulce 4.9.

Tabulka 4.8: Tabulka pouzitého vybaveni k purifikaci komplexti DNA-AUNP.
Mikropipeta se $pickami 100 pla 10 pl
PCR zkumavka 0,2 ml
Filtr do centrifugacni zkumavky

Tabulka 4.9: Tabulka pouzitych reaktanti k purifikaci komplexit DNA-AUNP.

Reaktant Objem
Roztok komplexit AuNP-linker z minulého 200 pl
kroku
Pufr 1x TAE 10 mM MgCl. s 0,02% SDS 300 pl +5x400 pl

Nanocéstice byly v této fazi spravné funkcionalizovany pomoci vybraného linkeru a
mohly byt okamzité pouzity. Bohuzel by to vedlo k nepfesnym vysledkiim kvili vysoké
koncentraci nenavazanych linkerti v roztoku, které by mohly obsadit vazebna mista na
origami. Proto bylo tieba vy¢istit konjugované AuNP.

Ptidala jsem tedy roztok NP-linkeru do filtru a doplnila jsem do 500 pl 1x TAE,
10mM MgCI2 s 0,02% SDS pufrem. Parametry centrifugace byly nastaveny stejné jako
v minulych krocich a jako pfedtim jsem po centrifugaci vylila kapalinu do sbérné
zkumavky a ptidala jsem 400 pl stejného pufru do filtru. Opakovali jsem tuto proceduru
celkem pétkrat a poté jsem extrahovala AuNP oto€enim filtru vzhliru nohama do nové
sbérné zkumavky.

Pro méfeni koncentrace jsem musela roztok znovu nafedit. Roztok AuNP jsem
natfedila 1:9 pufrem. Poté jsem urcila koncentraci na Nanodropu jako v ptedchozich
krocich.

4.1.3 Hybridizace DNA origami s nano¢asticemi

K hybridizaci DNA origami s nanoCasticemi jsem pouzila laboratorniho vybaveni,
které jiz uvadim v tabulce 4.5 a reaktantti, které uvadim v tabulce 4.10.

Tabulka 4.10: Tabulka reaktantt pouzitych pro hybridizaci DNA origami s nano¢asticemi.

Reaktant Objem

Ptipraveny roztok DNA origami 8,52 ul
Pufr 1x TAE, 15 mM MgCl, 11,48 pl
Piipraveny roztok komplext AuNP-linker 1,067 ul
Pufr 1x TAE, 10 mM MgCl, 18,93 pul
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V tomto kroku jsem spojila origami s funkcionalizovanymi nano¢asticemi. Molarni
pomér mezi origami a AuNP (v tomto pfipadé tii AS) mél byt 1:4. Konecny objem
roztoku musel byt pfiblizné 40 pl. Bylo tedy tieba 20 pl roztoku DNA origami a 20 ul
roztoku AuNP. Vypocet objemt jsem provedla za pouziti vzorce 4.2—a a vySly mi
objemy uvadéné v tabulce 4.11.

Ptipravila jsem tedy ziedény roztok DNA origami smichanim 8,52 ul roztoku DNA
origami s 11,48 ul pufru 1x TAE, 15 mM MgClz. Ziedény roztok AuNP jsem pfipravila
smichanim 1,067 pl roztoku AuNP a 18,93 ul 1x TAE, 10 mM MgCl2 pufru. Téchto 40
ul jsem pridala do zkumavky o objemu 0,2 ul a vlozila jsem ho do termocykleru, ktery
jsem spustila v programu ,,AuNP-origami5“ na 1,5 h za teploty od 40 °C.

Purifikace hybridniho roztoku origami—NP

K purifikaci vzniklého roztoku jsem pouzila laboratorniho vybaveni uvedeného
v tabulce 4.11 a reaktantti uvedenych v tabulce 4.12.

Tabulka 4.11: Tabulka pouzitého vybaveni k purifikaci hybridizovaného roztoku DNA origami-
NP.
Mikropipeta se $pickami 100 pla 10 pl
PCR zkumavka 0,2 ml
Erlenmayerova banka
Mikrovlnna trouba
Kyblik ledu
Sada pro elektroforézu
Klesticky
Sklicko
Parafilm
skalpel
Filtr Freeze’N Squeeze s ,,dolphin tube*

Tabulka 4.12: Tabulka reaktantl pouzitych k purifikaci hybridizovaného roztoku DNA origami-

NP.
Reaktant Mnozstvi/Objem
agardza 0,245¢
Pufr 1x TAE 15 mM MgCl; 35 ml
Ptipraveny roztok DNA origami 28,8 ul
Pufr IXTAE 15 mM MgCI2 s 30% 7,2 ul + 3,6 ul
glycerolem
314nM roztok 10nm AuNP 14,4 pl

Jakmile byl vzorek hotov, bylo tfeba odfiltrovat pfebytecné nenavazané céstice,
seskupené struktury a origami bez piipojeného NP. Pro tento postup jsem pouzila
elektroforézu na agar6zovém gelu (AGE). Nejprve jsem piipravila 0,7% agarozu. Zvazila
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jsem 0,245 g agardzy, dala jsem ji do Erlenmeyerovy banky a pfidala jsem 35 ml 1x TAE,
15 mM MgCI; pufru. Banku jsem jemné protiepala a vlozila jsem ji do mikrovinné trouby
na 30 sekund. Pot¢ jsem roztok jesté jednou protfepala a dala jsem ji na dalSich 15 sekund
do mikrovinky. Poté jsem roztok vytahla z mikrovinky a nechala jsem ho trochu
vychladnout. Pak jsem roztok opatrné nalila do gelové formy, Spickou pipety propichla
vSechny bublinky a vlozila hieben. Gel jsem nechala asi 30—45 minut odpocivat.

Mezitim jsem pfipravila vzorek a referencni vzorek pro méfeni. V samostatnych PCR
zkumavkach jsem smichala 28,8 pl roztoku origami s 7,2 ul 1x TAE 15 mM MgClz, 30
% glycerol (tento pufr jsem pouzila k zabranéni difize roztoku vzorku pies vodné
prostfedi). V druhé zkumavce jsem smichala 14,4 pl 10nm roztoku AuNP (314 nM) s 3,6
ul stejného pufru jako predtim. To byla ma reference.

Pak jsem si ptipravila kbelik s ledem. Po vytvrzeni gelu jsem opatrné sundala
pryzové kousky na koncich formy. Formu s gelem jsem vlozila do elektroforézy s 1x
TAE, 15mM MgClI; pufrem. Potom jsem hieben z gelu vyndala.

Do jamky na levé strané jsem $pic¢kou pipety aplikovala 13 pl referen¢niho roztoku.
Stejnym zptsobem jsem vloZzila vzorek do dalSich 2 jamek (2x 13 pl) podle néasledujiciho
obrazku 4.2. Poté jsem nasadila viko a pienesla jsem aparaturu do ledové lazné, ptipojila
jsem vsechny kabely a zapojila ji do elektrické napajeci jednotky. Provozni parametry
byly 60 V a 200 mA (zafizeni pracovalo pii 107 mA) na dobu 60 min.

