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Abstrakt

Tato bakaldiska prace se zabyva procesy ziskavani a analyzy obrazovych dat v oblasti
mikroskopie s diirazem na dynamiku vnitrobun&énych struktur rostlinnych bungk. Uvodni &ast
popisuje techniky fluorescencniho znaceni bun¢k a ziskdvani obrazovych dat prostiednictvim
ruznych mikroskopickych technik. Hlavni ¢ast prace se zabyva analyzou obrazovych dat. Byly
popsany tii analytické metody: Kymografie, Single Particle Tracking a Autokorelace. Kazda
metoda je doplnéna o ptehled pfislusnych softwarovych nastroji. Informace pro praci byly
ziskany z védeckych clanki, online uzivatelskych ptirucek a vyukovych videi. Celkové
bakaléiska prace poskytuje uceleny pohled na procesy ziskavani a analyzy obrazovych dat

v mikroskopii rostlinnych bunék.

Kli¢ova slova: in vivo znaceni, konfokalni mikroskopie, TIRF/VAEM mikroskopie, analyza
obrazu, dynamika cytoskeletu, dynamika endomembranovych kompartmentd, kymogram,

kymografie, Single Particle Tracking, SPT, autokorelace, rostlinné bunky



Abstract

This bachelor thesis focuses on the processes of acquiring and analysing image data in the field
of microscopy, with an emphasis on the dynamics of intracellular structures in plant cells.
The introductory section describes techniques such as fluorescence labeling of cells
and the acquisition of image data using various microscopic techniques. The main part
of the thesis deals with the analysis of image data. Three analytical methods were described:
Kymography, Single Particle Tracking, and Autocorrelation. Each method is supplemented
with an overview of relevant software tools. Information for the thesis was gathered
from scientific articles, online user guides, and instructional videos. Overall, the bachelor thesis
provides a comprehensive overview of the processes involved in acquiring and analysing image

data in plant cell microscopy.

Key words: in vivo labelling, confocal microscopy, TIRF/VAEM microscopy, image analysis,
cytoskeleton dynamics, endomembrane compartments dynamics, kymogram, kymography,

Single Particle Tracking, SPT, autocorrelation, plant cells
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1 Uvod

Cilem této prace je popsat nékteré procesy ziskavani a analyzy mikroskopickych obrazovych
dat, kterda se méni vprabéhu casu; konkrétné se zaméfuje na analyzu dynamiky
vnitrobunéénych struktur rostlinnych bunék ulozenych ve videosekvencich nebo v ¢asové

oddélenych snimcich.

Prvni cast se soustiedi na fluorescenéni znaceni rostlinovych bunck. Popisuje zékladni
fluorescencni proteiny a barvy pro cytoskelet a membrany. Zabyva se ziskavanim obrazovych
dat prostrednictvim konfokalni mikroskopie, mikroskopie s totdlnim wvnitinim odrazem
a epifluorescencni mikroskopie s proménnym thlem. Nésleduje kapitola o formatech soubort,
univerzalnich a specialnich obrazovych formatech a formatech videa. Zavér kapitoly

je vénovan kompresi a bitové hloubce.

Hlavni néplni prace je popsat postup analyzy obrazovych dat. Postupné jsou analyzovany tii
metody: Kymografie, Single Particle Tracking a Autokorelace. U kazdé metody je piedstaveno
nékolik pfislusnych softwarovych (SW) nastroji, u kterych je rozebrano jeho algoritmickeé
fungovani nebo uzivatelské pouziti, napt. nastaveni konfiguracnich parametri. Pii vybéru
nastrojii bylo zohlednéno né¢kolik kritérii: zaméfeni na praci s rostlinnymi daty, Cetnost
pouzivani ve védeckych studiich, inovativni pfistup k feSeni problému, naptiklad pouZiti

strojového uceni v metod¢ KymoButler.

Informace byly ziskdvany zejména zvédeckych ¢lanki v databdzi PubMed, z online
uzivatelské ptirucky Image] a jeji distribuce Fiji. Dalsi informace byly dostupné
z uzivatelskych a programatorskych dokumentaci na internetu. V neposledni fad€ bylo
k dispozici n¢kolik vyukovych videi jednotlivych SW néstroju.
Na zavér tvodni ¢asti uvadim typografickou konvenci, ktera je dodrzena v celé praci a ma
nasledujici pravidla:

e nazev programu/distribuce — Calibri 12 bold

e nazev podprogramu/procedury/pluginu/makra — Calibri 12

e nazev prikazu/tlac¢itka/funkce/souboru/datové struktury -
Courier New 12

e matematické vyrazy/vzorce — Times New Roman 12 kurziva



2 Porizeni zaznamu

Pted analyzou obrazovych dat je potfeba nejprve obrazova data ziskat pomoci mikroskopie
vhodné znacenych bunécnych struktur. Znafeni zpravidla probihd prostiednictvim
fluorescencnich sond, pficemz v rostlinné biologii jsou nejbéznéjsi fluorescencni proteiny
(FP — Fluorescent Protein) a barviva. Bézné se piipravuji rostlinné transgenni linie s geneticky
zabudovanymi FP. Nejznaméj$im FP je zeleny fluorescencni protein (GFP — Green Fluorescent
Protein), ktery po UV excitaci emituje zelené svétlo a jeho navazani na cilovy protein umoziuje

znaceni nejruznéjsich bunéénych struktur.

Pokud je nasim cilem studium cytoskeletu rostlinnych bunék, mizeme znacit bud’ aktinova
mikrofilamenta, nebo mikrotubuly (MT — Microtubule). Pro zna¢eni aktinu se pouzivaji barviva
(napt. derivat mykotoxinu faloidinu) a FP s vysokou afinitou k aktinu (napt. GFP-fABD2
protein fimbrin, GFP-LifeAct peptid a optimalizovany GFP s lepsi expresi a stabilitou mEGFP-
LifeAct). U mikrotubull Ize znacit pfimo tubulinové podjednotky, napt. produkt jednoho
zgeni pro alfa-tubulin GFP-TUA6. Déle se MT =zna¢i pomoci GFP-MAPs
(MAPs — Microtubule-Associated Proteins), které ptispivaji ke stabilit¢ MT. Ke znaceni koncti
MT lze pouzit fluorescenéné znacené proteiny (+TIP — Plus End Tracking Proteins), napi. EB1

nebo EB3, které se vazou na plus konce mikrotubulii (Hussey & Wang, 2023).

Univerzalni barviva pro zna¢eni membran jsou zejména styrylova lipofilni barviva skupiny tzv.
FM barviv (Bolte et al., 2004). Napt. barvivo FM4-64 se pomoci endocytézy dostava
do vakuoly a vaZe se na tonoplast. Vakuoly mohou byt fluorescen¢né znaceny i pomoci dalSich
barviv. BCECF-AM, Siroce pouZzivany ester BCECF, barvi lumen vakuoly a v zavislosti

na emisnim vinovém spektru (520 a 540 nm) indikuje pH vakuoly (Scheuring et al., 2015).

Problém pfi fluorescencnim znaceni u rostlin pfedstavuje autofluorescence, kdy rizné bunécéné
slozky, jako je buné¢na sténa nebo plastidy, prekryvaji spektralni signal FP. Napf. interference
autofluorescence z bunécné stény muze zkreslovat lokalizaci malo zastoupenych proteinii
plazmatické membrany (PM — Plasmatic Membrane). Nicméné vétSina modernich mikroskopi
zohlediiuje autofluorescenci pozadi a odecita ji od signali FP na zaklad¢ jedinecného

spektralniho profilu referencnich snimk bez FP (Tanz et al., 2013).



2.1 Konfokalni mikroskopie

Konfokalni mikroskopie je druhem svételné mikroskopie, kde je objekt skenovan bodovym
svétlem s odstinénim svétla, které je mimo rovinu ostrosti mikroskopu. Jednotlivé body a roviny

se skladaji do 2D a 3D rekonstrukce pozorovaného preparatu (Elliott, 2020).

