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Úvod

 1 Úvod

Bioinformatika  je  mezivědním  oborem,  který  v  posledních  dvou  desetiletích  nabývá  stále 

většího výnamu při  podpoře výzkumu v  biologických oborech.  Tato  práce  se  v  první  části 

věnuje krátkému shrnutí činností,  kterými se bioinformatika zabývá.  Z prostorových důvodů 

nepůjde ani v nejmenším o podrobné, natož o vyčerpávající shrnutí.

Stěžejní  částí  této  práce  je  totiž praktické  využití  bioinformatiky,  konkrétně  vývoj 

specializovaného softwaru pro potřeby biologického výzkumu na Katedře biochemie PřF UP v 

Olomouci.

Prvním popisovaný softwarem je webová aplikace ProteinCutter, která byla vytvořena s cílem 

získat nástroj pro predikci štěpení proteinů. Cílem přitom bylo splnit specifické požadavky KBC 

PřF  UP,  kterým nevyhovoval  žádný  stávající  software.  Dalším  požadavkem bylo  spojit  do 

jediného  nástroje  funkce,  které  byly  dostupné  i  v  jiných  nástrojích,  ale  žádný  z  nástrojů 

neobsahoval  všechny  z  požadovaných  funkcí.  Ve  výsledku  tak  vznikl software,  který  je  v 

mnoha ohledech unikátní a současně v sobě spojuje schopnosti, které byly doposud dostupné na 

více nástrojích.

Druhým  softwarem  je  jednoúčelová  aplikace  Izotop,  jejímž  úkolem  je  výpočet  rychlosti 

biosyntézy cytokininů z hmotnostně spektrometrických dat. Tato aplikace je méně významná, je 

zde ale uvedena, neboť byla součástí publikovaného článku, který je přílohou disertační práce.

Nejvýznamnějším softwarovým nástrojem je však aplikace Biospean, které je  zde věnována 

největší část. Slouží k analýze a porovnávání hmotnostních spekter, přičemž podnětem k jejímu 

vytvoření byl nedostatek vhodného a dostupného softwaru schopného porovnávat hmotnostní 

spektra hromadně.  Aplikace umožňuje nahradit  podobně zaměřené komerční  aplikace,  nemá 

některé jejich nevýhody a je více zaměřena na specifické potřeby KBC PřF UP. Svým pojetím 

se v mnoha ohledech vymyká ostatním aplikacím z této oblasti.

Všechny  z  uvedených  aplikací  byly  již  použity  k  výzkumným  účelům,  přičemž  získané 

výsledky jsou součástí publikovaných článků, které jsou přílohou této práce.
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Cíle práce

 2 Cíle práce

Hlavní cíle předložené práce byly následující:

1) Zpracování souhrnného přehledu o roli bioinformatiky v současné vědě, úkolech které 

plní  a  prostředcích,  které  používá.  S  ohledem na  zaměření  praktické  části  práce  je 

zvláštní důraz věnován na využití bioinformatiky pro biologii, zvláště pro proteomiku a 

hmotnostní spektrometrii.

2) Vytvoření softwaru pro predikci proteomického štěpení. Výsledkem je webová aplikace 

ProteinCutter, které se věnuje druhá část této práce.

3) Vytvoření  softwaru  pro  výpočet  rychlosti  látkové  výměny  (syntéza  cytokininů). 

Výsledkem je webová aplikace Izotop, které je věnována třetí část práce.

4) Vytvoření  softwaru  pro  analýzu  a  hromadné  porovnání  hmotnostních  spekter.  Tento 

úkol  je  nejvýznamnější  částí  této  disertační  práce.  Výsledkem  je  webová  aplikace 

Biospean, které je věnována čtvrtá část práce.

V době odevzdání této práce jsou uvedené aplikace veřejně přístupné na webových stránkách 

Katedry biochemie PřF UP (http://biochemie.upol.cz/soft.php).
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 3 Bioinformatika jako vědní obor

 3.1 Bioinformatika a důvody jejího vzniku

Bioinformatika je vědní disciplína s relativně krátkou historií. Z jejího názvu lze usoudit, že se 

jedná o hraniční  (mezioborovou) vědu  mezi  biologickými obory (biologie -  nauka o živých 

organizmech)  a  informatikou (vědy  zabývající  se  získáváním,  uchováváním,  zpracováním, 

využitím a prezentací dat).

Definice bioinformatiky není jednoznačná, což ukazuje i část rozhovoru „Bioinformatika - na  

půl cestě mezi algoritmy a životem“ s Doc. Fatimou Cvrčkovou z února 2006 [BWord 2006]:

Jak bioinformatiku chápete vy sama, respektive v jaké podobě se jí zabýváte a co  

v rámci tohoto předmětu vyučujete?

Napadlo mne onehdy najít si českou definici bioinformatiky na Googlu. Na jednom  

z  prvních  míst  na  mě  vyběhl  příspěvek  z  elektronické  konference  Záhady,  

podrubrika Psychotronika, podle kterého je bioinformatika obor, který se zabývá  

jevy,  jako  je  hypnóza,  telepatie,  dálkové  vnímání...  Jak  vidno,  s  definicí  

bioinformatiky to zjevně není tak úplně jednoduché. 

Mně se líbí dosti rozšířené pojetí, podle něhož je bioinformatika oblast na pomezí  

biologie a informatiky, která se zabývá zpracováním, prohledáváním a analýzou  

dat  o sekvenci,  struktuře a popřípadě i  funkci  biologických makromolekul,  tedy  

hlavně DNA a proteinů. 

V literatuře  se  ale  dá  najít  i  vymezení  širší  –  totiž  že  do  bioinformatiky  patří  

jakékoli  využití  počítačů  k  hledání  odpovědí  na  biologické  otázky.  Pak  by  tam  

spadlo  také  statistické  zpracování  fyziologických,  lékařských  a  dokonce  i  

ekologických dat.  Nemyslím ale,  že by toto širší  vymezení  (odpovídající  zhruba  

anglickému termínu "computational biology") bylo k něčemu dobré. To jsou jiná  

témata, dělají to obvykle jiní lidé a jinými metodami, nanejvýš někdy na stejném  

hardwaru.  Možná  se  taková  definice  může  hodit  třeba  k  vymezení  struktury  

pracoviště či ke zdůvodnění žádosti o peníze, když se zrovna nosí mezioborovost,  

ale jinak sotva.
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Bioinformatika jako vědní obor

Takže i z citovaného je zřejmé, že jednoznačné vymezení není  a některé definice mohou být 

víceméně úsměvné.  O nejednoznačném vymezení definice bioinformatiky se  hovoří i na Wiki 

stránce portálu Bioinformatics.org [Bioinformatics], kde je uvedeno [BioinformaticsWiki]:

Bioinformatics has been defined many different ways, since practitioners do not  

always  agree  upon  the  scope  of  its  use  within  the  biological  and  computer  

sciences, but it is always considered a combination of both sciences, along with  

other contributing disciplines.

Česky:

Bioinformatika  je  definována mnoha různými  způsoby,  protože  odborníci se  ne 

vždy  dohodnou na  rozsahu použití  v  rámci  biologie  a  informatiky,  ale  je  vždy  

považována za kombinaci obou věd, spolu s dalšími přispívajícími obory.

Uveďme si pro srovnání jednu z definici v češtině [CzWiki Bi]:

Bioinformatika je vědní disciplína, která se zabývá metodami pro shromážďování,  

analýzu  a  vizualizaci  rozsáhlých  souborů  biologických  dat,  zejména  dat  

molekulárně-biologických. 

Předmětem zájmu a používanými metodami se bioinformatika prolíná s dalšími  

příbuznými obory, např. molekulární biologií, genomikou, proteomikou, genetikou,  

výpočetní  biologií,  matematickou  biologií,  systémovou  biologií,  teoretickou  

biologií,  biomedicínskou  informatikou,  biomedicínským  inženýrstvím,  výpočetní  

chemií, informatikou a počítačovou lingvistikou.

Z této široké definice vyplývají jednak nástroje a jednak oblasti působení bioinformatiky.

V první  část  definice uvádí,  co jsou pracovní  prostředky bioinformatiky.  Jedná se o využití 

výpočetní techniky, informatiky a příbuzných oborů s cílem získat, vyhodnotit, reprezentovat a 

vizualizovat  biologická data  tak,  aby  byla  přijatelným způsobem srozumitelná  pro  člověka. 

Bioinformatika tedy nepoužívá laboratoř,  ale pracuje  in silico (na počítači  či  jiném zařízení 

tohoto druhu), kde zpracovává data, která pouze reprezentují to, co se odehrává ve skutečnosti, 

ať už in vivo nebo in vitro (naživo nebo laboratorně).

Pracovními  nástroji  bioinformatiky  jsou  potom  výpočetní  technika  a  metody  z  oblasti 

informatiky (technologie, nástroje a algoritmy)  a s ní blízce příbuzných oborů – matematiky, 

statistiky, fyziky, inženýrství a dalších vědních, technických a technologických oborů.
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Druhá  část  definice  specifikuje  jaký  druh  dat  se  zpracovává.  Není  toho  málo.  Do  oblasti 

působení  bioinformatiky snadno zahrneme velice  široký záběr činností,  počínaje  výzkumem 

molekul  přes  oblast  proteomiky,  genetiky,  různé  druhy  počítačového modelování  až  po 

software,  který řídí  moderní  lékařské  přístroje.  Svým  způsobem  začíná  bioinformatika  u 

digitálního lékařského teploměru a končí u zařízení za stovky milionů, která slouží např. pro 

krystalografii.

Zde je třeba si uvědomit, že v dnešní době výpočetní techniky oblast působení bioinformatiky 

začíná de facto už v samotné laboratoři (nebo na jiném místě, kde se zkoumaný děj odehrává), 

kde nějaké zařízení (senzor) získá data reprezentující sledovanou skutečnost a v digitalizované 

formě je zaznamená. Tato data jsou poté zpracována,  uložena a dále využita, vyhodnocena či 

interpretována dalšími zařízeními. Většinou s cílem, aby na konci celého procesu byl výstup ve 

formě, která je srozumitelná a použitelná pro člověka.

Z uvedeného tedy vyplývá, že bioinformatika je „jen“ podpůrný obor,  jakási servisní služba, 

která převezme data od specialistů primárních oborů (chemiků, biologů, biochemiků, lékařů), 

zpracuje  je  a  vyhodnocené  výsledky  ve  srozumitelné  formě  vrátí  těmto  specialistům  k 

interpretaci.

Historické důvody pro vznik bioinformatiky (a dalších podpůrných oborů) vyplývají z rozvoje 

technologií užívaných ve vědeckém výzkumu a z problémů, které tím vyvstaly. Technologický 

pokrok v posledních desetiletích  otevřel většině exaktních oborů dosud nevídané možnosti v 

podobě laboratorních přístrojů a měřících zařízení, které dokáží poskytnout vědcům obrovské 

množství údajů. 

A právě  množství  změřených  dat je  paradoxně  zdrojem  problému.  Přístroje  doslova  chrlí 

záplavu syrových  dat  v  podobě  čísel,  která  v  jakési  formě  reprezentují  reálné  skutečnosti . 

Přístroje  snadno vyprodukují megabyty  dat,  které se v rámci celého projektu snadno změní v 

gigabyty či terabyty. A není v lidských silách je zpracovat ručně. V mnoha oborech získáváme 

data tak rychle, že je nestačíme zpracovávat.  Dá  se říci, že pro  většinu  exaktních  vědy je  v 

současnosti největší brzdou  rychlejšího pokroku právě nedostatek kapacit pro vyhodnocování 

získaných dat.

Proto  se  k  většině  exaktních  oborů  přidružují  podpůrné obory,  které  se  zabývají  právě 

zpracováním  dat  pomocí  výpočetní  techniky.  Jejich  úkol  je  jediný  –  přefiltrovat  pomocí 

důmyslných algoritmů data  tak,  aby lidský prvek umístěný na konci  celého zpracování  byl 

ušetřen manuálního zpracování dat a dostal jen takové informace, které potřebuje pro rozumové 
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vyhodnocení a vyvození závěrů. Přestože stroje za nás nedokáží  kreativně myslet (a doufejme 

že toho nikdy nebudou schopny), je dnes jejich role při automatizovaném vyhodnocení výsledků 

nezastupitelná.

V  případě  biochemie  můžeme  jako  příklad  uvést hmotnostní  spektrometrii. Z jediného 

zkoumaného vzorku získáme data v řádu jednotek megabytů.  Řádově podobné velikosti  dat 

získáme i z metod, které jsou založené na zpracování a analýze obrazu. Například vícerozměrná 

chromatografie či rentgenová krystalografie. V případě skenu např. z gelového skeneru dosahuje 

velikost  dat  snadno hodnot  v  jednotkách až  desítkách  megabytů.  Pouhých  tisíc  vzorků pak 

představuje v součtu obrovské množství dat.

Stejným problémům čelíme např. při analýze sekvencí DNA či studiu proteinů, kdy pracujeme 

se  sekvencemi,  které  obsahují  tisíce  prvků.  A opět  se  jedná  o  situaci,  která  bez  výpočetní 

techniky a vysoké míry automatizace není řešitelná.

Pro představu o tom, o jak velkém objemu dat se bavíme, uveďme, že kdybychom si chtěli na 

tiskárně  vytisknout data  o  velikosti  jednoho megabytu,  neboli  1 048 576 Bytů  (každý 

odpovídající některému z 256 znaků ASCII tabulky),  vyšlo by z tiskárny asi 582 normostran1 

textu.  Běžné CD (700 MB) tak může obsahovat  více než 400 tisíc stran textu a DVD nosič 

(4,7 GB) již 2,8 milionu stran textu.

Výzkumný projekt tedy může snadno vyprodukovat a vyžadovat zpracování dat, jejichž objem 

je ekvivalentní milionům stran textu.  Takové množství dat opravdu nelze zpracovat „ručně“  a 

výzkum je v takovém případě na využití výpočetní techniky přímo závislý.

Z výše uvedeného je tedy zřejmé, že bez různých forem bioinformatiky se současné biologické 

obory neobejdou  a její význam dále poroste s potřebou zpracovávat stále větší množství dat. 

A ačkoliv  bioinformatika  sama  o  sobě  není  klasickou  vědou  a  nepřináší  klasický  vědecký 

pokrok tak jak je laicky vnímán (tj. posunování vědeckých poznatků), je podpůrným nástrojem 

zasahujícím  do  mnoha  oborů,  který  klasické  vědě  (tak  jak  je  tradičně  chápána) otevírá 

prostředky právě pro onen klasický vědecký výzkum.

Tato práce se  ovšem bude zabývat  pouze úzkou částí  bioinformatiky a  to  zpracováním dat  

týkajících  se  biochemie,  konkrétně  biologických makromolekul.  Ve  skutečnosti  je  zaměření 

ještě užší a to na softwarovou analýzu dat získaných hmotnostní spektrometrií.

1 Pojem normostrana definuje stránku textu obsahující 30 řádků a 60 znaků na řádek, což je zhruba ekvivalentní straně ve  
formátu A4.
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 3.2 Kdo je bioinformatik

Je  také  na  místě  si položit  otázku,  kdo  je  bioinformatikem,  resp.  koho  můžeme  za 

bioinformatika považovat. Pokud se zamyslíme nad všemi oblastmi bioinformatiky, zjistíme, že 

stanovit  přesnou  hranici  není  možné.  Současně  je  problém specialistu  bioinformatika  najít, 

protože  málokdo  má  současně  talent  pro  biologickou  i  technickou  stránku  bioinformatiky. 

Mezioborová odlišnost je opravdu velká a rozsah obou oborů příliš rozsáhlý.

V podstatě  pouhým konzumentem bioinformatiky je zaškolený uživatel.  Může to být  vědec 

pracující s počítačovou aplikací  stejně  tak, jako třeba obsluha např. nemocničního tomografu. 

Ačkoliv taková osoba příliš nerozumí tomu, na jakém principu zařízení funguje, je zaškolena 

jak  je  použít,  je  schopna  na  své  uživatelské  úrovni  provést  běžné  provozní  nastavení  a  je 

schopna  zadat  vstupní  data  a  převzít  vypočtené  výsledky.  Takový  uživatel  vůbec  nemusí 

rozumět informatice a samotné zařízení je pro něj jen černá krabička s  tlačítky na ovládání. 

I když se jedná o využití  bioinformatiky, takovou osobu za bioinformatika asi označíme jen  

stěží.

Za  bioinformatika  už  může být  považován pokročilý  uživatel,  který  je  odborníkem  na 

biologický obor a  současně je obeznámeným s informatikou a jejími technologiemi na takové 

úrovni,  aby  rozuměl  tomu,  jak  zařízení  nebo  nástroj  pracuje.  Takový  člověk  dokáže  nejen 

používat  např.  specializovaný  software,  ale  dokáže  jej  na  pokročilé  úrovni  i  nastavovat, 

spravovat, modifikovat a v případě potřeby jej použít inovativním způsobem, např. tak, že spojí 

dohromady dva dosud nezávislé nástroje tak, aby spolupracovaly a vytvořily novou funkčnost. 

Takové  použití  už  vyžaduje  hlubší  znalosti  výpočetní  techniky,  znalost  fungování  počítače, 

alespoň základní povědomí o typech a struktuře datových souborů a další pokročilé znalosti, vč. 

základů programování.

Takového  člověka  už  můžeme  označit  za  bioinformatika.  Zvládá  svůj  biologický  obor  na 

vysoké odborné úrovni  a přitom rozumí výpočetní technice, ví jak jsou skutečnosti z reálného 

světa reprezentovány v počítači a dokáže s takovými daty pracovat takovým způsobem, že má  

nad zpracováním dat přehled a kontrolu. Takový bioinformatik „vznikne“ tak, že se biochemik 

(nebo podobný specialista) naučí něco více o počítačích. Přesto u něho bude převládat původní 

biologická  odbornost  a  v  oblasti  informatiky  mu  bude  chybět  potřebná  intuice  a  celkový 

rozhled.

Opačným  případem  bioinformatika  je  původně  informatik,  který  se  dostane  ke  zpracování 

biologických dat. U něj bude silnou stránkou znalost technologií a dostatečný přehled o všech 
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stránkách výpočetní  techniky,  ale  bude silně chybět  intuice  a rozhled v biologickém oboru. 

Bude  schopen  vytvářet  počítačové  programy,  řešit  problémy  pomocí  matematických  a 

statistických  metod,  kombinovat  různé  druhy  nástrojů,  zpracovávat  data  pomocí  databází,  

sestavit a zprovoznit výpočetní techniku pro rozsáhlé výpočetní účely (např. clustery) a spoustu 

dalšího. Nicméně bude závislý na komunikaci s odborníky na biologickou stránku oboru.

Otázkou  k diskusi tedy je, jestli je lepší bioinformatika „vytvořit“ tak, že biologa/biochemika 

doškolíme na programování, nebo zda vzít informatika a naučit ho něco z biologie. Oba případy 

mají  stejnou nevýhodu –  oběma bude  chybět  znalost  druhého oboru  a  především potřebná 

intuice a vztah k němu.  Není to něco, co by se dalo brát na lehkou váhu. Každý člověk má 

přirozeně dané primární zaměření a jiný obor se sice může více či méně mechanicky naučit, ale 

těžko se v něm bude cítit jistý. Univerzální jedinec zvládající oboje by byla velká výjimka.

Jednoznačná odpověď co je lepší tedy není.  Pokud budeme shánět spíše odbornou obsluhu již 

existujícího systému, je lepší varianta zaškoleného biologa. Pokud ovšem budeme potřebovat 

vytvořit  nový nástroj,  programovat,  pokud bude nutné zpracovávat  různorodá data  v surové 

podobě a pokud bude třeba využívat výpočetní techniku kreativním způsobem a kombinovat 

různé postupy, je lepším řešením zaškolený informatik.

Určitou výhodou informatika v tomto případě je, že  je díky povaze svého oboru zvyklý zcela 

běžně převádět obecné problémy z reálného světa do počítačové reprezentace. Informatik běžně 

řeší problémy typu potřebujeme evidenci skladu, potřebujeme analýzu dopravy, potřebujeme 

řídící software pro výtah, potřebujeme vizualizaci technických výkresů … Informatik je prostě 

zvyklý dívat  se na  různorodé situace  v reálném světě  technickým pohledem  a interpretovat 

realitu do podoby algoritmu. Řešení bioinformatické úlohy vždy začíná převedením biologické 

reality  do  počítačové  reprezentace.  Jen  tento  první  krok  vyžaduje  úzkou  komunikaci  s 

odborníky z biologického oboru. Zbytek už je jen rutinní práce s výpočetní technikou. A zde už 

má informatik proti biologicky vzdělanému kolegovi navrch.

V praxi  nejefektivnějším řešením by  zřejmě byl  pracovní  tým složený jednak z  biologicky 

vzdělaného experta zaškoleného do výpočetní techniky a jednak z informatika zaškoleného do 

základů biologického oboru. Jejich spolupráce by eliminovala nevýhody, který by měli, pokud 

by pracovali samostatně.
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 3.3 Využití bioinformatiky v oblasti biochemie

Biochemie využívá služeb bioinformatiky v několika směrech. Nejčastěji zmiňovanou oblastí je 

sekvenční  analýza,  která  je  většinou  dělena  na  dvě  samostatné  části.  A to  konkrétně  na 

sekvenční  analýzu  proteinů  a  na  sekvenční  analýzu  nukleových  kyselin.  Obě  analýzy  se 

zabývají  studiem  a  porovnáváním  sekvencí  řetězců  molekul,  konkrétně  proteinových  a 

nukleových. A zde narážíme na dvojí  vnímání  této problematiky,  na  odlišný pohled z  úhlu 

informatika a biochemika. Ačkoliv se po stránce informatiky a technické realizace jedná u obou 

sekvenčních analýz o prakticky jedno a totéž (zpracování textových řetězců a jejich porovnání), 

z hlediska biochemie jde o zcela odlišné oblasti.

Další  významným  polem  působení  bioinformatiky  v  oblasti  biochemie  je  strukturní 

bioinformatika. Zabývá se studiem a modelováním prostorového uspořádání molekul. Zde se už 

z hlediska technické realizace jedná o poměrně náročnou disciplínu, která vyžaduje rozsáhlé 

zapojení  matematiky  a  dalších  oborů.  Např. krystalografie  využívá  fyzikální  principy  a 

zpracování výsledků se neobejde ani bez těchto znalostí.

Nesmíme zapomenout ani na další významnou oblast, kde se bioinformatika také uplatňuje a 

tou je hmotnostní spektrometrie. Analýza a porovnání hmotnostních spekter má velký význam 

pro rychlou identifikaci zkoumaných vzorků a jejich více či méně automatizované zpracování  

výrazně zjednodušuje práci. Zpracování dat z hmotnostní spektrometrie je postaveno na analýze 

průběhu signálu, což je problém především z oblasti elektrotechniky. Hmotnostní spektrometrie 

přitom fakticky představuje zcela samostatný obor, který se netýká jen biochemie.

Analýza dat z hmotnostních spekter, jejich srovnání a predikce je i náplní tato práce.

Bioinformatika je samozřejmě využitelná i pro další úlohy. Namátkou můžeme zmínit například 

analýzu dat z různých separačních metod, např. gelové elektroforézy, kde se výpočetní technika 

uplatní  např. při  analýze  skenů z  gelového  skeneru.  Tím  se  dostáváme  k  další  významné 

disciplíně informatiky, kterou je zpracování obrazu.

Pojďme se podrobněji podívat na jednotlivé oblasti.
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 3.4 Sekvenční data – záznam proteinů a nukleových kyseliny

Významnou  součástí  bioinformatiky  je  analýza  sekvencí proteinů  a  nukleových  kyselin, 

resp. dat, která tyto sekvence reprezentují.

Proteiny jsou biopolymery s relativní molekulová hmotností 103 až 106 složené z aminokyselin. 

V biologii  a  biochemii  se  pojmem  aminokyseliny  většinou  rozumí  alfa-L-aminokyseliny. 

Dvacet, resp. dvaadvacet, základních aminokyselin tvoří hlavní stavební složku všech proteinů. 

Tyto  aminokyseliny  spojené  peptidovu  vazbou  vytváří  dlouhé  lineární  řetězce,  které  jsou 

základem  veškerého  života.  Počet  existujících  proteinů  je  velmi  vysoký  –  díky  dvaceti 

aminokyselinám  je  při  délce  řetězce  n možné  vytvořit  n20 kombinací.  To  je  číslo  opravdu 

vysoké.  Při  pouhých  deseti  aminokyselinách  (tzv. oligopeptid,  což  ani  není  považováno  za 

protein)  dostáváme  1020 (jednička  s  dvaceti  nulami)  různých  kombinací. Posloupnost 

aminokyselin  v  každém  proteinu  je  označovaná  jako  primární  struktura.  Znalost  primární 

struktury je základem pro výzkum proteinu.

Nukleové kyseliny jsou  makromolekulární  látky,  které  tvoří  polynukleotidové řetězce.  Tyto 

řetězce  zajišťují uchovávání  a  přenos genetických informací.  Zatímco deoxyribonukleová 

kyselina (DNA) je v podstatě zdrojový kód programu pro tvorbu živých buněk a jejich činnost, 

ribonukleová kyseliny (RNA)  má řadu podtypů,  které  plní  různé  specifické  role. Nukleové 

kyseliny tedy nalezneme ve všech živých buňkách a virech.  Tvoří  je  posloupnost nukleotidů, 

což  jsou  jsou  fosforylované  nukleosidy.  Nukleotidy  jsou  základními  stavebními  kameny 

nukleových  kyselin  podobně  jako  aminokyseliny  u  proteinů.  Jejich  posloupnost  (opět 

označována jako primární struktura) v sobě uchovává genetickou informaci.

Z  hlediska  počítačového  zpracování  je  nutné  oba  tyto  typy  sekvencí  nějakým  způsobem 

reprezentovat  ve  formě,  která  je  použitelná  pro  počítač.  Zde  je  celá  situace  naštěstí  velice 

jednoduchá. Jednak existuje mezinárodně uznávaný systém značení  pomocí písmen (IUPAC 

kód)  [Tabulka 1], který je  snadno čitelný pro člověka  a je  současně  vhodnou datovou formou 

použitelnou pro počítač. A druhou výhodou je, že proteiny i nukleotidy mají na úrovni primární 

sekvence jednoduchou lineární strukturu, která je snadno zpracovatelná počítačem.
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Symboly jednotlivých nukleotidů a aminokyselin jsou následující:

nukleotidy – nukleové kyseliny

A adenin
C cytosin
G guanin
T thymin
U uracil
R A nebo G
Y C nebo T
S G nebo C
W A nebo T
K G nebo T
M A nebo C
B C nebo G nebo T
D A nebo G nebo T
H A nebo C nebo T
V A nebo C nebo G
N jakákoliv báze

. nebo - mezera

aminokyseliny – proteiny

A Ala alanine
B Asx aspartát nebo asparagin
C Cys cystein
D Asp aspartát
E Glu glutamát
F Phe fenylalanin
G Gly glycin
H His histidin
I Ile isoleucin
K Lys lysin
L Leu leucin
M Met methionin
N Asn asparagin
P Pro prolin
Q Gln glutamin
R Arg arginin
S Ser serin
T Thr threonin
V Val valin
W Trp tryptofan
X Xaa jakákoliv aminokyselina
Y Tyr tyrosin
Z Glx glutamin nebo glutamát

Tabulka 1: Znaková reprezentace nukleotidů a aminokyselin dle IUPAC

zdroj: http://www.bioinformatics.org/sms2/iupac.html  [26. 6. 2013]
Cvrčková F. (2006) Úvod do praktické bioinformatiky, str.16 ,Academia, Praha, 2006

Díky těmto dvěma skutečnostem (písmena jako symboly a lineární stuktura) je princip záznamu, 

uložení a zpracování sekvenčních dat v počítači zredukován na v praxi poměrně „triviální“ práci  

s  textovými  řetězci,  kde  záznam  sekvence  tvoří  řada  po  sobě  následujících  písmen 

reprezentujících jednotlivé stavební prvky. Práce s textovým řetězcem sice není pro samotný 

počítač zcela triviální  a rychlá (po stránce výpočetní režie  je práce se znaky náročnější než s 

čísly), ale je již spolehlivě zvládnutá a prakticky ověřená.

Pro záznam struktury proteinové nebo nukleotidové sekvence se použije prostá posloupnost, 

která se uloží do souboru nebo databáze. Pokud se sekvence ukládá do souboru, jedná se o 

uložení v podobě prostého textu (plain text), konkrétně pomocí znakové sady ASCII  [ASCII] 

(základních 128 znaků „počítačové abecedy“). Výhodou takového způsobu záznamu je, že lze  

otevřít v prakticky jakémkoliv textovém editoru2.

2 Textový editor je program pro editaci neformátovaného textu. Příkladem takového velmi jednoduchého programu tohoto typu 
je např. Notepad (Poznámkový blok). Existují samozřejmě i další (mnohem mocnější) editory vhodné pro tento účel a schopné 
editovat obsah na úrovni jednotlivých znaků. Naprosto nevhodným nástrojem jsou ovšem textové procesory (např. MS Word), 
které nedovolí upravit samotný obsah a svým specifickým způsobem ukládají nejen textový obsah, ale i jeho formátování.
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Samotná sekvence však často nestačí a je žádoucí mít v souboru uložené další informace. Proto 

bylo zavedeno několik různých formátů a jejich modifikací, které v rámci smluvených pravidel  

umožňují vložit do textu i další informace o sekvenci, např.  název a další poznámky.

Oblíbeným a velmi  rozšířeným formátem pro uložení  je  formát FASTA [FASTA 1].  Jde o 

textový formát [FASTA 2], který používá znaku „>“ k označení začátku obsahu. Přitom samotný 

označený  řádek  není  sekvencí,  ale  pouze  popisem.  Je  to  fakticky hlavička,  které  obsahuje 

jednak název či jiné označení sekvence a může samozřejmě obsahovat i další informace, např.  

komentáře. Samotná sekvence začíná až na dalším řádku.

Příklad obsahu  souboru ve formátu FASTA:
>gi|186681228|ref|YP_001864424.1| phycoerythrobilin:ferredoxin oxidoreductase
MNSERSDVTLYQPFLDYAIAYMRSRLDLEPYPIPTGFESNSAVVGKGKNQEEVVTTSYAFQTAKLRQIRA
AHVQGGNSLQVLNFVIFPHLNYDLPFFGADLVTLPGGHLIALDMQPLFRDDSAYQAKYTEPILPIFHAHQ
QHLSWGGDFPEEAQPFFSPAFLWTRPQETAVVETQVFAAFKDYLKAYLDFVEQAEAVTDSQNLVAIKQAQ
LRYLRYRAEKDPARGMFKRFYGAEWTEEYIHGFLFDLERKLTVVK

V samotné sekvenci jsou pouze znaky reprezentující jednotlivé nukleotidy nebo aminokyseliny. 

V souvislosti  s  tím je třeba si  uvědomit,  že se  z hlediska počítače jedná o textový řetězec, 

resp. ASCII, tudíž se v něm mohou vyskytnout i různé bílé znaky (konec řádku – enter, mezera, 

tabulátor a další). Co se týče smluvené konvence, neměla by sekvence obsahovat prázdné řádky. 

Ty jsou chápány jako začátek nové sekvence. Samotné zalomení sekvence pomocí konce řádku 

(klávesa Enter) a případné formátování pomocí mezer nejsou zapovězené.

Relativně  volná struktura  klade  samozřejmě větší  nároky na software,  který  dokáže takový 

soubor  načíst.  Zde  je  vhodné zmínit,  že  program pracující  s  textovými řetězci,  které  může 

editovat  i  neznalý uživatel,  by měl  být  alespoň částečně  robustní.  Jinými slovy měl by být 

schopen se vypořádat s nevhodnými znaky, prázdnými mezerami a dalšími znaky, které může 

nezasvěcený  uživatel  do  sekvence  přidat.  Nejzákladnější  ochranou  by  mělo  být  ignorování 

znaků, které do sekvence nepaří.

FASTA samozřejmě není jediný formát, který se pro zápis používá. Nicméně je nejzákladnějším 

způsobem  jak  zaznamenat  sekvenční  data.  Záznam v podobě textového souboru  s  písmeny 

označujícími  aminokyseliny  nebo  nukleotidy  je  základem.  Jednodušší  to  už  být  nemůže. 

Existují samozřejmě další modifikace, které vznikly kvůli snaze zaznamenat další informace.

Svoje vlastní varianty datových formátů tak mají například sekvenční databáze DDJB [DDBJ], 

Genbank [GenBank] a EMBL-EBI [EMBL]. Tyto formáty jsou také textové, ale už mají svoji 

strukturu mnohem přísněji stanovenou. Musí mít např. definovanou hlavičku s popisem zdroje 
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(organizmus), je možné do nic zapsat informace o autorovi, poznámky, do které kategorie patří  

(viry, bakterie, rostliny, primáti, lidské vzorky), verzi a revizi souboru a řadu dalšího.

Samotné technické řešení využívá vložení smluvených klíčových slov. Například klíčové slovo 

„source“ označuje zdroj vzorku, ze kterého byla sekvence získána. Vznikám tím jakýsi logicky 

strukturovaný soubor,  který  má své  logicky související  části.  Tento  způsob zápisu  je  svým 

způsobem  „samopopisný“,  takže  zdrojový  soubor  může  snadno  editovat  i  člověk  zběžně 

seznámený se způsobem zápisu.

Například  formát  souborů  pro  databázi  EMBL  [EMBL-formát] má  začátek  každého  řádku 

označen  dvoupísmennou  zkratkou,  která  označuje,  co  daný  řádek  znamená.  Např.  „ID“  je 

identifikátor,  „DT“  datum,  „KW“  klíčové  slovo,  „DE“  je  definice,  „OS“  znamená  druh 

organizmu atd.

Pro  počítače  je  čtení  takového  souboru  samozřejmě  náročnější.  Počítač  musí  celý  řetězec 

rozložit  na  jednotlivé  prvky  a  vyseparovat  z  nich  klíčové  informace.  Odborně  mluvíme  o 

tzv. parsování nebo též o syntaktické analýze [Molnár et al., 1987]. Tento proces je již složitější 

než čtení samotného FASTA souboru.  V případě počítače vyžaduje více provozní režie a na 

čtecí algoritmus klade větší požadavky.

V případě  složitějších  či  velmi  volných  pravidel  pro  zápis  dat  (tzv. gramatiky)  může  být 

parsovací algoritmus  poměrně  rozsáhlý.  Problém není ani tak v řešitelnosti, ale především v 

otrocké pracnosti  při  sestavení  analyzátoru.  Pro tyto účely naštěstí  existují  i  specializované 

programy schopné část gramatických pravidel vygenerovat (např. yacc, flex, bison). Z hlediska 

informatiky tedy jde o úlohu, která je sice pracná, ale v podstatě rutinní. Používá se již dlouho k 

mnoha účelům a po teoretické (resp. obecné) stránce je velmi dobře zvládnuta.

Záznam,  datová  reprezentace  a  zpracování  proteinových  a  nukleotidových  sekvencí  tedy 

nepředstavuje zásadnější problém. Z hlediska informatiky se využívá zcela rutinních nástrojů.

 3.5 Zpracování sekvenčních dat – hledání podobností

Jedním  z  nejvýznamnějších  úkolů,  které  současná  bioinformatika  plní  je  porovnávání 

podobnosti sekvenčních dat. V obou případech sekvenčních dat (proteinů i nukleových kyselin) 

je snaha najít co nejdelší shodné subsekvence porovnávaných řetězců. Ze shodných podčástí 

DNA lze odvodit například příbuznost různých druhů organizmů.
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Nalezení  shodných úseků a  vzájemné podobnosti  se  označuje  jako  zarovnání či  přiřazení 

(„alignment“) [Cvrčková 2006a], [Xiong 2006a], [Pietrokovski 1999], [Altschul 2011], [Zuker

2004].  Z hlediska  informatiky  se  jedná  o  úkol  nalézt  nejdelší  společné  sekvence  ve  dvou 

porovnávaných  textových  podřetězcích.  Řešení  této  úlohy  není  zcela  triviální.  Je  třeba  si  

uvědomit,  že počítač nedokáže porovnávat  různě dlouhé  řetězce, ale pouze jednotlivé znaky 

(i když není problém vytvořit funkčnost, která toto zapouzdří). Porovnávání řetězců se provádí 

tak,  že  oba  řetězce  čteme současně  znak po  znaku a  kontrolujeme,  za  se  jednotlivé  znaky 

shodují.

Porovnání proteinových a nukleotidových sekvencí má ovšem i další zádrhele. V první řadě 

nelze zaručit, že podobné části sekvence začnou na stejném místě. Jeden z řetězců může být  

např. jen fragment. Navíc se některé části mohou opakovat na více místech.

A nesmíme samozřejmě zapomenout ani na skutečnost, že pro potřeby biochemie musíme být  

schopni detekovat i řetězce, kde došlo ke  změně  na některé z pozic.  Dvě dostatečně dlouhé 

sekvence  lišící  se  jen  v  několika  málo  znacích  jsou  z  hlediska  biochemie  také  příbuzné.  