NP-DNA ref. samples

Obrazek 4.2: Tlustrace pozadovaného vysledku elektroforézy na agar6zovém gelu. [18]
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Po dokonceni procesu jsem u vzorka vidéla dva pruhy (obrazek 4.3). Spodni pruh
mél stejnou vysku jako referencni a druhy je ten, ktery mne zajimal (také oznaceny na
obrazku 4.2). Gelovy blok jsem vyjmula z pufru, opatrné jsem ho ze stran osusila pomoci
ubrousku. A pak jsem potiebovala extrahovat vzorek z gelu. Skalpelem jsem tedy pas
odfizla a pinzetou vytahla z gelu. Poté jsem vzorky navlékla na sklo potazené Parafilmem
a primackla jsem dalsim sklickem potazenym Parafilmem.

Obrazek 4.3: Vysledné pruhy vzorku na
gelovém bloku.

Poté jsem skalpelem seskrabla vysledny rozmélnény agar6zovy gel ze sklicka a
umistila jsem ho do filtru Freeze 'N Squeeze zapusténého do specialni zkumavky.
Zkumavku jsem vlozila na 15 min do mrazaku (-20 °C) a poté jsem ji nechala roztat pii
pokojové teploté. Poté jsem zkumavku vlozila do centrifugy na 13000 rcf p#i 20 °C po
dobu 3 minut. Poté jsem filtr vyhodila a kone¢ny vzorek jsem ze dna zkumavky vlozila
pipetou do nové 0,2ml zkumavky pro PCR. Objem mé¢l byt kolem 30-60 pl, objem mého
vzorku byl 65 pl.

4.1.4 Depozice a méreni vzorku DNA origami na AFM

Pro depozici vzorku DNA origami S navazanymi nanocasticemi jsem vyzila
laboratorniho vybaveni uvedeného v tabulce 4.13 a reaktanti uvedenych v tabulce 4.14.

Tabulka 4.13: Tabulka vybaveni pouzitého k depozici vzorku DNA origami.

Mikropipeta se $pickami 10 pl
Mica (hlinikovy blo¢ek)

Tabulka 4.14: Tabulka reaktantll vyuzitych pii depozici vzorku DNA origami.

Vysledny roztok DNA origami Sul+2ul
MiliQ voda kolem 10 ml
Plynny dusik
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Nejprve jsem slidu (hlinikovy blo¢ek) pomoci lepici pasky ptipravila k depozici,
abych dosahla rovného a lesklého slidového povrchu bez vétsich naruseni, které by bylo
vidét pres interferencni jevy (duhové zablesky na povrchu Micy). Poté jsem na jeji stied
umistila 5 pl vysledného roztoku, piikryla jsem ji vickem a nechala jsem ji inkubovat 5
minut.

Poté jsem slidu oplachla nékolika kapkami MiliQ vody (asi 10 ml). Piebyte¢nou
vodu jsem opatrné odsala filtraénim papirem a poté vzorek fadné vysusila pod N2, abych
z povrchu odstranila veskerou vodu. Nyni byl vzorek pfipraven pro méfeni na AFM.

Mg¢éteni jednoho snimku bézné trva kolem 1 hodiny. Volenymi parametry, na kterych
zavisi doba méfeni, jsou velikost obrazku, pro sviij vzorek jsem zvolila 10 um x 10 pm,
rychlost skenovani, nastavila jsem kolem 0,5 Hz, a rozliseni 1024 nebo 2048.

4.2 Zpracovani snimkid DNA origami

Pro prvotni sezndmeni se s fungovanim algoritmll a vytvofeni zbézného pracovniho
postupu pro upravu obrazku DNA origami z AFM nam poslouzilo user-friendly prostredi
vyvinuté ptfimo pro image processing ImagelJ s rozsitenim FIJI. Prostiedi je zaloZzené na
grafickém wuzivatelském rozhrani (GUI), které poslouzi pro zakladni manipulaci
S obrazovymi daty, ale umoziuje 1 vytvareni takzvanych maker, diky nimz jsme schopni
vytvaret vlastni poloautomatizované postupy pro Upravu a kvantifikaci védeckych
obrazki.

V Imagel] vsak nelze provadét hlubsi statistickou analyzu a postupy nejsou tolik
reprodukovatelné. Proto jsme se rozhodli se zaméfit na automatizaci procesu zpracovani
a vyhodnocovani obrazktt DNA origami v Pythonu a porovnat vysledky implementace
v ImageJ a Pythonu.

4.2.1 AFM obrazek DNA origami

Vyhodnocovani jsem provadéla na obrazcich trojuhelnikovych DNA origami (tzv.
Rothemundovych trojuhelnicich), které mi byly laskavé poskytnuty z archivu Ustavu
fyzikalni chemie Jaroslava Heyrovského AVCR. Méla jsem K dispozici snimky DNA
origami bez i s navazanymi nanocasticemi, které byly pfedmétem dalsi detekce.

4.2.2 Nastroje pro zpracovani obrazovych dat

Ziskana data jsem zpracovéavala nejprve pomoci ImageJ a jeho programovaciho
jazyka zalozeném na Javé a maker. Vyuzila jsem moznosti Upravy obrazku interakci
s grafickym rozhranim, kterou jsem za pouziti funkce ,,record“ ptevedla do formy kodu,
ktery jsem nésledné rozdélila do jednotlivych maker pro moznost kouskovani procesu.

Osvojeny postup jsem aplikovala do programovaciho jazyku Python. K manipulaci
s védeckymi obrazky v Pythonu slouzi balicek sci-kit image, ktery obsahuje funkce pro
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bézné pouzivané pracovni postupy pii segmentaci obrazku. Neékteré funkce dilezité pro
segmentaci obrazku jsou lépe pouzitelné v balicku OpenCV, ktery také nabizi spoustu
metod pro praci s obrazovymi daty.

Pro manipulaci s daty ziskanymi pro klasifikaci jsem pouzivala bali¢ky numpy a
vykreslovani grafi a tabulek jsem pouzivala bali¢ek matplotlib pyplot.
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5 Vysledky

5.1 Vysledky méieni koncentrace DNA origami a jejich
syntézy

V této praci jsem se zameétila na vytvoreni trojuhelniku DNA origami a naslednou
hybridizaci specifického mnozstvi zlatych nanocastic na konkrétni mista téchto struktur
bylo cilem vytvofit plasmonické nanostruktury.

Plazmonické nanostruktury jsou struktury, které vyuzivaji plasmonické rezonance k
interakci s elektromagnetickym zafenim. Plasmonicka rezonance je zptisobena interakci
elektronii v nanostruktuie se svétlem. Plasmonické nanostruktury lze vyuzit pro
biosensing, fotovoltaiku nebo pro zlepseni spektroskopickych metod.

5.1.1 Koncentrace DNA origami

Mg¢teni koncentrace DNA origami bylo zaneseno do tabulky 4.3.

Tabulka 5.1: Tabulka naméfenych hodnot koncentrace roztoku DNA origami namétené na

NanoDropu.
Cislo méfeni Koncentrace vzorku (ng/pl)
1 54,0
2 55,6
3 55,8

Poté jsem spocitala primérnou hodnotu koncentrace (vztah 5.1—a) a pfevedla jsem
J1 z ng/pul na nM pomoci vynasobeni primérné koncentrace v ng/ul parametrem 0,2131
(vztah 5.1—b). Vyhovujici koncentrace roztoku se pohybuje mezi 7—20 nM.