Laserovy skenovaci konfokalni mikroskop (LSCM — Laser scanning confocal microscope) je
zaloZen na ozafovani vzorku laserem pomoci dvou zrcatek, jejichz pohyb ve sméru os x a 'y je
zajistén galvanometrickymi motory. Postupné lze svételnym paprskem proskenovat cely
opticky ez vzorku. Pro pohyb optické roviny ve sméru osy z se upravuje ohniskova vzdalenost
Soky objektivu. Rez po fezu se takto oskenuje cely vzorek, jehoZ vysledny obraz
v soufadnicich (x, y, z, t) d4& dohromady zobrazovaci SW. Pro detekci signdlu se vyuZiva
fotonasobi¢ (PMT — photomultiplier tube), ktery zesiluje slaby emitujici fluorescenéni signal

a prevadi fotony na elektricky signal, ktery je po¢itacem ptreveden na obraz (Elliott, 2020).

Druhym typem je konfokalni mikroskop na bazi rotujiciho disku (SDCM — Spinning disk
confocal microscope). Jednd se o tzv. vicebodovou konfokalni mikroskopii. MySlenka vznikla
uz v 80. letech 19. stoleti, kdy Paul Nipkow navrhl Nipkowiv kotou¢ — kovovy neprithledny
disk, ktery ma po obvodé malé otvory rozlozené do spiraly. Kotouc stoji mezi zdrojem svétla
a objektem. V kazdém okamziku otocCeni je nad objektem jen jeden otvor, takze cely obraz je
skenovan béhem jedné otocky disku za pomoci svételného detektoru. Nipkowiv kotou¢ byl
pro pouziti v SDCM upraven. Neni zde jen jedna spirala otvort, ale n€kolik spirdl vzajemné
naléhajicich na sebe. Pouziva se termin ,,clony®, obdobné¢ jako u dalSich mikroskopickych
technik. Obraz je sniman pomoci kamery, kdy se nejedna o PMT, ale mnohem cCastéji o kamery
CCD (Charge-Coupled Device) nebo kamery EMCCD (Electron Multiplying CCD). Vyhodu
SDCM oproti LSCM je rychlost a mensi svételné poskozeni bunék. LSCM mikroskopie je
mnohem vice fototoxickd, kvili silnému bodovému zdroji svétla. Naopak pfi paralelnim
zobrazovani SDCM je potfeba mnohem méné excitaéniho svétla, proto SDCM umoZiuje
zobrazovani zivych buné¢k béhem del§iho ¢asového okna (Katedra botaniky Ptfirodovédecké

fakulty Univerzity Palackého, 2024).

Opakované ozafovani fluorochromu laserem mize zpisobovat ztrdtu fluorescence
(fotobleaching), coz muze zkreslovat vysledky o poloze a pohybu znafenych struktur. SW

nastroje pro analyzu obrazu mohou toto zkresleni kompenzovat (BNO Team, 2024).



2.2 TIRFM a VAEM mikroskopie

Totalni vnitini reflexni fluorescencni mikroskopie (TIRFM — Total Internal Reflection
Fluorescence Microscopy) je metoda zaloZzend na totdlnim vnitinim odrazu svétla. Tento
fyzikélni jev je mozné pozorovat na rozhrani dvou prostfedi s odliSnym indexem lomu, napf.
sklo-vzduch. Svétlo, které prochazi prostiedim, narazi na rozhrani pod urcitym thlem. Pokud
je uhel dopadu vétsi, nez je kriticky uhel dopadu, dojde k tzv. totdlnimu odrazu, kdy se svétlo

odrazi zpét do prostredi, ze kterého piislo (Kose-Dunn, 2022).

V TIRFM preparat lezi na objektivu nebo hranolu, kterym prochazi excitacni svétlo, nejcastéji
laserovy paprsek (Axelrod, 2012). Na rozhrani vznika totdlni vnitini odraz, protoze parsek
dopadéa na rozhrani Sikmo. Na rozhrani pak vznika elektromagneticka evanescentni vlna, ktera
se §ifi od mista odrazu a exponencialné se rozpada s rostouci vzdalenosti. Jeji efektivni vyuziti
je zhruba do 50-400 nm od mista odrazu. Vlna v této vzdalenosti excituje fluorofory a pouze

tato oblast je zobrazena mikroskopem (Kdse-Dunn, 2022).

U rostlinnych bun&k je pouziti TIRFM komplikovanéj§i nez u Zivo€iSnych. Jedno
znejbézngjSich pouziti TIRFM je =zobrazovat dé&e na membrané, protoze prave
cytoplazmatickd membrana zivoc¢iSnych bunék adherujicich k mikroskopickému sklu se
nachdzi pfimo na rozhrani. Naopak pro zobrazovani bunécného kortexu neni tato metoda
idealni. U rostlin se ale rozhrani mezi bunécnou sténou a protoplastem chova podobné jako
rozhrani sklo-preparat. V né€kterych ptipadech to mize byt vyhoda. Pfitomnost bunééné stény
zkracuje vzdalenost evanescentni vlny, coZ ma za nasledek efektivnéjsi sniZeni signald, které
pochézeji z hlubSich casti cytoplazmy (Grossmann et al., 2018). Nicmén¢ bunécna sténa ma
nerovny povrch, ktery zpiisobuje na detekovatelném rozhrani rizné prostorové anomalie.
V disledku toho dochézi k rozostfeni, je omezeno zorného pole TIRFM a vzorek se miize
vlivem odpafovani imerzniho média z okrajii kryciho skli¢ka bocné& pohybovat (Axelrod, 2012).
Boc¢nimu pohybu Ize v TIRFM zabranit pouzitim riznych technik s pomoci ptilepeni, pfip.
zatizeni, které zajiSt'uji pevnéjsi prichyceni preparatu na povrch kryciho skli¢ka. Rozostieni
aomezeni vzdalenosti evanescentni viny se vSak v TIRFM mikroskopii vyfeSit neda. Je
zapotiebi jinych mikroskopickych technik, napt. technika VAEM popsana nize (Grossmann et

al., 2018).

Epifluorescen¢ni mikroskopie s proménnym thlem (VAEM — Variable Angle Epifluorescence
Microscopy) se, stejn¢ jako TIRFM mikroskopie pouziva pro vizualizaci dynamiky proteinti na

PM, nebo v jeji blizkosti. Tentokrat je thel dopadu na rozhrani mensi nez kriticky. Nedochézi



zde k totdlnimu vnitinimu odrazu, ale pouze k ¢astecnému (Konopka & Bednarek, 2008).
Vétsina prichoziho svétla se neodrazi, ale $iti se preparatem v urcité rovin€ dal. Tato rovina je
témé&F rovnob&znd s krycim sklickem, a proto je mozné pozorovat déje v blizkosti PM. Uhel
dopadu je nastavitelny a je mozné timto zplsobem ozéfit rizné roviny preparatu (Vizcay-

Barrena et al., 2011).

Objektiv

Obrazek 1: Rozdil mezi VAEM a TIRFM mikroskopii. Pokud jsou pfitomny pouze dva indexy lomu n; a ny, lze
snadno predvidat rezim zobrazovani. TIRFM (Cervena ¢ara) — thel dopadu vétsi nez kriticky uhel 6c, paprsek se
zcela vniting odrazi. VAEM (zelené a modré ¢ary) — uhel dopadu mensi nez kriticky uhel Oc, paprsek se lame.
SmiSeny rezim (oranzova ¢ara) — uhel dopadu se rovna kritickému thlu 8¢, mala ¢ast paprsku se odrazi. Pfevzato
z (Vizcay-Barrena et al., 2011).

Rostlinné buiiky jsou diky bunééné stén¢ idealnimi kandidaty pro pouziti TIRFM nebo VAEM
mikroskopie. Jak VAEM, tak i TIRFM vyznamné snizuji fluorescenci pozadi pii zobrazovani
proteinli rezidentnich na membrané a proteint v blizkosti PM. Malé davka laserového svétla,
kterému je buiika vystavena, snizuje fototoxicitu, coZ umoziuje vicenasobné ozarovani bunky
bez ovlivnéni zdravi vzorku. Proto jsou TIRFM a VEAM dilezité metody pro dlouhé
casosberné studie zivych bunék nebo pro zkoumani rychlych, dynamickych procesti s vysokym
¢asovym rozlisenim. Opét se zde nevyhneme problému fotobéleni. Oproti TIRFM mikroskopii
fe§$i VAEM Spatné pfiléhani bunééné stény ke krycimu sklicku a nedostate¢né pronikani

evanescentni viny skrz tlustou bunéénou sténu nékterych rostlin (Grossmann et al., 2018).
2.3 Porovnani diskutovanych mikroskopickych technik

Vyse popsané metody jsou univerzalni a nejpouzivanéjsi v oblasti studia endomembranovych
kompartmentt a cytoskeletu, ale existuji i dalsi mikroskopické techniky, které rovnéz poskytuji
Casosbérna data (napf.: FRAP mikroskopie (Fluorescence Recovery After Photobleaching)
(Day & Kang, 2023)), kterymi se zde zabyvat nebudu. Kli¢ové parametry jednotlivych
mikroskopickych technik jsou shrnuty v Tabulce 1.