Typickým příkladem může být mutace u nukleové kyseliny, kde došlo k záměně některého z 

nukleotidů. Takovéto drobné mutace např. odlišují nejen jedince, ale např. i organizmy různých 

druhů, které ovšem patří ke stejnému rodu.  Stupeň podobnosti a shody je v takovém případě 

klíčový ke stanovení příbuznosti.

Z uvedených důvodů má tedy porovnání biochemických sekvencí svoje specifika a vyžaduje 

poněkud odlišný přístup než při porovnávání běžných řetězců.

Prvním krokem pro porovnání dvou řetězců je nalezení shodných znaků. To se provede pomocí 

bodové  matice  (resp.  bodového  diagramu)  [Obr  1].  V  paměti  počítače  se  použije matice, 

resp. dvourozměrné  pole,  z  hlediska  běžného  uživatele  se  reprezentace  provádí  bodovým 

grafem/diagramem.

Princip spočívá v tom, že se porovnávané řetězce X a Y napíší na okraje tabulky a do políček 

tabulky se udělá záznam na to místo, kde dochází k průsečíku stejných znaků (viz. obrázek).

Z hlediska počítače se jedná o dvojitý cyklus nad polem [m,n], kde m a n jsou délky řetězců X a 

Y. V kódu programovacího jazyka „typu C“:

for (i=0; i<m; i++) {
for (j=0; j<n; j++) {

if (X[i] == Y[j]) M[i,j] = true;
}

}
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… kde X a Y jsou řetězce, m a n jejich délka, M je matice s výsledkem a proměnné i a j jsou 

indexy jednotlivých pozic v matici resp. sekvenci (indexováno od 0).

zdroj: Cvrčková F. (2006) Úvod do praktické bioinformatiky, str.41, Academia, Praha, 2006

Postup značení zobrazuje první část obrázku [Obr 1], výsledek hledání je uprostřed. Diagonály 

značí sekvence, které jsou shodné v obou řetězcích.

Dalším krokem je vyčištění výstupu od pozic, které kvůli nedostatečné délce za shodné řetězce 

nepovažujeme. Pokud si například zvolíme, že délka nalezeného řetězce musí být alespoň tři  

znaky, dostaneme výstup v podobě pravé části obrázku.

Po stránce algoritmizace  v počítači nejde o nijak náročnou úlohu – hledání začne od levého 

horního rohu přes všechny pozice matice a hledáme začátek řetězce. Když ho nalezneme, tak 

postupujeme  od  nalezené  pozice  směrem  doprava  a  dolů  a  podle  počtu  nalezených  pozic 

počítáme délku podřetězce. Tam kde není dostatečná délka, tam políčka vymažeme. Z hlediska 

programovacího jazyka jde o trojitý cyklus.

Ve chvíli, kdy máme nalezené pozice shodných řetězců, zkonstruujeme samotné zarovnání. To 

může být lokální nebo globální [Obr 2]. V případě globálního se snažíme nalézt nejdelší úsek 

napříč celou délkou řetězců za cenu toho, že budeme ignorovat neshodné úseky a budeme do 

řetězce vnášet mezery. V případě lokálního se snažíme nalézat jen kratší lokální úseky, ovšem s  

větším důrazem na přesnost. Globální přiřazení má větší smysl jen u podobně dlouhých a velmi 

podobných řetězců a využívá se pro mnohačetná přiřazení. V případě dobré shody se lokální 

zarovnání blíží globálnímu.
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V případě porovnávání více řetězců  se provádí zarovnání tak, že se snažíme najít společnou 

podmnožinu úseků, která je víceméně shodná pro všechny prohledávané sekvence. A stejně jako 

při  porovnání  dvou  řetězců  lze  i  pro  více  sekvencí  lze  vytvářet  jak  globální,  tak  lokální 

zarovnání.

zdroj: http://bioinfo.weizmann.ac.il/~pietro/Making_and_using_protein_MA/Global.vs.Local_MA.jpg [26. 6. 2013]

Obrázek [Obr 2] celou situaci demonstruje zcela názorně. Máme několik řetězců, každý s jinou 

délkou  a  podobné  sekvence  jsou  umístěny,  resp.  začínají, na  různých  místech.  Globální 

zarovnání se snaží o největší shodu po celé délce sekvencí bez posunutí po sobě jdoucích bloků, 

zatímco lokální se zaměřuje na podobnost jen v rámci lokálních bloků, které mohou být o určitý 

úsek posunuty.

Tato metoda ovšem vyhovuje jen v případě, že chceme použít možnosti shoda-neshoda. Existují 

i situace, kdy musíme zohledňovat nejen čistou shodu (tj. písmena na obou pozicích řetězce jsou 

stejná), ale i možnosti, že i když se znaky neshodují, tak určitá kombinace je zajímavější než  

jiné.  Např. některé nukleotidy nebo aminokyseliny si  jsou charakterově bližší  nebo je jejich 

kombinace vzácnější a tudíž více charakteristická.

V tom případě je zajímavé je nějakým způsobem zvýhodnit, použít vyhodnocení „sice se úplně 

neshodují, ale jsou si hodně podobné“.  Narážíme zde na problém vyhodnotit podobnost, která 

není  popsatelná zcela exaktně.  V takovém případě se opět  použije matice,  nicméně značení 

jednotlivých  pozic  se  neprování  boolovskou  hodnotou  ano/ne,  ale  použije  se  hodnota 

(označovaná jako skóre). V takovém případě se použije např. hodnota 0 pro neshodu a 10 pro 

plnou shodu. A různé stupně méně zajímavých kombinací se označí hodnotami od 1 do 9. Lze 

samozřejmě použít i jiné hodnoty.

Z  hlediska  programování  algoritmu  se  pro  záznam  skóre  použije  tzv.  substituční  matice 

[Cvrčková  2006b],  kde  řádky a   sloupce  odpovídají  jednotlivým znakům a  jejich  průsečík 

obsahuje příslušné skóre. Tyto matice jsou symetrické dle hlavní diagonály, kombinace AB má 

stejnou váhu jako BA.
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Vyhledávání  shody poté  probíhá  tak,  že  se  vybírají  pozice  podle  hodnoty  skóre.  Stanovení 

hodnot  skóre  samozřejmě nemůže  být  libovolné,  ale  musí  vycházet  ze  statistiky  výskytu  v 

reálných řetězcích. Zde je informatik zpracovávající úlohu odkázán na poznatky biochemiků  

získaných  v  laboratoři.  Způsobů  jak  stanovit  skóre  je  více.  Nejčastěji  se  používají  matice 

IUPAC, PAM a jejich varianty JTT, Gonnet či BLOSUM.

Pokud  chceme  vytvořit  zarovnání  pro  více  sekvencí,  musíme  porovnat  všechny  sekvence 

metodou „každý s každým“ a v získaných mezivýsledcích  najít společné části (průnik). Tento 

postup je ovšem velmi náročný na výpočetní výkon.

Z tohoto důvodu se používají heuristické metody. Heuristická metoda obecně je metoda, která, 

zjednodušeně  řečeno,  nejdříve  (rychle)  zkontroluje  jen  několik  kritérií,  které  by  mohly  být 

příznakem shody. A teprve v případě, že je výsledek této kontroly nadějný (vypadá to, že by 

shoda mohla být), provede se důkladnější (pomalé) porovnání.

zdroj: http://www.ctu.edu.vn/~dvxe/Bioinformatic%20course/mod4/mod4_2_files/fastafig2.gif [26. 6. 2013]
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Z heuristických metod pro zarovnání sekvencí jsou nejznámější metody FASTA [Xiong 2006b], 

[Pearson & Lipman 1987],  [Fasta homepage],  která je demonstrována na obrázku  [Obr 3] a 

BLAST [Xiong 2006c], [BLAST homapage], případně jejich modifikované varianty. Současně 

jde také o název nejznámějších softwarových nástrojů pro zarovnání sekvencí.

Samozřejmě kromě samotných programů FASTA a BLAST existuje řada dalších odvozených či 

funkčně  podobných programů  [Tools 4  MP],  [SAS],  [OS4SA],  [LoSAS].  Zatímco FASTA i 

BLAST jsou schopné porovnávat jak proteinové, tak nukleotidové sekvence,  některé nástroje 

jsou pouze pro nukleotidové nebo jen pro proteinové (např. CS-BLAST – „context  specific 

BLAST“)  sekvence.  Mezi  další  poměrně  známé  programy  pro  vícečetní  zarovnání  patří 

například Clustal [Clustal homepage], [Thompson et al.,1997] [Obr 4], který je opět k dispozici 

ve více variantách (ClustalX, ClustalW, Clustal Omega).

zdroj: http://akira.ruc.dk/~olesk/sekvens/Clustal_alignment.jpg

I v případě samotných nástrojů FASTA a BLAST se nejedná o jednotlivé programy, ale o celý 

balík nástrojů. Např. nástroj BLAST obsahuje nástroje blastn (nukleotidy), blastp (proteiny),  

blastpgp (PSI-BLAST), blastx, tblastx, tblastn, megablast (hromadné zpracování).

S rozvojem technologií se objevují i varianty optimalizované pro efektivnější využití moderního 

hardwaru,  konkrétně  funkcí  pro  paralelní  zpracování.  Jednak  pro  efektivní  využití 

vícevláknového zpracování (vícejádrové procesory a víceprocesorové počítače) ale například i 

pro využití v současnosti rychle se rozvíjejících technologií jako je např. CUDA, která využívá 

pro  výpočet  procesory  grafických  karet  (GPU)  firmy  nVidia  [NVIDIA].  Příkladem  takové 

varianty je např. program CUDA-BLASTP [Liu 2011].
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Obr 4: Pracovní prostředí programu ClustalX
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V současné době tedy tato oblast zvládnutá po teoretické  i praktické  stránce a vývoj směřuje 

spíše k vylepšování výkonu, k výpočetním metodám a technologiím založeným na paralelizaci a 

zvyšování rychlosti výpočtů.

Kromě samotného výpočtu podobnosti se software výrazně uplatňuje i v další části zpracování 

dat a to v jejich  vizualizaci. Je nepochybě zajímavé, že software dokáže kvantitativně popsat 

podobnost dvou sekvencí a vyjádřit je jako nějakou formu metriky (procenta, skóre atd.), ale 

tato čísla jsou pro lidské vnímání obtížněji  pochopitelná. Je hezké, že software dokáže  pro  n 

sekvencí  vytvořit  tabulku  nn se  vzájemnými  podobnostmi,  ale  lidská  bytost  pohledem do 

tabulky plné čísel podobnosti nevidí.

Pro  názornější  vizualizaci podobností se proto v biochemii, ale i  v  dalších oborech, využívají 

dendrogramy a fylogenetické stromy.

Dendrogram [Cvrčková  2006f] [DEN1],  [DEN2],  [DEN3] je  typ  stromového  grafu,  který 

využívá shlukování prvků dle jejich vlastností, konkrétně hierarchické clusterizace [Obr 5]. Jeho 

výhodou je, že je na první pohled zřejmé, které prvky si vzájemně nejvíce odpovídají. Ty, které 

jsou nejvíce podobné jsou spojeny větvemi stromu do jednoho uzlu. Z tyto uzly se následně  

opět spojují do dalších podle podobnosti.

zdroj: http://www.aarongolas.com/media/2009/08/simple-dendrogram.gif [26. 6. 2013]

Existuje  několik  postupů,  jak  dendrogram  vytvořit,  např.  algoritmus  UPGMA  [Opperdoes

1997]. Konstrukce dendrogramu je v principu velice jednoduchá. Jde ji tvořit oběma směry (od 

kořene k listům nebo od listu ke kořenu). Na počátku máme několik prvků a každý z nich má  
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Obr 5: Dendrogram podobnosti živočišných druhů
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určité vlastnosti, některé jsou společné s ostatními prvky, některé specifické. Průniky vlastností 

dvou různých prvků nám dají různé podmnožiny společných vlastností, na základě kterých se  

popisuje podobnost. Podmínkou je, aby existovala podmnožina vlastností která je společná pro 

všechny  prvky  (jinak  bychom dostali  ne  jeden,  ale  dva  či  více  dendrogramů).  Popišme  si 

zjednodušeně konstrukci od listů ke kořenu.

U  prvků  nejprve provedeme  výpočet  podobnosti  (spočítáme  shodu  na  základě  shodných 

vlastností) mezi všemi prvky stylem „každý s každým“.  Prvky, které si jsou nejvíce podobné 

sloučíme do společného uzlu. Tomuto uzlu přiřadíme vlastnosti, které jsou průnikem vlastností 

obou sloučených prvků a prohlásíme ho za nový prvek. Původní sloučené prvky vyjmeme a 

vytvoříme z nich první stupeň stromu.

Následně zopakujeme celu operaci znovu, tj. vypočteme podobnosti  a opět sloučíme nejvíce 

podobné prvky do nového uzlu. Takto postupujeme dokud nesloučíme poslední dva prvky. Tím 

dostaneme kořen a výpočet končí.

Jedná  se  o  postup,  který  začíná  na  mnoha  skupinách  s  jediným prvkem,  který  má mnoho 

vlastností. Postupně se počet skupin snižuje, ale roste počet prvků ve skupině a současně se 

snižuje počet vlastností, které má skupina společné pro všechny prvky v ní obsažené.

Pro konstrukci dendrogramů lze použít řadu nástrojů, např. MEGA [MEGA homepage] nebo 

yEd [yEd homepage].

Druhým používaným diagramem je  fylogenetický strom neboli „strom života“  [Baum 2008], 

[Phylo1], [Phylo2], [Phylo3]. Jedná se opět o stromový graf, viz. [Obr 6], který ovšem nevzniká 

slučováním párů jako u dendrogramu,  ale  jeho jednotlivé  uzly  značí,  kde došlo k oddělení 

nového druhu.  Od dendrogramu se  liší  tím, že  z  jednoho uzlu může vycházet  více  větví  a 

původní  větev může pokračovat  (původní druh přežije i  když z něj  vznikl  odvozený druh). 

U dendrogramu sloučením větví původní větve zanikají.
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zdroj: http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/7/70/Phylogenetic_tree.svg [26. 6. 2013]

Využití  je  jak  již  lze  usuzovat  především  v  oblasti  genetiky  a  nukleotidových  sekvencí.  

Ke konstrukci  fylogenetických stromů lze  použít  řadu  nástrojů,  jmenujme pro  příklad  třeba 

program Archaeopteryx [Zmasek].

 3.6 Biologické databáze

Biologické databáze [Cvrčková 2006c],  [ItBD],  [König 2010], [BW-ov],  [LoBD] jsou ve své 

podstatě  (elektronická)  úložiště  biologických  dat,  která  pocházejí  z  vědeckých experimentů 

nebo z počítačových analýz. Nemusí jít nutně jen o biologická data ve smyslu klasických dat  

získaných z  měřících  přístrojů,  ale  do  databáze  lze  uložit  např.  i  publikace  (články,  knihy, 

časopisy).

Z technického hlediska  a z pohledu informatika je  databáze [Šeda 2002] soubor dat a k nim 

nezbytné softwarové nástroje  pro manipulaci  s  daty.  Softwarové nástroje někdy označujeme 

krkolomným označením SŘBD (systém řízení báze dat) nebo DBMS (database management 

system). Umožňují v datech vyhledávat, organizovat je, provádět nad nimi tzv. dotazy (např. 

statistické úlohy typu „kolik záznamů splňuje podmínku x“) a provádět s  nimi řadu dalších  

činností. Co se týče druhu dat, je možné uchovávat prakticky všechny současné datové typy, od 

textových řetězců až po datově velké objekty, například bitmapové obrázky, zvuk, video.

Drtivá většina dnes používaných databázových systémů využívá tzv. relační databázový model 

(pracuje  s  relacemi  nad  elementárními  tabulkami  s  daty),  přestože  existují  i  další modely 

(síťový, hierarchický, objektový...). Z konkrétních systémů jmenujme např. velmi  jednoduchý 
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SQLite  [SQLite] (který ani není databázovým systémem v pravém slova smyslu), rozšířený a 

populární  MySQL  [MySQL],  kvalitně  zpracovaný  PosgreSQL  [PgSQL] disponující  velkým 

množstvím  funkcí,  kancelářský  MS Access  (který  je  vhodný  opravdu  jen  do  kanceláře), 

komerční MS SQL, případně produkty firem Oracle  [Odb] nebo IBM  [IBMdb],  které ovšem 

míří především do prostředí velkých firem.

Uvedené  databázové  systémy  patří  k  těm,  které  jsou  univerzální  a  lze  je  obecně  použít  k 

vytvoření jakékoliv struktury dat  (teprve data a jejich struktura vytvoří specializaci databáze), 

tj. lze je použít  i k bioinformatickým účelům.  Liší se jen zaměřením a optimalizací na určité 

rozsahy dat – některé jsou lepší na menší množství dat a jejich předností je rychlost, jiné se hodí 

více pro velké objemy dat a jejich přednosti jsou ve funkcích a podpoře.  Kromě univerzálních 

databází existují samozřejmě i úzce zaměřené systémy (třeba produkty firmy SAP). Ty se ovšem 

na účely bioinformatiky příliš nehodí.

Technologická  úroveň  většiny  současných  databázových  systémů  poskytuje  dostatečnou 

základnu pro hromadné zpracování  prakticky libovolného druhu dat, nicméně samotný návrh 

databáze není zcela triviální úkol. Efektivnost a použitelnost samotné databáze pro konkrétní  

úkol stále silně závisí na návrhu struktury a reprezentace samotných dat, stejně jako na způsobu 

přístupu k nim.

Pokud se  podíváme na databáze z pohledu bioinformatiky, budeme se zabývat biologickými 

databázemi. Jedná  se především  databáze  pro  genetiku,  proteomiku,  chemické  struktury, 

hmotnostní  spektrometrii,  medicínské  účely  a  další  disciplíny.  V  biologických databázích 

najdeme data  o proteinových řetězcích,  o  funkcích genů,  o  struktuře  molekul  o podobnosti 

biologických sekvencí a struktur a spoustu dalšího.

Pokud bychom chtěli charakterizovat současné nejpoužívanější veřejné biologické databáze, tak 

je můžeme rozdělit na moderované a nemoderované [Cvrčková 2006d]. Nemoderované jsou v 

podstatě skladištěm dat, kam kdokoliv může nahrát svoje data. Zda jsou tato data důvěryhodná a 

věrohodná už zajištěno není. U  moderovaných je nově vložený  záznam nejprve prověřen a 

musí projít určitým recenzním procesem či splnit jiná kritéria kvality, např. musí jít o data již 

zveřejněná v recenzované publikaci.

Většina  současných  hromadně  používaných  biologických  databází  je  dnes  přístupná  přes 

Internet,  formou webového rozhraní. Data jsou  v nich uspořádána tak, že uživatelé je mohou 

snadno  prohlížet  online,  vyhledávat  v  nich a  stahovat  si je  pro  offline  použití v  různých 

formátech.
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Z  databází  nukleotidových  sekvencí  (např. DNA) tvoří  „velkou  trojku“  americká  databáze 

GenBank  [GenBank],  evropská EMBL (Nucleotide Sequence database)  [EMBL] a  japonská 

DDBJ (DNA Data Bank of Japan)  [DDBJ].  Společně jsou součástí  konsorcia  International 

Nucleotide Sequence Database Collaboration (INSDC)  [INSDC].  Jejich obsah je víceméně 

identický,  protože tyto tři  databáze  velice  úzce spolupracují  a  sdílí  (zrcadlí) navzájem svůj 

obsah [Cvrčková 2006e]. Při vložení sekvence do jedné z databází dojde poměrně rychle (v řádu 

hodin) k její distribuci i do ostatních dvou. Databáze se tedy od sebe liší  v podstatě jen svým 

technickým řešením, po stránce datové jsou víceméně ekvivalentní.

Z databází proteinů jsou nejvýznamnějšími hráči americký PIR (Protein Information Resource) 

[PIR] a  švýcarský Swiss-Prot [ExPASy].  Na mezinárodní úrovni bylo spojením  jednotlivých 

databází  vytvořeno  konsorcium UniProt [UniProt],  které  spojuje  evropský  EBI  (European 

Bioinformatics  Institute),  švýcarský  SIB  (Swiss  Institute  of  Bioinformatics,  provozovatel 

Swiss-Protu)  a  již  zmíněný americký  PIR  (Protein  Information  Resource).  Tím  vzniká 

proteinový ekvivalent k nukleotidovému INSDC.

Tyto  databáze  samozřejmě  nejsou  jen  skladištěm  dat.  Každému  záznamu  je  přidělena 

jednoznačná identifikace, může být upravován, doplňován o poznámky, revidován, je evidována 

jeho historie změn (verzování) a řada dalších informací.

Aby bylo možné pracovat s vloženými daty, jsou vytvořena webová rozhraní  (v případě např. 

EMBL-EBI označované jako SRS, u GenBank zase NCBI Entrez), které uživatelům umožňují 

využívat služeb databází on-line (přes webový prohlížeč).

K celému  systému je  připojena i řada nástrojů, které jsou  běžně  dostupné i jako samostatné 

programy  (BLAST,  CLUSTAL).  Samotné  databáze  pak  poskytují  i  externí  API  (aplikační 

rozhraní  s  nabízenými  funkcemi,  v  tomto  případě pro  vzdálený  přístup),  které  umožňuje 

využívat jejich služeb i vzdáleně a výsledky funkcí využívat i pro aplikace, které vytvořil někdo 

jiný.  Např. v případě  EMBL-EBI  je  používáno  rozhraní  Atlas  REST APIs [RAPIs],  které 

komunikuje prostřednictvím technologií Ajax (XML, JSON).

 3.7 Strukturní bioinformatika a strukturní databáze

Dalším druhem biologických databází jsou  strukturní databáze.  Ty, jak už název napovídá, 

obsahují informace o struktuře molekul, v biochemii především proteinů a nukleových kyselin 

(RNA i DNA).  Strukturou se rozumí prostorové (3D) uspořádání molekul,  které má vliv na 

vlastnosti dané molekuly. Máme tím na mysli sekundární, terciální či kvarterní strukturu.
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Strukturální  informatika  také  usiluje  o  využití  výpočetní  techniky  ke stanovení,  predikci  či 

vyhodnocení co nejpřesnějšího uspořádání struktur, které byly experimentálně  zkoumány. Zde 

se se jedná například o vyhodnocení dat z rentgenové krystalografie či magnetické rezonance,  

které  jakožto  detekční  metody  primárně  produkují  pouze  dílčí  data  (difrakční  obrazce  z 

rentgenu,  echo  z  magnetické  rezonance),  která  je  třeba  teprve  vyhodnotit  pomocí 

matematických metod. Problém se většinou převede na řešení soustav rovnic, které reprezentují 

vlnové funkce.

Z hlediska počítačového zpracování je 3D struktura molekuly mnohem komplikovanější než 

lineární sekvence. Jednak je třeba si uvědomit, že molekula je složená z jednotlivých atomů, 

které nemají při interakci s okolím pevnou pozici. Mezi jednotlivými atomy jsou různé vazby. 

A samozřejmě shluky atomů tvoří molekuly aminokyselin či nukleotidů, které se chovají jako 

ucelené  stavební  jednotky.  Ze  skupin  molekul  potom vznikají  v  rámci  terciální  a  kvarterní 

struktury celé segmenty (shluky, klubka, listy, helixy), které se navazují na další segmenty.

Když si tyto skutečnosti  uvědomíme, tak samotná reprezentace molekuly v prostoru pomocí 

počítače vyžaduje poměrně promyšlený přístup a využití pokročilejší matematiky.  Zamysleme 

se nad tím, co všechno se musí uložit do souboru s informacemi o struktuře molekuly.

Ani základní stavební kameny (aminokyseliny či nukleotidy) nemají jednoznačný tvar. Je tady 

nutné evidovat  každý atom samostatně a to  tak,  že je definován chemickým prvkem (např.  

kyslík či uhlík) a trojrozměrnou polohu v prostoru. Dále je třeba evidovat chemické vazby mezi 

atomy a  to  tak,  že  každou vazbu definují  identifikátory dvou atomů a  druh vazby.  Dále  je 

samozřejmě žádoucí mít možnost seskupovat atomy do molekul a molekuly do segmentů (např. 

helixů a listů), které tvoří části terciální a kvarterní struktury.

Pro ukládání prostorové struktury se používají především soubory ve formátu PDB [PDBdoc], 

jehož struktura veřejně zdokumentovaná a standardizována. Podobně jako např. formát FASTA, 

je i PDB souborem textovým, nicméně je mnohem striktněji strukturován. Umožňuje uložení 

nejen samotné 3D struktury, která je podstatně více složitá než lineární sekvence, ale i dalších 

pomocných  informací,  komentářů  atd.  A protože  se  potřeby strukturní  bioinformatiky  stále 

vyvíjejí,  ani  tento formát nezůstává stabilní,  ale existuje  v několika verzích,  které  postupně 

reflektovaly nové požadavky. Nejnovější verze tohoto formátu  má označení 3.30 a pochází z 

listopadu 2012.
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Kromě nejrozšířenějšího formátu PDB však existují i další strukturní datové formáty. Můžeme 

uvést třeba CIF [CIF] (Crystallographic Information File), skupina formátů označovaných jako 

CTFiles (Chemical Table files) [CTF] a další.

Podobně  jako  existují  veřejné  databáze  pro  sekvenční  data,  existují  i  strukturní  databáze 

fungující na podobném principu. Mezi nejvýznamnější patří  PDB [PDB] (Protein Data Bank) 

po které je pojmenován i datový formát PDB,  dále například databáze NDB [NDB] (Nucleic 

Acid Database),  CSD  [CSD] (Cambridge Structural  Database)  nebo již zmiňovaný UniProt 

[UniProt]. A opět bychom zde nalezli podobné schéma jako u sekvenčních databází – webové 

rozhraní pro uživatele, centrální správa databáze, API pro poskytování služeb.

V oblasti  samotného softwaru pro zpracování strukturních dat  nalezneme také řadu vyspělých 

programů. Mezi nejvýznamnější patří velmi široce používaný PyMOL [PyMOL] [Obr 7], který 

je populární i díky ještě nedávno přívětivé licenční politice.

zdroj: http://www.pymol.org/sites/default/files/pymol_snap.png [26. 6. 2013]
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V  současnosti je perspektivním softwarovým nástrojem  například COOT (Crystallographic 

Object-Oriented Toolkit)  [COOT]  [Obr 8], který je do budoucna nadějný i díky svojí licenci, 

která neumožňuje komercializaci a poskytuje prostor pro otevřený vývoj.

zdroj: http://upload.wikimedia.org/wikipedia/en/7/72/Coot-crystallography-software.png [26. 6. 2013]

Z dalších softwarových nástrojů stojí za pozornost Jmol [Jmol]. Je vytvořen v jazyce Java, díky 

tomu  je  multiplatformní  a  na  rozdíl  od  většiny  podobných  nástrojů  nevyžaduje  ze  strany 

hostujícího systému grafickou akceleraci. Je tedy široce využíván webovými portály, kde slouží 

k zobrazování struktury molekul  –  ve webových prohlížečích  uživatelů potom Jmol běží jako 

plugin, který graficky a interaktivně zobrazuje strukturu molekuly.

Mohlo by se tedy zdát, že strukturní bioinformatika má většinu problémů vyřešených. Zdaleka 

to tak není. V současné době řada problémů stále čeká na vyřešení. Například za současného 

stavu  technologií stále není možné obecně stanovit  prostorovou  strukturu molekuly pouze na 

základě znalosti jejich strukturního vzorce, což je schopnost o kterou by nepochybně byl velký 

zájem. Současné nástroje umožňují jen určitou míru aproximace, která je založená na znalostech 

určitých zákonitostí, např. faktu, že molekuly se snaží zaujímat energeticky nejvhodnější polohu 

tak, aby se síly jednotlivých atomů co nejméně ovlivňovaly.

Matematické  modely  pro  odhad  prostorového  uspořádání v  principu pracují  tak,  že  se  na 

počátku  stanoví  nějaký počáteční  stav,  který je jen přibližný.  Následně se provádí  (někdy i 

metodou pokus-omyl) menší úpravy, které postupně stav zlepšují a snižují chyby. Každý krok 
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úprav (iterace) by měl snížit chybu. Výpočet končí buď snížením chyby na přijatelnou úroveň, 

nebo zastavením výpočtu buď po určitém počtu iterací, nebo v okamžiku kdy další iterace již  

nesnižují  chybu  a výpočet  se tzv.  „zacyklí“.  Jedná se tedy opět  o určitý heuristický model. 

Samozřejmě už vyžaduje  poměrně rozsáhlý matematický aparát,  znalosti z fyzikální chemie a 

také pokročilé algoritmy či samoučící se systémy (např. neuronové sítě)  z oblasti informatiky. 

Navíc získaný výsledek většinou vyžaduje i dodatečnou manuální korekci (například vyloučení 

nemožných variant) ze strany uživatele.

Na poli strukturní bioinformatiky je tedy stále mnoho neprobádaného.

 3.8 Bioinformatika a separační metody

Bioinformatika v současné době hraje významnou roli také při zpracování výsledků získaných 

různými separačními metodami.  Separační metody [SepM] slouží k identifikaci jednotlivých 

složek  směsí  na  základě  chemických  nebo  fyzikálních  vlastností  jednotlivých  složek.  V 

biochemii  se  nejčastěji  používají  různé  druhy  chromatografie,  separace  pomocí  membrán 

(osmóza,  dialýza),  elektromagnetických  polí  (elektroforéza,  hmotnostní  spektrometrie), 

gravitace (sedimentace, centrifugace) a dalších.

Informatika se dostává i  do těchto oblastí  a to jak primárně v podobě řídícího softwaru pro 

jednotlivá zařízení, tak softwaru pro následnou analýzu a interpretaci získaných dat. Například v 

případě gelové elektroforézy se uplatňují specializované skennery pro získání digitálního obrazu 

gelu, který se následně analyzuje dalším softwarem.

Použití softwaru k analýze skenovaného gelu přitom dokazuje, jak blízko k sobě mají exaktní  

vědy.  Pro  potřeby  biochemie  jsou  prostřednictvím  výpočetní  techniky  zpracovávána  data 

pomocí metod z počítačové grafiky,  jako je  například hranová detekce  [Lindeberg 2001] či 

prahování [Tresh], což jsou postupy, které vznikly pro účely zpracování obrazu a jsou založeny 

na matematických, resp. statistických principech.

Další oblastí  masivního  využití  bioinformatiky  k  analýze dat  je hmotnostní  spektrometrie 

[Poustka 2007], [Reusch 2013], [Polášek 2005], [Holčapek 2013]. Jedná se o separační metodu 

založenou na  rozdělení  částic  na  základě  poměru m/z (m  –  hmotnost,  z –  počet  nábojů 

vzniklého iontu).

Měření se provádí pomocí hmotnostního spektrometru3.  Spektrometr  [Obr 9] se skládá ze tří 

částí – iontového zdroje, hmotnostního analyzátoru a detektoru.

3 Nezaměňovat s optickým spektrometrem, který pracuje na principu rozkladu světla procházejícího látkou (spektroskopie).
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Úkolem iontového zdroje je převést zkoumaný vzorek do ionizovaného stavu. Princip spočívá v 

odpaření  vzorku  a jeho  ionizaci.  To lze provést  elektronovou ionizací,  chemickou ionizací, 

elektrosprejem,  MALDI  („matrix  assisted  laser  desorption  ionization“),  indukčně  vázanou 

plazmou a dalšími způsoby…

Následně dojde k separaci iontů dle m/z poměru. To lze provést několika způsoby – za pomoci 

magnetického  či  elektromagnetického  pole  (magnetický,  resp.  elektrostatický  analyzátor 

zakřivující dráhu letu iontů, viz. [Obr 9]), pomocí elektrického napětí (kvadrupól, iontová past), 

iontovou cyklotronovou rezonancí či pomocí doby letu (TOF – „time of flight“).

zdroj: http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/0/0d/Mass_Spectrometer_Schematic.svg [26. 6. 2013]

Posledním krokem je detekce iontů. To se provádí detektorem, na jehož povrchu dochází vlivem 

dopadu  iontů  k  indukci  proudu.  Detektorů  je  opět  více  druhů,  uveďme  např.  elektronový 

násobič nebo Faradayova klec [Fklec].
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Jedním z nejvýznamnějších druhů hmotnostní spektrometrie je použití laserové ionizace vzorku 

umístěného na matrici, tzv. MALDI („matrix assisted laser desorption ionization“) [Obr 10], ve 

spojení se separací TOF („time of flight“).  V tomto případě se mluví o metodě MALDI-TOF 

[MTOF], [Havliš 1999] případně dvourozměrné MALDI-TOF/TOF.

zdroj: http://qbab.aber.ac.uk/roy/mss/maldi.gif

Výstupem ze spektrometru je hmotnostní spektrum, což je soubor dat, který se zobrazuje jako 

graf, resp. spojitá křivka ve spojnicovém grafu, kde je  na  horizontální  ose  (osa  x) je uveden 

poměr hmotnosti a náboje [m/z] a na vertikální ose (ose y) je vynesena intenzita.

Z hlediska počítačového zpracování se jedná o soubor diskrétních bodů ve tvaru [m/z, intenzita]. 

Většinou se data ukládají v podobě strukturovaného textového souboru (ASCII), ale lze použít i 

jiné formy, např. CSV soubor (což je opět varianta textu).

V tuto chvíli nastupuje bioinformatika k analýze získaných spekter. Každé hmotnostní spektrum 

obsahuje desítky až stovky tisíc bodů a velikost takového souboru je v řádech megabyte. Ruční 

zpracování takového množství dat  není  v praxi  možné. Pro potřeby běžného uživatele je třeba 

data převést do podoby, která je lépe srozumitelná lidskému vnímání.

V praxi  se  tedy  použije  počítačová  vizualizace  (graf)  se  zvýrazněním extremálních  hodnot 

intenzity.  Tyto  extremální  hodnoty  se  označují  jako  píky.  Projevují  se  lokálním skokovým 

zvýšením intenzity signálu a znamenají přítomnost většího množství iontů v dané hodnotě [m/z].

Úkolem softwaru  pro  zpracování  těchto  dat  je  detekovat  píky  a  v  případě  potřeby  nalézat 

podobnosti  v  různých  spektrech.  To  s  ohledem  na  množství  dat  v  každém  spektru klade 

požadavek na  jejich  co  nejvíce  automatizované  zpracování.  A to  jednak ve  formě nalezení 

podstatných  informací  ve  hmotnostních  spektrech  (píky),  ale  také  při  jejich  vzájemném 

porovnání. A v neposlední řadě i při predikci, kdy je cílem předpovědět na základě teoretických 

znalostí výsledek a poté ho ověřit proti reálně získaným výsledkům.
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O významu hmotnostní spektrometrie hovoří i velký počet programů [Xu & Ma 2006], [MSS], 

který je k jejich zpracování dostupný.  Z nejznámějších můžeme  uvést jako příklad programy 

Mascot [MASCOT],  Phenix [Phenix],  mMass [mMass],  MALDI  Biotyper [Biotyper], 

Saramis [Sar].

Hmotnostní spektrometrií se zabývají i aplikace, které jsou součástí této disertační práce.

 3.9 Další úkoly a nástroje bioinformatiky

Uvedené úlohu samozřejmě nejsou jedinou náplní bioinformatiky. V řadě zmíněných oblastí by 

bylo možné jím mnohem více do hloubky. Rovněž je řada oblastí,  ke  kterým  jsem se v této 

teoretické části ani nepřiblížil.

Dalo by se např. rozsáhle psát o počítačové simulaci genové exprese a syntézy proteinů. Zde je 

velice zajímavé, že genetika a informatika (minimálně její části) mají společného mnohem více 

než  se  na  první  pohled  zdá. Mnohé  postupy  probíhající  v  genetice,  např.  při  přepisu  a 

kopírování  DNA, jsou principiálně velmi  podobné postupům,  které  používá  informatika  při 

práci s daty.

V informatice jsou např. pro ochranu konzistence dat používány tzv. paritní kódy a kontrolní 

součty,  které  mají  mnoho společného  s  ochrannými  mechanizmy,  které  používá  genetika  k 

opravám  chyb  v  DNA.  Dvojkový  kód  používaný  počítačem  a  překlad  zdrojového  kódu 

programovacího  jazyka  na  binární  program  složený  ze  strojových  instrukcí  je  v  řadě  rysů 

podobný čtyřkovému paritními kódu DNA a jejímu přepisu na proteiny,  na nichž stojí  živé 

organizmy.

Nemalou  část  by  zabral  detailnější  popis nástrojů  výpočetní  techniky,  které  bioinformatika 

využívá.  Zmiňme  jen  to  nejpodstatnější.  V předchozí  části  byl  zmíněn  textový  editor pro 

úpravu textových souborů4. Pro hromadné výpočty a vizualizaci dat  pak lze použít  tabulkový 

kalkulátor (MS Excel, LO Calc, Gnumeric).  Schopnost použít tyto nástroje patří k základům 

počítačové gramotnosti.