54,0 + 55,6 + 55,8
3

_ ng 5.1—a
=5513"8/ (51—a)
55,13-0,2131 = 11,74 nM (5.1—b)

5.1.2 Vypocet objemu roztoku pro méreni na AFM

Pro méfeni vzorku DNA origami na AFM je tieba znat jeho objem (vztah 5.2), ktery
jsem vypocitala podle vztahu 4.1:

C,=11,74nM; V, = 1 uL (vztah 5.2)
C,=5nM; V, =7
V, = (11,74 -1)/5
V, =232 ul
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5.1.3 Méreni absorbance nanocastic

Maximalni absorpce roztoku AuNP byla 521 nm a hodnoty byly: 1,17 nm, 1,17 nm,
1,14 nm a 1,13 nm. Minimalni absorpce roztoku AuNP byla 450 nm a hodnoty byly: 0,73
nm, 0,70 nm, 0,72 nm a 0,69 nm.

K vypoctiim jsem pouzila zjednoduseny Lamber-Beertuv zakon (vztah 5.3):

c=A/(d-€) (vztah 5.3)

kde c je kyZena koncentrace, A je absorbance roztoku, d je primér nano¢astice a € je
konstantni pro urcité vinové délky, z nichZz nas zajimaly 4; = 450 nm a 4, = 519 nm,
coz jsou dv¢ krajni hodnoty absorbance zlatych nanoc¢astic o priméru 10 nm. Parametry
€ pak vychazeji €;; = 6,15-10” M~ *cm™ a €4, = 9,52 107 M~1cm™?! a podle nich
jsem vypocetla koncentrace (vztahy 5.4 a 5.5).

1,17-1,17-1,14- 1,14
c )
A 1-6,15- 107 (vztah 5.4)

1 =187 1077 M

1,17-1,17-1,14- 1,14
_ 4

1 =121-10""M

Primérna koncentrace vysla na 154,25 nM. Koncentrace roztoku AuNP byla 154,25
nM a objem byl pfiblizné 400 pul. Potfebovala jsem 160 pul 100nM roztoku AuNP, a proto
jsem smichala 56,1l pufru (1XTAE) se 103,9ul roztoku AuNP v nové 0,2ml zkumavce
(vypocteno podle vzorce 4.2—a).

5.1.4 Koncentrace nanocastic

Poté jsem urc¢ila koncentraci (vztahy 5.6 a 5.7) na Nanodropu jako v ptedchozich
krocich.

2,28 + 2,5?8 +2,16 10

= 1-6,15-107 (vztah 5.6)

11 = 3,855 - 1077 M = 385,5nM
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3,67 + 3,3?7 + 3,68 10

Cr2 = 1-9,52-107 (vztah 5.7)

Cp = 3,642 - 1077 M = 364,2 nM

Primérna koncentrace vysla na 374,85 nM.

5.1.5 Ziskana obrazova data vzorku DNA origami z AFM

Na obrazku 5.1 je snimek DNA origami, ktery jsem ziskala z absolvované syntézy.
Na obrazku je vzorek DNA origami ve velmi koncentrovaném stavu, nanocastice se

» V‘G\‘,':} 2o i w7
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BT Gl vy VA
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Obrazek 5.1: AFM snimek DNA origami syntetizovaného
v ramci prace.
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5.2 Vysledky zpracovani ziskanych obrazovych dat

Rychlé zhodnoceni kvality obrazku

Pro predstaveni dat jsem vykreslila charakteristickou ¢ast snimkt trojihelnikovych
DNA origami na obrazek 5.2.

Segmentation-ideal image

Image with lots of connected structures

Image of disintegrated structures

b 7

1000

1250

1500

1750

2000

Obrazek 5.2: Ptiklady snimk trojuhelnikovych DNA origami.

Na obrazku jsou vyobrazeny typické pfipady, se kterymi se mizeme setkat po
meéteni vzorecklt DNA origami na AFM. Pro segmentaci bude prvnim krokem sjednotit
rozliSeni a nastavit métitko. Syntéza a depozice prvniho vzorku se hned na prvni pohled
povedla a kontrast mezi strukturami a pozadim je pro segmentaci idealni. Jedinym
problémem jsou pozustatky po syntéze ve vzorku, které se objevuji i kdyz se purifikace
provede fadné. Takto vzniklé segmenty budeme chtit vyfiltrovat. Druhy obrazek je
ptikladem velmi koncentrovaného roztoku DNA origami, syntéza se povedla, ale pro
segmentaci bude obtizné rozeznat spojené struktury. Na tfetim obrazku vidime struktury
rozpadlé, a i AFM na prvni pohled nefungovalo tak, jak by mélo. Takovy typ snimkt
jsme ze segmentace vytadili.

Na obrazku 5.3 jsou vykresleny ptiklady DNA origami s navdzanymi nanocasticemi.
Prvni snimek je idealnim pro nasi Ulohu: obsahuje dobfe identifikovatelné struktury
S navazanymi nanocasticemi, které se nenavazaly na uplné vSechny origami. Pozadi je
lehce zasuméné, ne vsak tolik, aby jeho rozeznani nebylo obtizné. Druhy snimek je
ptikladem neptedpoklddaného chovani mikroskopu, pozadi je velmi nehomogenni a

Segmentation-ideal image

Image with noisy background Image of disintegrated structures
o, -

400

- v g
1000 1§ - i 1000 &
1000 1000 1000

Obrazek 5.3: Ptiklady snimku trojuhelnikovych DNA origami s navdzanymi nanoc¢asticemi.
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nebude lehké ho rozeznat. Tieti snimek stejné jako v pfedchozim obrazku obsahuje
rozpadlé¢ struktury a také se jim nebudeme zabyvat.

Z vyse vyctenych problémi pro automatickou segmentaci obrazka vyplyva, ze se
chceme zaméfit na sjednoceni rozliSeni vstupnich obrazovych dat, nastaveni méfitka a
popiipad¢ vynechani rusivych ¢asti obrazki, jako je naptiklad vkreslené métitko ptimo
z AFM. Tyto kroky spadaji do pfedzpracovani, tedy piipravy snimku na nasledujici
segmentaci.

Kanaly obrazku

Do prvotniho sezndmeni se s obrazovymi daty spada také zjisténi formatu obrazku.
Pro nékteré tkony spojené s tipravami obrdzku pro naslednou segmentaci je tieba prevést
obrazek do jinych barevnych formatu.

Obrazky z AFM maji ¢tyfi kandly, tedy navic k béznym tfem (RGB) uvadi ke
kazdému pixelu ¢tvrtou hodnotu. AFM umi snimat i v z-0Se, je tedy schopen informovat
o0 hloubce vzorku. Struktury DNA origami jsou lehce vyvysenéjsi vzhledem k podkladu.
Kdyby nas obrazek nesl informaci o hloubce vzorku, mohli bychom segmentaci provést
prave diky ctvrtému kandlu. Existuje vSak vice ditvodl pro uvadéni ¢tvrtého kanalu. Proto
jsem musela prozkoumat, jaké hodnoty ¢tvrty kanal nese, abych mohla odhadnout, o
jakou informaci se jedna a jesli bude pro naslednou analyzu uzite¢na.

Chceme-li zjistit, jaké informace v obrazku predstavuje Ctvrty barevny kanal,
musime se podivat na zdroj obrazku a kontext, ve kterém byl zachycen nebo vygenerovan.
Zvolila jsem jednoduchou analyzu za pouziti histogramu hodnot (obrazek 5.4).