Techniky Lateralni rozliSeni (xy) Axidlni rozliSeni (z) Casové rozliseni

LSCM 250 nm 500 nm 200 fps

(Romero et al., 2020) (Fouquet et al., 2015) (Choi et al., 2013)
SDCM 250 nm 500 nm 200 fps

(Oreopoulos et al., 2014) (Oreopoulos et al., 2014) (Azuma & Kei, 2017)
TIRFM 200 nm 60—-100 nm 500 fps

(Danial et al., 2016) (Ockenga, 2012) (Danial et al., 2016)
VAEM 300 nm 220 nm 2-50 fps

(Konopka & Bednarek, 2008) | (Konopka & Bednarek, 2008) | (Konopka & Bednarek, 2008)

Tabulka 1: Pfehled zakladnich vlastnosti mikroskopickych technik. Parametry jsou piimo ziskdny nebo dopocitany

= 22 (Wilson, 2023)).
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3 Formaty soubori

Mikroskopické formaty délime na specidlni (vdzané na konkrétni HW a SW mikroskopu,

obsahujici dalsi informace) a univerzalni.
3.1 Specialni mikroskopické formaty

Vyhodou je zachovani metadat potfizenych béhem vlastniho skenovani (napf. nastaveni
mikroskopu, velikost pixeld, bitova hloubka, pouzity objektiv, expozice a dalsi) (GitBook,
2024).

Specialni mikroskopické formaty umoznuji ukladani dynamickych dat ve vice rozmérech 2D
+ ¢t nebo 3D + ¢t. Podobné jako se ve 2D pouziva termin pixel (minimélni zobrazovaci jednotka
v podobé ¢tvercové plochy urené osami x a y s hodnotou urcujici barevnou reprezentaci dle
bitové hloubky), pro 3D se pouZiva termin voxel. Jedna se o opticky fez potizeny mikroskopem,

kde jednotkou je objem ur¢eny osami x, y a z (Davidson, 2024).

Zobrazeni podle osy z urcuje axidlni rozliSeni, které je definovano jako vzdalenost mezi
nejbliz§im a nejvzdalenéjSim bodem pii souCasném zaostieni. Stejné jako lateralni (x, y)
rozliSeni je axialni rozliSeni zavislé na numerické apertufe objektivu (NA — Numerical
Aperture). Lateralni rozliSeni se méni nepfimo s prvni mocninou NA, zatimco axialni rozliSeni
je nepfimo umérné druhé mocniné NA. NA tedy ovliviiuje axialni rozliSeni mnohem vice nez
lateralni rozliSeni. Prostorové rozliseni je definovano poctem pixeld pro danou velikost obrazu.
Zatimco prostorové rozliSeni zavisi pouze na NA, geometrie voxelu zavisi na prostorovém

rozliSeni, zvétSeni objektivu a na fyzické velikosti pole detektoru (Davidson, 2024).

Jednotlivi vyrobci mikroskopi a souvisejicich SW ukladaji data ve svych specialnich

formatech, napft.: Nikon: ND2, Leica: LIF a SCN, Olympus: OIB a OIF, Zeiss: CZI a ZVI.



Proprietarni formaty jsou vzajemné nekompatibilni a vyrobci Casto nezvetejiiuji podrobné
specifikace téchto formata. O definovani standardd v oblasti ukladani dat v mikroskopii usiluje
konsorcium Open Microscopy Environment (OME). Vysledkem je specificky format soubora

OME-TIFF — kombinace OME-XML a obecného formatu TIFF (GitBook, 2024).
3.2 Univerzalni formaty soubort

Pro zobrazovani dat a analyzu obrazu 1ze pouzit univerzalni formaty souborti. Patii sem obecné
znamé typy rastrovych obrazovych souborti, jako jsou JPEG, PNG, TIF a soubory umoznujici
promitani casosbérnych obrazovych sekvenci a videi v redlném Case, napt. MPEG, AVI, MOV
apod. Nevyhodu pouziti univerzalnich formati je to, ze pii pfevodu ze specialnich
mikroskopovych formati do univerzalnich formati dochédzi ke ztraté vétSiny metadat

a zachovava se pouze 2D (u videosekvenci 2D+t) rozmér (GitBook, 2024).
3.3 Bio-Formaty

Bio-Formaty (z angl. Bio-Formats) je samostatnd knihovna v programovacim jazyce Java.
Knihovna umoziuje ¢teni a zapis biologickych obrazovych soubori v nejriznéjsich formatech
a analyzu pixelll a metadat v téchto formatech. Jejim primarnim cilem bylo vyvinout jiz

zminovany univerzalni format OME-TIFF (Bio-Formats Documentation, 2024).

Pixely jsou v mikroskopii uloZeny do rovnomérné rozmisténych pravouhlych mftizek, a tak je
jejich prevedeni do formatu TIFF pfimocaré. Naopak metadata jsou sloZzitd, nebot’ kazdy format
souboru ma jinak uloZenou odliSnou sadu metadat. Knihovna Bio-Formaty zpracovava
a konvertuje metadata ze specialnich mikroskopickych format do datového modelu OME
podle specifikace OME-XML. Pokud SW nastroj podporuje format OME-TIFF, je zaroven
kompatibilni se 161 formaty (k datu 01.04.2024) uvedenymi na strankach knihovny Bio-
Formatl. Knihovna Bio-Formaty dokdZze vSechny uvedené soubory pievést na univerzalni

format OME-TIFF (Bio-Formats Documentation, 2024).

V tabulce OME-XML jsou ulozena ptedevsim zdkladni metadata, ktera popisuji strukturu
pixelil (napf.: rozliSeni obrazu, barevné uspotadani (RGB), pocet rovin zaostieni (osa z), pocet
casoveé oddélenych snimkl (pocet snimkil/s), pocet barevnych fluorescencnich kanalii, pocet
dimenzi atd.). Dale jsou zde metadata ze specidlnich mikroskopickych forméati. Vyvoj
knihovny Bio-Formdty v oblasti zpracovani metadat stale probiha. Na strankach Bio-Format

nalezneme tabulku, kterd podporované formaty hodnoti podle nasledujicich parametrti:



) Spolehlivost extrahovani hodnot pixeli ze souborii. Cim je format 1épe hodnocen, tim mensi je
Pixels . . . ) ] o
pravdépodobnost, Ze se soubor chybné zobrazi nebo se zobrazi chybova hlaska.
Spolehlivost extrakce a konverze metadat Bio-Formati do standardniho formatu OME-XML.
Metadata | Cim lepsi je skore, tim v&tsi je jistota, Ze vSechna dileZita metadata budou analyzovana
a prevedena do tabulky OME-XML.

Uroven spoluprace, kterou format prokazal vici védecké komunité. Cim lepsi je skore, tim vice

Openness . . Sy p o .
= informaci o daném formatu (specifikace, zdrojovy kod, vzorové soubory atd.) bylo zpfistupnéno.
p Kompatibilita formatu mezi aplikacemi. Cim lepsi je skére, tim je format b&zn&jsi a vice
resence
podporovany v riznych SW bali¢cich.
Utilit Vhodnost formatu pro ukladani specialnich mikroskopickych obrazovych dat. Cim lepsi je skore,
ility

tim §ir$i je rozmanitost informaci, které lze do formatu efektivné ulozit.

Export Schopnost knihovny Bio-Formaty zapisovat data do podporovaného formatu.

BSD Pritomnost BSD licence u podporovaného formatu.

Multiple
Images

Moznost ukladat vice nebo celou sérii obrazku.

Pyramid = Moznost ulozit obrazek ve vice lateralnich rozliSenich (x, y), jedna se o tzv. obrazovou pyramidu.

Tabulka 2: Parametry kvality zpracovani podporovanych formatii v knihovné Bio-Formaty. Pievzato z (Bio-
Formats Documentation, 2024).