Na  další  nástroje  již  musí  být  uživatel  pokročilejší.  Uživatelské  využívání  databázových 

systémů (zmíněných  výše),  pokročilých  statistických  a  matematických  softwarů  typu  CAS 

(computer algebra system, např.  hojně rozšířené nástroje Matlab  [MATLAB],  Maple  [Maple], 

nebo jejich svobodná alternativa GNU Octave [Octave]) nebo úzce specializovaných programů 

4 Příkladem textového editoru je třeba Notepad (Poznámkový blok). Nezaměňovat s textovým procesorem, např. MS Wordem.
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(viz.  uváděné  výše)  již  vyžaduje  zaškoleného  uživatele,  který  je  dobře  obeznámen  s 

používanými nástroji a často vyžaduje zvládnutí i základů nějakého programovacího jazyka.

Pro  informatika  pracujícího  v  oblasti  bioinformatiky  je  samozřejmě nutná i  znalost  dalších 

nástrojů.  Především  se  jedná  o  znalosti  algoritmizace (obecná  úroveň  řešení  problému, 

teoretický základ pro programování) a  programování (zvládnutí konkrétních programovacích 

jazyků) a samozřejmě také schopnost administrovat počítačové systémy.

Pokud se  zastavíme u  samotné  algoritmizace,  bioinformatika  samozřejmě vyžaduje  znalosti 

běžných postupů algoritmizačních/programovacích postupů. Nicméně v rámci oblasti působení 

bioinformatiky jsou některé schopnosti zdůrazněny. V první řadě je to práce s textovými řetězci 

a  čtením souborů.  Dále  metody spojené  se  statistikou a  vyhodnocováním numerických dat 

(interpolace,  výpočty  funkčních  závislostí).  Nelze  zapomenout  ani  na  grafické  prostředky 

(vizualizace  dat)  nebo  v  poslední  době  se  mohutně  rozšiřující  nástroje  umělé  inteligence, 

samoučící se systémy (neuronové sítě) apod.

Detailní popis  mnoha  algoritmů  a  postupů využívaných  či  přímo  specifických  pro  oblast 

bioinformatiky  lze  ve  velmi  dobře  zpracované  podobě  nalézt  např.  ve  výborné publikaci 

A. Polanski,  M. Kimmel:  Bioinformatics,  Springer  2007 nebo  Xiong  J.,  Essential  

Bioinformatics, Cambridge University Press 2006.

Pří  detailním  pohledu na  tuto  problematiku  se  tedy  ukazuje,  že  práce bioinformatika má s 

biochemií v laboratoři jen velmi málo společného a vyžaduje především specializaci z kategorie 

analytik-matematik-vývojář-programátor, kde jsou pracovním nástrojem počítače, matematické 

metody a programovací jazyky.

Z  programovacích  jazyků  jsou  pro  potřeby  bioinformatiky  nejvýznamnější  jazyky 

interpretované [intJ].  Vyznačují  se  multiplatformností  (použitelné  kdekoliv)  a  flexibilitou  i 

když  jsou  pomalejší  než  jazyky kompilované. Lze  je velmi  snadno použít  k  rychlé  tvorbě 

jednoúčelových skriptů (především na transformaci dat v textových souborech).

Z interpretovaných jazyků je velmi populární  (a to nejen v bioinformatice) především  jazyk 

Python  [Python],  který  je  oblíbený  pro  snadné  použití,  rychlost  a  kompatibilitu  s  mnoha 

externími nástroji. Jako skriptovací jazyk se často  užívá např. i Perl  [Perl] (lze použít i jeho 

zjednodušený webový  dialekt PHP [PHP]),  nicméně ten je se svojí složitější syntaxí poněkud 

náročnější.  Použitelné jsou samozřejmě i další  interpretované  jazyky,  např. Ruby  [Ruby].  Pro 

tyto  účely  je  do  jisté  míry  použitelný  i  bash/shell  [shell] (interpretovaný  jazyk  unixového 

příkazového řádku).
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Zde je zajímavé, že řada z uvedených jazyků má k dispozici rozšíření (ať ve formě knihoven, 

pluginů nebo nástrojů) pro vědecké účely. Pro potřeby biologie uveďme sady nástrojů jako je 

například Biopython [BioPython], BioPerl [BioPerl] nebo BioRuby [BioRuby].

Pokud dojde na potřebu vytvořit rozsáhlejší aplikace či je požadavek na rychlost,  je vhodné 

využít  spíše  kompilované  jazyky (především  velice  rychlý  C  a výrazně  rozšířený  C++ 

[C&CPP]).  Ty je nutné vždy přeložit (zkompilovat) do binární podoby pro konkrétní operační 

systém a nejsou tedy tak flexibilní.  Nicméně mají  svůj  význam kvůli  vyšší  rychlosti.  Řada 

větších aplikací je  často  tvořena v Javě  [Java], což je jazyk hybridní (je  předkompilovaný do 

rychlejšího  bytekódu,  který  je  ale  stále interpretovaný)  a  velmi  univerzální  s  rozsáhlým 

množstvím funkcí.

Specifickou  kapitolou jsou  potom programovací  jazyky  pro  webové  aplikace [WApp1], 

[WApp2] (např. webové portály proteinových databází),  kde je nutné využívat kombinací více 

technologií (databáze, serverová část rozhraní, klientská část rozhraní a jejich propojení).

V řadě případů jsou vyžadovány i administrátorské schopnosti.  Většina softwaru pracujícího s 

velkým množstvím dat využívá pro jejich skladování databázový systém (viz. výše). Je ovšem 

velký rozdíl mezi používáním databází z uživatelského hlediska (rozhraní) a jejich konfigurací, 

údržbou a provozní správou ze strany administrátora  či vývojáře.  Pokud tedy nastane nutnost 

použít  pro  uložení  dat  databázi,  měl  by  bioinformatik-vývojář  být  schopen  nainstalovat  a 

nakonfigurovat databázový systém a vytvořit v systému samotnou databázi (datovou strukturu 

reprezentující data, která budou ukládána).

S  administrátorskými  úkoly  souvisí  i  používání  jiných  operačních  systémů než  je  řada 

Windows,  především  systémů  na  bázi  Unixu.  I když  se  většině  lidí  vybaví  pod  pojmem 

„počítač“ pouze klasické PC s OS Windows, je monopol tohoto systému na osobních počítačích 

anomálie. V jiných segmentech (např. mobilní zařízení, síťová zařízení, servery, superpočítače) 

nalezneme zcela jiné typy operačních systémů a Windows je zde jen okrajový hráč. Například v 

červnu 2013 z 500 nejvýkonnějších počítačů světa [TOP500] 476 používalo Linux, 16 Unix, 4 

smíšené řešení, jeden BSD a pouze tři používaly OS Windows.

Pro většinu náročných úkolů (systémy provozované v režimu 24/75 – servery, webové portály, 

rozsáhlé databáze, superpočítače, clustery6) se masivně používají operační systémy typu Unix, 

5 Zkratka pro nepřetržitý provoz: 24 hodin denně, 7 dní v týdnu.

6 Počítačový cluster je systém složený s mnoha menších počítačů, které společně vykonávají určitou činnost. Navenek se tváří  
jako jeden počítač. Cluster je řízen centrálním uzlem, který rozděluje řešenou úlohu na menší části, které předává na vyřešení  
jednotlivým počítačům, které jsou spolu navzájem propojené (většinou počítačovou sítí). Silnou stránkou clusteru je schopnost  
efektivně řešit problémy, které lze paralelizovat, tj.rozdělit na menší části, které lze řešit samostatně.
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jejichž výhodou je především efektivnější fungování při velké zátěži, především při zpracování 

mnoha úloh současně,  stabilita a v neposlední  řadě i  bezpečnost.  Takové vlastnosti  dělají  z 

těchto  systémů zajímavé  nástroje  i  pro  vědu.  Pro  Unix  existuje  řada  vědeckých  programů 

[42FLSS],[UbSci], které na systémech Windows nejsou podporovány, nebo nelze plně využít  

jejich potenciálu (např. vícevláknové zpracování úloh).

Mezi  unixové systémy  patří  nejen  klasický Unix,  ale  i  Solaris, BSD,  populární  Mac OS X, 

mobilní  iOS a  především  početné  systémy  řady GNU Linux (včetně Androidu  pro mobilní 

zařízení).  Z unixových  systémů  dnes  právě  verze  Linuxu hrají největší  roli.  Vyznačují  se 

otevřeným zdrojovým kódem, modularitou, dynamickým vývojem úzce spojeným s komunitou 

uživatelů a především licenční politikou, která je velice přívětivá pro provádění různých úprav a 

modifikací.

Právě  licenční  podmínky  a  snadná  upravitelnost  dělají  ze  systémů  na  bázi  Linuxu  velice 

atraktivní nástroj pro akademické prostředí,  protože systém lze snadno  přizpůsobit pro různé 

specifické účely. Unixovým systémům se v akademickém prostředí obecně daří, byť to české je 

výjimkou. Možná i proto, že zde mají svůj původ – vznik větve BSD [BSD] je úzce spojen s 

univerzitou v Berkley a i Linux vznikl jako studentský projekt. Dokonce existují speciální verze 

právě pro vědecké účely, jak uvedu dále.

Z opravdu významných distribucí Linuxu je vhodné zmínit dva velké hráče v této oblasti.

Především ve Spojených Státech je rozšířena komerční distribuce Red Hat Enterprise Linux 

(často zkracováno na RHEL),  kterou vyvíjí  společnost RedHat  [RH].  Vyznačuje se tím, že  i 

když je samotný Linux zdarma, poskytuje RedHat placené služby – plně profesionální a kvalitní 

technickou podporu  (aktualizace, opravy chyb, helpline). Placená podpora je vlastnost,  která 

dovoluje  seriozní  nasazení do profesionálních prostředí – když je problém,  existuje  oficiální 

helpline, kam se  lze obrátit.  Právě RHEL a  odvozené varianty (např. CentOS  a Fedora) jsou 

často používány v akademickém prostředí  a  je  z nich  odvozena i distribuce přímo určená pro 

potřeby vědy, která je označovaná jako ScientificLinux [SciLi].  Ta je vyvíjená mj. i  známým 

výzkumným  střediskem  CERN  u Ženevy a  podobně  zaměřeným  střediskem Fermilab  u 

Chicaga.  Ve skutečnosti  si  každá z organizací  vytváří ještě svoji  modifikaci – Fermi  Linux 

[FeLi] a CERN Linux [CERNLi].

Druhým  velkým  hráčem  je  distribuce  Debian [Debian], která  je  na  rozdíl  od  RedHatu 

komunitní  a plně  svobodná.  Její  výhodou  je  bezplatnost,  nicméně  vyžaduje  schopnějšího 

administrátora,  protože  v  případě  problémů  si  musí  poradit  bez  komerční  podpory,  jen  s 
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podporou komunity. Význam Debianu spočívá v tom, že poskytuje stabilní platformu pro řadu 

systémů (servery, superpočítače) a je z něj odvozena celá řada dalších distribucí, například celá 

rodina  populárních  systémů Ubuntu.  Jednou z  variant  Debianu/Ubuntu je  distribuce  NEBC 

Bio-Linux [BioLi], která  obsahuje  softwarový  balík  BioLinux,  který  je přímo  určený pro 

potřeby bioinformatiky.

Z uvedeného je tedy zřejmé, že  mezi dovednostmi bioinformatika by měla  patřit i schopnost 

používat a administrovat i jiné operační systémy než je Windows. Ať už z důvodu dostupnosti 

nativního unixového softwaru,  tak pro schopnosti,  které Unixové/Linuxové systémy nabízejí 

navíc proti běžnému desktopovému mainstreamu.

Současným  trendem v oblasti  výpočetní  techniky a technologií  ke zpracování  dat obecně je 

směřování  k  postupům  pro  hromadné  zpracování  dat,  k  práci  s  velkými  objemy  dat  a  k 

paralelním  výpočtům,  které  umožňují  rozdělit  úlohy  do  několika  menších  částí,  které  lze  

zpracovat odděleně. Z hlediska běžných uživatelů přitom dochází k trendu směrovanému na 

malá  mobilní  zařízení,  což je  v  konfliktu s  potřebou narůstajícího výzkum velké výpočetní 

kapacity. Je tedy otázkou co přinese dalších pár let v této oblasti.

 3.10 Shrnutí

Dnes je bioinformatika pro řadu biologických odvětví již prakticky nepostradatelnou pomocnou 

vědou.  Výzkum  proteinů,  genetiky,  potravinářství,  biochemie  obecně,  medicíny  a  dalších 

biologických  oborů  by  bez  využití  výpočetní  techniky  nebyl  možný.  Bioinformatika  tento 

výzkum  zjednodušuje  a urychluje,  protože nové přístroje  a metody zpracován dat umožňují 

získávat výsledky stále rychleji.

Co lze očekávat do budoucna?

Trend je celkem jasný a týká se většiny oblastí IT, nejen bioinformatiky. Bude pokračovat další 

růst objemu dat, porostou požadavky na jejich efektivní zpracování. S tím jak porostou potřeby 

zpracovávat  velké  množství  dat,  porostou  i  požadavky  na  nástroje,  které  (bio)informatika 

využívá.  To  paradoxně  přinese  další  tlak  na zlepšování postupů,  jak  data  účinně  třídit  a 

zpracovávat  na použitelné výsledky  (např. samoučící  se  systémy,  neuronové sítě,  biologické 

algoritmy), tak aby se z informací stalo vědění.
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Technologie samotné se budou ubírat mnohem více k paralelnímu zpracování, k většímu využití 

výpočetních clusterů i k v současnosti tolik módnímu cloudu7. Tyto změny v přístupu by měly 

částečně kompenzovat současný stav, kdy další růst výkonu výpočetní techniky začíná stále více 

narážet  na  technologicko-fyzikální  limity  miniaturizace,  pracovních  teplot  a  další  omezení.  

Otázkou  například  je,  kolik  změn  do  oblasti  relativně  konzervativního  vědeckého  prostředí  

zanese  např.  rozvoj  mobilních  zařízení8. To  vše  bude  v  budoucnu  vyžadovat  změnu  řady 

přístupů jak na poli hardwaru, tak softwaru.

V každém případě si bioinformatika svůj význam nejen udrží, ale zřejmě i posílí.

7 Jde o řešení kdy služby a data jsou na vzdáleném serveru a uživatel k nim přistupuje jen pomocí rozhraní.  Příkladem je 
například  naprostá  většina  emailových  služeb  (např. Gmail)  –  data  jsou  uložena  na  poštovním serveru,  uživatel  má  jen 
nenáročné zařízení (webový prohlížeč v počítači, tablet, smartphone). Podobně pracuje řada současných služeb – YouTube,  
Flickr, Facebook, Dropbox. Ačkoliv je cloud snadné řešení pro pohodlné uživatele, jedná se o obrovský problém z hlediska  
soukromí, protože data jsou mimo kontrolu majitele.

8 Během stáže na TU Vídeň jsem zaznamenal, že je zde relativně rozšířené využívání např. tabletů.
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 4 ProteinCutter

Webová aplikace ProteinCutter je určena pro predikci sekvencí peptidů, které mohou teoreticky  

vzniknout při štěpení proteinu. Uživateli umožňuje zadat vstupní data (protein), na kterých chce  

provést predikci štěpení a stanovit pravidla, podle kterých bude teoretické štěpení určováno.

Výstupem jsou  potom data  v  podobě  jednotlivých  peptidových  řetězců,  které  dle  zadaných  

pravidel  mohou  vniknout.  Získaná i  vkládaná data  jsou  v  jednotlivých  krocích  doplňována  

dalšími informacemi o hodnotách chemickofyzikálních veličin získaných řetězců.

 4.1 Sekvencování proteinů a bioinformatika

Sekvencování  (též  sekvenování)  je  v  biochemii  označení  pro  proces,  při  němž  se  určuje 

primární struktura (pořadí chemických jednotek) daného biopolymeru. Výsledkem je lineární  

kód označovaný jako sekvence, která shrnuje uspořádání sekvencované molekuly.

Významnou  roli  hraje  sekvencování  pomocí  hmotnostní  spektrometrie  [Řehulka  2007].  Při 

analýze vzorku, u kterého chceme zjistit sekvenci, se postupuje tak, že původní řetězec štěpíme 

(např. pomocí enzymů) na kratší  řetězce, které buď identifikujeme  dle  shody s již známými 

řetězci,  nebo dále  štěpíme.  Identifikace probíhá pomocí  hmotnostního spektrometru,  kde ve 

vzorku  s  rozštěpenými  fragmenty  původního  řetězce  vyhledáváme  píky,  které  odpovídají  

hmotnosti  jednotlivých  fragmentů.  Tyto  hmotnosti  poté  porovnáváme  s  databází  už 

identifikovaných sekvencí aminokyselin.

Problémem je, že množství kombinací aminokyselinových sekvencí je natolik velké (n20, kde n 

je  délka  řetězce),  že  jen  malá  část  z  nich  je  identifikovaná  na  základě  výskytu  v  reálných 

proteinech. Proto je třeba některé sekvence štěpit opakovaně až na velice krátké segmenty, které 

buď již identifikované jsou, nebo je možné je teoreticky vypočítat.

Do výzkumu proteinů se proto zapojuje i bioinformatika.  Jednou z cest je evidence známých 

struktur  v  databázích.  Ať  už  jde  o  nukleotidové  GenBank,  ENA/EMBL-Bank,  DDBJ, 

proteinové PIR, SWISS-PROT, TrEMBL, PSD-Kyoto, PRF  [PRF], NRL-3D  [NRL-3D] nebo 

kompozitní NCBInr, MSDB a OWL [OWL].

Druhou cestou k zapojení  bioinformatiky je samotná  predikce konkrétních sekvencí  pomocí 

počítače. Rychlost počítačů umožňuje v přijatelném čase vypočítat teoreticky možné kombinace 

aminokyselinových  sekvencí,  např. peptidů  vzniklých  štěpením  proteinů a  určit  jejich 
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hmotnosti.  Takto získané teoretické výsledky (hmotnost-sekvence)  při  porovnání  s  reálnými 

výsledky ze spektrometru (hmotnost) umožňují přiřadit změřeným píkům odpovídající sekvence 

aminokyselin.

Takové aplikace jsou k dispozici –  PeptideMass  [PMass], PeptideCutter  [PCutter], MS-Digest 

[MSDig] nebo Protein Calculator [PCalc].

 4.2 Trocha algoritmizace

Výpočet sekvencí lze provádět dvěma směry.  Buď vypočítáme teoretické kombinace metodou 

hrubé síly9,  nebo  můžeme  vycházet  z  původního  štěpeného  řetězce  a  vypočítat  všechny 

možnosti, které z něj mohou vzniknout.

V prvním případě necháme počítač, aby nám vypočetl všechny možné sekvence aminokyselin, 

které mají odpovídající hmotnost. To má svoje úskalí v tom, že narážíme na složitost výpočtu. 

Počet kombinací je úměrný délce řetězců. Při dvaceti aminokyselinách bude mít sekvence délky 

n celkem 20n možností. Sekvence o dvou znacích má 400 kombinací. Sekvence o třech znacích 

již 8 000. Pokud bychom měli počítač, který dokáže vyhodnotit 10 000 fragmentů za sekundu, 

jak dlouhý řetězec bychom mohli spočítat za určitý čas? To nám ukazuje Tabulka 3.

délka řetězce počet kombinací délka výpočtu při rychlosti 10 000 řetězců za sekundu

1 20 0,002 s

2 400 0,04 s

3 8 000 0,8 s

4 160 000 16 s

5 3 200 000 320 s 5 minut a 20 s

10 1,024 · 1013 1 024 000 000 s 32 roků a 164 dnů

50 1,125899907 · 1065 1,125899907 · 1060 s asi až do konce vesmíru ?

Tabulka 2: Závislost mezi délkou sekvence a rychlostí výpočtu všech kombinací

Z tabulky je  tedy zřejmé, že  metodou  hrubé síly můžeme vypočítat jen velice krátké řetězce. 

Řetězec délky 5 by počítač počítal 5 minut, na délku 6 znaků by to už byly téměř dvě hodiny.  

Sedm znaků by byly téměř dva dny, osm znaků šest týdnů, devět znaků víc než rok a půl.

Uvedená  hodnota  10 000  řetězců  je  modelový  příklad.  Reálně  možná  hodnota  závisí  na 

použitém hardwaru, programovacím jazyce a konstrukci kódu a může se lišit i v rozsahu řádů. 

9 Metoda hrubé síly je řešení, kdy se mechanicky (většinou pomocí počítače) vyzkouší všechny možné kombinace. Jedná se o 
poměrně neefektivní metodu, která prostě jen zkouší všechny možnosti a předpokládá se, že se dříve či později narazí na  
správné řešení,  nebo po projití všech možností potvrdí neřešitelnost. Metoda je použitelná jen do určitého rozsahu řešeného 
problému (počtu kombinací) a používá se jen v případě, že prohledávaná množina potenciální řešení je relativně malá a/nebo 
pokud neexistuje efektivnější řešení.
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To ovšem  neovlivní  zásadní  fakt,  že  prostým zvýšením  výkonu  nemůžeme  kompenzovat 

exponenciální náročnost úlohy.

I kdybychom zvýšili rychlost počítače stokrát či tisíckrát, dostali bychom se o jeden, dva nebo 

tři znaky dále.  Pokud  bychom dokázali  řešit  milion  sekvencí  za  sekundu,  tak  narazíme na 

problém ihned na dalších dvou znacích, protože přidání dvou znaků zvýší náročnost 400 krát. 

Přidat  jeden znak  navíc  vyžaduje  pro stejný  čas  výpočtu dvacetinásobné(!!)  zvýšení 

výpočetního  výkonu.  V rozumném  čase  je  tedy  metoda  hrubé  síly  zcela  nepoužitelná  pro 

jakékoliv delší řetězce.

Je to bohužel fakt, který vyplývá ze zákonů matematiky. V takových případech je v praxi složité 

vysvětlit  nezasvěcenému člověku,  že  v těchto případech  metoda „koupíme  dvakrát  rychlejší 

počítač“ prostě nefunguje.  V rámci současné techniky je řešení hrubou silou nerealizovatelné. 

Tento problém snad vyřeší až konstrukce kvantového počítače,  nicméně to je  prozatím hudba 

budoucnosti.

Druhou možností je, že počítači zadáme sekvenci proteinu, který chceme štěpit a program nám 

vypočte  všechny  podřetězce  aminokyselin,  které  mohou  vzniknout.  Je  pochopitelně 

vyžadováno, abychom sekvenci znali. Pak jsou možné dva postupy.

První použijeme, pokud nevíme pravidla, podle kterých se bude štěpit. V tom případě musíme 

vypočítat štěpy všech délek. Výpočet probíhá tak, že začneme od začátku původního řetězce a 

otestujeme všechny podřetězce, které mohou vzniknout. Následně se přesuneme o další písmeno 

a pokračujeme v testování. Získané řetězce poté porovnáváme s výsledky ze spektrometru  a 

hledáme shodu v hmotnosti.

Zde je celá situace příznivější co s týče časové náročnosti. Z předem známého řetězce délky n 

můžeme tímto postupem vytvořit teoreticky celkem (n2+n)/2 řetězců10. Reálná hodnota by byla 

ovšem nižší,  protože by se pravděpodobně vyskytovaly duplicitní řetězce. Nicméně  ani  toto 

řešení není příliš efektivní co se týče počtu operací. Počet vzniklých řetězců by byl stále vysoký, 

takže i další zpracování výstupu (vyhledání shod v hmotnostním spektru) by vyžadovalo slušný 

výpočetní výkon.

10 Z řetězce o délce  n znaků lze vytvořit celkem n podřetězců (včetně plné délky) tak že postupně odebíráme poslední znak a 
zbytek řetězce prohlásíme za podřetězec. Tak dostaneme všechny podřetězce začínající prvním znakem. Následně odebereme 
první znak a dostaneme řetězec délky n1. Z něj opět odebíráním posledních znaků vytvoříme řetězce, které tentokrát začínají  
druhým znakem z původního řetězce. Takových znaků dostaneme  n1. A opět pokračujeme odebráním prvního znaku, tím 
dostaneme řetězec délky n2 a z něj vytvoříme n2 podřetězců. Takto pokračujeme až na řetězec délky 1, který je sám o sobě 
jediným podřetězcem. Celkový počet řetězců je tedy n + (n1) + (n2) + … + 1. To je ovšem součet posloupnosti čísel známý 
z historky o mladém Friedrichu Gaussovi, který bleskurychle sečetl všechna čísla od 1 do 100 tak, že sečetl první číslo s  
posledním a vynásobil výsledek počtem dvojic. Součet se tedy vypočte ze vztahu (n+1)(n/2) což je (n2+n)/2.
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Nicméně je to řešení, které lze použít, pokud známe původní sekvenci, ale  neznáme pravidla, 

dle kterých se štěpilo.

Ještě  lepších  výsledků  můžeme  dosáhnout,  pokud  známe  pravidla,  dle  kterých  se  štěpí,  

resp. pokud známe enzym, který v souběžném experimentu štěpení katalyzuje. Každý z enzymů 

má svoje specifické účinky a ke štěpení dochází jen před, za, nebo mezi určitými konkrétními 

aminokyselinami.

Pokud dokáže software simulovat štěpení podle zadaných pravidel, počet štěpů opět výrazně 

poklesne. Nicméně požadavky na počátku výpočtu jsou ještě striktnější – musíme znát nejen 

počáteční řetězec, ale i pravidla, podle kterých se štěpení uskuteční.

Software ProteinCutter pracuje právě s posledně uvedenou možností.

 4.3 Proč vznikl ProteinCutter

Hlavní motivací pro vytvoření ProteinCutteru byly chybějící funkce u stávajících programů pro 

simulaci  štěpení.  Existující  software  buď  nepočítal  výsledky  dostatečně  přesně  a/nebo 

nedisponoval potřebnými funkcemi. Žádný software nedisponoval všemi potřebnými funkcemi 

dohromady. Navíc ani jeden nebyl schopen simulovat štěpení proteinů pomocí enzymů, které se 

používaly při výzkumu na Katedře biochemie PřF UP.

Proto bylo přistoupeno k vývoji vlastní aplikace, které jednak měla spojit dohromady schopnosti 

stávajících aplikací, přidat něco nového a především pokrýt potřeby Katedry biochemie PřF UP.

 4.4 Uživatelské rozhraní

Z uživatelského hlediska jde o čistě webovou aplikaci  přístupnou prostřednictvím webového 

prohlížeče, což zajišťuje platformovou nezávislost. K využití webového rozhraní jsem přistoupil 

z toho důvodu, že od uživatelů nevyžaduje absolutně žádné zvláštní nároky. Postačí webový 

prohlížeč a funkční připojení k internetu.

Práci  s uživatelským rozhraním  [Obr  11,  Obr  12] lze  rozdělit  do čtyř  kroků – vložení  dat, 

nastavení možností štěpení, nastavení pravidel štěpení a nastavením filtrů.

 4.4.1 Vložení dat

Vložení dat je možné provést buď manuálně zapsáním  sekvence  proteinu do formuláře, nebo 

importem ze vstupního souboru.  Formát vstupu odpovídá běžným standardům, tj. jako řetězec 

jednopísmenných zkratek aminokyselin.
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Při vkládání dat jsou vedle okna formuláře zobrazovány hodnoty chemickofyzikálních veličin 

vloženého řetězce, které jsou automaticky aktualizovány a v případě vložení chybného symbolu 

je uživatel na tuto chybu neprodleně upozorněn.

V případě,  že má uživatel  data připraveny v souboru,  je možné provést  import  ze  souboru.  

Aplikace  zvládá  soubory  ve  formátu  FASTA a  TXT (tzv.  „plain-text“).  V  obou  možných 

případech vstupu ještě aplikace provádí ošetření vstupu tak, aby byly odstraněny znaky, které do 

řetězce nepatří (např. bílé znaky).

Aplikace také dokáže přeložit sekvence DNA.

 4.4.2 Nastavení možností (modifikací)

Nastavení možností  (modifikací) umožňuje zvolit, jakým způsobem budou data vypočítávána. 

Poskytované možnosti jsou:

• ionizační stav vzniklého peptidu – [M+H]+, M, [MH]

• modifikace  cysteinu  –  (bez  modifikace,  karbamidomethylace  CysCAM, 
karboxymethylace CysCM)

• variabilní oxidace methioninu na methioninsulfoxid
• vynechaná dělení – vypočítá všechny možnosti, které mohou vynecháním vzniknout

První tři možnosti modifikují hmotnost fragmentu. Vynechaná dělení slouží k simulaci situace, 

kdy nedojde (např. z důvodu prostorové nepřístupnosti) ke štěpení ve všech možných místech 

štěpení. Taková „chyba“ se při štěpení stává kupodivu docela často, což potvrdily i zkušenosti s 

používáním ProteinCutteru. V grafickém rozhraní ProteinCutteru lze nastavit až čtyři vynechaná 

dělení, interní funkce umožňují neomezený počet (resp. počet možný pro daný řetězec).

 4.4.3 Nastavení pravidel štěpení

Nastavit pravidla pro štěpení lze dvěma způsoby. Buď vybrat konkrétní látku, která bude štěpení 

iniciovat (pravidla se nastaví automaticky), nebo si uživatel nastaví vlastní pravidla.

Pro  výběr  je  v  aplikaci  připraveno  devatenáct  nejčastěji  používaných  látek.  V  nabídce  je 

Trypsin,  Arg-C,  Asp-N,  Asp-N_ambic,  Chymotrypsin,  CNBr,  CNBr+Trypsin,  Formic_acid, 

Lys-C,  Lys-C/P,  PepsinA,  Tryp-CNBr,  TrypChymo,  Trypsin/P,  V8-DE,  V8-E,  semiTrypsin, 

LysC+AspN,  Prolyl_endoprotease.  V případě  požadavku  lze do  aplikace  další  štěpící  látky 

přidat snadnou úpravou rozhraní.
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Pro manuální  vložení je k dispozici jednoduché rozhraní,  kde lze pravidla „naklikat“. Nebo 

může   šikovnější   uživatel pravidla  přímo zapsat  do připraveného okénka formuláře.  Zápis 

pravidel je jednoduchý – pravidla jsou oddělena čárkami, pomlčky značí místa dělení. Např. 

„U-,X-Y,-Z“ znamená štípat za „U“, štípat mezi „X“ a „Y“ a štípat před „Z“.

 4.4.4 Nastavení filtrů

V části určené pro nastavení filtrů je k dispozici rozhraní, které umožní nastavit, které řetězce  

aminokyselin  budou  zobrazeny.  Pro  každou  z  šesti  veličin  (monoizotopická  a  průměrná 

hmotnost,  délka,  hydropatie,  NPS  a  izoelektrický  bod) je  možné  nastavit  intervaly  hodnot 

větší než,  menší než nebo rozsah od-do. Ve výpisu se potom objeví jen takové sekvence 

řetězců, které splní všechny podmínky definované ve filtrech.

 4.4.5 Výstup výpočtu

Výstupem  je  tabulka  s  jednotlivými  sekvencemi  aminokyselin.  U každého  z  řetězců  jsou 

zobrazeny hodnoty  veličin.  V případě  potřeby  je  možné  u  každého  z  řetězců  pokračovat  v 

dalším štěpení.

Pro přehlednost výstupu je možné nechat výstup seřadit vzestupně nebo sestupně podle hodnot 

jednotlivých veličin a zapnout filtry. K dispozici je i zobrazení dat vhodné pro tisk.

 4.5 Vypočítávané fyzikálně-chemické parametry

Aplikace je schopna pro každý řetězec vypočítávat následující hodnoty:

• monoizotopická hmotnost (monoisotopic mass)
• průměrná hmotnost (average mass)
• hydropatie (hydropathicity)
• NPS
• izoelektrický bod

U hmotností se na základě nastavení započítávají modifikace methioninu a cysteinu a oxidace 

methioninu.
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 4.6 Technická realizace

 4.6.1 Postup při zpracování dat

ProteinCutter  fakticky pracuje  s  textovými řetězci.  Aby splnil  požadavky,  kvůli  kterým byl 

vytvořen, musí být schopen vykonat dvě úlohy. Tou první je rozštěpení  vstupního textového 

řetězce na základě stanovených pravidel. Tou druhou je schopnost vypočítat hodnoty veličin a to 

opět na základě zadaných požadavků (např. M+H, M, MH, CysCAM, CysCM … ).

Zpracování vstupu začíná sjednocením textového vstupu na jednotný formát. Jsou odstraněny 

prázdné  bílé  znaky,  jsou  odstraněny  symboly,  které  nejsou  symbolem pro  aminokyselinu  a 

všechny zbývající znaky jsou převedeny na velká písmena.

Poté dojde k samotnému „štěpení“, kde prvním krokem je označení míst, kde se bude štěpit 

(použije  se  vložení  pomlčky).  Označení  míst  je  poněkud  komplikovanější  a  vyžaduje 

zohlednění  pravidel  „štěpit  před“,  „štěpit  mezi  dvěma“  a  „štěpit  před“.  Celé  štěpení navíc 

komplikuje přítomnost Prolinu  (v některých případech zabraňuje štěpení).  Algoritmus pracuje 

tak, že musí procházet znak po znaku a kontrolovat předchozí i následující znak.  Po označení 

štěpných míst následuje samotné rozštěpení. Výsledkem je seznam (datová struktura) obsahující 

po sobě jdoucí sekvence fragmentů.

Tyto  sekvence  se  musí  dále  zpracovat,  pokud  se  provádí  i  výpočet  vynechaného  štěpení. 

Vynechané štěpení se simuluje tak, že se postupně berou dvojice, trojice, čtveřice a delší n-tice 

(podle  zvoleného  počtu vynechaných  štěpení)  a slučují se do nových řetězců. Tím vzniknou 

neúplně či nesprávně rozštěpené fragmenty, který by vznikly při nedokonalém štěpení.

Po dokončení  simulace štěpení je  jsou ze získaného seznamu fragmentů odstraněny duplicitní 

výskyty.  Poté  je  již  možné  vypočítat  všechny  fyzikálně-chemické  veličiny,  stanovit  pozici 

fragmentu v původním řetězci a nakonec uživateli vypsat výsledky v podobě tabulky.

 4.6.2 Technologie aplikace

ProteinCutter  je  webová  aplikace,  z  čehož  vyplývají  její  specifika  i použité  technologie. 

Aplikace pracuje na webovém serveru, kde probíhají veškeré výpočty. Uživatelé ji používají 

pomocí  webového rozhraní  (což je  webová  stránka). Pro její  používání  tedy  uživateli  stačí 

jakýkoliv moderní webový prohlížeč a přístup k internetu, není nutné nic do počítače instalovat. 

Aplikaci  ovšem  není  možné  provozovat  v  off-line  režimu,  tj. bez  připojení  k  internetu 
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(resp. k webového serveru). Samotné stránky mají z technického hlediska dvě části – část na 

straně uživatele (to co je ve webovém prohlížeči) a část na straně serveru.

Část na straně uživatele je jen výstupem ze serverové části. Je vytvořena v jazycích XHTML, 

CSS  a  JavaScript  (který  musí  být  v  prohlížeči  povolen).  Důležitou  součást  aplikace  tvoří 

JavaScriptová  knihovna  jQuery[jQuery],  která  aplikaci  poskytuje  funkce  AJAXu.  AJAX 

(asynchronní JavaScript a XML) tvoří velmi významný prvek aplikace, protože dodává aplikaci 

možnosti Web2  (viz. dále). Uživatelská část je validována dle webových standardů W3C, což 

zajišťuje korektní zobrazení ve všech moderních webových prohlížečích, které tyto standardy 

dodržují.

Serverová  část aplikace  je  zcela  nezávislá  na  použitém  webovém  prohlížeči  uživatele.  Je 

vytvořena ve skriptovacím jazyku PHP5. Pro samotný provoz je nutné použít webový server se 

zcela  standardní  podporou jazyka PHP5.  Nejvhodnějším typem webového serveru  prot  tyto 

účely je Apache, který je celosvětově nejrozšířenější, nicméně je možné použít i jiný (např.  IIS). 

Pro samotný běh není třeba na serveru ani v konfiguraci PHP5 provádět žádných nestandardních 

nastavení nebo úprav.

Při tvorbě aplikace bylo pro jádro použito tzv. objektového programování a došlo tak k oddělení 

vzhledu  od  logiky  aplikace.  To  v  budoucnu  umožní  použít  naprogramované  funkce  v  jiné 

aplikaci buď bez úprav, nebo jen s malými úpravami v kódu.

 4.7 Čím je aplikace ProteinCutter zajímavá

 4.7.1 Množství funkcí, přesnost, univerzálnost

V první řadě je třeba říci, že ProteinCutter v sobě spojuje možnosti, které dosud byly umístěny v 

několika nezávislých aplikacích. To umožňuje získat potřebné informace jediným výpočtem na 

jednom místě a používat jen jeden nástroj.