1e6 Histogram of 4th color channel

1.04

0.8 1

Frequenc

0.4

0.2

0.0 T u T T
254.6 254.8 255.0 255.2 255.4

Obrazek 5.4: Histogram ¢tvrtého kanalu obrazku DNA origami.
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Ctvrty barevny kanal naseho obrazku ma jedinou hodnotu - 255, miZe to znamenat,
7e obrazek ma alfa kanal. V tomto ptipadé maji pravdépodobné vSechny pixely v obrazku
plnou neprtihlednost, kterd je reprezentovana hodnotou 255 v alfa kanélu.

5.2.1 Postup zpracovani obrazovych dat

Z ptedbézného vyhodnoceni dostupnych snimki nam vyplynuly dil¢i podiukony
segmentace.

Nejprve se chceme zamétit na predzpracovani vstupnich obrazkd, kam se pocita
sjednoceni rozliSeni snimk, nastaveni méfitka a ofiznuti nechténych, rusivych soucasti
obrazku. Poté se budeme zabyvat vhodnym vyfiltrovanim zasuménych dat a
maximalnimu ulehceni rozliseni struktur pro naslednou segmentaci.

Segmentace je samostatnym a €asto feSenym problémem, naSe snimky maji ale diky
periodicité tvard struktur a dobrému kontrastu mezi strukturami a pozadim skvély

potencial pro uspéSnou segmentaci.

Kvantifikace struktur probéhla jednoduchym zplsobem =za pouziti funkci
v modulech Pythonu, které funguji na principu CCA a klasifikace byla provedena na
zakladé znamych hodnot ploch struktur a vypoctu ptiznaku solidity uvadéné v kapitole 2.

Pro praci s obrazky v Pythonu jsme zvolili bali¢ek sci-kit image (zkracen¢ skimage),
ktery obsahuje spoustu metod pro tpravu, segmentaci a kvantifikaci struktur védeckych
obrazki. Balicek sci-kit learn ndm poslouzil k vyhodnoceni klasifikace.

Pro lepsi orientaci v postupu analyzy obrazkii DNA origami jsem vytvofila schéma
pracovniho postupu (tzv. workflow) a vykreslila jsem ho na obrazku 5.5. Jedna se o
prvotni a zjednoduSeny zékladni postup, ktery byl béhem procesu zdokonalovani
pozmeénén a tento postup je i dle nastinén beéhem této kapitoly.

QUANTIFY &

SCALE & CROP DENOISE BINARY LABEL CLASSIEY

Obrazek 5.5: Schéma zakladniho postupu zpracovani obrazovych dat DNA origami.

Nasledujici podkapitoly se odrdzi od problémt vyplyvajicich z pracovniho postupu
a nastavajicich z procesu tprav.
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Nastaveni méritka

Prvnim krokem v ptfedzpracovani obrazku bylo nastaveni jeho meéftitka. Kdyz se
obrazky vykresluji, osy se zobrazuji v pixelech (obrazek 5.6), jejichz hodnoty
neodpovidaji skutecné vzdalenosti. Chceme se v nacteném obrazku orientovat podle
skutecnych velikosti struktur. Nastavené velikosti pak muizeme vyuzit se znalosti
syntetizovanych struktur v klasifikaci.

Obrazek 5.6: Ptivodni obrazek DNA
origami s osami v pixelech.

Zorné pole méfeni AFM se vZdy nastavuje na urcitou plochu. DNA origami téchto
velikosti se vétSinou méii v ploSe ti1 krat tf1 mikrometry. VSechny naSe vybrané snimky
byly méfeny presné v tomto zorném poli.

K nastaveni méfitka potfebujeme uz jen informaci o velikosti obrazku v pixelech.

Pro nastaveni novych rozmérii obrazku na 3000 krat 3000 nanometrii jsem pouzila funkci
resize z balicku OpenCV. Na obrazku 5.7 je zobrazen vysledek funkce resize.

Obrazek 5.7: Nastaveni méfitka vychoziho obrazku z pixelt (vlevo) na nanometry
(vpravo).
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Odebrani vizualizovaného méritka z AFM

Vizudlni méfitko nastavené z méfeni AFM by pii segmentaci zavazelo, proto bylo
tteba se ho zbavit. Nejjednodussim feSenim bylo ofiznuti obrazku. Sice pfichazime o
struktury, pfi hodnoceni uspésnosti syntézy vzorku nam jde vSak pfedevSim o pomeér

rozpadlych a zachovalych struktur, proto ztrata malé casti obrazku nevadi.

Jako feSeni (na obrazku 5.8) jsem pouzila jednoduchy pfistup s odeétenim vysky

obrazku a ptepsanim jeho rozméri.

Original Image

Obrazek 5.8: Plivodni obrazek s méfitkem nastavenym AFM (vlevo) a obrazek s
odstranénym méfitkem (vpravo).

Pozadi obrazkl je vzdy zasuméné, n¢kdy vice, nékdy méne. V kazdém ptipadé se

Sumu chceme zbavit, abychom sjednotili jednotlivé ¢asti obrazku.

Filtrace Sumu

Filtrace obrazku je jednim velkym tématem, existuje spousta ruznych filtrii. Cilem
filtrace naSich obrazovych dat bylo odstranéni Sumu pozadi a zkompaktnéni struktur,
které chceme pozdéji detekovat. K jejich detekci je tfeba, aby byly rozpoznany jako
jednotlivé struktury, je tedy tfeba, aby byly sjednocené v intenzité, ale zaroven, aby byly
rozpoznatelné od pozadi a aby byly dostate¢né zachovany hrany.
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VyzkousSela jsem tii rizné filtry a porovnala jsem je mezi sebou (na obrazku 5.9).

Image filtered with Gaussian - sigma: 2.2

Image filtered with Median - footprint: 7
5] <

0

Image filtered with NLM - parameters 15,10
=] <

500 500

1000 1000
1500

1500

2000 2000 2000

2500 T -~ " [y ¥ - 2500

1500 2000 2500 0 500 1000 1500 2000 2500 o 500 1000 1500 2000 2500

Obrazek 5.9: Obrazek s potlacenim Sumu — vlevo Gaussiansky filtr, uprostied medianovy filtr a
vpravo non-local means filtr.

Gaussiansky filtr je rychlym a efektivnim feSenim, je vSak pro naSe potieby pii
zachovani hran slaby. Medianovy filtr se v image-processingu pouziva nejéastéji, pozadi
sjednocuje dostatené, ale nezachovava hrany struktur. NejvhodnéjS$im, ne tak casto
pouzivanym, filtrem je non-local means, ktery je znamy hlavné diky schopnosti zachovat
hrany. Procesné sice trva déle, avsak pro nasSe tcely je nejlep$im feSenim.

Parametry pro filtraci byly zvoleny empiricky. V tuto chvili mame obrazek
predpiipraveny na segmentaci.