Knihovna Bio-Formaty mtize byt integrovana jako plugin do softwarového nastroje Image)
(Rueden et al, 2017). Imagel je aplikace pro zpracovani a analyzu obrazu, napsana
v programovacim jazyce Java. Uplatiuje se v cel¢ fad¢ biologickych véd a ma mnoho
roz$ifujicich plugint. Plugin Bio-Formaty je jiz pln¢ integrovan v distribuci Fiji, kde funguje

po spusténi aplikace (Bio-Formats Documentation, 2024).
3.4 Komprese

Pro zmenSeni obrazovych souborl se pouzivaji rizné techniky a algoritmy. Zakladni rozdéleni

typt komprese jsou ztratova a bezztratova.

Ztratova komprese, jejimz piikladem je format JPEG, je zaloZzeni na zjednoduSeni a tim
»zestruénéni hodnot pixelll. Odstraniuje detaily, které jsou pro lidské oko nepostiehnutelna,
a prumeéruje barevné odchylky. Konkrétné JPEG je vhodny pro fotografické snimky s hladkymi
piechody barev, kdy dosahuje vyznamné redukce velikosti souborii (GitBook, 2024).



Bezztratova komprese, reprezentovana formaty PNG, BMP, TIFF, ale i n€kterymi specidlnimi
mikroskopickymi formaty, zachovava vSechna vstupni data, umoziuje tedy plnohodnotnou
zpétnou rekonstrukci komprimovanych dat. Konkrétné TIFF formét podporuje komprimované
1 nekomprimované ukladani dat. Specidlni kompresi pouzivanou v TIFF je LZW komprese
(Lempel Ziv Welc). VSechny komprese hledaji tispory ve velikosti a v rozpoznani opakujicich

se vzorid ve vstupnim obraze a efektivnéji vzory koduji. (GitBook, 2024).
3.5 Bitova hloubka

Bitova hloubka urc¢uje rozsah moznych hodnot jasu digitalniho obrazu. U ¢ernobilych snimki
odpovida bitovad hloubka stupnim Sedi. U barevnych obrazkd se urcuje bitova hloubka
pro kazdy barevny kanal samostatné — pro RGB prostor jsou to kanaly RED=cervena,
GREEN=zelen4d a BLUE=modr4a. Bitova hloubka se vzdy uvadi ve form¢ 2%, kdy pravé x urcuje
bitovou hloubku, neboli kolik bitli je pro danou hodnotu barvy/jasu vyclenéno. Napf.
u ¢ernobilych snimkt se nejcastéji pracuje s 256 odstiny Sedi, coz odpovida bitové hloubce 8,

neboli 28 = 256 (Davidson, 2024).

Bitova hloubka ve fluorescencni mikroskopii je velice dilezitym parametrem zkoumani. Pro
jednokanalové snimani obrazu jsou snimky Casto analyzovany ve stupnich Sedi, i kdyz byl
pouzit jeden barevny fluorochrom (napt. GFP, YFP, RFP). Pii multikandlovém zobrazovani se
barevna hloubka vyuziva pifi detekci rtiznych fluorescenéné oddélenych typti Castic. SW
umoziuji oddélovat jednotlivé fluorescenéni kandly, analyzovat je samostatné a poté je opét
spojovat do vysledného obrazu. Ddle se Casto analyzuje intenzita jasu jednotlivych pixeld,
kterou lze ziskat transformacnimi algoritmy z RGB. Nasledujici tabulka ukazuje nejCastéji

pouzivané bitové hloubky u obrazovych dat:

Pocet bitd/ Pocet bita Pocet bita Pocet bita Pocet bit

barevnost e baey | IRgfesTovn stupné Sedi kanal R kanal G kanal B S
1 —ger/bila |2'=2 Mono Color 1
4 —Sede 24=16 4
8 — Sede 28 =256 8
8 - barevng | 28=1256 3 3 2
12 - Sedé 212 = 4096 12
16 - barevné | 2'6=65536 High Color 5 6
24 - barevné | 22*=16 mil. True Color
32 -barevné 2¥2=43mld | Super True C 8 8 8 8*

v

Tabulka 3: Nejcastéjsi bitové hloubky obrazu. * pocet bitl — kanal A (alfa kanal ~ prihlednost). Nejcastéjsi RGB
vstupy do softwarl analyzujici dynamiku jsou 8-bitové, 16-bitové a 32-bitové. Pievzato z (Duke University, 2024).



4 Analyza zaznamu

Nasleduje ptehled metod a softward, které se pouzivaji pro studium pohybu bunéénych struktur.
Probiha zde analyza videosekvenci nebo sérii ¢asoveé oddélenych snimk, nejcastéji ve formatu
Rovnéz vznikaji uplné nové SW, které ve vétsing pripadi smétuji k veétsi automatizaci a tim
rychlejS§imu zpracovani vstupnich dat. Miizeme sledovat seznam dalSich dostupnych plugint
na stankach nejznamé;jsi platformy pro analyzu videozaznami Imagel/Fiji, kde je mozné pouzit
konkrétni filtry, napt. ,,Kymograph, ,,Tracking®, ,,Machine Learning* a dalsi (ImageJ Docs,
2024).

4.1 Metoda Kymografie

Kymogram je grafické zndzornéni prostorové polohy c¢astic v Case (2D+f). Umoziuje
vizualizaci pohybu fluorescen¢nich ¢astic, molekul, vackt, cytoskeletu nebo organel. Nehybné
¢astice jsou znazornény svislou useckou (osa ¢), Castice, pohybujici se kontinualni rychlosti,
se zobrazuji jako $ikmé usecky, kde sklon piedstavuje rychlost. Céstice vznikajici, mizejici
&i opoust&jici zorné pole nebo rovinu ostrosti se projevuji prerusenim drahy. Cim vétsi uhel

k ose ¢, tim rychlej$i je pohyb ¢astice. U ¢&astic, jejichZz pohyb je ovlivnén difazi, mizeme

vvvvvv

Kymogramy mohou byt vykresleny z dvojrozmérného videa pomoci xt skenovani (Jakobs et
al., 2019). Pro kazdy snimek ze zdznamu, ktery zobrazuje staticky stav pozorovaného objektu
v Case ¢, a pro kazdou identifikovanou polohu x konkrétni ¢astice, dojde k vykresleni bodu
se soufadnicemi (x, y) ve vysledném kymogramu. Kymogram pot¢ znazoriiuje pohyb prostorem

a pohyb ¢asem ve sméru vytycené trajektorie v plose (xy).

Na kymogramu lze pozorovat vSechny Castice ve vybrané oblasti zdjmu (ROI — Region
of Interest), ktera je uvedena jako piiklad na Obrazku 2. ROI oblast ma charakter obecné kiivky,
1 kdyZ nejcastéji se pouziva usecka. Urceni trajektorie zajmu se provadi zpravidla manudlné.
Cim vice mame spole¢né pohybujicich se ¢astic po vybrané ROI oblasti, tim vice se kymogram
stava nepiehlednym. Poté, co je kymogram vygenerovan s pomoci SW (nejcastéji se pouziva
aplikace Imagel/Fiji), je nutné kymogramy analyzovat. Tato analyza se d¢li na metody

automatické a semiautomatické.
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Obrazek 2: Generovani kymogramu z videosekvence. A: Vezikularni transport podél axonu (video: 15 s; 10
snimkd/s). B: Manualni vyznafeni ROI s definici zacatku (télo axonu) a konce (axonalni zakonéeni). C:
Kymogram; 1 (oranzové): nepohybliva castice; 2 (fialove): rychle (v porovnani s 3) pohybujici se ¢astice k télu
axonu; 3 (Cervené): pomalu (v porovnani s 2) pohybujici se ¢astice k télu axonu; 4 (modie): pohybujici se Castice

7o

k axialnimu zakonéeni; 5 (zelen¢): difuzni Castice s tvarem pohybu podobnym sinusoid€. Pfevzato z (Neumann et
al., 2017).