Důležitá je i  přesnost  vypočítávaných veličin.  Protože  stávající aplikace dávaly při  stejných 

vstupech různé výsledky,  bylo dbáno  na to, aby použité algoritmy byly co nejpřesnější. Řada 

konstant a vzorců používaných při výpočtech byla ověřena z více zdrojů.  Přesnost výsledků 

byla ověřena a prokázána i v praktickém použití.
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Nezanedbatelným prvkem je  i  univerzálnost aplikace. Nabízí uživateli možnost nadefinovat si 

libovolná  vlastní  pravidla  štěpení,  což  jiné  aplikace  neumožňují.  Pro  vědecké  pracoviště 

Katedry biochemie UP je důležitým prvkem možnost provádět výpočet štěpení s několika zde 

používanými enzymy, které dosavadní aplikace nenabízely.

 4.7.2 Uživatelské rozhraní a Web2

Z  vědeckého  hlediska  nedůležitým,  ale  pro  uživatele  příjemným  zpestřením je  řešení 

uživatelského rozhraní. Protože mám zkušenosti s webdesignem a webovými aplikacemi, navrhl 

jsem rozhraní s ohledem na uživatelskou přívětivost a přehlednost. Uspořádání prvků je takové, 

že uživatele v podstatě vede od zadání dat na začátku přes veškeré nastavení až po samotný  

výpočet, který proběhne na konci.

Velice důležitou roli  v návrhu hrálo využití  prvků,  které  se označují  jako Web2.  V nich je  

opuštěna klasická koncepce webu, kdy každé kliknutí na aktivní prvek ve stránce vyžaduje její 

opakované načtení. Použití technologií AJAX umožňuje aplikaci komunikovat se serverem na 

pozadí  a  provádění  výpočtů  tak  probíhá  bez  opakovaného  načítání  stránky.  Podobným 

způsobem funguje např. našeptávač Google nebo internetové pohyblivé mapy.

V  ProteinCutteru se tyto technologie používají např. v automatickém  výpočtu hodnot veličin 

vedle okna pro vkládání vstupního řetězce,  ale i jinde (zobrazování tabulek, definice štěpících 

pravidel atd...).

 4.8 Shrnutí a publikace

Aplikace ProteinCutter se ukázala jako použitelný a užitečný nástroj pro predikci teoretického 

štěpení  proteinů.  Přesnost  a  správnost  teoretických  výpočtů  byla  ověřena  při  praktickém 

výzkumu samotnými uživateli, stejně jako použitelnost a funkčnost programu.

Význam  ProteinCutteru  nespočívá  v  klasickém  vědeckém  přínosu  jak  je  běžně  chápán  na 

akademické půdě, ale jde o nástroj, jehož význam tkví v možnostech, které poskytuje pro další 

výzkum.  Jde  o komplexní  nástroj  pro  predikci  štěpení  proteinů,  zaplňuje  prázdné místo  ve 

stávající kolekci softwaru a svými možnostmi zjednodušuje práci uživatelů.
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Aplikace byla uvedena ve dvou publikacích. První z  článků se věnuje výsledkům,  k jejichž 

získání byl PoteinCutter využit. Druhý článek  je věnován samotné aplikaci. Oba články jsou 

přílohou této práce.

• Sebela M., Rehulka P., Kabrt J., Rehulkova H., Ozdian T., Raus M., Franc V., Chmelik J. (2009) 

Identification of N-glycosylation in prolyl endoprotease from Aspergillus niger and evaluation of  

the enzyme for its possible application in proteomics. J. Mass Spectrom. 44 (11), 1587-1595

• Raus M,  Kopečný D, Šebela M (2013)  Program application for the prediction of results of  

protein digestion by proteolytic enzymes [Programová aplikace pro predikci výsledků štěpení  

proteinu proteolytickými enzymy]. Chem. Listy 107 (1), 44-53.
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 5 Izotop

Aplikace  Izotop vznikla pro výpočet rychlosti reakce  a  látkové  výměny  ve  sledovaných  

rostlinách, konkrétně při biosyntéze cytokininů.  Cílem bylo nahradit dosud používané řešení  

výpočtu pomocí tabulkového kalkulátoru, které bylo pomalé a pracné.

 5.1 Měření rychlosti biosyntézy v rostlinách

Měření rychlosti biosyntézy se provádělo metodou značení deuteriem in vivo (deuterium in vivo 

labeling). Rostliny jsou pěstovány ve sterilních podmínkách v tekutém kultivačním médiu, které 

obsahuje  těžkou  vodu  (s  deuteriem místo  vodíku).  Voda  se  snadno  dostává  do  všech  částí 

rostliny,  je  distribuována  do  všech  kompartmentů  buněk,  kde  se  účastní  biochemických 

pochodů. Pomocí hmotnostní spektrometrie je zjišťováno, jaká je míra inkorporace deuteria do 

nově syntetizovaných molekul.

Na začátku experimentu není v rostlině žádné deuterium. S probíhající látkovou výměnou se 

deuterium dostává  do rostlinných pletiv.  Měření  rychlosti  potom probíhá  tak,  že  se  sleduje  

narůstající poměr deuteria v molekulách, jež jsou předmětem našeho zájmu. Protože je mezi 

jednotlivými rostlinami rozdíl  v rychlosti  transportu vody,  vyžaduje  každý experiment  velké 

množství biologických replikátů, což přináší poměrné velké soubory dat.

Dosavadní řešení využívalo připravenou tabulku se vzorci pro tabulkový kalkulátor (MS Excel), 

která byla připravená pro omezený počet  vstupů.  Hodnoty se  ručeně  vkládaly do tabulky a 

výpočet proběhl automaticky. Použití této tabulky sice dávalo správné výsledky, ale zpracování 

dat bylo zdlouhavé a pracné.

Proto vznikl požadavek na co nejvíce automatizovaný nástroj, který by dokázal data zpracovat  

hromadně. To byl impuls pro vznik aplikace Izotop.

 5.2 Aplikace

Výsledná aplikace [Obr 14] je relativně jednoduchá, nicméně je obecnější a univerzálnější než 

původní řešení. Představuje výrazné zlepšení v několika směrech.

V první řadě se  výrazně  zlepšil  způsob  zadávání  dat reprezentujících  standardy.  V původním 

řešení  musel  uživatel  zadat  právě tři  vzorové  standardy a z nich se vypočítával  průměr pro 

samotné  zpracování  dat.  Nově  lze  zadat  neomezené  množství  standardů.  Z  nich  se  průměr 
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počítá automaticky. Ale v případě, že uživatel požadovaný  vzorový  průměr  již zná, může ho 

nastavit  manuálně  bez  potřeby  vkládat  více  standardů.  V případě  potřeby  je  možné  načíst 

standardy hromadně ve formátu CSV. To vše značně zjednodušuje práci.

Další  výrazné  vylepšení  nastalo  při  práci  se  samotnými  daty.  Zatímco  tabulka  umožňovala 

zpracovat jen omezené množství vstupů, Izotop zvládá přepočet hromadně. Jednak umožňuje 

vkládat neomezené množství vstupů, ale také poskytuje možnost importu z CSV souborů. A 

navíc  jako  bonus  dává  možnost  rozdělit  vložené  vstupy  do  několika  skupin  (samostatných 

tabulek), což zvyšuje přehlednost. Vypočítaná data jsou potom k dispozici ke stažení i v podobě 

CSV souboru.

Velkou výhodou aplikace je především její komplexnost. Klíčový význam má potom rychlost a 

pohodlnost při  importu a exportu dat.  Používaný formát CSV  („comma separated values“ – 

hodnoty oddělené částkou) je velice vhodný, protože ho lze bez větších problémů používat i pro 

jiné  aplikace,  především  pro  tabulkové  kalkulátory  (MS Excel,  OO/LO Calc),  které  s  ním 

nemají problém a jsou často používány vědeckými pracovníky.

 5.3 Algoritmus

Aplikace  přijímá  na  vstup  vzorové  standardy  a  analyzované  vstupy.  Vzorové  standardy 

reprezentují přirozené zastoupení izotopů v přírodě. Analyzované vstupy obsahují laboratorně 

změřené vzorky, které již obsahují změny způsobené inkorporovaným deuteriem. Protože se při 

experimentech používá deuterium jen ve stopovém množství (z důvodu finanční náročnosti) a 

měření  je  tedy  výrazně  ovlivněno  chybami,  provádí  se  větší  počet  měření,  která  je  nutné 

zprůměrovat pro eliminaci chyb. Aplikace tedy vyhodnocuje velký počet vstupů.

Výsledkem  je  výpočet  relativních  změn  v  poměru  izotopů  vůči  přirozenému  stavu.  Toho 

dosáhneme tak, že vypočteme pro každý zkoumaný vzorek relativní odchylku vůči standardu a  

následně hodnoty zprůměrujeme pro celou skupinu vzorků.  Tím dosáhneme eliminace chyb 

způsobených měřením na hranici detekce.

Při přepočtu vzorových standardů jsou vstupem uspořádané čtveřice. Každý standard je tvořen 

čtveřicí  [i1, i2, i3, i4].  Tento  standard  je  normalizován  do  tvaru  [1, i2/i1, i3/i1, i4/i1].  Ze  všech 

normalizovaných standardů se vypočte průměrný standard  [s1, s2, s3, s4], kde jednotlivé složky 

s1 až s4 odpovídají průměru jednotlivých složek normalizovaných vzorových standardů.

Přepočet analyzovaných vstupů, které jsou porovnávány s průměrným standardem [s1, s2, s3, s4], 

pobíhá podobně. Ze zkoumaného vstupního vzorku [v1, v2, v3, v4 ] se podle standardu vypočítají 
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teoretické hodnoty jednotlivých  složek [x1, x2, x3, x4] kde x2 = v1 · s2,  x3 = v1 · s3,  x4 = v1 · s4 a 

nakonec  x1 = s1 + s2 + s3 + s4 − v2 − v3 − v4.  Tím dostaneme hodnoty, které by měl mít vzorek, 

kdyby byl standardní.

Standard  [I0, I1, I2, I3] má  přirozený  pomět izotopů  [x0, x1, x2, x3].  Vzorek  [S-I0, S-I1, S-I2, S-I3]  je  ovlivněný  
inkorporací deuteria.  Cílem je vypočítat  relativní přírůstek izotopů (černé oblasti y1, y2 a y3) proti  přirozenému 
stavu, jaký by byl v případě, kdyby vzorek žádné deuterium neobsahoval (oblasti y0, xb, xc, xd).
zdroj: Nordström A., Cytokinins in Arabidopsis, Tools, Pathways and Interaction with Auxin, str. 29 (2004) Swedish  
University of Agricultural Sciences, Umeå [online] http://pub.epsilon.slu.se/601/1/Silvestria_317.PDF [26. 6. 2013]

S pomocí tohoto mezivýsledku (standardnímu poměru pro daný vzorek) nyní musíme vypočítat 

poměr mezi  reálně změřenými hodnotami a  standardem.  Tento poměr  p pro  celý vzorek se 

vypočte ze vztahu p = (v2 + v3 + v4 − x2 − x3 − x4) / (v1 + x2 + x3 + x4),  kde  veličiny  v jsou 

skutečné  vstupní  hodnoty  vzorku a  veličiny  x jsou  teoreticky  vypočtené  hodnoty,  které  by 

vzorek měl mít, kdyby byl standardní (bez deuteria).

Tyto operace se provedou hromadně  nad celou  množinou vstupů.  Pro celou sadu vzorků se 

společný poměr vypočítá jako průměr hodnot jednotlivých vzorků. Aplikace vypočte a zobrazí i 

průměrnou odchylku pro sadu vzorků.

– 50 –

Obr 13: Srovnání standardu a deuterovaného vzorku



Izotop

V horní části rozhraní jsou textová okna pro manuální zadání standardu (pojmenování a čtveřice hodnot). V případě,  
že standardy známe, můžeme je zadat přímo (Direct insertion…) nebo je můžeme načíst v podobě CSV souboru. Pod  
vstupním formulářem pro standardy se již vložené standardy zobrazují společně s průměrným standardem.
Pod částí zobrazující standardy je formulář pro zadávání vstupů. Uživatel si může vytvořit samostatnou tabulku pro  
každou řadu vstupů.  Vstupy lze  zadávat  manuálně jako  čtveřici hodnot,  nebo  načíst  hromadně  z  CSV souboru.  
Jednotlivé tabulky s přepočítanými vstupy se zobrazují pod formulářem. Do jednotlivých tabulek je možné přidávat  
další vstupy nebo tyto vstupy editovat (přepsat stejným označením řádku) či vstupy odebírat. Pro přehlednost je  
možné tabulky skrýt pomocí tlačítka a zůstane zobrazen jen průměr a odchylka. Výsledky je možné exportovat v  
podobě CSV souboru.
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 5.4 Technologie

S ohledem na flexibilitu použití je aplikace vytvořena jako webová. Díky tomu je při dostupném 

připojení k Internetu snadno použitelná odkudkoliv a na jakémkoliv OS.

Samotná aplikace je vytvořena v jazycích HTML, JavaScript, CSS a PHP [PHP]. Statickou část 

zajišťuje jazyk HTML (obsah) a CSS (vzhled). Dynamická část na serveru je vytvořena v PHP, 

dynamickou část na straně klienta (webový prohlížeč) obstarává JavaScript.  Pro komunikaci 

mezi  klientem  a  serverem  je  využíváno  technologií  AJAX.  Pro  jejich  snadnější  použití  je 

využívána JavaScritptová knihovna jQuery [jQuery], která je k dispozici pod svobodnou licencí.

Pokud jde o požadavky na zařízení nutné k provozu, tak pro serverovou část je nutný webový  

server (nejčastěji Apache) s podporou PHP. Od samotného klienta (uživatel)  se vyžaduje jen 

webový prohlížeč a přístup k Internetu.

 5.5 Shrnutí a publikace

Aplikace Izotop je jednoúčelová aplikace, která se osvědčila jako nástroj, který dokáže výrazně 

zjednodušit zpracování velkého množství dat. Byla uvedena v jedné publikaci spolu s výsledky, 

které byly za její pomoci zpracovány.

• Tarkowski  P.,  Flokova K.,  Václavikova K.,  Jaworek P.,  Raus M.,  Nordström A.,  Novak O., 

Dolezal K., Sebela M., Frebortova J. (2010) An improved in vivo deuterium labeling method for 

measuring the biosynthetic rate of cytokinins. Molecules 15 (12), 9214-9229.

Publikace se věnuje výsledkům, které byly zpracovávány i za pomoci Izotopu. Text publikace je  

přílohou této práce.
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 6 Biospean

Webová aplikace Biospean je zaměřena na analýzu a porovnání velkého množství hmotnostních  

spekter. Aplikace umožňuje hmotnostní spektra zkoumat, porovnávat s ostatními spektry, hledat  

znaky společné pro celé skupiny spekter. Aplikaci je možné používat i ke katalogizaci spekter a 

sdílet je v rámci pracovního týmu.

 6.1 Hmotnostní spektrometrie

Hmotnostní  spektrometrie  (v  biochemii  se  používá  například varianta  MALDI,  resp. 

MALDI-TOF [Havliš 1999]) je metoda založená na rozdělení částic podle hmotnosti, resp. m/z. 

Slouží ke kvantitativní analýze, tj. zjištění množství jednotlivých složek ve zkoumaném vzorku.

Jedná se o metodu, která je velmi citlivá a rychlá. Lze ji použít pro hmotnostní analýzu peptidů,  

bílkovin, nukleových kyselin i nízkomolekulárních látek (organických a anorganických)  a její 

význam v oblasti biochemie neustále roste.

Výstupem ze spektrometru je hmotnostní spektrum.  Lze je vizualizovat jako spojnicový graf, 

kde osa x (horizontální) zobrazuje hmotnost částic (m/z) a osa y (vertikální) je jejich množství 

(intenzita).  Samotný spektrometr je zařízení napojené na počítač, který provede analýzu dat a 

nabídne je výzkumníkovi ve formátu vhodném pro další zpracování.

Většinou se data  z hmotnostního spektrometru ukládají  v podobě strukturovaného textového 

souboru  (ASCII),  ale  lze  použít  i  jiné  formátu,  např. CSV,  XML,  různé  nativní  formáty. 

Samotna data jsou fakticky jen diskrétních body, souřadnice ve tvaru [m/z, intenzita].

 6.2 Proč vytvořit vlastní aplikaci

Vývoj  aplikace  Biospean iniciovala  potřeba  porovnávat  podobnost  různých  hmotnostních 

spekter. Převedeno do praktického života – máme nově získané hmotnostní spektrum a chceme 

najít v databázi vzorky, které mu jsou nejpodobnější. Cílem může být identifikace konkrétního 

druhu vzorku nebo porovnání  se známými vzorky (např. jak moc se  od sebe liší  jednotlivé 

vzorky stejného druhu).

Toto  prakticky  není  možné  provádět  bez  zapojení  výpočetní  techniky.  Jmenovitě  tedy  bez 

softwaru,  který umí porovnávat  hmotnostní  spektra.  A v takové situaci  lze buď sáhnout  po 

řešení, které existuje, nebo vyvinout vlastní aplikaci.
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S existujícím  řešením  se  ale  ukázal  problém.  Většina  stávajícího  „hmotnostního“  softwaru 

(např. mMass) totiž  není  schopna  hromadného  vyhledávaní mezi  mnoha  spektry.  Skutečně 

hromadné porovnávání zvládá jen pár programů.

Praktické  zkušenosti  na  katedře jsou pouze  se softwarem Bruker  Biotyper  [Biotyper].  Ten 

ovšem ne zcela vyhovuje potřebám katedry (viz. níže).  K podobným účelům slouží i software 

AnagnosTec Saramis [Sar]. S ním ovšem nejsou vůbec žádné zkušenosti, resp. víme o něm jen 

to, co je na oficiálních stránkách. Oba uvedené programy jsou komerční.

Ze situace tedy nakonec vyplynuly důvody, proč jít vlastní cestou.

V  první řadě v případě existujícího softwaru jsme odkázání na komerční řešení,  což s sebou 

nese finanční náročnost a licenční omezení. Především v případě Biotyperu představuje pořízení 

relativně vysokou položku v rozpočtu. Vybavit několik pracovních stanic tímto softwarem není 

z finančního hlediska optimální. Náklady na vývoj vlastní aplikace, která by byla jednodušší a 

přitom by poskytla podobnou, resp. pro požadované účely přesněji zaměřenou, funkčnost, by se 

ve skutečnosti vyplatily již při malém počtu uživatelů.

Komerční produkty jsou většinou  silně ovlivněny  i svojí striktní  licenční politikou – placený 

upgrade i update,  technická  podpora jen na určitou dobu (omezena jen na několik posledních 

verzí programu) a pro předem omezený počet stanic, absolutní zákaz úprav a modifikací.

Dalším  důvodem  vlastního  vývoje  je  jistá  nevhodnost  stávajícího  softwaru pro  specifické 

potřeby Katedry  biochemie  Přf  UP  a Centra Regionu Haná (dále jen KBC a CRH). Zde si 

musíme uvědomit, že  např. součástí Biotyperu je vedle detekčního softwaru i velice důležitá 

databáze  vzorků,  se  kterou  se  provádí  srovnání.  Tato  databáze  je součástí  aplikace,  ale  je 

zaměřená specificky například na medicínskou biochemii a pro potřeby určitých výzkumů se 

nehodí. V případě Saramisu bude situace obdobná.

Pracovníci  KBC a  CRH  potřebují  porovnávat  svoje  vlastní  skupiny  zkoumaných  spekter  a 

nikoliv spektra v databázi Biotyperu/Saramisu. Takže důležitým požadavkem na vlastní aplikaci 

je možnost vytvořit si vlastní databázi spekter.  A nejlépe takovým způsobem, aby bylo možné 

tuto databázi sdílet s kolegy v rámci týmu a centrálně spravovat.

Třetím významným důvodem je snadná použitelnost.  Program, který má mnoho funkcí a další 

jsou s probíhajícím vývojem přidávány se časem dostane do stavu, kdy už je příliš komplexní.  

Vždy však zůstanou uživatelé, kterým pro jejich potřeby bude stačit  jen základní funkčnost.  

Proto bylo cílem vytvořit aplikaci, která by byla snadno použitelná a intuitivní.
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V konečném výsledku tedy vyplynul požadavek na aplikaci vytvořenou tzv. „na míru“, která by 

se držela pravidla „méně znamená více“,  byla by jednodušší,  přímočařejší  a intuitivnější  na  

ovládání a umožnila by rychlé vložení nového spektra, jeho  úpravu a  katalogizaci a následné 

porovnání.

Pokud  tedy  shrneme  hlavní  důvody  k  vývoji  vlastní  aplikace,  jsou  to  nedostatek  finančně 

dostupného softwaru, vysoké náklady komerčního řešení, nutnost  porovnávat vzorky s vlastní 

databází  spekter,  využití  pro  týmovou  práci  a  v  neposlední  řadě  potřeba  funkčně  méně 

komplexního, ale uživatelsky přívětivějšího řešení.

 6.3 Shrnutí požadavků na aplikaci

Z hlediska výzkumu je po aplikaci požadováno, aby byla schopna analyzovat nová hmotnostní  

spektra a hledat shody se spektry, která již byla do databáze vložena.

V praxi to tedy znamená, že aplikace musí být schopna nalézt charakteristické znaky spektra,  

kterými  jsou  v  tomto  případě  pozice  píků,  lokálních  maxim,  které  signalizují  významné 

množství částic se shodnou molekulární hmotností. Při této analýze se fakticky dostáváme zcela 

mimo  oblast  biochemie,  protože  analýza  spektra  je  ve  skutečnosti  zpracováním  digitálně 

zaznamenaného  elektromagnetického  signálu.  Samotná  analýza  tedy  musí  využít  nástrojů, 

postupů a poznatků z oblasti matematiky, statistiky, fyziky a elektroinženýrství.

Zde je třeba říci, že jedno softwarově analyzované spektrum není samo o sobě příliš zajímavé.  

Pro  analýzu  jednoho  spektra  postačí  často  jen  grafická  vizualizace,  zvýraznění  

charakteristických znaků (píků) a jeho prostá vizuální kontrola uživatelem. Toto dokáže řada 

softwarových nástrojů.

Aby mělo skutečně smysl zkoumat spektra komplexněji pomocí softwaru, je třeba, aby software  

dokázal  zpracovávat spektra hromadně. Tj. porovnat získané spektrum i s dalšími získanými 

spektry a také zobrazit nakolik a v jakém množství charakteristických znaků se spektra shodují,  

resp. liší.

Jestliže  má  program  mít schopnost  analyzovat  a  porovnávat  spektra,  je  vyžadováno,  aby 

dokázal sloužit i jako úložiště, databáze a knihovna již analyzovaných spekter. A samozřejmě 

provádět  další  operace,  např. porovnávat cíleně  jen  s vybranou  skupinou  spekter, 

např. vybraných referenčních vzorků.  Tím vyvstává požadavek na použití  databáze, což sice 

nesouvisí  se  spektry jako takovými,  ale  přináší  určité  technologické požadavky na samotné 

softwarové řešení.
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Pro  potřeby  výzkumných  týmů  také  vyvstává  potřeba  sdílet  analyzovaná  spektra  mezi 

jednotlivými členy týmu.  Výzkumník si do systému uloží svoje spektra a chce je využít pro 

práci  s  kolegy.  To  s  sebou  přináší  požadavek  na  nástroje,  který  umožní  vytvářet  pracovní 

skupiny uživatelů (např. v rámci jednoho projektu) a sdílet mezi sebou spektra.

Požadavky na aplikaci tedy zahrnují  schopnost  analyzovat, srovnávat a katalogizovat spektra. 

V souvislosti  s  tím je vyžadována  i schopnost  data  uchovávat  pro  další  využití,  např.  jako 

referenční  databázi.  Užitečné  mohou  být  i nástroje  pro  týmovou  práci,  umožňující  sdílení 

vybraných spekter mezi uživateli.

 6.4 Detekce píků, princip a problémy s tím související

Pokud  chceme  nalézt  ve  spektru  píky,  musíme  si  nejprve  uvědomit,  jak  takový  pík  ve 

skutečnosti  vypadá,  resp.  jak  se  projeví  v  záznamu  digitalizovaného  spektra.  pík  je  svým 

způsobem množina sousedících bodů, které mají více či méně extremální hodnoty vůči zbytku 

spektra, nebo alespoň vůči svému blízkému okolí. Protože spektrum může mít v každé své části 

jiné  rozsahy  hodnot  jak  u  šumu,  tak  u  píků, musí  algoritmus  pro  detekci  píků  projít  celé 

spektrum, analyzovat hodnoty v každém bodě a rozhodnout, zde jde o pík či nikoliv.

Při snaze analyzovat takové spektrum přitom narazíme na řadu problémů. Ty souvisejí už se 

samotným signálem, který často obsahuje velké množství mnohdy velmi nerovnoměrného šumu 

[Obr 15, Obr 16]. Ten spolu s málo intenzivním odezvou sledovaných složek ze vzorku značně 

komplikuje samotnou detekci píků. Pokud je šum nerovnoměrný, může při slabé odezvě vzorku 

v  některých  částech  spektra  výrazně  převýšit  samotné  hodnoty  píků,  které  se  vyskytují  v 

částech, které jsou šumem méně zasažené.

Problém  způsobuje  samotný  způsob  digitálního  záznamu  spojený  s  limity  (či  lépe  řečeno 

způsobem fungování) současné výpočetní techniky. Zatímco signál ze senzoru ve spektrometru 

je analogový a spojitý, z výstupu dostaneme záznam už v digitalizované podobně. Digitalizací 

rozumíme  převod  analogového signálu na číselnou reprezentaci,  kterou tvoří  diskrétní  body 

reprezentované dvojicí hodnot [m/z, intenzita].

Digitalizovaný záznam ovšem na rozdíl do analogového spojitý není. Jedná se řadu diskrétních 

bodů,  které  jsou  uloženy  ve  výstupním souboru.  A právě  množství  těchto  dat  je  problém. 

Abychom dosáhli dostatečné přesnosti, musíme analogový signál digitalizovat s dostatečným 

počtem bodů.  Datový objem takto  zpracovávaných dat  je,  v  závislosti  na  typu a  nastavení 

spektrometru, relativně vysoký.
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Nepravidelný šum který v určitých částech výrazně převyšuje intenzitu červeně zvýrazněných píků

Spektrum s nerovnoměrným šumem, který je v efektivní středové části nízký, ale na počátku a na konci roste.

Soubor s naměřenými daty má velikost v řádu jednotek megabytů a obsahuje někdy i více než  

200 tisíc diskrétních hodnot. Rychlé zpracování takového objemu dat vyžaduje poměrně velkou 

výpočetní  kapacitu.  Ačkoliv  samotné  vyhodnocení  a  porovnávání  jednoho  bodu  vyžaduje 

relativně velmi jednoduché operace, je nutné tyto operace provést na všechny body spektra. To 

dohromady dává velké množství výpočetních kroků.

 6.5 Detekce píků za přítomnosti šumu

Základním klíčem k funkčnosti  softwaru Biospean je schopnost detekovat píky. Na vytvoření 

postupu  pro  jeho  detekci  jsem vyzkoušel několik  metod  než  jsem  nalezl  funkční  řešení. 

Samotné vytvoření postupu pro detekci píků tedy vznikalo po dílčích krocích, od první slepé 

uličky přes různě funkční mezikroky až po funkční finální řešení.

 6.5.1 Horizontální řez

Při detekci píků byla nejprve vyzkoušena metoda, kterou lze označil za metodu „horizontálního 

řezu“. Metoda zaměřuje horizontální intervaly [Obr 17, Obr 18, Obr 19, Obr 20], které vzniknou 

protnutím spektra v určité výšce. Srovnáním polohy [x1,x2] těchto intervalů a jejich intenzity se 

poté vyhledají shody proti ostatním spektrům.

Dvě spektra se porovnávala tak, že se při analýze v prvním spektru nalezl interval [x11,x12] a v 

druhém  spektru  interval [x21,x22]. Tyto intervaly se  následně navzájem porovnávaly, tj. shoda 

(průnik)  intervalů  nastala pokud  x12>x21 a  x22>x11.  Potom  délka  průniku  odpovídá 

max(x11,x21) − min(x21,x22).
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Software zaměřuje pozice průsečíků mezi píky  (červeně) a horizontálními liniemi „řezů“  (modře).  Výška a pozice 
průsečíku mezi píkem a hladinou řezu zaznamenává pozici píku a jeho relativní intenzitu. Tato pozice se použije pro 
porovnání spekter.

Problém je, že intenzita píků je různá – intenzita nejsilnějšího z píků nastavuje ralativně hladiny řezů a ovlivní tak 
počet průsečíků.  I píky, které jsou pro nás významné, mohou mít tak malou intenzitu, že je nemusí horizontální řez  
zachytit.

V případě nerovnoměrného šumu  pak  nemají  intervaly  vůbec  smysl,  protože  intenzivní  šum na začátku  spektra  
zasahuje do horizontálních „řezů“. Pokud by byly příbuzné vzorky změřeny jednou s takovýmto šumem a podruhé s  
menším(např. jako výše), nebylo by porovnání prakticky možné. Bez odstranění šumu tedy nemají horizontální řezy  
vůbec smysl.

Opět příklad spektra, kde kvůli šumu i intenzitě jednoho z píků nelze intervaly efektivně použít. Na začátku spektra je  
kromě šumu i jeden vysoký pík, který nastavuje relativní výšku ostatních píků na tak malou hodnotu, že se dostanou  
pod úroveň naprosté většiny řezů.

Tato metoda, ačkoliv účinná na uměle vytvořených testovacích spektrech, se ovšem ukázala 

nepoužitelná  pro  praktické  použití  na  spektrech  skutečných.  Důvodem  byly  jednak  různé 

intenzity píků  v porovnávaných spektrech, kde poloha píků byla shodná, ale intenzita signálu 

– 58 –



Biospean

různá.  Druhým,  mnohem  významnějším,  důvodem  byl  velký  vliv  šumu,  který  v  mnoha 

případech učinil tento postup zcela neúčinným. Bez možnosti efektivně odstranit šum, nebo lépe 

řečeno při absenci schopnosti pracovat za přítomnosti šumu, neměla tato metoda vůbec smysl.

 6.5.2 Globální průměrování a eliminace šumu

Nakonec se ukázalo, že prakticky jediným řešením je ignorovat absolutní hodnotu intenzity píků 

a  porovnávat  jen  jejich  pozice  na  ose  x.  Tím vznikl  druhý postup,  který  se  ukázal  jako  v 

omezené  míře použitelný  a  po  úpravě  vedl  nakonec  ke  použitému  řešení.  Mimochodem 

podobně, tj. pouze s x-ovými souřadnicemi, pracuje i známý Biotyper.

Výhodou tohoto řešení je, že je imunní vůči různé intenzitě píků, protože je nebere v úvahu.  

Nicméně samotné vyhledání x-ové polohy stále neodstraňuje problém se zkreslením způsobené 

šumem. Šum může snadno způsobit, že nedostatečně intenzivní pík nepůjde vůbec rozpoznat. 

Metoda se ukázala jako mnohem úspěšnější a dostatečně efektivní, nicméně je závislá na dalším 

důležitém kroku – na odstranění samotného šumu.

Šum může mít různý profil a charakter, takže šum v různých spektrech i při grafickém zobrazení 

může zblízka vypadat různě [Obr 21, Obr 22, Obr 23].

Vrcholky jsou špičky s rychlými ostrými přechody, je velký rozdíl mezi minimální a maximální hodnotou šumu. Místy 
lze pozorovat ne zcela jasnou hranici mezi píkem a šumem. Intenzita největších píků je dostatečná, ale menší píky se  
ztrácí  v  šumu. Je  problém  určit,  co  je  pík  a  to i  lidským pohledem.  Množství  chybných  detekcí  (pozitivních  i  
negativních) bude vysoké.

píky  jsou  celkem  jasné,  s  odstupem od  šumu.  Skutečně  sporných  hraničních  hodnot  je  jen  několik.  Záleží  na 
koeficientu citlivosti,  zda budou převažovat nesprávné pozitivní detekce (není pík,  ale je označen),  či  nesprávné  
negativní detekce (je pík a není označen).
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Obr 21: Spektrum s vysokým šumem

Obr 22: Spektrum s šumem, který výrazně neovlivňuje píky
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Kvalitní  spektrum,  nebo  spektrum,  které  bylo  dodatečně  vyhlazeno.  Změny  signálu  jsou  plynulé,  se  správností  
pozitivní detekce není problém. Vše, co je označeno jako pík také píkem je. V některých místech se signál tvaruje do  
výrazné sinusoidy, což zřejmě vynechalo některé píky.

Odstraňování šumu ze signálu je přitom problém, který se řeší v mnoha oborech, nicméně v 

každém je přístup trochu jiný [Gunnlaugsson 2012], [DNR], [ANR], [GiNR]. Obecně můžeme 

šum definovat jako vysokofrekvenční vlnění s nízkou energií, které je přítomno ve sledovaném 

signálu, ale nemá spojitost s informací, daty, či energií, které jsou signálem přenášeny.

U analogových signálů lze  uvést  např. řešení  pro zajištění  konstantního napětí  u napájecích 

zdrojů, kde je žádoucí (např. u citlivých laboratorních přístrojů), aby stejnosměrné napětí bylo 

co nejméně zvlněné. Zde se problém řeší především pomocí kondenzátorů a diod. Stejné řešení 

se  používá i  u  některých přepěťových zásuvek a u všech  záložních zdrojů UPS  [UPS] pro 

stabilizaci napájení ze sítě.

Z  digitálních  technologií  můžeme  uvést  např.  odstraňování  šumu  ve  snímacích  čipech 

digitálních fotoaparátů a kamer, kde s rostoucí citlivostí (tzv. ISO)  při nízké úrovni osvětlení 

výrazně roste šum, který se projevuje zrnitostí výsledné fotografie.  V obraze se potom mohou 

objevit různé projevy šumu, například známý „sůl a pepř“ [Švanda 2011], [Švihlík 2008]. Zde 

se problém řeší většinou tzv. vyhlazováním, kdy se snímek „vyčistí“ pomocí průměrování přes 

tzv. masku [Hlaváč 2010].  Za cenu snížení detailů lze dosáhnout do jisté míry čistého obrazu. 

Tato metoda má samozřejmě svoje limity. Pokud šum přesáhne určitou hranici, tak ani sebelepší 

vyhlazování  nepomůže.  Metoda  průměrování,  resp. její  modifikace,  se dá  na  zpracování 

hmotnostních spekter použít.  Výsledkem by ovšem nebylo odstranění  šumu, ale pouze jeho 

vyhlazený průběh.

Další příkladem, kde se provádí odstranění šumu je audio průmysl,  který řeší,  jak se zbavit 

nežádoucího  šumu  v  audiozáznamech  a  hudebních  nahrávkách  [Polzer  2008].  Vyčištění 

audionahrávky se provádí tak, že se nejprve získá vzorek šumu v části nahrávky, kde nehraje  

žádná hudba a kde se vyskytuje pouze šum. Tento vzorek se poté použije pro odstranění šumu z 

celé nahrávky.
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Obr 23: Spektrum s minimálním množstvím šumu (resp. s šumem vyhlazeným)
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V případě hmotnostních spekter by tato metoda znamenala, že by se muselo nejprve provést na 

spektrometru  měření  bez  vzorku  a  to  v  celém  měřeném  rozsahu.  Změřením  spektrometru 

naprázdno bychom dostali profil šumu, který by se posléze použil k odstranění šumu ze vzorku. 

Nicméně takové řešení je nepohodlné a v praxi většinou nepoužitelné.

Jako příklad, který je naopak využitím umělého šumu, můžeme uvést například oblast vojenství, 

kde  se  šumu  a  inverzního  signálu  užívá  při  elektronickém  boji  k  rušení  např.  radarů  či 

komunikačních prostředků [Tůma 2011], [Havránek at al., 2007]. Pokud frekvenční pásmo, ve 

kterém pracuje  sledovací  radar  či  vysílač,  zahltíme velkým množstvím energie,  ztratí  se  ve 

výsledném šumu signál  ze  sledovaných objektů.  Jde  o analogickou situaci  jaká nastává  při 

přehlušení  píků  ve  spektrometru  –  šum  rušičky  (šum  ve  spektrometru)  zahltí  sledované 

frekvence tak vysokým šumem, že nelze rozeznat odrazy cíle (slabé píky).

Naopak odstranit rušení je snadné, pokud známe jeho strukturu a dokážeme ho uměle odstranit 

jakýmsi „protisignálem“.  Vysláním signálu  s opačnou fází původní signál potlačíme  (dojde k 

interferenci).  Takto také fungují „inteligentní“ vojenské rušičky – vysíláním signálu je možné 

zarušit  pouze  radarový odraz objektu aniž by  bylo poznat,  že  k rušení  dochází.  Podobného 

principu, ale pro změnu se zvukem, se používá např. u interiérů luxusních osobních vozů či 

kabin letadel, které mají aktivní rušení hluku.  Rovněž podobný princip se používá u dražších 

modelů  sluchátek,  které  mají  aktivní  potlačení  hluku  z  okolí  [Harris]. V tomto  případě  se 

využívá mikrofon sledující hluk (motoru, vrtulí,  okolního prostředí) a reproduktor který vysílá 

rušící zvuk s opačnou fází. Za předpokladu, že rušený hluk je periodický a předvídatelný, bývají 

výsledky velice dobré.