Prahovani

Prvnim népadem na segmentaci bylo diky vlastnostem naSich obrazkd pouziti
prahovani na zéklad¢ intenzity. Pouhym pohledem jsem usoudila, Ze mensi intenzitu bude
mit pozadi a vys$$i intenzitu budou mit struktury DNA origami. Stejné lze usuzovat i u
snimkid s DNA origami s navazanymi nanoc¢asticemi. Pozadi u téchto snimkti bude mit

nejnizsi intenzitu, nanoc¢astice budou mit hodnoty intenzit nejvyssi a intenzita origami
bude n¢kde mezi témito dvéma hodnotami.
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Zjisténi Cetnosti intenzit jsem provedla vykreslenim histogramu Cetnosti pixelt
obrazku na zakladé hodnot jejich intenzity (obrazek 5.10, 5.12).

Histogram of Image Intensity Values

Image filtered with NLM
i —

Obrazek 5.10: Histogram intenzit pixell snimku DNA origami bez navdzanych nanocastic.

Na obrazku 4.12 si miizeme v§imnout vyrazného peaku ¢etnosti pixelit v hodnotach
relativni intenzity do 0,2 — pfedpokladané pozadi, a druhého méné vyrazného peaku
V hodnotéch relativni intenzity mezi 0,5 a 0,9 — tam pfedpokladdme struktury origami.

Pro vytvofeni prahu pro rozliSeni téchto dvou tfid intenzity jsem zvolila
automatizovanou metodu prahovani podle Otsua. Pro kazdy obrazek zvoli unikatni
hodnotu prahu. Prahovanim ziskame binarni obrazek (obrazek 5.11), tedy dvé tiidy.

Binary Image: Otsu Threshold 0.3894158666226874

Image filtered with NLM

v9
A b v

Ab
AN

Obrazek 5.11: Binarni obrazek DNA origami bez navazanych nanocastic
vytvoreny Otsu thresholdingem.
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U snimkii DNA origami s navdzanymi nanocasticemi vypadaly vykreslené
histogramy odli$né (na obrazku 5.12). Charakteristickym znakem byly tfi peaky namisto
dvou.

Histogram of Image Intensity Values

Image filtered with NLM

600000 {

200000 {

100000 {

4
Intensity Value

Obrazek 5.12: Histogram intenzit pixeld snimku DNA origami s navazanymi
nanocasticemi.

Hlavni peak pro hodnoty intenzit pozadi a peak pro origami se stale pohybuji ve
stejnych ¢islech jako tomu bylo i v pfipadé origami bez nanocastic. Ztetelné lze vSak
postihnout i maly peak v relativnich hodnotach intenzity tésné pted 1. Predpokladame, ze

prave tyto hodnoty naleZi nanoc¢asticim.

V tomto piipadé bylo tieba vytvofit dva prahy pro vytvoreni tii tfid intenzit. Hodnoty
jsem zvolila na zakladé pozorovani vykreslenych histogramt na 0,4 a 0,8. Z takto
definovanych oblasti jsem vytvorila masky a aplikovala jsem je na filtrovany obrazek ve
tiech rozlisitelnych barvach k vizualizaci vysledku (na obrazku 5.13).

Denoised Image Image colorized depending on pixel intensity value
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Obrazek 5.13: Kolorizovany obrazek segmentovanych tfid snimku DNA
origami s navazanymi nanocasticemi.
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Timto probé&hla nejjednodussi segmentace obrazki DNA origami bez | S navazanymi
nanocasticemi.

Miutzeme si vSak vSimnout detaild, které ndm mohou v nasledujici kvantifikaci
struktur a klasifikaci zménit vysledek.

V tuto chvili jsem vSak kvantifikaci provedla, abych zjistila, jak se bude na takto

pripravenych snimcich chovat.

Kvantifikace jednoduse segmentovanych obrazki

Nejzbéznéjsi kvantifikaci lze provézt za pomoci balicku funkei skimage measure.

Pro lepsi vizualizaci jsem naimplementovala ptifazovani ¢isel segmentd pfimo k danym

strukturam (na obrazku 5.14).

Original Image

Obrazek 5.14: Zb&zna kvantifikace struktur segmentovaného obrazku DNA
origami bez navazanych nanocastic.

K vizualizaci snimku DNA origami s navdzanymi nanocasticemi jsem zvolila

zobrazeni masek zvlast, ale struktury mai také sva Ciselna oznaceni (na obrazku 5.15).

Mask 3: 34 segments

Mask 2: 47 segments

Original Image
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Obrazek 5.15: Zbézna kvantifikace struktur segmentovaného obrazku DNA origami s
navazanymi nanocasticemi.
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Jak si lIze povSimnout, tato zb&ézna segmentace nebyla upIné¢ bezchybna. Nékteré
struktury, které se dotykaji, byly vyhodnoceny jako jedna, nékteré s mensi intenzitou, nez
byla stanovena hodnota prahu, nebyly detekovany viibec.

Proto bylo teba se vratit zpét do predsegmentacni Casti ulohy a podivat se bliz na
nove vzniklé problémy.

Odstranéni pozadi

Na nékterych snimcich (obrazek 5.16) si mizeme vSimnout méné kontrastnich

»chuchvalct®. To jsou rozpletené Casti DNA origami, které vznikly pii syntéze a nebyly
béhem ni odstranény.

Obrazek 5.16: Snimek DNA
origami s rozpletenou DNA.

Proto jsem do pracovniho postupu zavedla prahovani jesté pied filtraci S tim, Zze jsem
origindlni obrazek nejdiive ve form¢ masky pievedla na bindrni pomoci Otsuova
thresholdingu a masku pak zpé&t pficetla k obrazku ve stupnich Sedi. Rozdil v pouziti toho
pfidaného mezikroku je zobrazen na obrazku 5.17.

Original Image

Denoised Image without Background removal

Denoised Image with Background removal

Obrazek 5.17: Reseni problému nedistot pozadi — subtrakce pozadi.

Na obrazku 4.19 jsou k porovnani 3 snimky: Na prvnim je origindlni snimek
s necistotou v pozadi, druhy snimek je feSeni filtraci a tfeti vyobrazuje odeCet pozadi a
naslednou filtraci. Nec€istota témét zmizela.
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Do pracovniho postupu jsem piidala tento mezikrok, zndzornéno na obrazku 5.18.

Obrazek 5.18: Schéma pracovniho postupu zpracovani obrazku DNA origami s ipravou pro
odstranéni chyb syntézy.

Watershed

Nejvetsim problémem, ktery pii segmentaci nastal, byly dotykajici se struktury DNA
origami (obrazek 5.19). Kvantifikace struktur pak neprobéhla tak, jak bychom chtéli,
proto jsem vlozila krok watershed transformace, ktery pomoci distan¢ni transformace
rozdéluje segmenty, které jsou si piilis blizko.

Obrazek 5.19: Tti dotykajici
se DNA origami oznacené
jako jeden segment.

Na obrazku 5.20 je ukdzano feSeni rozpojeni dotykajicich se struktur pomoci
watershed transformace.

image with Watershed Agplied

Obrazek 5.20: Watershed transformace na binarnim obrazku dotykajicich se
struktur DNA origami.
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Do postupu jsem ptidala watershed transformaci. Mtij workflow v této fazi vypadal
takto (obrazek 5.21):

Obrazek 5.21: Schéma pracovniho postupu zpracovani obrazku DNA origami s upravou pro
odstranéni chyb syntézy a dotykajicich se struktur.