U semiautomatickych metod uzivatel musi ruéné¢ oznacit, pomoci polygonalnich nebo
linearnich car, trajektorie jednotlivych castic na kymogramu. Poté nasleduje automatické
vyhodnocovéni. Naopak u automatickych metod je zpracovani obrazu, tedy rozliSeni pozadi
od zaznamenanych pohybii Castic, automatické. Zautomatizované nalezeni a vykresleni
trajektorii Castic je spojeno s automatickym vyhodnocenim rychlosti a sméru pohybu ¢astic.
Automaticka analyza funguje velice dobfe na datech s vysokym pomérem signalu k Sumu

(SNR — Signal to Noise Ratio) a s nizkou hustotou ¢astic.
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Nasleduje piehled vybranych SW nastroji, které umoziuji vizualizaci a dalSi praci

s kymogramy.

Semiautomatické Automatické
Multi Kymograph KymographClear a KymographDirect
KymographBuilder AMTraK
Live Kymographer KymoButler
DynamicKymograph a MicrotubuleKymographAnalysis | KymoMerge
QuACK
Kymolyzer
SM kymograph

Tabulka 4: Pfehled semiautomatickych a automatickych metod pro praci s kymogramy.

4.1.1 Multi Kymograph

Jedna se o soubor zakladnich maker a pluginti kompatibilnich s aplikaci Imagel/Fiji. Konkrétné
jsou tyto pluginy soucasti standardni instalace Fiji s potfebnou licenci GPLv3+. K dispozici je
zdrojovy kod napsany v programovacim jazyce Java (Rueden, 2022). Jednotlivé komponenty
balicku, které jsou reprezentovany ¢tyfmi dostupnymi zdrojovymi soubory, Ize v programu
spoustét samostatné. Postupnym volanim nékterych nebo vSech funkeci 1ze pokrocit od ptipravy
snimku (napf. filtrovani) k tvorbé kymogramt (graf zavislosti Casu na vzdalenosti) a nasledné
je mozné provést analyzu (ziskani naméfenych rychlosti). Nevyhodou Multi Kymographu je
absence multikandlového zobrazovani. UZivatel si nejprve musi snimky kanalové rozdélit
pomoci jinych néstroji v aplikaci Imagel/Fiji, udélat kymogramy pro kazdy kanal zv1ast, a poté

kanalové odd€lené kymogramy zpét sloucit (BIII, 2023).

Vstupem do programu jsou 8-bitové a 16-bitové série obrazkii ve 2D a v Case. Vystupem je
snimek kymogramu a tabulka méfeni rychlosti. Pfesny postup spocivd v nacteni sekvence
obrazkl, ofiznuti a ¢asovém filtrovani sekvence obrazkti (komponenta WalkingAverage),
manudlni zadévani jedné nebo vice ROI oblasti (komponenty StackDifference
aMultipleOverlay), ulozeni ROI a spusténi generovani kymogramt (komponenta
StackDifference a MultipleOverlay). Nasleduje manudlni oznaceni hran
pohyblivych castic (trajektorii), coz vede k automatickému vygenerovani tabulky namétenych

rychlosti (Rueden, 2022).

Metoda je uZitecna pro analyzu rychlosti pohybujicich se, jasn¢ odliSitelnych ¢astic, véetné
vypoctu rychlosti posunu koncti mikrotubula (polymerace/depolymerace) a vypoctu rychlosti

vacka podél 2D dréhy. Dale se metoda uplatiiuje pfi vizualizaci migrace okraji bunék nebo
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mnohobunécnych skupin. V neposledni fad¢ je mozné metodu vyuzit ke sledovani kontrakci

tkani nebo aktinovych filament (BIIIL, 2023).
4.1.2 KymographBuilder

Velkym pfinosem nastroje KymographBuilder oproti nastroji  Multi Kymograph je
multikanalové zobrazovani. Neni potieba vyuzivat zadné dalsi nastroje aplikace Imagel/Fiji.
Dle rozpoznani jednotlivych barevnych kanalti se ve tfidé KymographCreator vytvari

vicebarevny kymogram (Hadrien, 2016).

KymographBuilder umoziuje standardni generovani kymogramu prostfednictvim ROI. Dale
umoznuje praci s vicebarevnymi kanaly, a také bere v ivahu nastavitelnou $itku ROI. Zékladni
algoritmy jsou psané v programovacim jazyce Java, zatimco pomocné testovaci funkce jsou

vytvofeny v programovacim jazyce Python.
4.1.3 Live Kymographer

Jedna se o posledni komplexni bali¢ek pluginii a maker podporovany platformou Imagel/Fiji.
Opét je kod napsany v jazyce Java. Autofi Live Kymographeru si dali za cil shromaZzdit v§echny
dalezité funkce pro analyzu dat pomoci kymogramt, které byly dosud pouze vestavénou ¢asti
aplikace Imagel/Fiji, do jediného pluginu. Balicek umoziuje anotovat zajimava ¢asova obdobi
pfimo v kymogramech i ve zdrojovych snimcich. Program uklad4 parametry anotaci a ROI pro
pozdé€jsi pouziti. Zaroven kalibruje v pixelech $itky a vysky kymogramt podle aktualné
studovaného snimku. Jeho nejvét§im piinosem je moznost nahlédnuti do jesté nezpracovanych
kymogramil. Uzivatel je schopen okamzité kontroly nastavenych hodnot pro generovani, napf.

Casovy interval, jas, kontrast, barevné kanaly nebo Sitka vybrané trajektorie (Berthoz, 2023).

Dosud se na vyvoji nastroje Live Kymographer pracuje. Autorsky GitHub kromé zdrojovych
koda uvadi také piehled chybégjicich funkci. Ptikladem je chybéjici funkce pro odstranéni
vyznacenych ROI. Neni také zatim umoZznéno ukladani prostorového anota¢niho parametru
(Cas je umoznén) v kymogramu (Berthoz, 2023).

4.1.4 Dynamic Kymograph a Microtubule Kymograph Analysis

Jedna se o dva zajimavé pluginy, které byly vytvofeny v roce 2020 a jejichZ cilem je Iépe popsat
dynamiku neustale se ménicich MT. Dynamic Kymograph je bali¢ek pro generovani
kymogramil (Zhou & Berthoz, 2021). Oproti pfedchozim SW umoziiuje komplexné&jsi znaceni

ROI oblasti. Tradicn€ jsou ROI oblasti znaeny pomoci statickych Car, které nevystihuji

piesnou dynamiku MT. MT ¢asto méni trajektorii, kdyz piechazeji z rtistové faze (polymerace)
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do faze zkracovani (depolymerace). Navic mohou kortikalni MT dramaticky ménit orientaci
v dtsledku interakce s jinymi kortikdlnimi MT nebo mtize dojit k jejich disociaci po odtrzeni

od plazmatické membrany (Zhou et al., 2020).

Misto statickych ROI oblasti je zde umoznéno vytvofit kiivky z bodl (vrcholti). Pocet bodt
a jejich umisténi je volitelné. Sousedni body jsou spojeny statickymi ¢arami. Principidlné si
uzivatel ve kterémkoli snimku vstupniho videa nakresli lomenou ¢aru, ktera se propise do vSech
dalSich snimkia videa (odd€lenych Casove). Nasledné si uzivatel projde celé video a podle
pohybu MT zméni umisténi bodl v jednotlivych casech. V kazdém snimku, ktery bude pouzit
pro generovani kymogramu, bude lehce odlisnd ROI zachovavajici stejny pocet bodii a Car.
Uzivatel nesmi ménit pocet bodt v prub¢hu znaceni, jinak dojde k vymazéani ptedchoziho
znaceni a opétovnému propsani lomenych ¢ar do vSech snimki, nové s jinym poctem bodil

(Zhou et al., 2020).

Vysledné kymogramy se generuji ze vSech snimk, které maji propsané a upravené ROI oblasti.
Upravené nemusi byt vSechny, zalezi jen na uzivateli, kde posune body, tak aby odpovidaly
presnéjSimu pohybu MT, a tim se Setfi Cas a prace. Generovani kymogramu vyuZziva bilinearni
interpolaci a oznaceni kotviciho vrcholu lomené ¢ary (manudlni krok). To zaji$tuje zarovnani

pixelt z riznych snimki a nasledné vygenerovani kymogramu (Zhou et al., 2020).

Analyza parametrii popisujici dynamickou nestabilitu je umoznéna druhym pluginem,
Microtubule Kymograph Analysis (Liu, 2019). Mezi parametry dynamické nestability spada
rychlost ristu a zkracovéni, ¢as straveny rdstem a zkracovanim, faze pauzy a frekvence
prechodu mezi fdzemi. Microtubule Kymograph Analysis dokéaze rozlisit, ktery konec MT je
a mén¢ dynamicky je minus konec (Digilio et al., 2023).