Tím se dostáváme k technickému řešení.

U všech těchto možností je zcela samozřejmé, že využívají matematických metod. A to buď 

nějakou formu statistického průměrování nebo nástroje pro interpolaci  [NAfE5] či aproximaci 

polynomu, který by modeloval křivku reprezentující samotný profil šumu. Takové metody jsou 

k  dispozici,  např.  Newtonův  či  Lagrangeův  polynom nebo  tzv.  metoda  nejmenších  čtverců 

[NAfE6]. Pro samotné rozpoznání píku (což je v podstatě nějaká extremální hodnota) lze potom 

využít jak prostých statistických metod (průměr, maximum, odchylka), tak složitějších nástrojů, 

např. diferenciálního a integrálního počtu,  kde lze např.  sledovat sklon a rychlosti  změny v 

křivce reprezentující spektrum.

Z tohoto plyne, že pro samotné odstranění šumu je možné vybírat z řady postupů a technik. 
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V případě odstraňování šumu ze spektra nám jako použitelná možnost vychází z uvedených jen 

jediná a tou je průměrování. S ohledem na to, že program má zpracovávat už změřená spektra, 

není možné nikde získat vzorek šumu. Univerzální profil šumu neexistuje a nelze po uživatelích 

požadovat,  aby  ke  každému spektru  přiložili  spektrum šumu,  které  získali  ze  spektrometru 

proměřením „naprázdno“.

Rovněž tak není možné použít pokročilé matematické metody pro odhad šumu profilu. Ty jsou 

totiž vhodné převážně pro malý počet bodů a jejich výpočetní složitost většinou poměrně rychle 

roste s počtem interpolačních/aproximačních bodů. S ohledem na to, že počet bodů ve spektru je  

opravdu  značný  (stovky  tisíc  bodů),  je  využití  těchto  metod  velmi  problematické  jak  z 

výpočetního hlediska, tak z hlediska získaného výsledku.

Zvláště nejpoužívanější interpolační metody mají už při relativně nízkém počtu bodů schopnost 

generovat polynomy vysokých stupňů a z nich získané křivky se (nevědecky řečeno) hodně 

„vlní“ a chovají se velice nepředvídatelně.

Tedy i čistě z hlediska matematiky se nejedná o problém, který by měl jednoznačné řešení  

pomocí nějakého magického „vzorce na šum“. Nicméně nejjednodušší interpolační metodou je 

průměr a nebyl důvod ho nezkusit, už jen ze zvědavosti.

Odstranění  šumu,  když se  ukázalo jako nezbytné,  bylo  tedy nejprve vyzkoušeno  s prostým 

globálním zprůměrováním (udělá se průměrný odhad šumu z celého rozsahu spektra). Tím byla 

zjištěna přibližná úroveň šumu v celém spektru a z něj stanoven základ pro hranici, od kterého 

byla naměřená hodnota považována za pík. Nicméně tento způsob odstranění šumu fungoval 

pouze na spektrech s nízkým šumem a i zde se často projevila necitlivost, kdy méně intenzivní 

píky nebyly nalezeny.

Globální průměrování zcela selhávalo u spekter, kde byl šum proměnlivý a intenzita píků nebyla 

dostatečná. V případě, že šum v určité části  spektra  převýšil intenzitu píků v jiné části, byla 

správná detekce nemožná.

 6.5.3 Lokální průměrování

S ohledem na to, že velká necitlivost na píky a chybovost při odstraněním šumu vznikala právě 

kvůli  globálnímu průměrování  celého  spektra,  byl  učiněn  pokus  o  obejití  celého  problému 

pomocí lokálního průměrování. A to se nakonec ukázalo jako funkční a velice úspěšné.

Výsledné řešení pro detekci píku tedy pracuje s metodou, kterou bych označil jako „kopečková 

metoda“. Dala by se přirovnat k situaci, kdy turista v horách chce zjistit, zda stojí na kopečku  
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(píku). Turista se rozhlédne pouze po blízkém okolí (vzdálené kopce bude ignorovat) a pokud 

uvidí, že stojí výrazněji výše, než jaká je výška blízkého okolí, tak prohlásí, že stojí na kopečku 

(píku). A to i když v dálce bude vidět kopce mnohem vyšší.

V principu tedy algoritmus hledá lokální maxima. Hledání píku v bodě  [x] probíhá tak, že se 

provede lokální kontrola levého a pravého okolí [Obr 24]. Při něm se stanoví nejvyšší, nejnižší a 

průměrná hodnota v okolí a ta se porovná s hodnotami ve zkoumaném bodě x [Obr 25]. Pokud 

hodnota  v  bodě  dostatečně  převyšuje  průměrnou  hladinu  šumu  (i  s  přihlédnutím  k  jeho 

rozptylu), je bod x prohlášen za pík.

Software při vyhledávání píku bere ohled pouze na blízké okolí píku. Aby nebyly průměrné hodnoty šumu ovlivňovány  
vysokými hodnotami píku, zahrnuje se do výpočtu minima a průměru jen okolí kolem píku (vyznačené obdélníky).  
Parametricky lze stanovit šířka obdélníků a odstup od testovaného píku.

Lokálně se  ze zkoumané oblasti  vypočítá  minimum  šumu,  což je relativní hodnota 0 (zelená plná čára),  fakticky  
baseline. Dále se vypočte průměr šumu, což je relativní 1 (zelená čárkovaná). Z toho se odhadne teoretické maximum 
šumu (zelená tečkovaná), což odpovídá relativní hladině 2.
Mez  citlivosti  pro  detekci  píků  (tj. hodnota  od  které  je  pozice  považována  za  pík)  je  volitelně  stanovena  
uživatelem/správcem. V základním nastavení je stanovena výška píku na relativní hodnotu 2,5 (modrá tečkovaná).
Důležité  je  si  uvědomit,  že  detekce je  založena na  relativních  poměrech mezi  baseline a  rozptylem šumu,  tudíž  
absolutní hodnoty pro detekci píku jsou v každé oblasti spektra jiné. Hladinu detekce píků ovlivňuje např. i to, pokud  
je v okolí píků více. Může se stát, že seskupení více píků vedle sebe navýší průměr šumu a vyřadí tak z detekce méně 
intenzivní píky. Toto by bylo možné eliminovat dvoukrokovou detekcí.
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Zde je na místě uvést  dva důležité faktory,  které rozeznání  komplikují.  Prvním faktorem je 

nepravidelná struktura šumu. Druhým potom skutečnost, že jednak právě testovaný pík nemusí 

být jediným píkem v intervalu, který je prohledáván a také, že v intervalu naopak žádný pík být 

nemusí. Výpočet musí obě tyto skutečnosti zohledňovat.

K prvnímu problému.  Šum má  ve  sledované  oblasti  určitou,  řekněme  průměrnou,  hladinu. 

Stejný vzorek lze změřit  několikrát s různým šumem a získaná spektra sice budou zachycovat 

píky se stejnou intenzitou, ale s rozdílným šumem. Zatímco jedno spektrum může mít šum na 

tak  nízké  úrovni,  že  ho  můžeme  zanedbat,  jiné  spektrum může  mít  tak  vysoký šum,  že  v 

určitých částech může zcela převýšit i maximální píky nacházející se v jiné části spektra.

Nelze  tedy  zobecnit,  že  skutečný pík  je  pouze např.  dvojnásobek průměrného šumu.  Takto 

nastavené kritérium prostě nebude fungovat. Detekovat pík můžeme jen pokud bude dostatečně 

vystupovat z okolního šumu. Tj. skutečný pík rozeznáme jen pokud bude výrazně silnější než 

šum. Pokud bude pík slabý, tak ho od šumu pravděpodobně nerozeznáme.

A kromě  toho má  šum ještě  mnohem horší  problém –  určitý  rozptyl  kolem své  průměrné 

hladiny. Tento rozptyl má periodický charakter, srovnatelný např. se sinusoidou. Na vizualizaci 

spektra se tento rozptyl projevuje „roztřesením“ nebo „zubatěním“ šumu.

Nepříjemné je, že rozptyl šumu je  rozdílný nejen  pro každé spektrum,  ale často i pro různé 

úseky  jednoho  spektra.  Některé  spektrum  má  šum  jako  plynulou  křivku  s  minimálním 

rozptylem a píky jsou jen malá výchylka nad hladinu šumu. V takovém případě musíme hranici 

nutnou  pro  rozpoznání  píku  nastavit  jako  velice  malou.  Jejím  zvýšením  by  aplikace  píky 

nerozpoznala. Jiné spektrum ovšem může mít rozptyl šumu velký a potom by nízká hranice 

způsobila,  že  i  vrcholky rozptylu šumu by byly detekovány jako píky.  Řešením je  nastavit 

citlivost nižší, tak aby byly detekovány jen silné píky i za cenu toho, že slabé píky detekovány 

nebudou.

Takže hranice citlivosti  proti  rozptylu šumu je pro každé spektrum individuální  a může být 

odlišná i pro určité části stejného spektra.

Způsob detekce tedy musí dynamicky reagovat jak na průměrnou hladinu šumu, tak na jeho 

rozptyl. Nic nelze nastavit staticky či absolutně. Hodnoty šumu a jeho rozptylu se vůči píkům 

musí počítat relativně a je poměrně obtížné je z hlediska statistiky přesně podchytit.  Obecné 

řešení je poměrně jednoduché, ale jak efektivně bude řešení fungovat na skutečná spektra závisí  

především na nastavení konkrétních parametrů. A to je největší problém při odstranění šumu.
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 6.5.4 Je tedy daná pozice píkem?

Abychom rozhodli, zda pozici považovat za pík, musíme vypočíst ve zkoumaném bodě a jeho 

okolí nejen průměrnou hladinu šumu, ale i jeho odchylku. Tj. výsledkem je stanovení průměrné 

hodnoty šumu y
n
 (což dostaneme jako běžný průměr) a k tomu rozptyl šumu  (delta) nad i pod 

průměrnou hodnotu. Pozice, které budou výrazně nad tento rozptyl potom prohlásíme za píky.

Zůstává  otázkou,  jak  stanovit  hodnotu  .  Rozhodně  není  dobré  stanovit  ji  jako  průměrnou 

odchylku  od  průměru,  protože  potřebujeme  zachytit  celý  rozsah šumu.  Průměr  odchylky 

nepostihuje skutečný rozptyl šumu. Zde platí Gaussovská křivka rozložení hodnot a průměrem 

odchylek  bychom  nezískali  filtr  na  veškerý  šum. Potřebujeme  tedy  ve  skutečnosti zjistit 

maximální rozptyl od průměrného šumu, ale musíme z něj vynechat píky, které jdou směrem 

nahoru  nad maximální hladinu šumu. To znamená, že nemůžeme zvolit  ani prosté  maximum, 

které  se  v  daném intervalu  vyskytuje.  píky,  pokud  jsou  přítomny,  totiž  posouvají  hodnotu 

maxima na celém intervalu směrem nahoru. Musíme najít hodnotu menší než je maximum, ale 

větší než je průměr odchylky.

Jednoduchou úvahou se ale dostaneme k nápadu, že když se nejde podívat nahoru na maxima, 

můžeme se podívat směrem dolů na minima. Protože šum je relativně periodická sinusoida,  

můžeme  úvahou předpokládat,  že  maximální  odchylka  šumu  směrem  nahoru  bude  zhruba 

podobná maximální odchylce směrem dolů pod průměr šumu.

Nakonec jsem tedy po úvaze rozhodl stanovit hodnotu  jako rozdíl mezi y
n
 a y

min
, kde y

min
 je 

nejnižší hodnota šumu na celém intervalu. I když jsem toto exaktně neověřil (resp. zkusil jsem 

si to ověřit jen  prohlédnutím vzhledu  spekter a  výpisem  číselných  hodnot z databáze), jde o 

logicky podložený odhad, který, jak se ukázalo, v praxi funguje velice dobře.

Takto stanovený rozptyl nám tedy rozsah šumu ohraničí do intervalu  y
n
 − , y

n
 +   a 

cokoliv nad tento interval bude potenciálním kandidátem na pík.

Detekce píku je potom velice snadná. Kritériem pro zařazení mezi píky jsou hodnoty, 

které překročí prahovou hranici směrem nad hodnotu y
n
 + . V praxi používám postup, 

kdy se hodnota „ořízne“ o dolní hladinu šumu y
min

 (minimum šum) a tato hodnota se 

znormalizuje vůči průměrnému šumu y
n
. 
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Matematicky relativní výšku píku p
rel

 vůči šumu yn získáme vztahem p
rel

= (h – y
min

) / (y
n
 – y

min
) 

kde h je absolutní výška píku. Minimální možná relativní hodnota p
rel

 je tedy 0 (což odpovídá 

baseline) a může teoreticky být do nekonečna, průměrný šum yn má hodnotu 1, maximum šumu 

hodnotu 2.

Vše nad hodnotu 2 pak lze teoreticky považovat za pík. Nicméně pro zvýšení jistoty pozitivní 

detekce píku jsem se rozhodl nastavit určitý „odstup“ od šumu a používám prahovou hodnotu 

pro pozitivní detekci píku na hodnotě zhruba kolem 2,5. To z toho důvodu, že vypočtený průměr 

střední  hladiny šumu je jen přesný průměr nepřesných čísel  a nemusí  být  optimální,  pokud 

spektrum bude velice nerovnoměrné.  Hodnota 2,  která by teoreticky měla být postačující, při 

pokusech dávala řadu falešných píků, které ve skutečnosti píkem být neměly.

Řešením bylo určité snížení citlivosti, tj. zvýšení prahové hodnoty. Pokud je totiž citlivost větší 

než 3, ukázaly pokusy, že je už téměř jisté, že jde o pík. Nicméně u některých spekter, zvláště u 

těch s vysokým rozptylem šumu, se už hodnota 3 ukázala jako příliš necitlivá a některé píky 

rozpoznány nebyly. Proto jsem se postupně uchýlil ke kompromisní hodnotě kolem 2,5, která 

dávala subjektivně nejlepší poměr správných a nesprávných detekcí.

Ještě se musíme pozastavit  nad možností,  že ve zkoumaném intervalu žádný pík není,  nebo 

naopak je tam píků více.  Zde je na místě uvést, že se musíme vyvarovat svádivé touze hledat 

píky  jen  podle  maxima  a  minima.  Použití  metody  „jen  maximum“  by  nevedlo  k  dobrým 

výsledkům. Testovaná souřadnice x totiž může být píkem, ale nemusí nutně být maximem na 

testovaném intervalu,  pokud tam je píků více. A současně i když je souřadnice x maximem v 

daném intervalu, nemusí být píkem, pokud není dostatečně intenzivní s odstupem od šumu.

A tady je štěstím, že zvolená metoda na odstranění šumu a rozpoznání píku tento problém řeší  

zcela elegantně. Na intervalu může být současně více x-ových souřadnic, které mají relativní  

hodnotu vůči šumu větší než je zvolená prahová hodnota (2,5).

Pro sledovaný pík se vždy počítá s maximální hodnotou sledované x-ové souřadnice, nikoliv 

celého intervalu a ostatní maxima (píky) v intervalu se vůbec neberou v potaz. A odchylka šumu 

delta se počítá z minima intervalu. Současně, pokud se všechny hodnoty sledovaného intervalu 

dostanou do rozsahu  0; 2,5, nebude žádná hodnota detekována jako pík a interval tak bude 

zcela bez píků.
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 6.6 Způsob porovnávání dvou spekter

Než  vysvětlím způsob  jak posoudit podobnost dvou spekter, je třeba si objasnit, jak počítače 

vlastně srovnávají objekty  [GRV],  [Kanade 1977]. Počítačové metody  [Štarnclová 2012] pro 

hledání podobnosti totiž nepracují tak, jak vnímá lidský mozek [Ledvoň 2009]. Lidský mozek 

hodnotí porovnávaný objekt jako celek a teprve poté přechází k detailům (pokud k tomu vůbec 

dojde).  Navíc zapojuje i  zkušenosti  a  odhad.  Důkazem je např. periferní  vidění,  nebo různé 

populární  zábavné  obrázky,  kdy  obrazce  vytváří  optické  klamy.  Takové  řešení  ale  není  u 

počítače technicky možné.

Počítačové  porovnávání  pracuje  tak,  že  se  snaží  nalézt  shodu  ve  vybraných  znacích,  které 

charakterizují  daný  objekt.  Přitom  porovnání  celku  se  ve  skutečnosti  realizuje  pomocí 

porovnání více dílčích znaků. Jeden znak nám prohledávanou skupinu možných řešení rozdělí 

nejméně na dvě (většinou různě velké)  části.  To ale  nemusí  stačit,  ve  skutečnosti  to  vůbec 

nestačí.  Pokud ale  zkombinujeme podmínek více,  tak  se  nám množina  správných výsledků 

velice rychle zmenší. Podmínkou pro efektivní porovnání podobnosti je přitom volba správných 

znaků a také jejich reprezentace.

 6.6.1 Příklad z praxe pro objasnění problematiky porovnání

Uveďme si  jednoduchý příklad.  Pokud bychom si  chtěli  simulovat  rozpoznávání  osoby,  jak 

bychom postupovali? Můžeme rozeznávat osoby podle pohlaví, věku, výšky, váhy, barvy vlasů, 

očí... Jsou tyto znaky postačující?

Samy o sobě ne. Pokud budeme rozlišovat osoby dle pohlaví, zařadíme je do příslušné skupiny 

poměrně  snadno,  ale  vždy  dostaneme  jako  výsledek  hledání  polovinu  populace.  To  pro 

jednoznačnou identifikaci není moc dobré.

Tak o zkusme znovu. Co použít identifikaci podle barvy vlasů? Tady se nám nabízí rozdělení na  

černá, hnědá, blond... a otázka je jak popsat různé odstíny? Jak rozlišíme hodně tmavou hnědou 

od černé? Kde končí hnědá a začíná blonďatá? A co třeba barva očí? Modrá, zelená, hnědá, 

černá... máme lidi s modrozelenýma očima a některé, kteří mají každé oko v jiné barvě.

Podobné dilema nastane v případě výšky. Pokud si uvědomíme, že průměrná výška dospělého 

člověka je někde kolem 175 cm, jak budeme hledat člověka, pokud nám svědek zločinu popíše, 

že pachatel byl asi 180 cm vysoký? Máme hledat mezi lidmi, kteří mají 175 - 180 cm? Jaký je 

ten „správný“ rozsah? Změřit výšku osoby přesně na centimetr není dost dobře možné (stačí 
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napnout svaly nebo mírně ohnout páteř) a přesně ji určit pouhým okem je prakticky nemožné. 

Totéž platí při určení barvy očí, vlasů atd...

Naproti tomu, třeba u věku, dokážeme skutečnou hodnotu u dané osoby určit  zcela přesně dle 

data narození, ale  často  ji  nejsme schopni  přesně  určit pohledem. Zatímco věk např. u dítěte 

určíte poměrně přesně, u dospělých je to už  složitější.  A věk je  navíc  zajímavý tím, že jde o 

kritérium, které nám nerozdělí prohledávanou skupinu rovnoměrně. Kolik osob bude vyhledáno 

ve věku 20, 50 a 100 let? Zatímco dvacetiletých i padesátiletých bude hodně, stoletých najdeme 

v populaci jen velmi málo.

Na těchto příkladech ukazuji, že některá porovnávací kritéria nemusí být zcela jednoznačná. 

Takže  některé  znaky  dokonce  nemůžeme  ani  přesně  zařadit  způsobem  „ano-ne“ a  při 

vyhledávání podobností  je třeba je „zaškatulkovat“  a porovnávat v nějakém rozsahu tolerance 

„od-do“, či „spíše ano-spíše ne “. Tímto se zabývá tzv. fuzzy logika.

A k naší smůle dodejme, že ani  věkem, ani  uvedenou výškou  a ani barvou očí stále nejsme 

schopni identifikovat konkrétní osobu zcela jednoznačně.

Abychom  mohli  pomocí  počítače  identifikovat  konkrétní  osobu  na  základě  jejího  popisu, 

musíme provést  postupnou selekci  podezřelých  osob  podle více  kritérií.  Tj.  rozdělením dle 

pohlaví zmenšíme počet kandidátů na polovinu. Z této poloviny poté můžeme vybrat např. jen 

ty, kteří mají podprůměrnou výšku, zelené oči a černé vlasy. Každé z těchto kritérií nám dále 

zmenší skupinu těch, kteří odpovídají popisu.

Pokud bychom pokračovali dále, tak např. biometrické systémy porovnávají přibližné proporce 

lidské tváře – polohu očí, úst, délku a šířku nosu atd... Každé z těchto kritérií je založeno na 

nalezení určitých bodů a prvků v lidské tváři, které počítač dokáže identifikovat. Vždyť něco 

podobného umí i každý slušný fotoaparát s režimem „portrét“ – automaticky identifikuje polohu 

obličeje na fotografii a zaostřuje právě na  obličej.

Přitom  platí,  že  čím  více  znaků  se  porovnává,  tím  menší  a  přesnější  skupinu  výsledků 

dostaneme.  Zde  samozřejmě  musíme  zmínit  ještě  jednu  klíčovou  věc  –  existuje  riziko,  že  

můžeme správný výsledek vyřadit tím, že nesprávně identifikujeme jeden znak. Co by se stalo, 

kdyby si hledaná osoba obarvila vlasy? Měl by náš systém být schopen identifikovat, že tato 

osoba je potenciální kandidát i když neodpovídá v jednom znaku? Jak to udělat?

Na tohle existuje jen jediná odpověď – aby byl systém funkční, musí srovnávat více znaků, než 

je  nutné minimum a pro  spolehlivou pozitivní  identifikaci  musí  stačit  splnění  dostatečného 
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počtu  znaků.  Přitom  kombinace  porovnávaných  znaků  musí  být  vícenásobně průkazná 

(redundantní), aby bylo možné osobu identifikovat i při chybné detekci některého znaku.

Kritéria  porovnání a hodnoty, kterých mohou  kritéria nabývat také musí být zvolena správně 

vzhledem k prohledávané množině. Každé kritérium musí co nejvíce snížit počet potenciálních 

kandidátů.  Například by nemělo smysl  hledat  osobu pomocí popisu „je menší  než 150 cm“ 

pokud bychom hledali v mateřské školce, protože tam mají všechny děti méně než 150 cm.

Například pokud máme 6 miliard osob, tak musíme mít tolik dostatečně průkazných kritérií  a 

jejich kombinací,  aby  bylo  možné  identifikovat  konkrétní  osobu.  Ve  skutečnosti  nám musí 

porovnávaná kritéria vytvořit mnohem více kombinací, než 6 miliard. Už jen proto, aby bylo 

možné eliminovat výše uvedené nepřesné detekce.

Zde se musíme opět podívat na statistiku. Pokud jedno kritérium vytvoří dvě možnosti, spojení 

dvou  takových  kritérií  vytvoří  čtyři  kombinace.  Pokud  bychom  měli  kritérium  se  třemi 

možnostmi,  kombinací  dvou takových kritérií  už  dostaneme devět  variant.  Pokud takových 

správně  zvolených  kritérií  spojíme  např. třicet,  dostaneme  množství  kombinací  přesahující 

počet žijících osob na této planetě a  pokud budou kritéria správně zvolena (budou efektivně 

dělit prohledávanou skupinu na podskupiny), nebude problém danou osobu identifikovat.

Příkladem takové identifikace je daktyloskopie  [Fürbach 2008], která je pomocí zhruba deseti 

až  patnácti  bodů (kritérií)  schopna  identifikovat  s  prakticky absolutní  přesností  jakéhokoliv 

člověka.  A to jen díky tomu,  že  množství  kombinací  papilárních linií  na  prstech je  natolik 

vysoké a vytváří tolik kombinací, že nesprávná identifikace je téměř vyloučená.

 6.6.2 Jak uvedené aplikovat na porovnání hmotnostních spekter

A teď k otázce, jak výše uvedené aplikovat na porovnání hmotnostních spekter. V první řadě si 

musíme uvědomit, co jsou znaky charakteristické pro dané spektrum. Každé spektrum obsahuje 

píky a šum. Šum nás nemusí trápit, pro porovnání nenese žádnou informaci a je eliminován při 

vyhledávání píků. Postup k nalezení píků jsme si už uvedli výše.

Zůstanou nám píky. Ty totiž skutečně popisují, co spektrum obsahuje. píky mají dvě vlastnosti – 

polohu  odpovídající  m/z a intenzitu. Dalo by se uvažovat i o šířce  píku, pokud bychom pík 

chápali jako objekt, ale široký pík lze chápat  také jako několik úzkých píků těsně vedle sebe. 

Biospean pracuje s širokými píky právě tímto způsobem, protože je  takové řešení pro počítač 

jednodušší.
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Samotná  poloha píků charakterizuje  celkem jednoznačně každý druh/skupinu vzorků,  resp. 

jejich složení.  Tj. každá  m/z pozice  je  samostatným znakem,  který  posuzujeme  pouze  jako 

boolovskou hodnotu (ano/ne – buď to je pík nebo není). To je rozdíl proti příkladu, kde jsme u 

osob měli  znak výšku, znak barvu vlasů atd. a hodnoty byla čísla nebo určené druhy (barva).  

V případě spektra máme přímo vlastnost  „je  na pozici  XY pík?“,  možnosti  jsou ano či  ne  a 

těchto znaků je stejný počet jako je celý rozsah sledovaného spektra, tj. v případě Biospeanu až 

22 tisíc znaků,  které jsou na sobě fakticky nezávislé.  Už jen tento počet nám dává dostatečný 

předpoklad, že by možný počet kombinací znaků měl být dostatečný aby zajistil identifikaci.

Pokud si uvědomíme, že většina spekter má  efektivní (při výzkumu sledovaný) rozsah  někde 

mezi 2 000 - 15 000 m/z a v tomto rozsahu identifikujeme řádově stovky píků (většinou více než 

200  pozic), máme dostatečně velkou kombinaci  m/z pozic, které nám dávají charakteristický 

„podpis“  (píklist) daného spektra.  Teoreticky je na rozsahu 10 000 m/z možné vytvořit  210000 

kombinací,  což  je  ovšem  pro  praxi  nesmyslné  a  těžko  představitelné číslo  –  1,995 · 103010 

kombinací (dvojka a za ní tři tisíce nul).

Nás  v praxi mnohem více  zajímá, kolik kombinací lze vytvořit např z 10, 50, 100 nebo 200 

píky. Pokud budeme mít  jen jeden pík, máme na rozsahu 10 000 m/z celkem 10 000 možností 

kam  tento  pík  umístit.  Při  dvou  pících  to  bude  (10 000 · 9 999)  kombinací,  při  třech  už 

(10 000 · 9 999 · 9 998).

Ano, jde o skutečně vysoký počet kombinací pro onen hledaný píklist, který umožňuje spektrum 

jednoznačně  identifikovat.  Pokud  připustíme  určité  zjednodušení  výše  uvedeného  vztahu, 

bavíme se při deseti pících o téměř 10 00010 kombinacích,  což je (104)10 neboli 1040 možností. 

A to pouze pro deset píků. U počtu 100 píků pak lze vytvořit řádově 10 000100 kombinací. To je 

10400, což je jednička a za ní 400 nul, což je hodnota skutečně astronomického rozsahu.

Takže pokud dvě různá spektra mají pozice píků víceméně shodná [Obr 26, Obr 27], můžeme 

směle  prohlásit, že  jsou si nějakým způsobem (více či méně)  podobná.  Hledání podobných 

spekter potom  probíhá  tak,  že vezmeme  charakteristický  píklist  z  testovaného  vzorku  a  v 

databázi se pokusíme najít spektra, která mají píklist co nejvíce podobný, tj. hledáme spektra s 

co největší shodou na m/z pozicích.
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Zde je vidět, že obě spektra mají velké množství společných píků (červeně). Šum obsažený v prvním spektru sice  
komplikuje detekci, ale shoda je dostatečná pro identifikaci podobností. Některé píky jsou rozdílné (modře), ale jejich  
přítomnost nezabránila nalézt shodu spekter, byť s menší procentuální podobností.

Přitom si můžeme dovolit  dostatečnou toleranci při identifikaci píků, protože počet kombinací 

je tak vysoký, že  při stovkách píků (200 – 500)  určitý počet nesprávně identifikovaných píků 

sice sníží procentuální podobnost,  ale toto snížení,  jak se při praktických pokusech ukázalo, 

není většinou natolik kritické, aby znemožnilo identifikaci.

Na těchto velice podobných spektrech můžeme vidět, že zohledňovat intenzitu píků může být zrádné. Ačkoliv shoda na  
pozicích píků (červeně) je vysoká, neshod je jen málo (modré píky) a i samotný profil šumu je velice podobný, tak  
intenzita píků na stejných pozicích je často odlišná a nelze ji brát jako primární faktor pro porovnání.

Přitom i shoda na menším počtu pozic je postačující pro jednoznačnou identifikaci. To bylo také 

na Biospeanu ověřeno, že  v praxi  shoda  na  100 % nastane jen při vložení stejného datového 

souboru dvakrát. Ani spektra pocházející z různých dvou měření stejného vzorku neukáží 100% 

shodu.  To  ale  vůbec  nevadí,  protože  praktické  pokusy  ukázaly,  že  většinou  pro  správnou 

identifikaci  druhu  spektra  stačí  shoda  jen  na  30-70 %  pozic.  Plnou  100%  shodu,  ale  jen 
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Obr 26: Spektra se shodnými pozicemi píků a velmi odlišným šumem

Obr 27: Spektra se stejnou pozicí píků, které ovšem mají rozdílné intenzity
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jednostrannou, vykazují pouze virtuální spektra (viz. dále), což je logický důsledek toho, jak se 

virtuální spektrum tvoří.

Otázkou je,  zda  se  může náhodně  vyskytnout kombinace  píků  (a  šumu  nesprávně 

identifikovaného  jako  píky)  i  u  nepříbuzných spekter  tak,  aby  došlo  k  vysokému procentu 

shody. Odpověď je, že čistě statisticky je to dosti nepravděpodobné. Jednalo by se o situaci, kdy 

by se v jednom spektru nacházelo například 200 píků, v druhém třeba 250 a tyto píky by se 

nacházely  zcela náhodně  na  rozsahu  řekněme  15 000  jednotek  m/z.  Pro  20%,  resp.  25% 

podobnost by musela nastat shoda alespoň na 50ti pících. Pro jednoznačnou identifikaci ovšem 

musíme počítat s větší podobností, alespoň 30-50%. Pravděpodobnost, že taková shoda nastane 

opravdu náhodně je poměrně nízká, počet všech možných kombinací je dosti vysoký.

Nicméně je zde ještě biochemické hledisko. A to je  faktor,  který nelze  jednoznačně  popsat. 

Určité  látky  a  molekuly se  vyskytují  s  různou pravděpodobností.  Některé  látky jsou  prostě 

statisticky častější než jiné. Tudíž určité m/z pozice se mohou vyskytovat statisticky častěji a u 

více vzorků a zvyšovat tak shodu u nepříbuzných spekter. Technické řešení je možné – přidělit 

m/z pozicím tzv. váhy (koeficient důležitosti) a zvýhodňovat píky na méně častých pozicích.  

Nemám ovšem žádné statistické informace o četnosti konkrétních m/z pozic, na základě kterých 

bych takové hodnocení mohl provádět.

V praktických testech se ukázalo, že nesprávná identifikace píků (především z důvodu šumu) 

sice do jisté míry ovlivňuje výsledek porovnání, ale nejedná se natolik výrazné zhoršení, aby 

chyba zcela vyloučila správnou identifikaci  (tj.  aby došlo k nesprávné negativní identifikaci). 

Důležitější  je,  že  se  mi  nepovedlo  zaznamenat  případ,  že  by  bylo  některé  spektrum 

identifikováno nesprávně jako shodné (tj. nesprávná pozitivní identifikace). Zaznamenaná shoda 

u  zcela  nepříbuzných  spekter  byla  nejvýše  v  řádu  jednotek  procent,  což  pro  pozitivní 

identifikaci nestačí.

Poloha (m/z) píků je tedy na identifikaci spekter velice vhodné kritérium. Je dostatečně robustní 

na  chyby  a  i  při  relativně  vysokém  počtu  nesprávně  identifikovaných  píků  je  dostatečně 

spolehlivá, aby identifikovala příbuzná spektra.

Druhá vlastnost píků,  intenzita, udává v jakém množství je daná složka zastoupena. Samotná 

intenzita  přitom není  pro srovnání  příliš  vhodná,  protože intenzitu  píků ovlivňuje  například 

koncentrace látek ve vzorku, množství šumu a další faktory (např. v různých fázích reakce se 

jednotlivé složky mohou vyskytovat v různých koncentracích). Další složitou otázkou v případě 
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intenzity  je,  zda  porovnávat  absolutní  intenzitu  (závislou  na  skutečné  koncentraci)  nebo 

relativní intenzitu (závislou na okolním šumu).

Jinými slovy,  zatímco pozice píků je (při  stejném nastavení  spektrometru a použité matrici)  

celkem jednoznačná a dostatečně vypovídající, porovnávat intenzitu už může být záludné. Proto 

jsem se po počátečních pokusech rozhodl intenzitu píků zcela ignorovat a porovnávat pouze na  

základě polohy píků.

 6.6.3 Technické řešení výpočtu podobnosti

Pokud chceme porovnat, zda se sobě dvě spektra podobají, jsme odkázáni na srovnání pozic 

píků.  Tj. srovnáváme,  zda  pozice  píků  z  jednoho  spektra  se  shodují  s  pozicí  píků  spektra 

druhého, resp. zda má první spektrum na pozicích svých píků odpovídající protějšek ve druhém 

spektru.

Srovnání je přitom jednosměrné, resp. srovnávat můžeme vždy jedno spektrum vůči druhému. 

Například  pokud spektrum A má 152 píků a spektrum B má 178 píků a z toho 125 píků je  

společných, tak spektrum A má na 82% (125 ze 152) shodu se spektrem B a naopak spektrum B 

má v 70% (125 ze 178) shodu s píky ze spektra A.

Výsledkem porovnání spektra A a B jsou tedy dvě čísla, která udávají vzájemnou procentuální 

shodu obou spekter. Jedno z čísel udává shodu A ku B a druhé B ku A. V souvislosti s tím  

Biospean nabízí několik možností řazení výsledků, počínaje prostým průměrem přes použijí jen 

jedné z hodnot či výběr menší/větší z nich až po poměr mezi těmito hodnotami a experimentální 

koeficient, který současně zohledňuje průměr a poměr mezi hodnotami.

Porovnávání spekter by také mělo být schopné kompenzovat jistou odchylku v pozicích píků.  

Například program Biotyper je schopen rozpoznat posun o jednu až dvě pozice m/z. Minimálně 

jedna jednotka m/z je absolutní minimum, protože Biospean pracuje v případě pozice s celými 

zaokrouhlovanými čísly a při měření a následném přepočtu není problém, vinou zaokrouhlování 

a zobecňování, pík posunout o jednu pozici vedle. Pokud například bude mít pík maximum na 

pozici  4356.6,  snadno se při  vyhodnocování  dostane na pozici  4356  a/nebo 4357.  Případně 

dojde k detekci dvou píků na každé z pozic. Program proto musí mít nastavitelnou toleranci a  

vyhodnocovací algoritmus se musí s touto tolerancí dokázat vypořádat.

Řešení  tohoto  problému  se  ukázalo  jako  relativně  snadné  –  přidělit  píkům body.  A to  tím 

způsobem,  že  skutečný pík dostane určitý  počet  bodů a  jeho sousední  souřadnice,  která  už 

detekovaným píkem není, o něco menší počet bodů [Obr 28]. Pokud bude více  detekovaných 
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píků vedle sebe, může pík dostat body jak za ohodnocení sebe sama, tak za ohodnocení souseda 

[Obr 29]. Díky tomu více píků (ve skutečnosti jeden dostatečně široký pík) vedle sebe způsobí, 

že píky v takovémto seskupení budou mít více bodů, než běžné píky bez sousedů.

Pozice  detekovaná  jako  pík  je  ohodnocena  8-mi  body.  Těsně  sousedící  pozice  obdrží  3  body.  O jednu  pozici  
vzdálenější pozice obdrží 1 bod.

Ohodnocování sousedních píků  menším bodovým ziskem způsobí, že  pokud se při porovnání 

dvou spekter netrefíme přesně na plnohodnotný pík, setkáme se alespoň s píkem, který má nižší 

ohodnocení a budeme mít alespoň částečnou shodu.