Watershed transformace se vSak v Pythonu nechové uplné predvidatelné, nékteré
struktury (i po vhodném zvoleni distan¢ni transformace) rozd¢lila na vice malych casti
(obrazek 5.22). Proto bylo tfeba piijit s dalsi ipravou kédu.

Obrazek 5.22: Nepredvidatelnost watershed
transformace implementované v Pythonu.

Avsak pouziti watershed transformace ma na vétSin€ mistech opodstatnénou roli pfi
labelingu, jak mizeme vidét na obrazku 5.23, kde je nalevo kvantifikovany obrazek ze
zakladniho postupu a napravo obrazek po oSetfeni watershed transformaci.

LLLLLL ng Image Without Watershed

Labeling Image Without Watershed

Obrazek 5.23: Vliv pouziti watershed transformace na labeling.
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Binarni closing

Abych eliminovala ptilisné rozdéleni struktur watershed transformaci, zavedla jsem
pted watershed binarni closing, v kapitole 2 nazvany jako Fill Holes (tak se nazyva funkce
v 1J i vPythonu) na obrazku 5.24. Nejprve jsem si vSak vytvofila masku ,dér
trojuhelnicka“ (5.24—A), abych o nich neztratila informaci, provedla jsem closing
(5.24—B), pak jsem provedla watershed transformaci, jejiz distanéni transformace
dokazala v této chvili 1épe urcit peaky vzdalenosti mezi tuSenymi strukturami, odecetla

jsem linie najité watershedem (5.24—C) a pficetla jsem masku ,,dér* zpatky (5.24—D).

A-Mask of Holes B-Image with holes closed
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C-Image with Watershed applied D-Image with Watershed and Holes back
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Obrazek 5.24: Vliv binarniho oSetieni (closing, opening) na
watershed transformaci.

Postup pro upravu obrazku DNA origami vypadal v tuto chvili nasledovné (obrazek
5.25):

Obrazek 5.25: Schéma pracovniho postupu zpracovani obrazku DNA origami s upravou
odstranéni chyb syntézy, dotykajicich se struktur a piiliSného oznacovani segmentd.
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Odstranéni malych oznacenych segmentii

I kdyz byla vétSina potencidln€é oznacenych malych struktur, které vznikly Sumem
pozadi nebo pozistatkem po syntéze, vyfiltrovana, n¢které v obrazku zlstaly (obrazek
5.26). Jednalo se i 0 novotvoiené segmenty kvuli zavedené watershed transformaci. Tyto
miniaturni segmenty pak byly oznaCeny jako struktury, i kdyZ se o DNA origami
nejednalo.

Obrazek 5.26: Oznacené
nevyfiltrované miniaturni
poziistatky.

Jako feSeni jsem pouzila zabudovanou funkci remove_small_objects, ktera je
obsazena v modulu measure.label v Pythonu. Lze si i nastavit vlastni rozméry pro
odstranéni takto malych pozustatkd (5.27).

ng small abjects d

Image labeled with small objects removes

Image labeled without remavin

00

1000

2500

Obrazek 5.27: Labeling obrazku pted a po pouziti funkce pro odstranéni malych
struktur.
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V tuto chvili byl postup pro zpracovani obrazku k Gspésné kvantifikaci a klasifikaci
snimku DNA origami dostacujici a vypadal tedy nasledovné (obrazek 5.28):

QUANTIFY &
CLASSIFY

SCALE & CROP DENOISE

Obrazek 5.28: Schéma finalniho pracovniho postupu Upravy, segmentace a vyhodnoceni
obrazku DNA origami.

V obrazku 5.28 jsou schematicky zndzorné€ny postupy pii zpracovani obrazku a
nasledné segmentaci struktur. Modie je zndzornéna hlavni, zakladni postup, béhem néhoz
se zacaly v nékterych mistech vyskytovat komplikace, a proto byly zavedeny odbocky
(tyrkysova), které byly tieba doupravit (zelend) kvili naskytnutym problémm v tGprave
obrazku.

5.2.2 Klasifikace segmentovaného snimku DNA origami

Klasifikaci oznacenych struktur na rozpadlé a nerozpadlé jsem provedla dvéma
zpusoby. Jednodussim zptisobem bylo zavést podminku pro plochu oznacenych struktur,
kde se za uplné struktury pocitaly segmenty s plochou vétsi nez 4000 nm? a segmenty
s mensi plochou byly oznaceny za rozpadlé. Tuto podminku jsem vlozila do vykreslovéani
struktur, abych je barevné odlisila. Bile jsou zndzornény a spo€itany struktury oznacené
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za celistvé a Cervené jsou Cisla struktur rozpadlych. Do popisku obrazku (obrazek 5.29)
jsem vlozila 1 pocet spocitanych celych struktur.

Classified Image: 118 segments - 68 whole triangles

Obrazek 5.29: Klasifikovany obrazek (vpravo) vedle ptivodniho obrazku
(vlevo).

Druhym zplsobem bylo vypocitani ptiznaku solidity, ktery udava kompaktnost
segmentu tim, Ze porovnd jeho plochu s vypocitanou plochou konvexniho obalu
segmentu (obrazek 5.30). Pomér uplnych struktur se blizi 1. Prah pro klasifikaci jsem

urcilana 0,7.

Ptiznaky pro klasifikaci jsem uloZila do matice pfiznakd, kterd obsahovala hodnoty
plochy segmentu, plochy konvexniho obalu, solidity a oznaceni ttid pro klasifikaci podle
plochy a podle solidity.

Obrazek 5.30: Konvexni obaly segmentt obrazku.
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5.3 Hodnoceni kvality klasifikatoru

Predmétem klasifikace byly tii Glohy: detekce DNA origami, detekce plasmonti a
zhodnoceni uplnosti DNA origami. Vysledkem prace jsou tfi klasifikatory: Klasifikator
zaloZzeny na jednoduchém pracovnim postupu upravy obrazku DNA origami bez
navazanych nanocastic, klasifikator zalozeny na rozSifeném pracovnim postupu upravy
obrazku DNA origami bez navazanych nanocastic a klasifikator pro detekci nanocastic.

K dispozici jsem méla klasifikovanych 5 obrazka bez nanocastic a 6 s nanoc¢asticemi.

Kazdy klasifikator jsem hodnotila pomoci statistickych metod zalozenych na matici
zamén: specificity (TN/TN+FP), senzitivity (TP/TP+FN) piesnost (TP/P+N) a preciznost
(TP/P).

Matici zdmén jsem vytvafela poloautomaticky zdivodu komplikovaného
sestavovani matice realnych hodnot. U nékterych struktur se 1 pohledem téZko urcuje, zda
jde o celistvou nebo rozpadlou strukturu, nebo jestli se o strukturu DNA origami na
snimku opravdu jedna. Konfusni matici jsem tedy sestavovala na zakladé porovnavani
klasifikovaného obrazku s ptivodnim obrazkem a pocitala jsem jednotlivé hodnoty TP,
TN, FP, FN. Toto jsem provedla u vSech klasifikovanych obrazki a vyd¢lila jsem jejich
poctem. Tim jsem ziskala primérnou hodnotu téchto veli¢in, ze kterych jsem vytvotila
jednotlivé matice zdmén pro kazdy klasifikator zv1ast.

5.3.1 Hodnoceni jednoduchého DNA origami klasifikatoru zaloZeného
na hodnoceni plochy segmentu

Klasifikator je zalozeny na jednoduchém postupu upravy obrazovych dat a zatazeni
segmentu do tfidy podle hodnoty jeho plochy.