4.1.5 Quantitative Analysis of Cytoskeletal Kymograms (QuACK)

QUACK je semiautomaticky soubor maker pro aplikaci Imagel/Fiji, vytvoieny v roce 2017, ktery
se primarné zamétuje na analyzu dat z VAEM nebo SDCM mikroskopie. Parametry popisuji
celkovou dynamiku aktinovych a mikrotubulovych siti. Pfispiva k tomu zejména moznost
zadavat vice linedrnich ROI oblasti. Autofi ve studii pouzili ¢tyfi ROI oblasti, které umistili
na Ctyfi riznd mista z4jmu ve videu. Zaroveil uvadi moznost zvysit tento pocet na Sest aZ osm
ROI oblasti. ROI oblasti se umist'uji rovnob&zné s horizontalnim nebo vertikalnim okrajem

snimku videa. K tomu slouzi pomocné vodici ¢ary. Je kladen diiraz na to, aby jednotlivé ROI
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oblasti byly rozmistény rovhomérné v celém snimku videa. Pouze timto zptisobem je mozné

analyzovat celkovou dynamiku struktury (Cvr¢kova & Oulehlova, 2017).

Jesté pfed manudlnim znacenim ROI oblasti dochézi k tomu, Ze je video prevedeno do stupiii
Sedi a je zvySen kontrast. Oboji napomaha k tomu, Ze se snizuji negativni efekty fotobéleni.
Kymogramy jsou poté generovany pro kazdou vyznacenou ROI oblast zvIast, jsou prevedeny
na binarni obrazy a skeletonizovany. Nasleduje ruéni méfeni jednotlivych skeleti, aby se urcila
délka nejdelsi trajektorie v Casovém a prostorovém rozmeéru, tedy nejvetsi posun po vertikalni
a horizontalni ose kymogramu. Autofi doporucuji pro statistické vyhodnoceni pouzit specialni
testy, které se nefidi normalnim rozdélenim, nebot’” data pro dlouhotrvajici ¢astice piesahujici

délku videa nejsou kompletni (Cvrékova & Oulehlova, 2017).
4.1.6 Kymolyzer

Kymolyzer je SW néstroj navrZzeny pro extrakci velkého mnozstvi dat z obousmérného pohybu
castic na dlouhé vzdalenosti podél linearni trajektorie. Algoritmus byl primarné vytvoien pro
analyzu intracelularniho transportu podél zarovnanych MT axonil a dendritii. Nicméné velmi
dobré anotace umoziiuje program rozsifit na jakykoliv intracelularni transport podél linearni

trajektorie (Basu et al., 2020).

Kymolyzer je soubor ¢tyf maker pro aplikaci Imagel/Fiji. Na vstupu jsou Casosbérna data
ziskana pomoci mikroskopie a na vystupu jsou snadno interpretovatelna kvantifikovana
pohybova data ve formatu CSV. Vyhodou programu je takzvand segmentace. Poté, co dojde
k vygenerovani kymogramu standardnim zaddnim ROI oblasti, uZivatel na kymogramu
manualné detekuje trajektorie ¢astic. Kazda trajektorie je nasledné rozdélena podél casové osy
na jednotlivé segmenty. Kazdy segment je analyzovan samostatn€ a z hybnosti jednotlivych
segmentd se odvozuji konecné parametry kazdé Castice. Kymolyzer dale umoznuje uzivateli
seskupovat data z vice kymogrami, bud’ jako jednotlivé ¢astice nebo jako primeéry vSech ¢astic

v kazdém kymogramu.

Ditlezité je, aby si uzivatel zvolil spravnou délku casového segmentu. Piilis velkd délka
segmentu ma za nasledek snizeni hybnosti a rychlosti ¢astic. Naopak piili§ mala délka segmentu
zvySuje dobu potfebnou k vypoctu parametri a ptipocitava do vysledného pohybu i mala
chvéni, kterd nemusi byt pro analyzu celkového pohybu relevantni. Implicitni nastaveni
prahové hodnoty segmentt je 10, coz rozdéluje ¢asovy interval vstupnich dat na desetiny. Dalsi
prahovou hodnotou, kterou si uzivatel mize nastavit podle svych potieb, je hodnota rozliSujici,

zda Castice stoji na misté nebo se pohybuji. Implicitni nastaveni je 0,5 um/s, neboli ¢astice je
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v daném segmentu povazovana za stacionarni, pokud je jeji rychlost béhem tohoto segmentu

mensi nez 0,5 pm/s (Basu et al., 2020).

Kymolyzer mé celou fadu vystupnich parametr. Jde napf. o pocet segmentli, frekvence
zastaveni, procento zpétnych a dopiednych segmentli, procento obratii, Cisty posun a dalsi

(Basu et al., 2020).
4.1.7 SM kymografie

Jednomolekularni (SM — Single Molecular) kymografie je metoda zalozend na kombinaci
fluorescen¢ni mikroskopie s proménlivym thlem a totdlnim vnitinim odrazem (VA-TIRFM —
variable angle-total internal reflection fluorescence microscopy) a kymografii. Nastroj byl
vytvoren pro sledovani proteinti PM, konkrétné pro studium dynamickych procest jako je doba
setrvani (dwell time) a kolokalizace (colocalization). Doba setrvani proteinti na PM zpravidla
kon¢i endocytézou a kolokalizace je jev, kdy se dva riizné proteiny nachéazeji ve vzajemné
blizkosti na stejném misté a ve stejném case. Kolokalizace je hlavni parametr pii studiu
proteinovych interakci, které nejsou soucasti této prace, nicmén¢ SM kymografie je vhodna
metoda pro studium mobility vysoce jemnych struktur v jakémkoli typu bunék a k posouzeni

relevance rtiznych bunéénych organel v signalni transdukci (Su et al., 2023).

Oproti ostatnim kymografickym metodam se zde vyuziva plugin Volume viewer (Barthel,
2023). Nastroj je mozné implementovat do aplikace Imagel/Fiji. Jeho hlavnim pfinosem je
zobrazovat sérii ¢asovych snimki jako fezy v ramci 3D-(xyz)-prostoru. Vstupem jsou 8, 16, 32-
bitové, RGB série asovych snimki (Barthel, 2023). Autofi nastroje SM kymograph pouZili
Volume viewer k transformaci standardniho kymogramu (2D+f) do trojrozmérného (3D)
snimku. Uhel pohledu, pod kterym je 3D obraz pozorovan, lze upravit pomoci mysi. Pravé thel
pohledu je kritickou oblasti pti zkoumani proteini PM. Nékteré proteiny méni svoji trajektorii
pfi zmén¢ Uhlu pohledu, napft. se trajektorie zkracuji nebo prodluzuji. Takovéto proteiny jsou
povazovany za nevhodné pro analyzu doby setrvani a kolokalizaci na PM a nemély by byt dale
brany v potaz. Autofi proto diirazné¢ doporucuji vybrat si takové proteiny, jejichz trajektorie se
neméni v zavislosti na nastavenych uhlech 3D obrazu. Kolokalizace byla dale studovana

pomoci oddélenych barevnych kandli s naslednym slu€ovanim 3D obrazi (Su et al., 2023).
4.1.8 KymographClear a KymographDirect

Jednd se o dva SW nastroje, které spole¢né generuji a automaticky analyzuji kymogramy.
KymographClear je sada maker v aplikaci Imagel/Fiji, ktera generuje kymogramy ze sekvenci

snimk videa. Postup generovani je nasledujici: Nejprve se ze vSech sekvenci snimka vytvori
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zprumérovany snimek nebo se vybere snimek s maximalni intenzitou. Do tohoto snimku
uzivatel definuje ROI. Nasleduje generovani kymogramu, které vyuzivd metodu
matematického modelovani — interpolace subpixeli, coz zajiStuje spravné urceni délek,
zejména podél zakiivenych trajektorii cCastic. Interpolace je zprostiedkovand funkcemi
v aplikaci Imagel/Fiji. KymographClear uklada vygenerované kymogramy pro dalsi analyzu.
Volitelnou funkci je automatické vyhodnocovani a ukladani pozadi, které je ziskano z méteni

pramérné intenzity ROI (Mangeol et al., 2016).