Pokud se vedle sebe nachází více píků, hodnocení sousedních píků se sčítají. Prostřední pík dostal svých 8 bodů a od  
každého souseda další  3  body.  Krajní  píky dostaly  svých  8  bodů,  k  tomu 3 body od prostředního a 1 bod od  
protilehlého píku. Pozice ležící těsně vedle píků dostaly 1 bod od prostředního a 3 body od krajního píku. O jednu  
pozici vzdálenější pozice dostaly 1 bod od krajních píků.

Další výhodou bodového ohodnocování je, že můžeme, podle toho jak nastavíme bodování při 

vyhodnocení spektra, ovlivnit toleranci posunu. Dále se pomocí bodování dá nastavit i tolerance 

už zpracovaného spektra a to tak, že do srovnání zahrneme jen píky s určitým počtem bodů 
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(např. více než 4 body). Tím jsme dokonce schopni omezit vyhledávání např. jen na píky, které  

mají šířku větší než dvě/tři x-ové pozice.

Fakticky můžeme porovnávat spektra různými způsoby – buď poměrem shodných píků (jak to 

Biospean počítá), anebo by bylo také možné počítat výsledek jako poměr bodovaných píků na  

jednotlivých pozicích. Případně zvýhodňovat při výpočtu shodu píků se stejným hodnocením a 

píky s rozdílným bodovým ohodnocení započítávat méně významným způsobem (jedná se o 

použití vah). Je tedy zřejmé, že by bylo možné vytvořit více způsobů jak podobnost počítat.

Bodové hodnocení píků navíc také poskytuje příjemný bonus – umožňuje uživatelskou korekci. 

Pokud program automaticky nedokáže rozeznat všechny píky, nebo naopak některé píky označí 

nesprávně, může uživatel využít nástrojů pro korekci bodového hodnocení a přidělit konkrétním 

píkům body, kladné nebo záporné, kterými buď označí nerozpoznaný pík, nebo naopak odebere 

pík, který systém označil nesprávně.  Tím na dané pozici dokáže vytvořit  nový pík, nebo ho 

odstarnit.

Bodování navíc umožňuje udělat prozatím neralizovanou modifikovanou variantu porovnávání 

– srovnání nejen na základě pozic, ale i ohodnocení.  Samotné porovnání bodovaných píků by 

potom  probíhalo podobně  jako  při  s  rovnání  x-ových  pozic.  Rozdíl  by  byl  v  tom,  že  ve 

skutečnosti  by  se  neporovnávala jen  pozice  píků,  ale  započítával  by  se poměr  v  bodovém 

ohodnocení na  každé souřadnici souřadnici. A opět obousměrně, první spektrum s druhým a 

naopak.  Tato  varianta  srovnání  prozatím není  realizovaná,  ale  její  přidání  není  problémem, 

protože klíčové prvky pro takového srovnání už program obsahuje.

Nakonec zůstává otázka, jak efektivně a účinně funguje porovnávání spekter.  Praktické testy 

ukázaly,  že  srovnání  na  základě  pozice  píků poměrně  přesně  odpovídá  shodě  mezi  dvěma 

spektry. Kvalita výsledku samozřejmě závisí na kvalitě rozeznání píků, což je logické. Proto je 

žádoucí,  aby uživatelé  věnovali  pozornost  kvalitě  spekter  a  jejich případnému dodatečnému 

nastavení, pokud automatická identifikace není z nějakého důvodu ideální.

Pro  spolehlivou  identifikaci  přitom  není  nutné  dosahovat  stoprocentní  shody.  Při  vývoji  a 

následném dokončování jsem měl k dispozici zhruba  1 400  různých  spekter  a aplikace byla 

vždy  schopna i  při  plně automatické  detekci  píků  najít  skupinu  nejpodobnějších spekter. 

Program se  přitom dokázal  vypořádat  i  s  nesprávně detekovanými píky,  resp.  velký  počet 

identifikovaných  píků  zajišťoval,  že  podobná  spektra  byla  nalezena  i  v  ne  zcela přesných 

datech. Podobnost spekter stejného druhu se pohybovala od zhruba 20 % až vysoko nad 90 %. 
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Podobnost  pod  25 %  občas  zahrnula  i  nepříbuzné  spektrum.  Hodnoty  nad  40 %  naopak 

vykazovaly velmi vysoký stupeň podobnosti.

Stoprocentní shoda  ve skutečnosti není s reálnými spektry  ani možná.  Vždy je někde nějaká 

menší odchylka, špatně rozeznaný pík  nebo jen jeho jiná šířka. Pokud  nastala shoda 100 %, 

jednalo se buď o stejný dvakrát (duplicitně) vložený vstupní soubor, nebo šlo o jednostrannou 

shodu s virtuálním spektrem, což je teoretické uměle vytvořené spektrum určené pro detekci 

konkrétních znaků (viz. část o praktickém nasazení).

Zajímavé je, že se podařilo při testech ověřit, že program opravdu funguje jak má. To se stalo ve  

chvíli, když jsem dostal možnost porovnat vzorky monitorující v čase probíhající fáze reakce. 

Když jsem vytvořil  tabulky (celkem jich bylo šest pro různé druhy fermentací) srovnávající  

podobnost mezi jednotlivými časovými stavy, tak se ukázalo, že vzorky jsou nejvíce podobné 

právě s  nejbližšími stavy. Jak rostla doba mezi časy jednotlivých měření, podobnost postupně 

klesala. O tomto detailně pojednávám v části věnované praktickému použití Biospeanu.

 6.7 Postup algoritmu pro detekci píků

Před tím,  než může uživatel  spektrum používat,  je  nutné předzpracování  dat.  To probíhá v 

několika krocích a trvá zhruba minutu. Kroky jsou následující:

1. Vytvoření nového spektra a načtení datového souboru

Uživatel  pomocí  webového  rozhraní  vloží  nové  spektrum  do  systému  a  aplikace 

automaticky nahraje soubor se vstupními daty. Systém je schopen pracovat se soubory 

ve formátu TXT a CSV. Velikost souborů je omezena na 10MB, nicméně je možné ji  

zvýšit. V databázi je nové spektrum uloženo jako nový záznam a uživatel je o načtení 

informován.

Další fáze – samotná analýza – už proběhnou nezávisle. V aktuální verzi se automaticky 

po uložení spektra do databáze spustí na pozadí  vyhodnocovací skript, ale systém lze 

snadno upravit tak, aby ponechával zpracování spekter na pozdější dobu a zpracování se 

spustilo jiným podnětem (například pomocí cronu11).

11 Zvláštní  proces v Unixových operačních systémech, který v počítači běží  na pozadí  (bez  vědomí uživatele) a  stará  se o  
pravidelné spouštění určitých procesů a úloh v nastaveném čase, např. v určitou hodinu, v určitý den týdne nebo pravidelně 
např. po pěti minutách.
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2. Načtení zdrojových dat do databáze

Z vloženého  souboru  se  veškerá  data  načtou  do  databáze,  což  umožní  jejich  další 

zpracování. Při tomto kroku se také provede filtrace vstupních hodnot a přeskočí se vše, 

co se netýká samotných dat (např. komentáře).

3. Normalizace dat

Při samotné analýze se nejprve provede normalizace dat. Běžná data obsahují údaje s 

různou hustotou bodů. Body jsou ve tvaru [x,y], kde x je m/z a hodnota y je intenzita. 

Problém je  v tom,  že  x není  celé  číslo  a  kvůli  různé hustotě  můžeme na intervalu 

<x1,x2> nalézt u dvou spekter různý počet hodnot.

Proto aplikace nejprve provede normalizaci dat dle osy x (m/z), kde vypočte pro každou 

celou hodnotu x maximum, minimum a průměr tak, že sloučí vstupní hodnoty kolem x. 

Tím dostaneme data ve tvary [x
norm

, y
min

, y
max

, y
avg

], kde x
norm

 je celočíselná souřadnice 

m/z a  hodnoty  y
min

,  y
max

 a  y
avg

 jsou  minimum,  maximum a  průměr  všech  hodnot  z 

původního vstupu, jejichž absolutní hodnota x je rovna normované xnorm. Jinými slovy 

do souhrnu pro hodnotu 10 budou zahrnuty všechny hodnoty v intervalu 9,5; 10,5).

4. Výpočet intervalů

Ve chvíli, kdy máme sloučené x-ové souřadnice, je dalším krokem výpočet intervalů,  

které  budou  použity  pro  rozpoznávání  píků.  Postupně  se  vytváří  pětice  ve  tvaru 

[x
1
, x

2
, y

min
, y

max
, y

avg
] kde x

1
 a x

2
 jsou meze intervalu a y

min
, y

max
, y

avg
 jsou analogicky 

minimum, maximum a průměr na celém intervalu.  Startovacím stavem jsou intervaly 

délky jedna, tj. takové, kde x1 = x2.

Z důvodu složitosti (viz. dále) je používáno binární slučování, kdy se vytváří intervaly,  

jejichž délky jsou druhou mocninou čísla 2. Začíná se tedy vytvořením intervalů délky 

1 (tj. 20), spojením sousedních se v druhém kroku vytvoří intervaly délky 2 (tj. 21), poté 

4 (tj. 22),  8 (tj. 23)  atd.  To se provádí  tak dlouho,  dokud nejsou vypočteny intervaly 

potřebné délky.

5. Výpočet koeficientů

A nyní se už můžeme pustit  do testování  jednotlivých x-ových souřadnic  (m/z),  zda 

obsahují  žádaný  pík.  Pokud  chceme  pro  souřadnici  x
norm

 a  příslušný  pík 

[x
norm

, y
min

, y
max

, y
avg

] zjistit relativní výšku píku vůči šumu, vezmeme intervaly příslušné 
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délky,  které  sousedí  se  souřadnicí  x
norm

 zleva a  zprava a  vypočteme jejich společné 

minimum  a  průměr.  Ten  porovnáme  s  maximem  kontrolovaného  píku  (dle  výše 

uvedeného vzorce v části věnované šumu) a zjistíme, zda se jedná o hledaný pík nebo 

jen o šum.

Samotný volba píků je  v  aplikaci  parametricky nastavitelná,  takže  lze  kromě délky 

intervalů například nastavit i to, aby nebyly brány intervaly přímo sousedící s píkem, 

ale intervaly, které jsou o několik pozic vzdálenější. Tím se dosáhne toho, že výsledek 

není zkreslen „náběhem“ intenzity u paty píku.

Různé  volby  délky  intervalů  a  odstupu  spolu  s  nastavením  citlivosti  na  hranici 

detekování píku umožňuje připravit několik vyhledávacích kritérií, přičemž každé může 

být  nastaveno na jiný typ spektra.  Například jedno nastavení  může být  vhodné pro 

vysoký šum, jiné naopak pro široké nebo úzké píky. Díky parametrické nastavitelnosti 

je možné stejné spektrum vyhodnotit  několika různými způsoby nastavení a z jejich 

spojených výsledků vytvořit společný výsledek.

6. Bodové ohodnocení píků

Posledním krokem je  rozpoznání  a  bodové  ohodnocení  píků.  V této  části  dojde  ke 

kontrole všech píků a ty, které jsou identifikovány jako píky, jsou ohodnoceny body. 

Stejně tak jsou body přiděleny i píkům sousedícím se skutečnými píky (uvedeno v části 

o toleranci pro posuv píku). U shluků píků dojde k nasčítání bodů od sousedních píků.

Takto připravená množina píků je již připravena na vyhledávání shod s ostatními píky tak jak 

bylo popsáno výše.

 6.8 Náročnost výpočtu

Zásadním problémem vyhodnocování píků je bohužel náročnost výpočtů. Problém není ani tak 

v jejich složitosti, ale v objemu dat. Pojďme chvíli počítat.

Vstupní  soubor  s  daty  ve  formátu  TXT nebo  CSV obsahuje  řádově  kolem  100  tisíc m/z 

souřadnic,  velikost takového souboru je v řádech jednotek megabyte. Tyto data při vizualizaci 

představují polohu na ose x (m/z) a k nim odpovídající intenzitu. Biospean je nastaven tak, aby 

byl schopen pracovat  v rozsahu od 0 do 22 000 m/z.  Tento rozsah je dostačující pro všechna 

spektra,  která  byla  při  vývoji  použita  k  testům.  Většinou  rozsah  začíná  někde  u  hodnoty 

1000 m/z a končí mezi 15 - 18 tisíci m/z. Pro výzkumné účely jsou přitom nejčastěji využívány 
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rozsahy zhruba 3 000 - 10 000 m/z. Pro zjednodušení výpočtu tedy předpokládejme že máme u 

běžného spektra rozsah zhruba 15 000 pozic (což reprezentuje rozsah např. 1 000 - 16 000 m/z).

V prvním kroku výše uvedeného aplgoritmu se data načtou do serveru a založí se nový záznam 

do databáze. Jedná se o operace víceméně na úrovni operačního systému (přesun dat po síti,  

založení souboru a logovacího záznamu), takže samotný Biospean v tu chvíli  moc víc dělat  

nemůže.

Při zpracování musí Biospean v druhém kroku načíst zdrojová data ze souboru do databáze. To 

je v podstatě opět mechanická činnost a závisí jen na rychlosti počítače. Zdrojový soubor se čte 

řádek po řádku a jednotlivé dvojice [m/z, intenzita] se ukládají se do databáze. Urychlit či nějak 

optimalizovat se tato úloha opět nedá.

Třetí krok  je  zpracování  a normalizace  na  m/z pozice.  Systém musí  ze  vstupních  přibližně 

100 tisíc bodů vypočítat maximum, minimum a průměr pro všech 15 tisíc  normovaných m/z 

pozic.  Zde  opět  mnoho možností pro  optimalizaci  není.  Program  prostě  musí  mechanicky 

přepočítat  vložené  hodnoty.  Naštěstí  není  množství  operací  tak  vysoké,  aby  způsobovalo 

výrazné zpomalení  a  při  výpočtu výrazně  pomáhá  SQL databáze,  která  je  na takové úkoly 

optimalizovaná.

Čtvrtým krokem je výpočet intervalů. A tady už problém je. Pokud chceme vyhodnotit všech 

15 tisíc pozic a chceme počítat s intervaly o délce 100 pozic nalevo a napravo od sledované 

pozice,  musíme  pro  každou  z  pozic  vyhodnotit  minimum,  maximum  a  průměr  pro  200 

sousedních pozic. Složitost je v tomto případě 15 000 · 200, což dává obrovskou režii. A pokud 

má být vyhodnocení provedeno podle více kritérií (viz. výše uvedené nastavení intervalů), roste 

doba výpočtu s každým dalším kritériem.

Tato část se při testech ukázala jako úzké hrdlo, které způsobovalo neúměrnou délku výpočtu. 

Prvním verzím algoritmu trval výpočet pro jediné spektrum 15 až 25 minut. To by v praxi bylo 

nepoužitelné.  Bylo  tedy  žádoucí  přijít  s  nějakým  lepším  řešením řešením.  Buď  nějaké 

nekonvenční řešení, nebo zjednodušení za cenu přijatelného zhoršení kvality.

A nekonvenční řešeni se našlo. Celý vtip je v tom, že pokud už máme vypočtené dva sousední 

intervaly stejné délky, můžeme je triviálním výpočtem spojit do nového intervalu o dvojnásobné 

délce. Zákony matematiky a statistiky nám toto dovolují. Výpočet intervalů se potom změní na 

binární slučování kratších intervalů, což je fakticky průměr, minimum a maximum dvojic čísel.
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Zjednodušeně  řečeno,  pokud máme  dva  sousedící  intervaly  reprezentované  dvěma pěticemi 

[x1
1
, x1

2
, y1

min
, y1

max
, y1

avg
] a [x2

1
, x2

2
, y2

min
, y2

max
, y2

avg
] kde  pro každou z pětic je x*1; x*2) 

interval na ose x (m/z), trojice [y*min, y*max, y*avg] reprezentuje minimum, maximum a průměr na 

daném intervalu a dále platí že x1
2
 = x2

1
 + 1 a platí, že abs(x1

1
 − x1

2
) = abs(x2

1
 − x2

2
)12, potom 

sloučením těchto dvou sousedících intervalů vznikne  nový interval  s dvojnásobnou délkou ve 

tvaru [x1
1
; x2

2
; min(y1

min
,y2

min
); max(y1

max
,y2

max
); avg(y1

avg
,y2

avg
)].

Lépe situaci demonstruje schéma:

Na počátku máme první úroveň, šestnáct intervalů délky 1.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

Když spojíme vždy dva sousedící intervaly, dostaneme patnáct intervalů délky 2.

1-2 3-4 5-6 7-8 9-10 11-12 13-14 15-16

2-3 4-5 6-7 8-9 10-11 12-13 14-15

Dalším krokem slučujeme intervaly délky 2 na intervaly délky 4.  Pro vysvětlení – první dvě 

řady vznikly slučováním intervalů délky 2 z prvního řádku a dolní dvě řady vznikají z intervalů  

pocházejících z dolního řádku.

1-4 5-8 9-12 13-16

3-6 7-10 11-14

2-5 6-9 10-13

4-7 8-11 12-15

Z intervalů délky 4 potom vytvoříme intervaly délky 8.

1-8 9-16

5-12

3-10

7-14

2-9

6-13

4-11

8-15

Takto bychom mohli snadno pokračovat k dalším úrovním.

12 Matematicky nepříliš srozumitelně vyjádřeno, že intervaly musí být stejně dlouhé.
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Nevýhodou je,  že takto přímo můžeme vytvářet  pouze intervaly,  jejichž délka je mocninou 

dvojky (1, 2, 4, 8, 16, 32 … ). Jiné délky by bylo třeba složit, například délka 20 by se složila z 

intervalů 16 a 4  se zohledněním poměru jejich délek  (váhy). Nicméně v  praxi se ukázalo, že 

vypočítávat  takto nerovnoměrné  intervaly  není  třeba  a  rozdíl  v  průměrech  na  intervalu 

např. délky 100 a délky 128 je v konečném výsledku malý.

Výhodou tohoto řešení je, že můžeme s minimální režií vypočítat intervaly  pro různé délky. 

Interval v prvním kroku dostaneme z x-ových (m/z) pozic. A to je u běžného spektra přibližně 

15 000 hodnot. Interval druhého kroku (délka 2) dostaneme z intervalů prvního stupně, tj. opět 

jen spojíme 15 tisíc hodnot ze sousedících intervalů. Další stupeň jsou intervaly o délce 4 a ty 

dostaneme z intervalů délky 2. Obecně tedy pro intervaly délky n potřebujeme řádově d· (log
2
n) 

operací, kde d je délka prohledávaného rozsahu ve spektru (počet x-ových pozic).

Z toho odvodíme, že  pokud bychom  chtěli  použít intervaly o délce  zhruba 200 pozic  (100 

nalevo a napravo od píku),  tak z původní složitosti  15 000 · (2 · režie pro výpočet  průměru, 

minima  a  maxima  ze 100 hodnot) se  binárním  slučováním dostaneme  zhruba  na  složitost 

15 000 · 7 · (režie  na  sloučení  dvou  intervalů).  Hodnota  7  proto,  že interval  o  délce  128 

odpovídá 27, což je nejblíže ke 100. Režie na sloučení dvou intervalů je průměr z obou průměrů, 

maximum z obou maximálních hodnot a minimum z  obou  minimálních hodnot.  Tj. výrazně 

méně operací než počítat dvakrát průměr, minimum a maximum ze 100 hodnot.

To  je  velice  výrazné  zlepšení  proti  původnímu stavu  a  výsledkem je,  že  časová  náročnost 

kompletní  analýzy nového spektra (při vložení) se z původních 15 až 25 minut dostala na čas 

zhruba kolem jedné minuty (samozřejmě v závislosti na hardwaru), což je pro praktické účely 

zcela postačující.

Samotná detekce píků a bodové ohodnocení  jejich  souřadnic je potom opět operace s lineální 

složitostí, kde se musí mechanicky projít všech 15 000 pozic a zkontrolovat, zda jde o píky a 

přidělit jim příslušné body.  Respektive vyhledání píků je  realizováno dotazem do databáze na 

seznam pozic, které mají dostatečně vysokou hodnotu.  Získané množině se  následně nastaví 

bodové ohodnocení.  Ve skutečnosti  je pak díky indexům v databázi vyhledání a ohodnocení 

prováděno s menší než lineární složitostí (provádí se pouze na podmnožině všech pozic).
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 6.9 Efektivita vyhledávání píků a porovnání dvou spekter

Na  níže uvedených obrázcích  [Obr 30,  Obr 31,  Obr 32,  Obr 33,  Obr 34] je demonstrována 

schopnost  detekce  píků  a  jejich  vzájemné srovnání  s  podobným spektrem.  Obrázky jsou  z 

grafického  rozhraní Biospeanu. Červeně označené píky jsou společné pro obě spektra. Modře 

označené píky jsou jen v jednom z nich.

Použita byla spektra ze souboru spekter, která jsem obdržel pro testování. Konkrétní označení 

porovnávaných spekter je uvedeno pod obrázkem. Spektra byla detekována pouze automatickou 

detekcí bez dodatečné poloautomatické a manuální korekce (viz. dále).

vzor_005_110118_P.halstedii_conc_FA_SA_1_1_matrix_ACN_2.5_perc_TFA_96_1_0_H6_1
vzor_016_110929_P.viticola_FA_SA_1_3_ACN_2_5_TFA_1_1_A5_1

120320_Blumeria_graminis_hordei_2567_FA_SA_bremia_biot_met
120321_Blumeria_graminis_hordei_7557_FA_SA_bremia_biot_met
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121108_Botrytis_cinerea_F-16_in_glycerol_FA_SA.txt 
121102_Botrytis_cinerea_F-16_FA_SA.txt

100428_Bremia_lactuceae_LP_FA_matrix_10mg_mL_7_3_ACN_1_uL_0_C1_1
B.lactucae_CHCA_10_mg_in_ACN_2.5_TFA_Bruker

100909_B.lactucae_LP_FA_matrix_10mg_mL_7_3_ACN_2.5_TFA_1uL_1_0_A4_1
110127_B.lactucae_FA_SA_1_1_v_v_10_30_mg
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Z  uvedených  obrázků  je  poměrně  dobře  vidět,  že  Biospean  správně  najde  a  identifikuje  

naprostou  většinu  píků.  Z  klíčových  intenzivních  píků  jsou  přitom identifikovány  všechny. 

U méně  výrazných  píků  lze  nalézt  takové,  které  jsou  evidentně  na  hraně  detekce.  Jejich 

případné označení za píky je potom otázkou poloautomatické a manuální korekce (viz. dále).

 6.10 Technologie

Z technologického hlediska se  výběr  nástrojů odvíjí  od způsobu použití  aplikace.  Zde bylo 

možné zvolit dvě základní řešení. Prvním by byla klasická lokálně instalovaná aplikace, kterou 

by  možné  nainstalovat  a  použít  na  libovolném  osobním  počítači.  Druhým  řešením  bylo 

vytvoření centralizované webové aplikace, která by trvale běžela na serveru a uživatelé by ji 

využívali prostřednictvím webového prohlížeče.

Výhody a nevýhody obou řešení lze shrnout do následující tabulky.  Jednoznačně výhodnější 

řešení je zvýrazněno kurzívou.

Kritérium Instalované řešení - PC Webové řešení - Server

Požadavky na výbavu uživatele Je nutné instalovat celou aplikaci 
do PC uživatele spolu s databází 
v řádu gigabytů.

V počítači uživatele je pouze 
webový prohlížeč dodržující 
základní standardy, nicméně je 
nutno být připojen k síti. Kromě 
počítače lze použít i jiné zařízení,  
smartphone nebo tablet.

Operační systém uživatele Každý OS vyžaduje svoji verzi 
aplikace, uživatel si systém 
vybírá sám. Je extrémně náročné 
udržovat verze aplikace pro různé 
OS.

Řešení je nezávislé na OS, který 
uživatel používá. Lze použít i 
mobil či tablet. Na centrálním 
serveru běží operační systém dle 
výběru tvůrců/správců.

Aktualizace a údržba Náročná distribuce změn Úprava dat probíhá přímo na 
serveru a změny jsou ihned k 
dispozici všem uživatelům. 
Všichni mají aktuální data.

Centrální zranitelný bod Ne – každá instalace je 
samostatná

Ano – centrální server

Výkon Závisí na PC uživatelů, 
nemůžeme přímo ovlivnit.

Závisí na výkonu serveru, 
můžeme přímo ovlivnit výběrem 
serveru

Rychlost reakce a odezva Prakticky okamžitá, pokud má 
uživatel dostatečně výkonný 
počítač.

Obecně pomalejší s ohledem na 
nutnost komunikace mezi 
serverem a webovým 
prohlížečem.
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Sdílení dat mezi zařízeními, 
práce na různých počítačích, 
přenesení profilu a dat

Problematické, vyžadoval by 
export/import dat mezi 
databázovými servery

Díky webovému řešení 
přístupnému odkudkoliv a 
centrálnímu uložení dat na 
serveru není nutné řešit.

Sdílení dat v rámci týmu / 
týmová práce na více zařízeních

Problematické při použití 
nějakého centrálního úložiště, 
nepoužitelné při použití instalace 
na jedno zařízení.

Bezproblémové. Databázový a 
webový server zajišťují uložení a 
dostupnost dat odkudkoliv a pro 
všechny uživatele současně.

Práce offline ano ne

Bezpečnost a ochrana soukromí V případě zabezpečeného 
počítače velmi vysoká. Data jsou 
pouze v konkrétním počítači.

Závisí na mnoha faktorech. 
Kritickým faktorem je přenos dat 
po síti. S ohledem na umístění dat 
na serveru obecně nesplňuje 
požadavky pro systém s 
vysokými požadavky na ochranu 
dat (např. data pacientů v 
nemocnici).

Z tabulky poměrně jednoznačně vyplývá, že většina důvodů hovoří spíše pro použití webového 

řešení,  které také bylo zvoleno.  Hlavním a nejpraktičtějším důvodem pro použití  webového 

řešení je centrální  správa, stále aktuální databáze spekter a možnost týmové spolupráce  více 

uživatelů  (z několika  počítačů).  Samotné  webové  řešení  lze  navíc  používat  i  lokálně  bez 

nutnosti síťového připojení, pokud se instalace provede na počítač, se kterým se bude přímo 

pracovat.  V takovém případě uživatelé opět použijí webový prohlížeč, ale pracovat budou na 

své domovské adrese (localhost).

Odpůrce  webového  řešení může  namítnout,  že  „konkurenční“  Biotyper  používá  lokální 

instalaci. Nicméně v jeho případě je významným důvodem instalovaného řešení fakt, že jde o 

komerční aplikaci, kdy se licence prodává na každou pracovní stanici  a jeho využití v podobě 

webově přístupné aplikace je z komerčního hlediska spíše nežádoucí.

Dále s ohledem na způsob použití Biotyperu je v některých případech lokální instalace vyloženě 

nutná, protože např. nemocniční systémy pracují (z důvodu bezpečnosti a ochrany dat pacientů) 

zásadně bez přístupu k Internetu.

Navíc vývojáři v případě použití Biotyperu nemusí příliš řešit výkon počítače, alespoň relativně. 

Vzhledem k ceně Biotyperu několikrát přesahující cenu běžného PC by nemělo dojít na situaci, 

kdy by se tato aplikace instalovala na nevýkonný počítač. Většinou jsou k tomuto účelu vhodné 

(výkonné) počítače cíleně vybírány  a zakoupeny.  Při jeho návrhu se tedy nemusí řešit, jestli 

uživatel nebude chtít program používat na starém pomalém notebooku s minimem paměti.
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V případě Biospeanu, který je v toto chvíli zdarma, ovšem nemůžeme požadovat, aby si uživatel  

pořizoval výkonný počítač s nejnovější generací procesoru.

Pro  výběr  webového  řešení  ovšem přispěly  i  technologie  a  postupy,  které  musela  aplikace 

využívat. S ohledem na to, že tento typ aplikace se neobejde bez centrální databáze a je vhodné 

používat  nástroje  pro  paralelizaci,  automatické  spouštění  úloh  atd.,  je  řešení  s  webovým 

serverem rozumnější než instalovaná aplikace.

V podstatě se tak dospělo k řešení, které je osvědčené  a dostatečně robustní – fyzický server 

používající operační  systém Linux  na  kterém je  spuštěn  webový  server  Apache,  který  pro 

ukládání dat využívá osvědčený databázový server MySQL. Uživatelé potom mohou aplikaci 

využívat odkudkoliv jen pomocí svého oblíbeného webového prohlížeče, což je pro ně snadné a 

bezproblémové.

Výhoda systémů/serverů na bázi  Linuxu spočívá v efektivní  správě procesů,  v  bezpečnosti, 

snadné  údržbě  a  stabilitě  a  také  v  řadě  dalších  funkcí,  které  systém podporuje  (např.  výše 

zmíněný cron). V neposlední řadě je výhodou také opensource licence, konzistentně probíhající 

vývoj a nulové licenční náklady, což je pro akademické prostředí ideální volba.

Klíčovou součástí celé aplikace je přitom databázový server s relační databází, který skladuje  

veškerá data a také vykonává velkou část  výpočtů.  Pro hromadné zpracování dat,  získávání  

agregovaných výsledků (minima, maxima, průměry) a filtraci výsledků je databáze mocným a 

ideálním nástrojem.

Zde se od začátku nabízela otázka který databázový server použít. Volby v podstatě byly  na 

začátku vývoje možné dvě, ve chvíli dokončování projektu tři. Buď použít výkonný freewarový 

server MySQL  [MySQL], který je rychlý a  donedávna široce podporovaný, nebo komunitní 

opensource server PostgreSQL [PgSQL], který je silný především v pokročilých funkcích a při 

práci s velkým objemem dat. V poslední době se jako další řešení nabídla i databáze MariaDB 

[MariaDB],  což je  nezávislý svobodný fork MySQL,  který vznikl  jako reakce komunity na 

celkový vývoj kolem MySQL a od počátku si získal velký ohlas.

Volba  na začátku vývoje Biospeanu  padla na databázi MySQL,  ale v  současnosti se počítá s 

přechodem na  MariaDB pro  její  lepší  perspektivu  a  licenční  politiku.  Nicméně  ani  použití 

PostgreSQL není  žádným problémem.  Její  nasazení  je  v  případě potřeby možné  po snadné 

úpravě kódu. PostgreSQL je proti MySQL otevřenější a do budoucna by její použití mělo smysl, 

pokud by požadavky na funkce a především objem dat databázi narostly.
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Je zajímavé, že i samotný Biotyper používá databázi PostgreSQL, která se instaluje současně a 

funguje nezávisle jako paralelní úložiště dat13.  S ohledem na tento fakt můžeme usuzovat, že i 

vnitřní  fungování  Biotyperu bude podobné naší  aplikaci  a výpočty budou masivně využívat 

funkcí databáze.

Pro samotné grafické prostředí  (webové stránky) Biospeanu byl využit jazyk HTML, přičemž 

byla snaha se držet standardu HTML5. Dynamická část stránek je vytvořena v jazyce PHP (část 

na straně serveru) a v JavaScriptu (část na straně webového prohlížeče). Jde o běžně používané 

a široce rozšířené technologie, nad kterými není třeba se rozsáhleji pozastavovat.

Dále  byly  využity  svobodně  použitelné  knihovny  jQuery  [jQuery] a  phpMyGraph 

[phpMyGraph], které zajišťují část služeb Ajaxu, resp. generování statistických grafů.

 6.11 Funkce uživatelského rozhraní a jejich technické řešení

V této části si objasníme některé funkce aplikace Biospean, jejich smysl pro uživatele a jejich 

technickou realizaci.

 6.11.1 Nastavení vlastností spektra

Každé spektrum si uživatel může pojmenovat, doplnit o poznámky a zařadit je do skupin (které 

lze  sdílet  s  přáteli),  což  jsou  možnosti,  které  mu zjednoduší  práci.  Co se  týče technických 

vlastností,  tak  mezi  nimi  je  možnost  nastavit  použitou  matrici,  efektivní  rozsah  spektra, 

koeficient pro detekci píků a také manuálně přidat či odebrat píky.  Ke správnému nastavení 

mohou uživateli výrazně pomoci i statistické křivky a píklist.

Nastavení použité  matrice má smysl  jak z organizačního hlediska (pro přehlednost),  tak pro 

vyhledávání. Ačkoliv Biospean při  porovnání spekter nijak nezohledňuje použitou matrici, tak 

je její nastavení žádoucí ze dvou důvodů. Jednak umožňuje hledat jen mezi spektry se  zvolenou 

matricí,  což  urychluje  vyhledávání  (hledá  se  mezi  méně  spektry).  Druhým důvodem je,  že 

každý  druh  matrice  svým  charakteristickým  způsobem  ovlivňuje  výsledné  spektrum  a 

porovnávat spektra měřená s různými druhy matrice může vést k nepěkným výsledkům. 

Velice užitečnou vlastností je nastavení efektivního rozsahu spektra. Zde si uživatel zvolí jen 

interval  „od  –  do“,  který  ho  ve  spektru  opravdu zajímá.  Nastavení  efektivního  rozsahu 

umožňuje  vypočítávat  podobnost  mezi  spektry  jen na  zvoleném intervalu  a  vyloučit  tak  ze 

srovnání  píky,  které  jsou  mimo  efektivní  rozsah.  To  velice  výrazně  zlepšuje  výsledky  při  

13 Tuto skutečnost jsem odhalil náhodou náhledem na seznam instalovaného softwaru v počítači na KBC PřF UP, kde jediná nám 
dostupná  instalace  Biotyperu  běží.  Po  chvilce  pátrání  jsem  zjistil,  že  podobně  jsou využívány např. i  části komerčního 
výpočetního nástroje Maple.
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porovnávání  spekter,  protože  neporovnává  píky,  které  jsou  mimo oblast  zájmu.  To navíc  i 

výrazně zrychluje celý výpočet podobnosti, protože srovnání probíhá jen na zvoleném intervalu,  

který je menší než celý rozsah.

Volba  koeficientu pro detekci píků je v podstatě druhým krokem při detekci píků. Prvním 

krokem je automatická detekce, kterou provede software automaticky. Může se ovšem stát, že 

automatický výběr píků není příliš dobrý,  nebo uživatel chce striktnější nebo naopak volnější 

podmínky pro detekci. Pokud je ve spektru hodně proměnlivého šumu, je vhodné se podívat jak 

vypadají křivky  statistických grafů [Obr 35]  a na základě nich stanovit vhodnější koeficient 

pro detekci.  Tato  uživatelem zadaná  změna provede přepočet ohodnocení píků a při správné 

volbě může výrazně zlepšit kvalitu píklistu.

Obrázek ukazuje statistické rozložení rozptylu šumu / píků ve spektru dle zvoleného koeficientu (osa x). Horní graf  
ukazuje kolik  celkem  píků bude označeno jako pík,  pokud bude koeficient pro jejich detekci zvolen na uvedenou  
hodnotu. Graf začíná na maximální hodnotě a se zvyšujícím se koeficientem počet píků klesá.
Spodní graf ukazuje statistické rozložení šumu/píků v celém spektru.  Udává kolik [m/z] pozic má relativní hladinu  
odpovídající danému koeficientu. Tento graf má tvar Gaussovy křivky – nejvíce šumu se vyskytuje zhruba kolem  
hodnoty 1 (průměrná hladina šumu) a směrem k 0 (baseline) klesá. Stejně tak nad hladinou 2 (teoreticky maximální  
úroveň šumu) je již šumu málo a převažují píky.
Tyto  grafy  mohou  uživateli  výrazně  usnadnit  manuální  výběr  koeficientu  pro  detekci  píků.  Snížením  hodnoty  
koeficientu dosáhneme vyššího počtu píků za cenu, že bude mezi píky zahrnut i šum.  Nastavením na vyšší hodnotu 
můžeme naopak vynechat kromě šumu i píky s malou intenzitou. Z uvedeného grafu je vidět, že pro uvedené spektrum  
by rozumná volba koeficientu byla někde mezi hodnotami 2,4 až 2,7.

Statistické  grafy  umožňují  uživateli  nejen  snadno  nastavit  koeficient  pro  detekci  píků,  ale 

poskytují  mu  i  určitou  informaci  o  kvalitě  samotného  spektra.  Kvalitní  spektrum  (správně 

zpracované a změřené) by mělo mít profil šumu odpovídající Gaussovské křivce s vrcholem 

někde mezi 1,0 až 1,5 jak můžeme vidět na obrázku výše [Obr 35]. Při změření spektrometru 

„naprázdno“ (bez vzorku) bychom měli mít jen šum a profil takovéhoto „ideálního šumu“ by 
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(teoreticky)  měl  mít  vrchol  při  koeficientu  1,0  a  rozsah  od  0  do  2,0.  Přítomnost  píků  a 

skutečnost,  že  koeficienty  pro šum se při  vyhodnocení  počítají  „zespodu“  (mezi  baseline  a 

průměrem, nikoliv na základě maxima) posouvají vrchol křivky mírně nad hodnotu 1. Proto 

také není  moudré volit koeficient pro rozeznání píků přímo na hodnotu 2,  kde ještě zůstávají 

maxima šumu, ale vybrat např. 2,5, což je hodnota, kterou jsem vybral jako výchozí.