Tim jsem ziskala primérnou hodnotu téchto veli€in a zavedla jsem do grafu (obrazek
5.31) piimo s hodnotami specificity, senzitivity, pfesnosti a preciznosti.

(7]
% _ Accuracy = 0.86
o Specificity = 0.78
= Sensitivity = 0.88 100
Precision = 0.95
21 6
80
2y
83 _ 60
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- 40
16 l.1le+02
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Obrazek 5.31: Konfusni matice pro jednoduchy klasifikator s hodnotami specificity, senzitivity,
pifesnosti a preciznosti.
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5.3.2 Hodnoceni rozsifeného DNA origami klasifikatoru zaloZeného na
hodnoceni plochy segmentu

Klasifikator je zaloZzeny na rozSifeném postupu tpravy obrazovych dat a zatazeni
segmentu do tfidy podle hodnoty jeho plochy. Hodnoty senzitivity a preciznosti
klasifikace jsou uvedeny na obrazku 5.32.

@
% _ Accuracy = 0.80
b Specificity = 0.87
= Sensitivity = 0.77 60
Precision = 0.94
27 4 50
@ 40
|2
-4 =
[V
g £ -30
19 -20
-10
I
Negative Positive

Predicted Label

Obrazek 5.32: Konfusni matice pro rozsifeny klasifikator
s hodnotami specificity, senzitivity, pfesnosti a
preciznosti.

5.3.3 Hodnoceni klasifikatoru navazanych nanocastic

Klasifikace plasmona probéhla pouze v souvislosti s jejich detekei, tedy jestli byl
segmentacni nastroj zafici nanocastici schopen rozpoznat. Jednalo se tedy o typické
hodnoceni segmentacni Ulohy, kde hodnoty TN neexistuji, jelikoz by se jednalo o
oznaceni pozadi jako pozadi, jehoz hodnoty by se blizily nekone¢nu (100 %).
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Na obrazku 5.33 jsou zobrazeny podily mezi schopnostmi klasifikatoru urcovat
plasmony.

['}]
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Obrazek 5.33: Konfusni matice pro klasifikator plasmont
s hodnotami specificity, senzitivity, pfesnosti a preciznosti.
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6 Diskuse

V této kapitole diskutuji vhodnost a limitace pouzitych metod, vysledky jejich
pouziti a nastinuji nedostatky a mozna feSeni nastavajicich a nevyfesenych problémii.

6.1 Narocnost syntézy a méreni DNA origami

Samotna syntéza DNA origami je velmi narocna na preciznost a peclivost. Pii
ptipravé vzorku je nutné dbat na Cistotu pracovniho prostiedi, protoze se jedna o praci s
biologickymi materialy. Pti syntéze se pracuje s velmi malymi objemy, proto je dilezité
pracovat opravdu precizné.

Zjistila jsem, ze problémy typicky nastavaji ve slozité a na preciznost narocné
syntéze DNA origami, pfi které nemusi dojit k Uplnému odstranéni vSech necistot a
nckteré¢ origami se mohou ,,rozplétat”. Takové necistoty pak tvoii negativné pozitivni
vysledky segmentace. Vhodnym zpisobem feSeni takovych chyb v pozadi je zavedeni
subtrakce pozadi do pribchu upravy obrazovych dat.

Dal$imi necistotami v pozadi mohou byt miniaturni zbytky po segmentaci, které
nebyly odstranény pfi purifikaci vzorku, nebo vznikly pfi zobrazovani AFM. Casto se
jedna o osamocené kousky nanocastic nebo DNA. Takové struktury se vétSinou, pokud
nemaji pfili§ velkou intenzitu, dafi vyfiltrovat medidnovym filtrem.

DalSim problémem je citlivost méfeni AFM, které se pfiznacné a velmi silné
projevuje zaSuménim V lepSim piipad¢ jen pozadi obrazku, v hor$im piipad€ zaSumeénim
celého snimku. Sum se ¢asto vyskytuje v podobé horizontalnich linii, které jsou typické
pro pohyb hrotu mikroskopu. Eliminaci tohoto fenoménu Ize provést filtraci v ose kolmé
na smér linii.

6.2 Volba prostredi ke zpracovani obrazku

Obrazova data DNA origami ziskana méfenim na mikroskopu atomarnich sil (AFM)
je mozné kvantifikovat a klasifikovat automaticky za pouziti bézné dostupnych néstrojli
ImageJ FIJI a Python. IJ FIJT mé vyhodu ve srozumitelnosti pro védeckou vefejnost a
specializaci na upravu biologickych obrazki. Python byl vS§ak vhodnégj$im néstrojem diky
kompatibilnéj$i automatizaci procesu a moznosti nasledné analyzy z obrdzku ziskanych
informaci. V nékterych piipadech (napf. watershed transformace) jsou vSak zazité
postupy pro procesy segmentace biologického obrazku vhodnéji implementované ve
specializovaném prostfedi pro manipulaci s védeckymi a biologickymi obrazovymi daty.

Pro seznameni se s procesy segmentace biologického obrazku jsem se nejprve
zabyvala vytvofenim pracovniho postupu v 1J FIJI, kde jsem pracovala se zabudovanymi
funkcemi pro jednoduchou Upravu obrazku, kterd obsahovala ofiznuti obrazku podle
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pfedem definovanych rozméri a nastaveni méfitka podle zndmych hodnot. Filtrace
riznymi metodami se v 1J miize nastavit na rizné hodnoty, nejedna se ale o tak flexibilni
moznosti jako je tomu v Pythonu. Stejné¢ tak je tomu i s volbou hodnoty pro prahovani
nebo vybérem ptiznakil pro segmentaci struktur.

Ke vSem zminénym a mnoho dal§im metodam lze v IJ pfistupovat pres grafické
rozhrani, coz naskyté velikou vyhodu pro védecké pracovniky. Lze vSak vyuzit i vlastniho
programovaciho jazyka zalozeného na Javé, diky kterému si lze psat vlastni
automatizované postupy pro zpracovani obrazovych dat a tim zvysit reprodukovatelnost.
V 1IJ jsem vytvofila makra pro upravu a naslednou segmentaci AFM obrazkic DNA
origami a nasledné jsem vytvoieny pracovni postup aplikovala do Pythonu.

Python byl z divodu flexibility pfihodné&jsi volbou pro danou ulohu. Vyzkousela
jsem vice riznych metod a piistupt k vytvofenému pracovnimu postupu, od zplsobti
filtrace obrazku po praci v riiznych modulech a knihovnach. Nejcastéji jsem pouzivala
modul skimage z knihovny sci-kit. Modul obsahuje metody ptimo uzptisobené pro praci
s obrazovymi daty a pfimo korespondujici se zvolenym postupem prace. Nékteré metody
vSak funguji jinak, nez jak jsem si vyzkousela v 1J, proto jsem se ¢asto vyskytla na slepém
bod¢ a hledala jsem, jak metody spravné pouzivat. Ne vzdy jsem ale nasla odpovédi.
Nékteré funkce jiz nejsou pro aktudlni verzi Pythonu dostupné a jiné nefunguji na nas typ
ulohy nebo typ dat. Naptiklad spravnou verzi funkce pro vypocet konvexniho obalu
segmentu jsem hledala dlouho a na jeho vizualizaci se mi nepodafilo pfijit.