KymographDirect je samostatny, automaticky, SW ndastroj kompatibilni s LabVIEW, ktery
umoznuje analyzu kymogramt, jichZ generovani probihd pomoci nastroje KymographClear.
V prvnim kroku probihd korekce pozadi a béleni. Kymogramy jsou filtrovany pomoci
Fourierovy filtrace, aby se odli$ily jednotlivé druhy pohybu castic. Tedy je mozné rozlisit, které
¢astice se pohybuji vpied, vzad nebo stoji na miste. Extrakce trajektorii z kymogramu je v prvni
fadé umoznéna analyzou nedifuznich ¢astic. Predpoklad je, Ze nedifuzni Castice se pohybuji
kontinudlni rychlosti. Algoritmus, ktery pracuje s touto myslenkou, vyhodnocuje primérnou
lokalni rychlost ¢astic v ROI na zakladé vlastni korelace v prostoru (vice o vlastni korelaci
v prostoru v kapitole Autokorelace). Primérné lokalni rychlosti pfispivaji ke spojovani bodii
jednotlivych ¢astic na kymogramu. Pfi analyze difuznich nebo statickych €astic se pouZziva
totozny detekéni algoritmus, pouze primérnd rychlost, ktera tidi hledani dalSiho bodu

na trajektorii ¢astice, je nastavena na nulu (Mangeol et al., 2016).

Po extrakci nasleduje analyza ziskanych dat. Néstroj umoznuje detekovat a oddé€lit rizné
pohybové slozky, vyhodnocovat rychlost, intenzitu podél trajektorii a v neposledni fadé dokaze
extrahovat dynamiku z okrajii sledované¢ho objektu. Takova detekce nevyuziva vySe zminénou
Fourierovu filtraci a okraje objektu se urcuji pomoci prahového algoritmu. Testovani nastroji
KymographClear a KymographDirect zahrnovalo sledovani jedné a vice castic, nedifuznich
1 difuznich, pohybujicich se v pfimém 1 zp€tném sméru. Také byla testovana analyza dynamiky
pohyblivych hran, zejména MT (Mangeol et al., 2016). I kdyz vysledky prace byly tehdy, v roce
2016, velmi dobré, z dnes$niho hlediska metoda pracuje na datech s vysokym SNR a malou
hustotou castic. Semiautomatické metody a automatickd metoda KymoButler SW balicek

KymographClear a KymographDirect v mnoha ohledech piekonévaji.
4.1.9 Automated Multi-Peak Tracking Kymography (AMTraK)

Druhym automatickym nastrojem pro analyzu kymogrami je AMTraK. Stejné jako

KymographClear a KymographDirect, byla metoda publikovédna v roce 2016. Nicméné¢ tentokrat
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se jedna o samostatny SW nastroj, ktery je implementovan do MATLABu R2014b. AMTraK
umoziiuje generovani, automatickou a statistickou analyzu kymogramt. Algoritmus
pro mapovani ¢astic spoc¢iva nejprve v nalezeni vSech bodii na kymogramu. UZzivatel si mize
vybrat ze tii alternativnich metod detekce bodl: findpeaks, watershed, Canny edge
detection. Kazd4 metoda je uziteCna pro jiny typ Castic, napt. pro MT je vhodna metoda
Canny edge detection, nebot detekce hran nejlépe charakterizuje dynamiku MT

(Chaphalkar et al., 2016).

Spojovani bodli probiha jednoduchym iterativnim algoritmem, kdy se k trajektorii piifadi
nejblizsi bod z okoli, ktery je v Case t+7 (¢ je Cas aktualniho snimku, 7 ¢asovy rozdil mezi
vstupnimi snimky). Pokud je bodul vice, vybere se ten, ktery svira nejvétsi thel (idedlné 180°)
s existujici trajektorii. Pro body v ¢ase =1/ pravidlo s thlem neplati. UZivatel je vyzvan
k ruénimu vyzna€eni pocatecnich bodi v ¢ase r=1. Nastavenim minimalni délky trajektorie
dojde k odfiltrovani pfili§ kratkych irelevantnich trajektorii. Statistické vyhodnoceni
standardné zahrnuje frekvenci okamzitého posunu, celkového posunu, okamzité rychlosti,

celkové rychlosti a smérovosti (Chaphalkar et al., 2016).
4.1.10 KymoButler

KymoButler je pIn¢ automaticky nastroj pro analyzu kymogramil, zaloZeny na strojovém ucent,
konkrétné¢ na konvoluénich neuronovych sitich (CNN — Convolutional Neural Network)
specialné navrzenych pro zpracovéani obrazu (FCN — Fully Convolutional Network). FCN je
metoda umozilujici segmentaci a detekci nejriiznéjSich objektl v obrazech, kterd iterativné
pracuje se skrytymi vrstvami obrazu. V dob¢ vzniku KymoButleru byla v biologii a mediciné
binarni mapy. Dale na zaklad¢ trénovacich dat zvyraziiuje a mapuje objekty zdymu. V metodé

kymografie se bude jednat o zvyraznéni trajektorii ¢astic ve vysledném kymogramu.

KymoButler anotuje a rozpoznava jak jednosmérné, tak obousmérné kymogramy. Metoda
detekuje mizejici, znovu se objevujici, slucujici a kiizujici se Castice, které se pohybuji
libovolnym smérem, méni rychlost, zastavuji se a méni smér. Jedinym nastavitelnym
parametrem v KymoButleru je prah segmentace (citlivost detekce). Vychozi hodnota je
nastavena na 0,2. Vypocet kymogramu trva zhruba 1-20 s, v zavislosti na slozitosti vychozich
snimki videa (mnozstvi ¢astic a SNR). Nastroj vygeneruje nékolik soubort, véetné rozsifeného
kymogramu s nakreslenymi, barevné oddélenymi €arami, zvyraziujici trajektorie ¢astic. Déle

vygeneruje soubor CSV se v§emi soufadnicemi trajektorii a soubor se zpracovanymi daty, jako
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jsou prumérné rychlosti a smérovost ¢astic. A v neposledni fadé vygeneruje predbézné grafy

téchto velicin (Jakobs et al., 2019).

KymoButler byl odd€len¢ trénovan, testovan na jednosmérnych a obousmérnych sadach
kymogramii. Zcela pifekonal metody zalozené na Fourierové filtraci jako je metoda
KymographClear a KymographDirect a vyrovnal se manualnim anotacim. Autofi neustéle usiluji
o jeho zlepSeni, a proto umoziuji védclim po pouziti ndstroje KymoButler anonymn¢ nahrat
kymogram do autorského cloudu. Nahrané kymogramy budou pouzity pro dalsi trénovani

a testovani (Jakobs et al., 2019).
4.1.11 KymoMerge

Bézné generovani kymogramii probihd pfevazné na jednom kandlu (jedné fluorescenéni
barvé/jednom fluorescencnim markeru). SW néstroje umoziuji pred zaatkem generovani
oddélit jednotlivé kandly. Vysledné kymogramy jsou tak zavislé na vybraném fluorescenénim
markeru 1 v pfipad¢, Ze v piivodnich datech bylo pozorovéno vice kandlti najednou. Dokud
nebyl vytvofen SW nastroj KymoMerge neexistovalo automatické mapovani trajektorii ¢astic
mezi kandly, a proto nebylo jednoduché zkoumat dvojice odliSnych ¢astic, které se pohybuji
spole¢né. Analyza spole¢ného pohybu se provadéla ruéné na dvou oddélenych snimcich
kymogramii. Idedlni neni ani pozorovat dva kanaly v jednom kymogramu, jako je to v pfipadé

KymographBuilderu. Ru¢ni analyza piekryvu dvou signalti, je stale pro védce asoveé narocna.

KymoMerge je SW nastroj, ktery umoziuje analyzu dvou kanali. Pro dva kandlové odlisné
kymogramy, které vznikly ze stejnych ROI oblasti ze stejnych ¢asosbérnych dat, umoZziuje
automaticky identifikovat objekty, které se pohybuji spolecné. Zdrojovy kod je dostupny
v programovacim jazyce Python a je plné kompatibilni s aplikaci Imagel/Fiji. Program lze

nainstalovat jako plugin nebo ho Ize spustit z konzole (Digilio et al., 2023).