Samotné přesné stanovení koeficientu je však v některých případech složité. Pokud je spektrum 

nekvalitní (z jakéhokoliv důvodu – příprava vzorku, čistota, kvalita a kalibrace přístroje atd…), 

nepomůže sebelepší nastavení, jak ukazuje níže uvedená statistika ze spektra, které je evidentně 

nekvalitně změřené [Obr 36].

Na těchto grafech je  na první pohled vidět, že hmotnostní spektrum není kvalitní – křivka šumu má ke klasickému  
tvaru Gaussovy křivky daleko, počet píků stejně jako šum klesají jen pozvolna a nerovnoměrně.

Z důvodu existence nepravidelných spekter  jsem také při  návrhu upustil  od myšlenky plně 

automatické detekce koeficientu. Plně automatická detekce by na základě matematických metod 

vyhledala „bod zlomu“, kde se průběh Gaussovy křivky „narovnává“ po rychlém poklesu. Pro 

ideálně  změřené  spektrum by  to  bylo  řešitelné,  ale  existence  nemalého  počtu  nekvalitních 

spekter  mne vedla  k použití  konzervativnějšího řešení  založeného na automatické detekci  s 

možnosti individuální korekce každého spektra dle přání uživatele.

Třetím a posledním krokem pro nastavení píklistu je možnost manuálně přidávat či odebírat 

píky.  Pokud  se  nepodaří  správně  nastavit  vhodný  koeficient  pro  detekci  všech píků 

(koeficientem toto  nemusí  být  ani  možné),  je  nutné  poslední  odchylky v  píklistu  zeditovat 

ručně. Toto je v podstatě funkce poslední záchrany, která umožňuje manuálně korigovat veškeré 

nepřesně detekované píky a to s naprostou přesností.
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Uživatel  pomocí rozhraní postupně  zadá pozice píků,  nebo intervaly píků,  které chce přidat 

nebo naopak odebrat. Tento nástroj je přitom zcela nezávislý na automatické detekci a umožňuje 

odstranit  i  takové  píky,  které  byly  z  hlediska  struktury  signálu  správně  detekované,  ale  ve 

vzorku je nechceme (např. příměsi). Dokonce umožňuje označit jako píky i oblasti, které píkem 

nejsou.

Systém tuto korekci provádí pomocí dodatečných opravných bodů, které přidá ke stávajícímu 

ohodnocení  (pro  přidání  píků  nastaví  kladné  body,  pro  odebrání  záporné).  Díky  tomu,  že 

opravné body se ukládají odděleně od automatického bodování, je možné je opětovně odebrat či  

znovu modifikovat.  Stejně tak je možné např.  i  po korekci koeficientu dohledat, které píky v 

předchozím nastavení uživatel modifikoval.

 6.11.2 Detailní porovnání dvou spekter

Biospean umožňuje uživatelům detailní  porovnání dvou  zvolených spekter.  Volitelný způsob 

zobrazení  přitom  poskytuje  dostatek  možností,  jak  srovnání  vizualizovat.  Různé  způsoby 

zobrazení  lze vidět  na  obrázcích [Obr 37][Obr  38][Obr 39][Obr  40]. Spektra  lze zobrazit  s 

šumem nebo bez, je možné zapnout zvýraznění píků pomocí barev (červená – společné píky,  

modrá  –  píky  jen  v  daném spektru),  je  možné  zobrazit  spektra  nad  sebou  nebo  zrcadlově  

převrácená. Spektra lze také zoomovat, což umožňuje detailně zkontrolovat konkrétní pozice.

Na tomto obrázku jsou vidět červeně zvýrazněné píky, které jsou společné pro obě spektra. Modře zabarvené píky  
jsou pouze v jednom z spekter. Šedivé oblasti jsou šum.

– 90 –



Biospean

Toto zobrazení ukazuje spektra bez šumu. Zůstávají jen červené píky společné pro obě spektra a modré, na kterých  
shoda není. Intenzita píků je zobrazena po odečtení šumu, tj. píky na začátku spektra, kde je nejvyšší šum a které jsou  
při zobrazení s šumem nejvyšší, jsou po odečtení vlivu šumu nižší než intenzivní píky uprostřed spektra.

Zrcadlové zobrazení je výhodné pro porovnání pozic píků.

A takto vypadá zrcadlové zobrazení bez šumu. Shodné pozice je snadné zkontrolovat pouhým pohledem.
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 6.11.3 Porovnání více spekter

Další užitečnou funkcí je nástroj na vizuální porovnání více spekter. Ten umožňuje přidávat do 

srovnání vybraná spektra jednotlivě nebo přidat najednou spektra z celé skupiny. U zobrazených 

spekter je možné měnit pořadí nebo je ze seznamu srovnávaných spekter vyjmout.

Podstatná je  i  vizuální  stránka zobrazení.  Grafy spekter  zobrazují pomocí barev,  na kterých 

pozicích je shoda mezi všemi zvolenými spektry. Červené jsou píky, které se nachází ve zvolené 

většině spekter.  Modré  jsou  takové  píky,  které  jsou  jen  v  konkrétním spektru.  A pokud si 

uživatel nastaví poměr pro detekci menší než 100 %, objeví se i zelené píky – to jsou píky, které 

jsou detekovány ve zvoleném procentu spekter, ale chybí v tom konkrétním [Obr 41].

Červené píky jsou společné pro většinu spekter (množství zvolené procentuálně). Zelené píky jsou takové, které jsou  
společné pro většinu spekter, ale nevyskytují se v tom konkrétním spektru. Modré jsou píky, které nejsou společné.
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Poměr pro detekci umožňuje nastavit v kolika procentech spekter se musí pík vyskytovat, aby 

byl  označen  za  společný  pro  všechna  spektra  a  označen  červeně.  Pokud  je  nastaveno 

např. 80 %, tak musí být daná pozice alespoň v 80 % spekter píkem, aby byla označena jako 

společný pík. Ve zbylých 20 % spekter, kde píkem není, bude taková pozice označena zeleně.

Může se to zdát jako zbytečné, ale tato funkce ve skutečnosti dává uživateli do rukou velice  

mocný  nástroj.  Pokud  má  např. několik měření  ze  stejného  vzorku,  ale s  méně  kvalitním 

signálem, je schopen pomocí toho nástroje eliminovat část nekvalitních vzorků a získat kvalitní 

píklist, který obsahuje většinu píků, která je společná pro většinu vzorků.

Schopnost najít  průnik píků společných pro více spekter otevřela prostor pro další nástroj – 

virtuální spektra.

 6.11.4 Virtuální spektra

Schopnost detekovat průnik píků je dotažena do úplného konce v možnosti vygenerovat umělé 

virtuální spektrum, což je  seznam společných píků  vygenerovaný v podobě ASCII souboru, 

který lze  následně znovu načíst  do  systému jako zcela  nové spektrum.  Takto získané nové 

virtuální spektrum vykazuje (jednostranně) plnou shodu se všemi spektry, které byly použity 

jako výchozí množina spekter, ze které se virtuální spektrum vytvářelo  (pokud bylo kritérium 

pro průnik nastaveno na 100 %).

Jak tohoto nástroje využít? Představme si situaci, kdy se např. bakterie projevuje v organizmu 

některými specifickými látkami a my chceme najít něco, podle čeho ji jasně detekovat. Bakterie 

se v hmotnostním spektru projeví přítomností píků na specifických pozicích. Ve spektru ovšem 

budou i další píky, které budou pocházet z okolního prostředí (tkáně). A z různých tkání s danou 

bakterií dostaneme různá spektra s různými píky, ale píky typické pro hledanou bakterii by měly 

být ve všech spektrech stejné.

Potřebujeme tedy ze všech těchto spekter vyfiltrovat takové píky, které se vyskytují ve všech 

vzorcích. Nejprve tedy vezmeme různá spektra změřená s danou bakterií. Pomocí průniku píků 

si vytvoříme v Biospeanu umělé virtuální spektrum. To bude v ideálním případě obsahovat jen 

píky, které jsou typické pro danou bakterii. A budeme doufat, že pocházejí pouze z hledané 

bakterie, protože ze samotných dat to nelze nijak poznat.

Získané virtuální spektrum vložíme do Biospeanu jako nové spektrum. Toto spektrum tedy bude 

obsahovat jen  píky,  které  vznikly průnikem  píků  vzorových  spekter.  Pokud  toto  spektrum 

porovnáme s jakýmkoliv spektrem, ze kterého bylo vytvořeno, bude detekována stoprocentní 
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(jednostranná)  shoda píků  virtuálního  spektra  s  píky  z  libovolného  vzorového spektra  (za 

předpokladu, že jsme požadovali 100% zastoupení píku ve vzorových spektrech).

Pro  detekci  přítomnosti  bakterie  potom  postačí  vložit  do  Biospeanu  data  ze  vzorku,  který 

chceme na přítomnost bakterie prověřit a porovnat tento vzorek s virtuálním spektrem. Pokud 

bude mít virtuální spektrum úplnou nebo téměř úplnou shodu, je důvod se domnívat, že bakterie 

je přítomna.

 6.11.5 Skupiny a přátelé – týmová spolupráce

Zvláštností  Biospeanu na  rozdíl  od jiných softwarů je  schopnost  fungovat  jako  prostředek 

týmové spolupráce. Pro výzkumné týmy je určitě užitečné, pokud mohou členové týmu sdílet 

svoje získaná data. Proto byla do Biospeanu přidána možnost  vytvořit si seznam svých přátel 

(dalších uživatelů) a  těm poskytnout přístup k vybraným spektrům.

Této funkčnosti je dosaženo pomocí friendlistu (seznamu přátel) a skupin spekter.

Friendlist funguje  tak,  že  uživatel  si  z  dostupných  uživatelů  vybere  ty,  které  chce  mít  v 

seznamu  přátel.  Nově  zařazený  uživatel  ovšem  musí  k  „přátelství“  udělit  souhlas.  Pokud 

souhlas udělí, je přidán do friendlistu. Přidání do friendlistu je přitom jednostranné – uživatel A 

si  přidá do svého seznamu přátel  nového uživatele  B a  on mu  toto potvrdí.  Nicméně nově 

přidaný  uživatel  B si  souhlasem automaticky  nepřidá uživatele A do svého friendlistu.  Aby 

uživatel A mohl mít uživatele B ve friendlistu a uživatel B měl ve svém friendlistu uživatele A,  

tak jednak si A musí přidat B do svého friendlistu a uživatel B mu musí udělit souhlas a jednak 

si B musí přidat A do svého friendlistu a souhlas mu musí dát A. Uživatele si lze samozřejmě z  

friendlistu také odebrat.

Skupiny spekter slouží  jednak k logickému členění  a rozdělení  spekter a jednak k udělení  

přístupu.  Uživatel  si  může  vytvořit  skupiny,  do  kterých  může  svá  spektra  zařadit.  Jedno 

spektrum může být zařazeno i ve více skupinách. Rozhraní nabízí možnost filtrovat výsledky 

hledání  jen  na  vybrané  skupiny  spekter,  což  zlepšuje  přehlednost  a  především  urychluje 

vyhledávání (hledá se jen mezi spektry z vybraných skupin).

Další velkou výhodou skupin je možnost přidělit přátelům z friendlistu přístup do těchto skupin. 

Vlastník skupiny má možnost přidat právo přístupu (jen pro četní) pro vybrané přátele ze svého  

friendlistu. Přátelé, kteří budou do takové skupiny přiřazeni, mohou číst (prohlížet, porovnávat a  

využívat  k  hledání)  všechna spektra,  která  majitel  skupiny do skupiny zařadí.  To umožňuje 

snadnou spolupráci vědeckého týmu, kdy každý uživatel má svoje spektra a může je nabídnout 
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k nahlednutí svým kolegům. Kolegové nemají  oprávnění  spektra  nijak měnit,  ale  mohou je 

prohlížet a porovnávat se svými vlastními spektry.

 6.12 Příklady užití Biospeanu v praxi

Níže  uvedené  příklady  praktického  využití  softwaru  Biospean  jsem  realizoval  na  povinné 

tříměsíční vědeckovýzkumné stáži na TU Vídeň (listopad - prosinec 2012, únor - duben 2013).

 6.12.1 Detekce stavu fermentace

Prvním úkolem, který jsem na stáži řešil byl pokus vyzkoušet, zda Biospean dokáže rozeznat 

stav fermentační reakce podle hmotnostního spektra.

Testovací data mi dodala vídeňská strana (Helmel  M., Marchetti-Deschmann M.)  a bylo  mi 

sděleno,  je  v  nich  zaznamenán  experiment  sledující  produkci  penicilinu  plísní  Penicillium 

chrysogenum [Posch  at  al.,  2013] (fermentace).  Byl  jsem požádán  o  porovnání  podobnosti 

naměřených spekter a vyzkoušení, zda je ze spekter možné rozlišit jednotlivé fáze fermentace 

(počátek, průběh, ustálení).  Spektra byla získána ze vzorků obsahujících buňky zkoumaných 

plísní. Samotný experiment jsem po biochemické stránce blíže nezkoumal, můj úkol spočíval ve 

vyhodnocení dat.

Zkoumaná spektra byla rozdělena do šesti skupin, přičemž každá skupina odpovídala jednomu 

sledovanému vzorku.  Každá skupina  spekter byla získána tak,  že probíhal  sledovaný proces 

kvašení/fermentace  a  z  něj  byly  průběžně  odebírány  vzorky  a  analyzovány  hmotnostním 

spektrometrem. Každá testovaná skupina  tedy byla složena z několika po sobě následujících 

spekter (jejich pořadí známe), která zaznamenávají postupné změny ve sledovaném vzorku.

Z teoretického hlediska lze porovnání založit pouze na předpokladu, že spektrum zachycující  

stav reakce bude podobné některému ze spekter, která budeme mít jako referenční vzorky z 

minulosti. Hmotnostní spektrum se během reakce průběžně mění. Intenzita píků se zvětšuje či 

zmenšuje, vznikají nové píky nebo zanikají staré. Pro nalezení stavu, ve kterém se fermentace 

nachází,  je  v  tedy nutné k  testovanému vzorku najít  nejpodobnější  referenční  vzorek,  resp. 

několik nejvíce podobných vzorků.

Pokud referenční spektra označme jako x1 až xn, teoreticky bychom měli při zkoumání nového 

spaktra dostat největší podobnost se vzory xi a xi+1,  přičemž testovaný vzorek se nachází ve 

stavu „někde mezi  xi a xi+1“. Další nejvíce podobné vzory by potom měly být vzory x i-1 a xi+2. 

S rostoucí  (časovou) vzdáleností  od  testovaného  vzorku  by  potom  měla  postupně  klesat  i 
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podobnost testovaného vzorku s předloženými vzory. Takže podobnost testovaného vzorku s xi+1 

by měla být větší než s xi+2 a podobnost s xi by měla být větší než s xi-1. Podle vzorů xi a xi+1 a 

dalších blízkých vzorů bychom tedy měli být schopni snadno určit fázi fermentace, ve kterém se 

testovaný vzorek nachází.

Tento předpoklad se v principu potvrdil.

Zpracování  pomocí  Biospeanu proběhlo  poměrně  konvenčně.  Data  byla  načtena jako běžná 

spektra.  Samotné  porovnání  jednotlivých  spekter  s  časově  nejbližšími  spektry  ukázalo,  že 

detekce stavu je víceméně možná. Při porovnání většiny vybraných vzorků se ukázala největší 

podobnost právě se sousedními spektry.

Pro  větší  přehlednost  jsem vídeňským kolegům za  pomoci  upravených funkcí  z  Biospeanu 

vytvořil  z  analyzovaných  dat  tabulky  (pro  každou  skupinu  spekter  jednu)  se  vzájemnou 

podobností jednotlivých spekter.

V příloze D jsou uvedeny získané tabulky, kde je přehledně vidět vzájemná podobnost spekter. 

V každé tabulce jsou spektra z dané skupiny seřazena tak, jak šla po sobě v čase. Na průsečíku 

řádku  a  sloupečku  je  uvedena  procentuální  podobnost  spektra  z  řádku  vůči  spektru  ve 

sloupečku.

Na hlavní diagonále tabulky jsou hodnoty 100 %, protože se porovnávají spektra sama vůči 

sobě. Tabulka přitom není symetrická. Na průsečíku spekter A ku B je pochopitelně podobnost 

jiná než mezi B ku A (viz. popis výpočtu podobnosti u Biospeanu).

Co můžeme z tabulek vyčíst a jaké bychom měli očekávat výsledky?  Pro příklad si uveďme 

nejméně rozsáhlou skupinu spekter [Tabulka 3]:

% 04 05 06 07 08 09 10 11 12 13

BCB1_1-sample_04 100,00 20,95 8,75 8,54 8,55 7,95 8,29 8,71 5,98 2,73

BCB1_1-sample_05 61,68 100,00 31,00 29,18 29,81 26,66 28,00 30,21 19,33 10,10

BCB1_1-sample_06 54,21 65,24 100,00 81,71 84,39 80,59 76,48 77,20 55,89 24,55

BCB1_1-sample_07 45,79 53,17 70,74 100,00 78,40 77,19 67,43 70,81 52,64 22,83

BCB1_1-sample_08 45,33 53,65 72,17 77,44 100,00 86,45 79,44 82,58 58,96 22,32

BCB1_1-sample_09 42,52 48,41 69,53 76,92 87,21 100,00 78,26 82,95 62,65 25,45

BCB1_1-sample_10 45,79 52,54 68,17 69,43 82,80 80,86 100,00 83,04 56,94 19,70

BCB1_1-sample_11 43,93 51,75 62,82 66,55 78,57 78,23 75,80 100,00 61,25 26,16

BCB1_1-sample_12 31,78 34,92 47,96 52,18 59,17 62,33 54,82 64,60 100,00 37,17

BCB1_1-sample_13 12,62 15,87 18,33 19,69 19,49 22,03 16,50 24,00 32,34 100,00

Tabulka 3: Podobnost spekter ze vzorku BCB1_1
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Spektra jsou seřazena tak jak byla měřena v průběhu času. S ohledem na to, že víme, že spektra 

v tabulkách byla měřena po sobě, známe tím jejich správné pořadí a předpokládáme, že největší 

podobnost  by  měla  být  vždy  se  sousedícími  spektry  a  postupně  se  s  rostoucí  časovou 

vzdáleností zmenšovat.  V tabulkách  se můžeme přesvědčit,  že  výsledky odpovídají tomu, co 

bylo teoreticky očekáváno.

Pokud se podíváme na hodnoty 100 % na hlavní diagonále a podíváme se na hodnoty napravo, 

nalevo, nad i pod tyto hodnoty, jasně uvidíme, že podobnost mezi spektry se snižuje s rostoucí  

vzdáleností  od  hlavní  diagonály.  Nejmenší  podobnost  je  potom  mezi  prvním  a  posledním 

spektrem, tj. mezi levým spodním a pravým horním rohem tabulky.

Zde zřejmě dojde oprávněně k námitce, že na několika místech tabulky tomu tak není a že se 

zde  vyskytují  mírně odlišné hodnoty.  A to přesto, že je pokles podobnosti směrem od hlavní 

diagonály do okrajů zcela zřejmý a v obecně platí.

Je tomu skutečně tak a vysvětlení je zcela prosté – na vygenerování tabulek byla použita data 

zpracovaná  pouze  prvním  (plně  automatickým)  stupněm  detekce.  Tj. nebyla  použita  ani 

poloautomatická ani manuální korekce výsledků (druhý a třetí stupeň analýzy spektra, viz. popis  

Biospeanu). V případě dodatečné poloautomatické a následné manuální korekce by byl výsledek 

mnohem bližší k ideálnímu stavu.

Důvodem proč jsem nepoužil druhý a třetí stupeň je ten, aby byla demonstrována schopnost  

vypořádat  se  automaticky  i  s  poměrně  nekvalitními  spektry.  Analyzovaná  spektra  přitom 

obsahovala  poměrně  velké  množství  šumu a  protože nebyla  provedena  zmíněná  dodatečná 

korekce, můžeme odchylky v rádu jednotek procent považovat za velmi uspokojivé.

Pro šťouravého čtenáře zdůrazňuji, že u každé tabulky se jedná o časosběrná spektra získaná z 

jediného vzorku, tj. jejich podobnost je opravdu vysoká. V praxi už shoda kolem 40 % prakticky 

na jistou říká, že spektra jsou příbuzná a odchylky v řádech jednotek procent může způsobit i 

pouhá odchylka při měření, kdy se menší píky ztratí v šumu spektrometru.

Pro  zcela  jednoznačnou  odpověď  na  otázku  přesnosti  detekce  píků by  muselo  být  měření 

prováděno na  skupině spekter, který by musela být  ideálně  kvalitní.  Takovou skupinu spekter 

ovšem k dispozici nemám.

I přes problémy s kvalitou spekter a lokální odchylky můžeme na základě výsledků porovnání 

prohlásit, že data z uvedených tabulek podala poměrně silný důkaz o tom, že použité řešení je 

funkční a aplikace Biospean pracuje tak jak má.
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Pro samotné vyřešení úkolu (detekce stádia fermentační reakce podle spektra) se tedy Biospean 

osvědčil. Ve většině případů největší  ukazoval podobnost právě s  referenčními spektry, která 

byla  nejblíže  k  testovanému  vzorku.  Podle  nejpodobnějších  spekter  bylo  možné  fázi  určit 

celkem spolehlivě. Obtížnější  byla  identifikace  fáze  jen v případě,  kdy se  testovaný vzorek 

nacházel  na  hranici  mezi  dvěma  stádii.  Tam  bylo  určení  konkrétního  stádia  pochopitelně 

obtížnější, což je logické, protože spektra v těchto místech obsahují znaky obou sousedících 

stádií.

Druhé,  ještě efektivnější, řešení bylo založeno na využití a porovnání virtuálních spekter.  Zde 

jsem vytvořil přímo virtuální spektra odpovídající jednotlivým fázím.  Pro každou fázi  každé 

skupiny spekter jsem  vytvořil  jedno  charakteristické virtuální  spektrum.  Takto  bylo  získáno 

osmnáct virtuálních spekter. Ty jsem následně porovnával s testovanými vzorky.

Výsledek  byl  výborný.  Sporné  detekce  u  přechodů  mezi  fázemi byly  výrazně  potlačeny  a 

přesnost  správné  detekce  byla  výrazně  zvýšena.  Pokud  byl  test  prováděn  současně  oběma 

metodami, byla detekce fáze prakticky bezchybná.

Závěr  celého pokusu tedy je,  že  Biospean  lze  účinně použít  pro detekci  konkrétního stádia 

známé reakce, pokud máme k dispozici referenční vzorky. K identifikaci lze navíc použít dvě na 

sobě  relativně  nezávislé  metody  (porovnávat  přímo  referenční  spektra  nebo použít virtuální 

spektra), které se mohou vhodně doplňovat, což výsledky ještě zpřesňuje.

 6.12.2 Identifikace spór rodu Fusarium

Druhým řešeným problémem byla identifikace znaků shodných pro jednotlivé druhy spór rodu 

Fusarium.  Tento problém je součástí  rozsáhlejšího výzkumu, které pracoviště na TU Vídeň 

řešilo již dříve [Marchetti-Deschmann at al., 2012].

K dispozici  byla  změřená  spektra  různých druhů spór  rodu  Fusarium.  Celkem 735 spekter 

získaných ze 245 vzorků z  šesti  různých druhů spór. Spektra byla získána z různých lokací a 

spóry rostly na různých druzích obilnin (ječmen, pšenice, oves), jeden ze vzorků i na vlašských 

ořeších. Měření měla různou kvalitu, vzorky bohužel obsahovaly poměrně dost šumu a samotná 

data ze  spekter byla  k dispozici  ve třech variantách s různým způsobem  ošetření šumu  (bez 

úpravy, vyhlazený šum, ořez na baseline).

Úkolem tedy bylo najít způsob jak přiřadit testovaný vzorek ke konkrétnímu druhu spór. Jinými 

slovy najít způsob, jak identifikovat znaky společné pro jednotlivé druhy spór  napříč různým 

prostředím, ve kterém byly získány a z nich vytvořit soubory znaků (virtuální spektra), kterými  
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by  bylo  možné  spóry  identifikovat.  Zde  se  jako  velice  účinná  ukázala  funkce,  která  byla 

vytvořena  pro  hledání  společných  píků  pro  více  spekter  zároveň.  Jejím  rozšířením  vznikl 

generátor virtuálních spekter.

Nicméně při prvních pokusech se příliš nedařilo najít vhodné průniky. Některé skupiny spekter 

vykazovaly několik podobných znaků pro daný druh spór, ale u jiných skupin byl problém najít 

vůbec něco.  Většinou  se dařilo najít podobnosti až poté, co jsem ze skupiny vyjmul nejméně 

kvalitní spektra.  Hlavní problém spočíval v samotných spektrech,  konkrétně ve  velké úrovni 

šumu a  nedostatečné intenzitě píků.  Problém byl zcela zřejmý už ze samotných spekter –  dvě 

spektra ze stejného vzorku změřená dvěma různými studenty vypadala velice odlišně.  Proto 

bylo  třeba  vymyslet  něco,  co  by  dodalo  detekci  jistou  toleranci  a  robustnost,  schopnost 

vypořádat se i se špatnými daty.

Jako  fungující  řešení  se  ukázala  úprava  funkce  pro  hledání  průniků,  která  byla  poněkud 

„oslabena“ ve striktnosti vyhledávání. Byl přidán uživatelsky nastavitelný  poměr pro detekci, 

zadávaný jako procentuální hodnota, který umožnil označit i píky, které se vyskytují ve většině 

spekter, ale nemusí nutně být ve všech. Např. nastavením hodnoty tolerance na 80 % je možné 

označit všechny píky, které jsou alespoň v 80 % spekter.

Pro otestování identifikace jednotlivých druhů spór jsem tedy vytvořil takováto virtuální spektra 

se shodami píků 100 %, 80 %, 60 % a 40 %.  Pro každý druh spór tedy byly vytvořeny čtyři 

virtuální  spektra,  pomocí  nichž jsem  potom  testoval,  zda  je  možné  testované  spektrum 

dostatečně přesně rozpoznat.

Výsledky vyhledávání ukázaly, že toto řešení je možné, shoda vzorků proti virtuálním spektrům 

byla velice dobrá a dařilo se správně identifikovat naprostou většinu rozeznávaných spekter, 

přičemž virtuální spektra s citlivostí od 60 % výše se ukázala pro detekci  konkrétního  druhu 

jako zcela postačující. Problém byl jen se spektry spór, které rostly na vlašských ořeších. Zde se  

našla jen minimální shoda s ostatními vzorky (které pocházely z obilovin) a identifikace vzorku 

byla velice obtížná.  Zde můžeme pouze konstatovat skutečnost, že kvalitní výsledky vyžadují 

kvalitní vstupní data a ani sebelepší software nedokáže spočítat správné výsledky ze špatných 

dat.

Tento experiment prokázal, že Biospean je schopen vyhledávat charakteristické znaky pro celé 

skupiny spekter, vypořádat se do jisté míry i s nižší kvalitou spekter, vytvářet z takových skupin 

virtuální  spektra  charakterizující  např. konkrétní  druhy  organizmů  (spór,  bakterií)  a 

identifikovat nové vzorky za pomoci těchto uměle vytvořených virtuálních spekter.
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 6.12.3 Softwarové vyhodnocení tandemových hmotnostních spekter (MS/MS) 
v rámci studia IgA nefropatie

IgA  nefropatie,  známá  také  jako  Bergerova  choroba,  je  nejčastější  primární  chronickou 

glomerulonefritidou na světě a  bývá častou příčinou transplantace ledvin.  Ačkoliv byla  tato 

nemoc popsána již v roce 1968, její detailní molekulární mechanismus je stále nejasný. Pacienti 

trpící  IgA  nefropatií  produkují  molekuly  IgA1,  které  jsou  charakteristické  aberantní 

O-glykosylací v pantové oblasti proteinu. Podstatou této aberance je deficience galaktosy. Takto 

abnormálně  glykosylované  molekuly  IgA1 jsou  rozpoznávány  imunitním  systémem a  tvoří 

imunokomplexy,  které  se  ukládají  v  glomerulárním  mesangiu  ledvin  a  způsobují  jejich 

poškození.

Výzkumem této  choroby  se  na  KBC  PřF  UP zabývá  v  rámci  své  diplomové  a  navazující 

disertační práce  kolega Mgr. Vojtěch Franc  [Franc 2011].  S ním jsem  také spolupracoval  na 

řešeném problému.

Mým úkolem bylo vyvinout softwarové řešení interpretace tandemových hmotnostních spekter 

získaných  fragmentací  rozdílně  O-glykosylovaného  tryptického  peptidu  z pantové  oblasti 

těžkého řetězce IgA1. Zmíněný tryptický peptid obsahoval 12 potenciálních O-glykosylačních 

míst a vykazoval značnou míru mikroheterogenity. Počet O-glykanů vázaných na jednotlivých 

isomerech  peptidu  byl  v  rozmezí  od  jednoho  až  po  šest  glykanů,  přičemž  na  každém 

potenciálním  místě  se  mohl  vyskytovat  monosacharid  N-acetylgalaktosamin  (GalNAc), 

disacharid  GalNAcGal  nebo  mohlo  být  místo  neobsazeno.  Interpretační  problém  MS/MS 

spekter spočíval v tom, že každý jednotlivý fragmentovaný peptid s určitým počtem O-glykanů 

se skládal z několika isobarických isomerů (peptid se stejnou hmotou, ale rozdílným umístěním 

O-glykanů), jejichž fragmenty byly obsaženy v jednom fragmentačním spektru.

To představovalo z pohledu manuální interpretace prakticky neřešitelný problém. Na základě 

manuální  intepretace  MS/MS spekter  expertem byl  počet  potenciálních  míst  O-glykosylace 

zredukován  na  6,  nicméně  počet  fragmentů  jednotlivých  isoforem,  které  mohly  teoreticky 

vznikat  v MS/MS spektrech byl natolik vysoký  [Obr 42], že tento analytický problém mohl 

vyřešit pouze počítač.

Prvním krokem počítačové analýzy byl výpočet všech možných kombinací. Struktura každého 

isomeru v MS/MS spektru mohla být teoreticky popsána sedmi klíčovými fragmenty.  Pomocí 

skriptu byly vygenerovány všechny kombinace možných isomerů (celkem 262) a u každého z 

nich bylo vypočteno sedm fragmentů, které vznikly.

– 100 –



Biospean

Na hlavní struktuře se může na celkem šesti různých místech navázat GalNAc (čtvereček) nebo GalNAcGal (čtvereček  
s kolečkem). Po interpretaci MS/MS spekter expertem, který provedl výběr potenciálně zajímavých kombinací (možné  
počty  GalNAc a  GalNAcGal),  byl  vytvořen  počítačový  skript,  který  byl  použit  pro  vygenerování  262  teoreticky  
možných isoforem. Číselné kódy X-Y (např. 4-2 v druhém sloupečku) značí celkový počet  všech vazeb (X) a počet  
vazeb s GalNAcGal (Y).

Z  těchto  sedmic  byla  skriptem  vygenerována databáze  262  teoretických  MS/MS  spekter, 

přičemž  každé obsahovalo sedm fragmentů,  které  vznikly  z  příslušného  isomerů.  Každý  z 

teoretických isomerů byl  tedy reprezentováno jedním virtuálním spektrem, které obsahovalo 

právě  sedm virtuálních  píků,  které  odpovídaly  sedmi  fragmentům  vzniklým z  rozštěpeného 

isomeru.

Tato knihovna 262 virtuálních MS/MS spekter byla vložena do programu Biospean a porovnána 

s 16  reálnými fragmentačními spektry  laboratorně změřenými na hmotnostním spektrometru. 

Tím byl problém převeden na porovnání dvojic spekter, což Biospean dokáže snadno řešit.

Při  porovnávání  bylo  využito  pouze  jednostranné  shody,  přičemž  se testovalo  kolik  píků z 

virtuálního spektra se shoduje s píky ze spektra reálného. Shoda 100 % nebo této hodnotě velmi 

blízká (pokud přihlédneme k možné numerické odchylce píku o  0,5 m/z) znamenala, že všech 

sedm píků z virtuálního spektra má protějšek ve spektru reálném.  Pokud software nalezl  při 

porovnání reálného spektra a virtuálního spektra všech  sedm klíčových fragmentů  [Obr 43], 

které  odpovídaly  teoretické  isoformě,  byla  existence  této  varianty  přijata  jako  velmi 

pravděpodobná.
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Obrázek demonstruje  graficky shodu na pozicích píků mezi reálným spektrem (nahoře) a třemi virtuálními spektry,  
které  reprezentují  teoreticky  vypočtené  fragmenty.  Každé  z  virtuálních  spekter  reprezentuje  jeden  z  teoreticky  
možných isomerů a obsahuje sedm fragmentů, které by vznikly jeho rozštěpením. Na obrázku z Biospeanu je vidět, že  
v reálném spektru se současně vyskytují fragmenty ze všech tří porovnávaných isomerů, tj. zdrojem fragmentů není  
jen jediná isoforma forma.
Kódové označení  virtuálních spekter  obsahuje  šestici čísel,  přičemž každé  z čísel  reprezentuje jedno z  možných 
vazebných míst. Hodnota čísel označuje glykan navázaný na daném místě (0 – nic, 1 – GalNAc, 2 – GalNAcGal).
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Protože  manuální  porovnávání všech 16  reálných  spekter  s  262  virtuálními  nebylo  příliš 

přehledné, vytvořil jsem speciální skript, který využil interní funkce Biospeanu a pomocí něho 

jsem vygeneroval přehlednou tabulku o 16 sloupcích (reálná spektra) a 262 řádcích (virtuální 

spektra), kde bylo poměrně snadné nalézt  podobnost jednotlivých reálných spekter se spektry 

virtuálními.

Tato přehledná tabulka  už kolegovi umožnila  snadno  dokončit  analýzu  celého  problém. 

Z výsledků  vyplynulo,  že  v  reálné  situaci  se  může  objevit  jen  část  z  teoreticky  možných 

kombinací isoforem.

Výsledky  tohoto  výzkumu  jsou  publikovány  v  článku  Elucidating  heterogeneity  of  IgA1  

hinge-region O-glycosylation by use of MALDI-TOF/TOF mass spectrometry: role of cysteine  

alkylation during sample processing, který je Přílohou E této práce.

 6.13 Shrnutí

Software Biospean ukázal při testech, že je použitelný pro účely, ke kterým byl vytvořen. Testy  

potvrdily schopnost porovnávat spektra na základě pozic píků. Výsledky pokusů s detekcí stavu 

fermentace také ukázaly, že porovnávání je v pořádku jak po kvantitativní, tak po kvalitativní 

stránce – jednotlivá spektra vykazovala největší podobnost právě s časově sousedními spektry.

Zajímavé  bylo  u  použití  Biospeanu  způsobem,  který  nebyl  při  jeho  vytváření  zamýšlen. 

Především se jedná o využití virtuálních spekter. A to jak při detekci  fáze reakce pomocí MS 

spektra a při hledání společných znaků ve spektrech spór Fusarium, tak především při analýze 

spekter IgA nefropatie.  Využití  generátoru  virtuálních  spekter  u  prvních  dvou  a  především 

externího skriptu v případě IgA pro vytvoření virtuálních spekter, která byla potom Biospeanem 

analyzována, demonstrovalo schopnost mnohem univerzálnějšího využití Biospeanu, než bylo z 

počátku zamýšleno.
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 6.14 Publikace

Poznatky  získané  využitím softwaru  Biospean byly  v  době  odevzdání  této  práce  zaslány k 

recenzi v podobě článků:

• Franc V, Řehulka P, Raus M, Stulik J, Novak J, Renfrow MB, Šebela M. Elucidating 

heterogeneity of IgA1 hinge-region O-glycosylation by use of MALDI-TOF/TOF mass  

spectrometry: role of cysteine alkylation during sample processing. J. Proteomics

revidovaná verze byla zaslána k recenzi 19. června 2013

• Chalupová  J,  Raus  M,  Šebela  M.  Identification  of  fungal  microorganisms  by  

MALDI-TOF mass spectrometry. Biotechnology Advances

k recenzi zasláno 18. června 2013
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 7 Závěr

Předložená  disertační  práce  je  zaměřena  na  využití  informatiky  k  řešení  úloh  z  oblasti  

hmotnostní  spektrometrie,  resp. na  vytvoření  vhodných softwarových  nástrojů.  Řešeny  byly 

úkoly ze tří specifických oblasti – teoretická predikce štěpení proteinů (ProteinCutter), výpočet 

rychlosti  biosyntézy  cytokininů  (Izotop)  a  analýza  a  porovnání  hmotnostních  spekter 

(Biospean).

První z řešených úloh byla teoretická predikce štěpení proteinů. Požadavek zněl na schopnost 

teoreticky vypočítat na základě předloženého proteinového řetězce a znalosti pravidel štěpení 

(enzym) všechny možné produkty štěpení a vypočíst jejich chemicko-fyzikální vlastnosti. Tyto 

vypočítané výsledky měly být  porovnávány s výsledky z laboratorních měření a být použity k 

identifikaci konkrétních štěpů na základě jejich hmotnosti.