V tak nepfeberném mnozstvi moznosti se clovéku mize stat, ze se zasekne v jednom
zpisobu feseni a nehleda jiné zplisoby feSeni naskytnutych problémd.

Komplexita n€kterych funkci pro t¢ely segmentace obrazku v Pythonu je dlivodem
vypocetni, a tedy i Casové narocnosti. Napiiklad filtrace obrazku filtrem non-local means
trva n¢kolik minut.

6.3 Tvorba pracovniho postupu ve zpracovani obrazku

Pti tvorbé pracovniho postupu zpracovani obrazku se muliZe stat, ze se program bude
muset ¢asto vracet na jiz pouzité funkce a metody pii procesu pouzit znovu. Tim muize
dojit k ,,preuceni®, 1 kdyZ se nemusi pfimo jednat o strojové uceni.

Na néekteré obrazky je vhodnéjsi pouZzit jiny postup nez na jiné. Napiiklad nckteré
obrazky DNA origami jsou lépe kontrastni a neni tedy tfeba je podrobovat velkym
upravam pii predzpracovani pied samotnou segmentaci. Pokud ale chceme mit program
reprodukovatelny, mél by byt vhodny pro aplikaci na jakykoliv snimek. Pak musi urcité
podprocesy probéhnout, 1 kdyz zpisobuji riziko zhorSeni kvality jiz vhodného snimku
pro segmentaci.
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6.4 Pouzivané metody uprav a segmentace

V této kapitole budu diskutovat nevyhody a limitace automatizace procesti uprav a
segmentace obrazu a nastinim mozné cesty ke zlepSeni. AFM snimky DNA origami
mohou nabyvat charakteristickych chyb, které zabranuji bezchybné klasifikaci struktur
origami. Snazila jsem se tyto odchylky eliminovat zavedenim podkrokid do obecné
pouzivaného postupu upravy biologickych obrazkd.

Ptekazkou v segmentaci struktur DNA origami byvaji dotykajici se struktury, které
byvaji oznaovany za jednu. Tento problém se fesi zavedenim distancni transformace a
naslednym vytvofenim linii mezi misty dotyku pomoci watershed transformace. U ni je
vSak obtizné volit spravné hodnoty parametrii, protoZze sama funguje jako segmentacni
technika a casto segmenty pievzorkovava. Problém jsem feSila nadhodnocenim
parametra pro distan¢ni transformaci, které vSak misty vedlo k podvzorkovéni, zatimco
na jinych mistech zlstaly segmenty pievzorkovany. Dal$im feSenim by mohlo byt pfidani
masky trojuhelniku a zhodnoceni, zda obrys pievzorkovaného segmentu koresponduje
s tvarem masky. Realizace takové masky by mohla byt v zavedeni detekce hran pomoci
Cannyho transformace nebo Houghovy transformace, kterou lze podle [41] pouzit i pro

detekci trojuhelniki.

Dal8im vhodnym feSenim je pouziti konvolu¢nich neuronovych siti, které by vSechny
dil¢i podukoly od tpravy obrdzku, ptfes segmentaci a klasifikaci, kompaktné teSily
v jednom, a nakonec by zhodnotily uspésnost klasifikace.

6.5 Zpisoby klasifikace

V praci jsem klasifikovala celé a rozpadlé struktury DNA origami za pouZiti
zavedeni podminky pro minimélni plochu segmentu a minimalni hodnotu ptiznaku
solidity, ktery je ddn pomérem mezi plochou segmentu a plochou konvexniho obalu
segmentu. Klasifikaci jsem vizualizovala pouze na podmince pro hranici minimalni
plochy nerozpadlé struktury.

Ani v jednom pfipadé se nejedna o vzdy spolehlivy ukazatel pro klasifikaci, protoze
struktura DNA origami miiZze byt stidle celistvd, jen muize byt zobrazena mirné
deformované a v tom piipad€ hodnoty vySe zminénych ptiznakl nevyjdou vzdy v rdmci
spravné tiidy.

Zadanim prace bylo vytvofit klasifikator navazani nanocastic na struktury DNA
origami. Jde o ukol, jemuz ptedchazi uplné obsahnuti problematiky segmentace struktur
a nasledné vytvoreni vhodnych ptiznakt pro realizaci klasifikace.
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6.6 Zpusoby hodnoceni klasifikace

Vytvotené klasifikacni algoritmy jsem hodnotila porovnanim klasifikovaného
obrazku s obrazkem piivodnim. Vytvofila jsem konfuzni matice pro kazdy obrazek a
kazdy klasifikator jsem ohodnotila senzitivitou, specificitou a preciznosti detekce
v zavislosti na ziskanych hodnotach spravné a nespravné oznacenych struktur anebo

struktur neoznacenych.

Pro lepsi statistiku a hodnoceni klasifikatort by bylo vhodnéjsi plné automatizované
hodnoceni, které by hodnotilo na zakladé¢ spravnych hodnot uloZzenych v matici. Vytvaret
takovy soubor je velice slozity a casoveé narocny ukol, ktery v radmci této diplomové prace
nebyl vytvofen.

Soubor spravnych tfid obrazku je predispozici pro trénovaci mnozinu pro
neuronovou sit’ a pro kvalitnéjsi zhodnoceni fungovani klasifikacniho algoritmu, jehoz
soucasti by byla i kiivka uc¢eni (ROC).
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7 Zavér

V diplomové préaci jsem se seznamila s metodami DNA origami a mikroskopii
atomarnich sil (AFM). DNA origami jsem si sama za laskavého dohledu laborantii Ustavu
fyzikalni chemie Jaroslava Heyrovského AV CR v Praze sestavila a naméfila na AFM.

Vytvotila jsem dva programy pro automatické vyhodnoceni takto ziskanych snimku
DNA origami, které se zabyvaji rozpoznanim uplnosti struktury na zakladé plochy.
Programy se lisi v pouzitém postupu piedchazejici segmentaci, kde jeden vyuziva
zakladni segmentacni techniku podle prahovani intenzit a druhy zavadi postupy pro
segmentaci podle distan¢ni transformace.

Pro detekci nanocéstic jsem vytvofila jednoduchy program, ktery na zéklade tii
peakl v histogramu rozd¢li obrazek na tfi rizné segmenty: pozadi, DNA origami a
nanocastice a spocita struktury. DalSim postupem by byla klasifikace rozpoznanych

struktur DNA origami podle navazani nanocastic.

Hodnoceni zjednodusenych Klasifikatorti jsem provedla pomoci konfuzni matice a
z ni vyplyvajicich charakteristik, specificity, senzitivity a preciznosti.

Vytvotfeny program fesi nastinénou problematiku casove naro¢ného ruéniho pocitani
jednotlivych segmentii DNA origami a v praxi miiZze byt dobfe vyuZitelny.
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Priloha A: Obsah prilozeného souboru zip

DALA. ... slozka soubort typu .png
25 obrazkit DNA origami porizenych AFM

PrOGIAMY ...ttt slozka soubor( typt .py a .ijm

4 programy pro upravu obrazovych dat

VYSICAKY ..ttt ettt ettt ens slozka souborti .png a .txt

12 obrazkit postupu segmentace a 12 matic priznakii
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