Všechny tyto požadavky  velmi  úspěšně  splnila  aplikace  ProteinCutter.  Výsledná aplikace v 

jednotném a snadno použitelném rozhraní spojuje schopnosti, které byly dosud dostupné jen při  

použití  několika  různých  aplikací.  Navíc  dodává  i  schopnosti,  které  jiné  aplikace  nemají 

(konkrétní  štěpící  enzymy,  možnost  zvolit  si  vlastní  pravidla štěpení,  simulace  vynechaných 

štěpení)  a  přidává přesnost  fyzikálně-chemických veličin.  Přesnost  a  úplnost  predikovaných 

štěpů byla ověřena na zkoumaných laboratorních výsledcích a praktické použití ukázalo, že jde 

o užitečný výzkumný nástroj odpovídající moderním požadavkům.

Aplikaci ProteinCutter tedy můžeme označit za úspěšnou a v podstatě i kompletně pokrývající 

potřeby,  protože  ani  z  hlediska  uživatelů  nejsou  další  požadavky  na  vylepšení,  úpravy  či 

rozšíření.

Druhým řešeným úkolem byl nástroj pro výpočet rychlosti biosyntézy, konkrétně cytokininů, z 

laboratorně získaných dat (metodou  deuterium in vivo  labeling).  Požadavkem bylo vylepšení 

nevyhovujícího  řešení,  které  využívalo  tabulku  v  tabulkovém kalkulátoru  a  které  sice  bylo 

správné, ale pomalé na praktické použití. Primárním požadavkem pak byla možnost zpracovat 

data hromadně, což bylo u předchozího řešení neproveditelné.

K tomuto účelu byla vytvořena  webová  aplikace Izotop.  Z hlediska funkčnosti  nebo  metody 

výpočtu  nepřináší  Izotop nic  významného,  nicméně  jeho  přínos  spočívá  v  zobecnění  a  v 

univerzálnějším řešení, které umožňuje pracovat efektivněji. Hlavními přínosy je tedy možnost 

zpracovávat data snadno, hromadně a provádět přímý import vstupů a export výsledků pomocí 

souborů.
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Ačkoliv samotná aplikace je relativně jednoduchá a vznikala k jednorázovému účelu, splnila 

účel, pro který byla vytvořena a je zde uvedena z důvodu publikovaného článku.

Třetím  řešeným  úkolem  bylo  vytvoření  softwaru  pro  analýzu  a  porovnání  hmotnostních 

spekter. Primární cíl byl poskytnout alternativu ke komerčnímu softwaru jako je např. Biotyper. 

Software  měl  být  schopen  analyzovat  hmotnostní  spektrum,  označit  píky  a  porovnat  toto 

spektrum se vzorky dalších spekter v databázi.

Výsledkem je aplikace Biospean. Všechny požadované schopnosti se podařilo realizovat a navíc 

doplnit  řadu  dalších,  které  výrazně  zvýšily  užitnou  hodnotu  této  aplikace.  Z  významných 

rozšíření je třeba zdůraznit schopnost práce s virtuálními spektry (jak jejich generování,  tak 

zpracování),  schopnost porovnávat velký počet spekter a hledat znaky společné pro všechna 

zvolená  spektra.  Významnou pomocí  jsou  i  organizační  nástroje.  Každý uživatel  může  svá 

spektra členit do kategorií, provádět porovnání jen nad určitými skupinami, ale navíc i svoje 

spektra sdílet se svými kolegy. To umožňuje použití Biospeanu jako nástroje pro skupinovou 

práci výzkumného týmu.

Ačkoliv je Biospean v době odevzdání této práce stále ještě v testovacím provozu a probíhá 

shromažďování zkušeností z praktického používání, je možné ho označit za úspěšný minimálně 

po stránce splnění požadovaných cílů. Úkoly, které na něm byly během testů řešeny podaly 

poměrně  přesvědčivé  důkazy  o  tom,  že  aplikace  funguje  opravdu  správně  (detekce  stádia 

reakce). Navíc se ukázalo (např. při studiu spekter z IgA nefropatie), že aplikace má potenciál i 

pro méně konvenční způsoby využití a rezervy pro další evoluci.

I v případě Biospeanu lze tedy prohlásit, že aplikace úspěšně splnila požadavky. Navíc umí i to, 

co  v  původním  návrhu  zamýšleno  nebylo. Já  sám bych  tuto  aplikaci  nechtěl  ani  zdaleka 

prohlásit  za uzavřenou kapitolu  v  okamžiku, kdy bude tato disertace odevzdána  a obhájena. 

Není důvod nepokračovat v dalším vývoji. Aplikace má slibný potenciál  pro další rozvoj do 

budoucna. Rozhodně by neměla skončit jako položka v univerzitní knihovně, ale měla by být 

dále využívána jako podpůrný nástroj pro další výzkum.
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 8 Seznam použitých zkratek

AJAX Asynchronous JavaScript and XML - Skupina technologií, která umožňuje 

vytvářet  webové stránky tak,  aby se chovaly jako běžné aplikace,  tj.  bez 

nutnosti znovunačtení 

Apache Nejrozšířenější  HTTP server,  aplikace,  která  poskytuje  webové  stránky  - 

návštěvník posílá ze svého webového prohlížeče příkaz k zobrazení webové 

stránky (umístěné na konkrétním serveru) a Apache (či jiný HTTP server) 

stránku sestaví a odešle do webového prohlížeče. 

ASCII American  Standard  Code  for  Information  Interchange -  Standardizovaná 

kódovací tabulka se znaky anglické abecedy. 

BSD Berkeley Software Distribution - Operační systém Unixového typu. Dnes je 

základem  pro  celou  rodinu  operačních  systémů  (FreeBSD,  NetBSD, 

OpenBSD, Mac OS X, Solaris). 

CSS Cascading Style Sheets je jazyk pro zápis formátovacích stylů pro webové 

stránky. 

CSV Comma-Separated  Values je  jednuduchý textový formát  pro zápis  dat  ve 

formě  tabulky.  Jednotlivé  položky  v  řádku  jsou  odděleny  čárkou,  řádky 

buňěk jsou umístěné na samostatný textový řádek. 

HTML HyperText  Markup  Language je  značkovací  jazyk  pro  hypertextové 

dokumenty, dnes využívaný ve formě webových stránek. 

ISO Veličina udávající citlivost snímače digitálních optických přístrojů (foťáky 

mobilů, fotoaparáty, digitální zrcadlovky, digitální videokamery). 

LAMP Zkratka pro nejrozšířenější platformu pro provoz webových stránek - Linux, 

Apache, MySQL, PHP (někdy uváděn i Perl nebo Python) 

MALDI Matrix  Assisted  Laser  Desorption  Ionization -  ionizace  laserem  za 

přítomnosti  matrice  využívaná  u  hmotnostních  spektrometrů  typu 

MALDI-TOF 

OO/LO Calc OpenOffice  /  LibreOffice  Calc -  tabulkový  kalkulátor  který  je  přímým 

konkurentem Microsoft Office Excelu. 
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PHP PHP: Hypertext Preprocessor - skriptovací interpretovaný jazyk vycházející 

z jazyka Perl, který je v současnosti nejpoužívanějším nástrojem pro tvorbu 

dynamických webových stránek. 

SQL Structured Query Language - standardizovaný dotazovací jazyk pro práci s 

databázovými systémy. Řada databázových systémů obsahuje jméno tohoto 

jazyka - MySQL, PostgreSQL, MSSQL... 

TOF Time of Flight - detekce doby letu používáná v hmotnosních spektrometrech 

MALDI-TOF ve spolupráci s ionizací MALDI 

XHTML eXtensible  HyperText  Markup  Language -  Značkovací  jazyk  pro  webové 

stránky velmi  podobný jazyku HTML,  je  ovšem striktnější  v  dodržování 

konvencí jazyka XML 

XML Extensible Markup Language - Velice obecný značkovací jazyk, který je ve 

standardizované podobě vhodný pro uchování a výměnu dat
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Příloha D – srovnání spekter fermentace (Biospean)

Příloha  obsahuje  výsledky  porovnání  hmotnostních  spekter  jednotlivých  stavů fermentace 

(produkce penicilinu  plísní  Penicillium chrysogenum,  viz.  6.12.1 Detekce stavu fermentace, 

str. 95) vypočtené pomocí aplikace Biospean.

Každá z níže uvedených tabulek představuje jeden sledovaný fermentační experiment. Z těchto 

experimentů byly v průběhu času odebírány menší vzorky buněk plísně, které byly analyzovány 

hmotnostním spektrometrem. Tím vznikla řada hmotnostních spekter, které zachycují jednotlivé 

stavy procesu.

Z těchto posloupností spekter byly vytvořeny jednotlivé níže uvedené tabulky. Každá z tabulek 

tedy obsahuje spektra jedné fermentace, ale v různých časových okamžicích.

Jednotlivé řádky a sloupečky představují  jednotlivá spektra v pořadí, v jakém byla  v průběhu 

času  postupně změřena. Průsečík řádku a sloupečku obsahuje podobnost spektra v řádku ku 

spektru ve sloupečku. Podobnost mezi spektry A a B je procentuální hodnota, která udává, kolik 

píků ve spektru A má odpovídající pík ve spektru B. Podobnost A ku B je tedy jiná než B ku A.

Na  hlavní  diagonále  tabulek,  kde  se  porovnávají  hmotnostní  spektra sama se  sebou,  jsou 

hodnoty 100 % (shoda je úplná).  S ohledem na to, že porovnávaná spektra reprezentují stavy 

probíhající  fermentace, je logické předpokládat, že čím bude větší časový rozdíl mezi odběry 

jednotlivých spekter, tím se budou výsledky podobnosti lišit.

Tento předpoklad se skutečně potvrzuje – podobnost spekter mezi sebou se obecně směrem od 

hlavní diagonály snižuje. Pokud si vybereme hodnotu na hlavní diagonále a podíváme se na 

změny hodnot v dalších buňkách do všech stran,  zjistíme, že hodnoty mají  obecně trend se 

postupně snižovat. Nejmenší hodnoty podobnosti nalezneme v levém dolním a pravém horním 

rohu tabulky – tam se porovnávají první spektra ze začátku reakce s posledními spektry z konce 

fermentace, proto jsou podobnosti nejnižší.

V některých buňkách tabulek se vyskytují odchylky, která klesající řadu hodnot porušují. To je 

způsobeno jednak nepříliš vysokou kvalitou spekter (vysoký šum, kvalita měření) a jednak tím, 

že  pro  rozpoznání  píků  byla použita pouze automatická  detekce.  V  případě  dodatečné 

poloautomatické a případně i manuální korekce (viz. 6.11.1 Nastavení vlastností spektra, str. 87) 

by výsledky byly lepší.

Hodnoty  porovnání  jsem  ponechal  úmyslně  pouze  v  automatickém  režimu,  protože  dávají 

určitou představu o efektivitě i rezervách automatické detekce – algoritmus počítá podobnosti  

správně, nicméně kvalita spekter způsobuje odchylky.



% 04 05 06 07 08 09 10 11 12 13

BCB1_1-sample_04 100,00 20,95 8,75 8,54 8,55 7,95 8,29 8,71 5,98 2,73

BCB1_1-sample_05 61,68 100,00 31,00 29,18 29,81 26,66 28,00 30,21 19,33 10,10

BCB1_1-sample_06 54,21 65,24 100,00 81,71 84,39 80,59 76,48 77,20 55,89 24,55

BCB1_1-sample_07 45,79 53,17 70,74 100,00 78,40 77,19 67,43 70,81 52,64 22,83

BCB1_1-sample_08 45,33 53,65 72,17 77,44 100,00 86,45 79,44 82,58 58,96 22,32

BCB1_1-sample_09 42,52 48,41 69,53 76,92 87,21 100,00 78,26 82,95 62,65 25,45

BCB1_1-sample_10 45,79 52,54 68,17 69,43 82,80 80,86 100,00 83,04 56,94 19,70

BCB1_1-sample_11 43,93 51,75 62,82 66,55 78,57 78,23 75,80 100,00 61,25 26,16

BCB1_1-sample_12 31,78 34,92 47,96 52,18 59,17 62,33 54,82 64,60 100,00 37,17

BCB1_1-sample_13 12,62 15,87 18,33 19,69 19,49 22,03 16,50 24,00 32,34 100,00

spektra skupiny BCB1_1

% 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 11 12 13 14 15 16 17

BCB1_6-sample_01 100,00 46,15 22,16 21,92 14,70 13,69 6,17 3,01 2,11 7,21 2,29 1,21 0,88 1,18 0,99 0,41 3,57

BCB1_6-sample_02 63,83 100,00 56,29 37,44 26,52 26,62 15,74 9,03 7,08 8,69 6,56 5,17 4,23 2,13 1,98 1,64 1,43

BCB1_6-sample_03 39,36 72,31 100,00 52,51 39,07 40,30 29,01 17,17 14,46 12,38 13,13 11,21 9,17 9,00 6,91 4,93 2,14

BCB1_6-sample_04 51,06 63,08 68,86 100,00 70,25 71,86 53,09 26,90 25,30 23,84 22,75 20,17 15,52 10,66 8,40 5,54 5,00

BCB1_6-sample_05 43,62 56,92 65,27 89,50 100,00 93,92 71,60 38,76 35,24 30,50 31,30 27,24 21,69 17,06 11,36 7,60 6,43

BCB1_6-sample_06 38,30 53,85 63,47 86,30 88,53 100,00 69,44 37,88 34,79 30,68 31,45 27,59 20,99 17,06 10,62 7,19 7,14

BCB1_6-sample_07 21,28 39,23 56,29 78,54 83,15 85,55 100,00 44,60 44,13 39,74 38,93 35,52 28,57 25,36 14,07 13,35 6,43

BCB1_6-sample_08 18,09 39,23 58,08 69,41 78,49 81,37 77,78 100,00 62,35 49,91 64,27 61,21 51,50 44,08 24,44 25,67 9,29

BCB1_6-sample_09 14,89 36,15 57,49 76,71 83,87 87,83 90,43 73,27 100,00 57,67 68,70 56,72 47,27 43,36 24,69 25,05 13,57

BCB1_6-sample_10 41,49 36,15 40,12 58,90 59,14 63,12 66,36 47,79 46,99 100,00 48,24 52,07 39,68 35,55 20,49 19,92 8,57

BCB1_6-sample_11 15,96 33,08 51,50 68,04 73,48 78,33 78,70 74,51 67,77 58,41 100,00 81,38 69,14 60,43 32,84 33,47 15,71

BCB1_6-sample_12 7,45 23,08 38,92 53,42 56,63 60,84 63,58 62,83 49,55 55,82 72,06 100,00 79,54 63,98 38,77 40,86 10,71

BCB1_6-sample_13 5,32 18,46 31,14 40,18 44,09 45,25 50,00 51,68 40,36 41,59 59,85 77,76 100,00 79,86 51,11 55,03 15,71

BCB1_6-sample_14 5,32 6,92 22,75 20,55 25,81 27,38 33,02 32,92 27,56 27,73 38,93 46,55 59,44 100,00 56,05 50,10 22,86

BCB1_6-sample_15 4,26 6,15 16,77 15,53 16,49 16,35 17,59 17,52 15,06 15,34 20,31 27,07 36,51 53,79 100,00 61,19 20,71

BCB1_6-sample_16 2,13 6,15 14,37 12,33 13,26 13,31 20,06 22,12 18,37 17,93 24,89 34,31 47,27 57,82 73,58 100,00 14,29

BCB1_6-sample_17 5,32 1,54 1,80 3,20 3,23 3,80 2,78 2,30 2,86 2,22 3,36 2,59 3,88 7,58 7,16 4,11 100,00

spektra skupiny BCB1_6



% 05 07 08 09 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 29

FbL-L_05 100,00 34,48 14,33 8,08 10,40 9,89 6,63 2,75 7,54 9,81 8,88 8,31 14,01 10,25 12,03 4,35 6,49 6,06 6,00 10,34 12,87 10,27 7,58

FbL-L_07 34,29 100,00 34,21 32,69 25,99 29,28 18,37 10,07 12,38 8,86 9,17 8,55 12,56 8,07 9,96 4,35 5,77 5,36 4,55 8,81 10,89 9,38 7,20

FbL-L_08 28,00 67,24 100,00 67,69 47,40 48,29 31,12 16,70 18,38 14,24 15,19 12,24 17,87 9,94 12,45 5,03 6,25 6,76 5,59 10,73 13,37 11,61 7,20

FbL-L_09 12,00 48,85 51,46 100,00 57,19 55,51 34,95 18,08 16,25 10,13 12,89 10,39 14,49 7,45 9,13 5,03 4,81 5,13 4,35 7,66 7,92 7,59 6,06

FbL-L_10 19,43 48,85 45,32 71,92 100,00 76,05 52,81 32,95 29,59 16,46 16,05 13,86 19,81 13,04 14,11 7,32 8,41 8,39 7,87 12,26 12,87 13,84 11,36

FbL-L_11 14,86 44,25 37,13 56,15 61,16 100,00 53,83 32,27 26,50 16,77 16,05 13,86 18,36 14,29 14,52 8,70 9,13 9,79 8,07 12,64 13,37 13,39 12,12

FbL-L_12 14,86 41,38 35,67 52,69 63,30 80,23 100,00 49,43 40,81 23,73 20,63 19,40 22,22 20,50 20,33 11,44 13,70 12,35 11,59 18,01 18,32 19,64 15,53

FbL-L_13 6,86 25,29 21,35 30,38 44,04 53,61 55,10 100,00 45,84 18,35 16,33 16,40 19,32 19,25 20,33 10,76 12,02 12,82 12,42 18,39 17,82 17,86 14,77

FbL-L_14 22,29 36,78 27,78 32,31 46,79 52,09 53,83 54,23 100,00 48,73 40,11 42,96 39,13 41,93 36,10 25,40 23,32 28,21 25,05 35,63 35,64 36,16 24,24

FbL-L_15 17,71 16,09 13,16 12,31 15,90 20,15 19,13 13,27 29,79 100,00 63,32 59,12 74,40 66,77 65,56 43,71 42,79 45,69 40,17 60,15 67,33 65,18 44,32

FbL-L_16 17,71 18,39 15,50 17,31 17,13 21,29 18,37 13,04 27,08 69,94 100,00 56,58 68,60 62,11 68,05 46,91 43,51 51,52 42,65 63,60 66,83 68,30 51,14

FbL-L_17 20,57 21,26 15,50 17,31 18,35 22,81 21,43 16,25 35,98 81,01 70,20 100,00 85,51 84,47 85,06 58,81 58,89 62,94 58,18 75,48 84,16 81,70 60,98

FbL-L_18 16,57 14,94 10,82 11,54 12,54 14,45 11,73 9,15 15,67 48,73 40,69 40,88 100,00 51,86 61,83 33,41 37,74 38,23 33,54 60,15 68,32 63,84 47,73

FbL-L_19 18,86 14,94 9,36 9,23 12,84 17,49 16,84 14,19 26,11 68,04 57,31 62,82 80,68 100,00 84,65 54,23 55,05 60,37 53,42 82,38 85,64 79,91 55,30

FbL-L_20 16,57 13,79 8,77 8,46 10,40 13,31 12,50 11,21 16,83 50,00 46,99 47,34 71,98 63,35 100,00 42,79 48,56 49,18 43,69 76,63 85,64 82,59 54,92

FbL-L_21 10,86 10,92 6,43 8,46 9,79 14,45 12,76 10,76 21,47 60,44 58,74 59,35 70,53 73,60 77,59 100,00 79,57 75,99 73,50 85,82 80,20 83,48 76,89

FbL-L_22 15,43 13,79 7,60 7,69 10,70 14,45 14,54 11,44 18,76 56,33 51,86 56,58 75,85 71,12 83,82 75,74 100,00 72,26 71,01 85,44 83,66 85,71 82,58

FbL-L_23 14,86 13,22 8,48 8,46 11,01 15,97 13,52 12,59 23,40 62,03 63,32 62,36 79,23 80,43 87,55 74,60 74,52 100,00 71,01 90,04 88,61 88,84 77,65

FbL-L_24 16,57 12,64 7,89 8,08 11,62 14,83 14,29 13,73 23,40 61,39 59,03 64,90 78,26 80,12 87,55 81,24 82,45 79,95 100,00 90,04 91,09 89,29 87,50

FbL-L_25 15,43 13,22 8,19 7,69 9,79 12,55 11,99 10,98 17,99 49,68 47,56 45,50 75,85 66,77 82,99 51,26 53,61 54,78 48,65 100,00 88,12 86,16 60,61

FbL-L_26 14,86 12,64 7,89 6,15 7,95 10,27 9,44 8,24 13,93 43,04 38,68 39,26 66,67 53,73 71,78 37,07 40,63 41,72 38,10 68,20 100,00 74,55 53,03

FbL-L_27 13,14 12,07 7,60 6,54 9,48 11,41 11,22 9,15 15,67 46,20 43,84 42,26 69,08 55,59 76,76 42,79 46,15 46,39 41,41 73,95 82,67 100,00 59,85

FbL-L_29 11,43 10,92 5,56 6,15 9,17 12,17 10,46 8,92 12,38 37,03 38,68 37,18 60,87 45,34 60,17 46,45 52,40 47,79 47,83 61,30 69,31 70,54 100,00

spektra skupiny FbLL



% 04 05 06 07 08 09 10 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28

Fb_M-04 100,00 56,23 43,11 11,58 6,65 4,54 3,71 5,17 9,24 9,16 10,12 11,71 9,15 9,79 7,54 9,63 8,56 7,63 9,14 7,49 9,41 7,75 8,10 8,89

Fb_M-05 49,30 100,00 49,56 8,38 5,19 4,23 4,50 6,97 8,43 7,69 8,50 10,92 9,71 9,65 8,45 9,09 9,09 7,77 8,34 6,78 7,89 6,55 8,10 9,71

Fb_M-06 41,18 53,99 100,00 10,65 7,19 4,84 4,39 6,37 9,91 7,81 9,18 10,60 10,12 11,06 8,19 9,22 10,29 8,17 11,13 7,13 9,03 6,82 7,96 12,31

Fb_M-07 31,37 25,88 30,21 100,00 50,73 31,96 22,27 17,61 23,56 17,19 18,35 17,56 13,45 14,04 12,74 13,24 14,57 13,22 16,42 13,56 14,63 13,10 13,02 16,28

Fb_M-08 20,45 18,21 23,17 57,60 100,00 62,80 52,19 27,36 36,01 28,62 31,98 27,53 24,69 28,51 22,76 29,14 24,73 22,07 24,77 21,76 24,17 20,72 22,72 23,12

Fb_M-09 12,61 13,42 14,08 32,78 56,74 100,00 77,39 30,15 38,69 32,81 35,09 29,11 28,99 29,22 25,62 30,88 27,41 24,66 24,50 23,19 23,66 22,33 23,30 21,20

Fb_M-10 9,24 12,78 11,44 20,48 42,26 69,35 100,00 36,32 40,29 36,31 39,41 31,17 33,70 32,20 29,91 34,63 28,61 26,98 26,75 25,80 26,08 25,00 26,77 23,12

Fb_M-12 14,57 22,36 18,77 18,30 25,05 30,54 41,06 100,00 45,38 36,99 40,35 30,38 33,29 31,21 29,00 33,69 26,07 24,52 27,42 25,21 26,46 21,93 26,77 27,09

Fb_M-13 19,33 20,13 21,70 18,20 24,50 29,13 33,86 33,73 100,00 62,22 69,23 69,46 57,28 56,17 48,37 50,00 46,26 47,00 46,09 40,07 42,37 41,04 40,96 43,09

Fb_M-14 22,69 21,73 20,23 15,72 23,04 29,23 36,11 32,54 73,63 100,00 81,65 77,22 75,03 67,80 63,20 61,63 56,28 58,45 55,36 53,98 53,56 51,87 53,69 51,85

Fb_M-15 21,01 20,13 19,94 14,06 21,58 26,21 32,85 29,75 68,67 68,44 100,00 81,49 75,03 72,91 61,64 66,18 61,90 58,58 58,15 50,89 52,54 50,94 52,53 50,75

Fb_M-16 20,73 22,04 19,65 11,48 15,85 18,55 22,16 19,10 58,77 55,20 69,50 100,00 71,01 70,64 60,86 61,90 59,36 60,22 58,54 49,70 52,04 52,81 50,65 53,08

Fb_M-17 18,49 22,36 21,41 10,03 16,21 21,07 27,33 23,88 55,29 61,20 73,01 81,01 100,00 82,55 76,98 75,94 67,78 72,62 63,44 60,05 61,58 60,70 63,97 55,40

Fb_M-18 19,33 21,73 22,87 10,24 18,31 20,77 25,53 21,89 53,01 54,07 69,37 78,80 80,72 100,00 72,04 79,14 64,71 68,80 69,54 60,64 63,36 61,90 63,97 61,01

Fb_M-19 16,25 20,77 18,48 10,13 15,94 19,86 25,87 22,19 49,80 54,98 63,97 74,05 82,11 78,58 100,00 79,81 69,65 78,20 69,40 69,56 69,97 70,59 75,98 60,88

Fb_M-20 20,17 21,73 20,23 10,24 19,85 23,29 29,13 25,07 50,07 52,15 66,80 73,26 78,78 83,97 77,63 100,00 72,46 76,84 75,23 68,25 70,48 68,58 71,78 63,89

Fb_M-21 17,93 21,73 22,58 11,27 16,85 20,67 24,07 19,40 46,32 47,62 62,48 70,25 70,32 68,65 67,75 72,46 100,00 75,07 66,75 57,31 62,60 58,96 59,48 54,17

Fb_M-22 15,69 18,21 17,60 10,03 14,75 18,25 22,27 17,91 46,18 48,53 58,03 69,94 73,93 71,63 74,64 75,40 73,66 100,00 74,30 73,25 73,54 76,07 74,10 62,24

Fb_M-23 19,33 20,13 24,63 12,82 17,03 18,65 22,72 20,60 46,59 47,29 59,24 69,94 66,44 74,47 68,14 75,94 67,38 76,43 100,00 68,49 75,19 74,33 72,36 78,52

Fb_M-24 17,65 18,21 17,60 11,79 16,67 19,66 24,41 21,09 45,11 51,36 57,76 66,14 70,04 72,34 76,07 76,74 64,44 83,92 76,29 100,00 81,93 88,90 90,16 69,22

Fb_M-25 20,73 19,81 20,82 11,89 17,30 18,75 23,06 20,70 44,58 47,62 55,74 64,72 67,13 70,64 71,52 74,06 65,78 78,75 78,28 76,58 100,00 78,74 83,65 70,31

Fb_M-26 16,25 15,65 14,96 10,13 14,12 16,83 21,03 16,32 41,10 43,89 51,42 62,50 62,97 65,67 68,66 68,58 58,96 77,52 73,64 79,07 74,94 100,00 83,94 66,89

Fb_M-27 15,69 17,89 16,13 9,31 14,30 16,23 20,81 18,41 37,88 41,97 48,99 55,38 61,30 62,70 68,27 66,31 54,95 69,75 66,23 74,08 73,54 77,54 100,00 61,42

Fb_M-28 18,21 22,68 26,39 12,31 15,39 15,63 19,01 19,70 42,17 42,87 50,07 61,39 56,17 63,26 57,87 62,43 52,94 61,99 76,03 60,17 65,39 65,37 64,98 100,00

spektra skupiny Fb_M



% 06 08 09 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 30 31

Fb_N-06 100,00 10,19 7,22 16,15 2,76 6,12 15,41 20,64 18,07 8,22 9,77 9,06 10,85 10,24 9,83 11,62 10,35 9,17 11,32 11,20 10,42 11,52 11,95

Fb_N-08 12,79 100,00 30,25 18,97 15,19 18,82 19,03 26,16 20,05 11,19 13,16 11,07 15,57 9,87 11,72 15,35 13,16 10,05 13,54 14,93 11,60 10,99 11,95

Fb_N-09 12,40 41,36 100,00 25,38 32,54 30,12 26,28 31,69 27,97 22,55 22,93 19,46 26,18 20,48 21,36 22,41 21,40 21,52 17,81 19,84 18,15 17,10 15,66

Fb_N-10 24,42 22,84 22,35 100,00 15,98 24,00 38,67 29,36 18,56 8,57 6,95 6,88 5,42 7,86 5,86 6,85 8,07 7,23 7,61 6,68 6,55 7,85 7,58

Fb_N-11 5,43 23,77 37,25 20,77 100,00 63,06 31,42 29,65 26,73 19,23 22,56 21,31 25,24 19,56 21,17 22,61 18,07 15,87 16,70 19,65 18,82 16,58 14,48

Fb_N-12 10,08 24,69 28,89 26,15 52,86 100,00 47,73 37,50 31,68 18,18 17,86 19,97 21,70 17,73 17,77 20,75 15,09 14,29 16,14 18,47 16,81 16,06 15,49

Fb_N-13 19,77 19,44 19,64 32,82 20,51 37,18 100,00 40,70 30,69 14,86 13,16 16,11 17,69 13,35 12,67 15,98 13,16 12,87 12,62 13,36 12,61 12,74 11,78

Fb_N-14 27,52 27,78 24,60 25,90 20,12 30,35 42,30 100,00 65,84 32,52 35,71 35,74 45,75 36,20 35,73 40,66 34,74 33,69 36,92 38,11 31,09 33,33 30,81

Fb_N-15 28,29 25,00 25,51 19,23 21,30 30,12 37,46 77,33 100,00 46,33 53,38 50,17 61,08 52,29 50,28 54,56 47,54 45,33 48,79 49,71 46,22 48,52 42,59

Fb_N-16 18,22 19,75 29,12 12,56 21,70 24,47 25,68 54,07 65,59 100,00 71,62 58,72 66,27 64,17 57,66 55,60 60,88 62,61 52,13 51,28 49,41 50,61 45,96

Fb_N-17 20,16 21,60 27,54 9,49 23,67 22,35 21,15 55,23 70,30 66,61 100,00 69,63 75,24 70,75 66,73 64,94 65,09 62,26 55,66 56,19 54,79 53,75 48,65

Fb_N-18 20,93 20,37 26,19 10,51 25,05 28,00 29,00 61,92 74,01 61,19 78,01 100,00 83,96 73,67 78,83 77,39 69,47 65,08 60,30 66,80 63,19 59,86 54,71

Fb_N-19 17,83 20,37 25,06 5,90 21,10 21,65 22,66 56,40 64,11 49,13 59,96 59,73 100,00 60,33 63,89 68,05 56,67 55,38 51,76 58,15 53,61 48,69 46,30

Fb_N-20 21,71 16,67 25,28 11,03 21,10 22,82 22,05 57,56 70,79 61,36 72,74 67,62 77,83 100,00 76,37 71,16 69,12 73,19 63,64 64,83 64,54 64,92 56,73

Fb_N-21 20,16 19,14 25,51 7,95 22,09 22,12 20,24 54,94 65,84 53,32 66,35 69,97 79,72 73,86 100,00 80,08 70,35 69,66 68,09 74,85 70,42 65,10 59,76

Fb_N-22 21,71 22,84 24,38 8,46 21,50 23,53 23,26 56,98 65,10 46,85 58,83 62,58 77,36 62,71 72,97 100,00 62,81 60,67 68,46 73,87 65,04 62,65 62,63

Fb_N-23 22,87 23,15 27,54 11,79 20,32 20,24 22,66 57,56 67,08 60,66 69,74 66,44 76,18 72,03 75,80 74,27 100,00 79,01 68,46 72,10 65,38 66,49 59,93

Fb_N-24 20,16 17,59 27,54 10,51 17,75 19,06 22,05 55,52 63,61 62,06 66,35 61,91 74,06 75,87 74,67 71,37 78,60 100,00 70,50 68,17 66,72 65,62 57,07

Fb_N-25 23,64 22,53 21,67 10,51 17,75 20,47 20,54 57,85 65,10 49,13 56,39 54,53 65,80 62,71 69,38 76,56 64,74 67,02 100,00 80,16 72,94 76,96 67,85

Fb_N-26 22,09 23,46 22,80 8,72 19,72 22,12 20,54 56,40 62,62 45,63 53,76 57,05 69,81 60,33 72,02 78,01 64,39 61,20 75,70 100,00 72,10 70,33 67,85

Fb_N-27 24,03 21,30 24,38 10,00 22,09 23,53 22,66 53,78 68,07 51,40 61,28 63,09 75,24 70,20 79,21 80,29 68,25 70,02 80,52 84,28 100,00 79,76 72,39

Fb_N-30 25,58 19,44 22,12 11,54 18,74 21,65 22,05 55,52 68,81 50,70 57,89 57,55 65,80 68,01 70,51 74,48 66,84 66,31 81,82 79,17 76,81 100,00 74,75

Fb_N-31 27,52 21,91 20,99 11,54 16,96 21,65 21,15 53,20 62,62 47,73 54,32 54,53 64,86 61,61 67,11 77,18 62,46 59,79 74,77 79,17 72,27 77,49 100,00

spektra skupiny Fb_N



% 04 05 06 07 08 09 10 11 12 13 14 15 16 17 19 20

Run_D-sample_04 100,00 36,00 23,08 13,71 10,36 4,59 4,42 3,45 3,11 3,54 3,43 3,64 3,75 3,44 3,27 0,98

Run_D-sample_05 11,69 100,00 13,68 8,12 5,18 2,44 2,28 2,07 1,24 1,42 1,33 2,01 1,56 1,52 1,57 0,00

Run_D-sample_06 35,06 64,00 100,00 41,62 21,36 9,61 6,98 4,14 3,55 4,45 3,91 6,02 5,32 4,05 4,60 1,57

Run_D-sample_07 35,06 64,00 70,09 100,00 43,04 16,07 11,82 6,91 6,75 7,48 7,44 10,16 9,07 7,29 8,11 4,13

Run_D-sample_08 41,56 64,00 56,41 67,51 100,00 27,69 23,65 18,92 13,68 13,35 13,54 20,33 12,30 14,49 16,34 6,69

Run_D-sample_09 41,56 68,00 57,26 56,85 62,46 100,00 59,83 43,78 35,97 45,80 39,28 50,19 35,56 38,20 47,34 13,58

Run_D-sample_10 40,26 64,00 41,88 42,13 53,72 60,26 100,00 63,67 47,34 52,98 46,62 63,74 44,11 49,54 58,47 10,43

Run_D-sample_11 32,47 60,00 25,64 25,38 44,34 45,48 65,67 100,00 38,99 40,55 33,84 55,08 32,74 44,68 57,99 7,87

Run_D-sample_12 45,45 56,00 34,19 38,58 49,84 58,11 75,93 60,64 100,00 81,60 73,78 73,40 68,30 74,67 72,64 29,92

Run_D-sample_13 45,45 56,00 37,61 37,56 42,72 64,99 74,64 55,39 71,67 100,00 76,84 70,14 68,82 65,75 68,40 27,56

Run_D-sample_14 46,75 56,00 35,04 39,59 45,95 59,11 69,66 49,03 68,74 81,50 100,00 71,77 80,92 71,43 63,32 26,57

Run_D-sample_15 37,66 64,00 41,03 41,12 52,43 57,39 72,36 60,64 51,95 56,52 54,53 100,00 55,89 60,59 62,83 13,19

Run_D-sample_16 46,75 60,00 43,59 44,16 38,19 48,92 60,26 43,37 58,17 66,73 73,98 67,25 100,00 65,65 54,84 28,15

Run_D-sample_17 44,16 60,00 34,19 36,55 46,28 54,09 69,66 60,91 65,45 65,62 67,21 75,03 67,57 100,00 80,63 23,82

Run_D-sample_19 35,06 52,00 32,48 34,01 43,69 56,10 68,80 66,16 53,29 57,13 49,86 65,12 47,24 67,48 100,00 23,62

Run_D-sample_20 6,49 0,00 6,84 10,66 11,00 9,90 7,55 5,52 13,50 14,16 12,87 8,41 14,91 12,26 14,53 100,00

spektra skupinyRun_D



Příloha E – publikované výsledky (Biospean)

Franc  V,  Řehulka  P,  Raus  M,  Stulik  J,  Novak  J,  Renfrow  MB,  Šebela  M.  Elucidating 

heterogeneity  of  IgA1  hinge-region  O-glycosylation  by  use  of  MALDI-TOF/TOF  mass  

spectrometry: role of cysteine alkylation during sample processing. J. Proteomics

revidovaná verze zaslaná k recenzi 19. června 2013





























































































Příloha F – referát ze stáže

S ohledem na povinnost absolvovat v rámci doktorského studia zahraniční vědeckovýzkumnou 

stáž jsem v období 19. listopadu 2012 – 19. prosince 2012 absolvoval stáž na Fakultě technické 

chemie  Technologické  univerzity  Vídeň  v  Rakousku  (Fakultät  für  Technische  Chemie, 

Technische Universität Wien).

Protože tato stáž byla financována z projektu BIOTREND, je povinností přiložit referát ze stáže 

k této disertační práci.




