Vstupem do programu jsou dva adresafe vygenerované aplikaci Imagel/Fiji, které obsahuji
jednotlivé soubory jednokanalovych kymogramt ve formatu TIFF. Lze nastavit prahovou
hodnotu (hodnotu citlivosti), kterd zavisi na intenzit¢ fluorescence pozadi a jasu
fluorescenéniho signalu (obvykle hodnoty v rozmezi 10—-100). Poté jsou kymogramy pievedeny
do 8-bitové hloubky a ulozeny jako bindrni. Kazdy pixel je nyni nastaven na hodnotu 0 nebo
254. Program prochazi dva kymogramy pixel po pixelu, porovnava hodnoty a vytvaii novy
obrazek. Do vysledného kymogramu se zapiSe 0, pokud v plivodnich kymogramech nastane
(0, 0), (0, 254) nebo (254,0). Naopak se nastavi 254, pokud je pozitivni signal v obou kandlech
(254, 254). Vysledny kymogram obsahuje trajektorie vzniklé ze spolecného pohybu dvou
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odlisnych proteinti. Pomoci dalSich SW nastrojii nasleduje analyza dynamiky spole¢ného

pohybu (Digilio et al., 2023).
4.2 Metoda Single Particle Tracking

Single Particle Tracking (SPT) je metoda zalozena na detekci (lokalizaci) a sledovani
fluorescenéné znadenych &astic ve vstupnich asosbérnych datech. Casosbérna data jsou videa
nebo série Casovych snimki, ktera jsou ziskana pomoci fluorescencni in vivo mikroskopie.
Casticemi mohou byt proteiny, vacky, organely nebo jakékoliv jiné bunééné kompartmenty.
Pokud maji vstupni data malou hustotu ¢astic a vysokou hodnotu SNR je mozné SPT provadét
manudlné. AvSak SPT casto pracuje s velmi vysokou hustotou Castic, napt. pfi sledovani
membranovych proteint, proto je zde kladen daleko vétsi diiraz na automatizaci, nez tomu bylo

v ptipad¢ kymogramu (Clarke & Martin-Fernandez, 2019).

Metodu SPT bychom mohli rozdélit na jednotlivé ¢asti: pofizeni obrazu, redukce pozadi,
detekce (lokalizace) castic, sledovani pohybu a analyza dat (Cui et al., 2018). Jednou
z nejcennéjSich vlastnosti SPT je schopnost lokalizovat polohu ¢astic s pfesnosti lepsi, nez je
optické rozliSeni mikroskopu. Princip spociva v tom, Ze jednoc¢ésticovy emitor je zobrazen jako
bodova rozptylova funkce (PSF — Point Spread Function) mikroskopu. Pfizptisobenim snimku
této rozptylové funkci je mozné lokalizovat polohu emitoru. V praxi se misto skutecné PSF
pouziva Gaussova kiivka, protoZze je vypocetné jednodussi a zarovenn poskytuje piijatelné
vysledky. Piesnost lokalizace emitoru je zavisla na poctu detekovanych fotoni a velikosti PSF

(Clarke & Martin-Fernandez, 2019).

A
Apoc = \/_N

Rovnice 1: Piesnost lokalizace emitoru v mikroskopickych snimcich. Aloc — Pfesnost lokalizace. A — Siika
v poloviné¢ maxima (FWHM — Full Width at Half Maximum) PSF. N — pocet detekovanych fotont/emitort.
Prevzato z (Clarke & Martin-Fernandez, 2019).

Presnost lokalizace emitoru se uvadi v jednotkach délky a zpravidla se pohybuje v rozmezi
jednotek az nékolik desitek nanometrti. Jak bylo uvedeno vyse, ptesnost lokalizace emitoru
zavisi na velikosti PSF. Prvnim krokem SPT metody je urcit velikost PSF na zbytkovém
fluorescenénim pozadi snimkd. U silnych fluorescenénich emitord, s nizkou intenzitou
fluorescence na pozadi, se Casto pouziva prahovani, ale pro data s nizkymi hodnotami SNR

vvvvvv

zaloZené na pravdépodobnosti. Ve strucnosti oba tyto principy pracuji s modelem ocekavaného
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tvaru PSF a pocitaji pravdépodobnost konzistence ¢astice s timto modelem (Clarke & Martin-

Fernandez, 2019).

Po detekci (lokalizaci) jednotlivych castic nasleduje sledovani ¢astic v ¢ase. Probiha analyza
polohy a intenzity ¢astic v prib¢hu videosekvence, coz umoziuje kategorizovat jednotlivé typy
pohybu sledovanych castic. Vicekandlové SPT lIze také pouzit ke zkoumani typu, umisténi
a doby trvani interakci mezi ¢asticemi. Ziskdni trajektorii pohybu castic spociva v mapovani
jednotlivych castic k bodim v dvojrozmérném (x)) nebo trojrozmérném (xyz) prostoru
v kazdém ¢&asovém okamziku videosekvence. Castice mohou v disledku docasné ztraty
fluorescence (blikani) na libovolnou dobu z videosekvence zmizet. Drahy castic se také spojuji,
kiizi nebo se rozchazeji, coz predstavuje dalsi vyzvu v podobé identifikace souvislych,

dlouhotrvajicich trajektorii (Clarke & Martin-Fernandez, 2019).

Poslednim krokem je analyza parametrti ze ziskanych trajektorii. Parametr je celd fada,
pricemz mnozstvi zavisi na pouzitém SW ndstroji. Jednim z nejuzitecnéjSich parametrt je
sttedni kvadraticky posun (MSD — Mean Squared Displacement) ¢astice. MSD vyjadiuje
rozsah prostoru, ktery jednotlivé ¢astice prozkoumavaji v zavislosti na casovém intervalu. Jeho
méfenim je mozné urCit charakter pohybu castice, tedy zda je ¢astice volné difundujici,
omezena nebo si drzi néjaky smér (Clarke & Martin-Fernandez, 2019).
MSD(z) = (Ar(n)?) = ([r(t+ 1) —1(O)]*)
Rovnice 2: Stfedni kvadraticky posun ¢astice. r(2) je poloha Castice v Case f a 7 je doba zpozdéni mezi dvéma

polohami ¢astice, ktera se pouziva k vypocétu posunuti 4 r(zx) =r (¢t + v ) — r ('t ). Pfevzato z (Clarke & Martin-
Fernandez, 2019).

Nasleduje prehled vybranych semiautomatickych a automatickych SW néstrojii, které¢ umoznuyji

SPT.

Semiautomatické Automatické Semiautomatické i Automatické
MTrack] Particle Tracker TrackMate
SpotTracker
plusTipTracker
STracking

Tabulka 5: Piehled semiautomatickych a automatickych metod pro SPT.

4.2.1 MTrackJ

MTrack] je nejznaméjsi semiautomaticky nastroj, ktery umoznuje manualni sledovani ¢astic

ve 2D (xy+f) a 3D (xyz+f) videosekvencich (Rueden, 2015). Manualni sledovani je zejména
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v rostlinné biologii velice uzite¢né. Autofluorescence rostlinnych bunck Ccasto snizuje
schopnost rozliSeni pozadi ve videosekvencich, a proto je hruba automatickd analyza mnohdy

nedostatecna.

MTrackl je plugin pro aplikaci Imagel/Fiji, ktery ma mnoho funkcionalit. Po otevieni pluginu
se uzivateli zobrazi dialogové okno, které se propoji s aktudlni videosekvenci. K jedné
videosekvenci je mozné mit pouze jednu instanci MTrackl, ale je umoznéno pracovat s vice

videosekvencemi a ke kazdé mit vlastni dialogové okno MTrack) (Meijering, 2024).

Prvni volby (Clear, Load, Import a Save) umoziuji vymazani vSech manudlné
vyznacenych trajektorii, nacteni diive ulozenych trajektorii ve formatu MDF s moznosti
zachovani 1 vymazani aktudln€¢ vyznacCenych trajektorii a ulozeni trajektorii s moznosti
odsazenych soufadnic. Déale program poskytuje sadu funkci pro praci s manualné zadavanymi
trajektoriemi, napt. klastrovani (definice vice shlukll). Je moznéa préce s vice kanaly nebo
rozd€lovani a spojovani trajektorii v jiz existujicich bodech. Generovani vyslednych parametrii
se provadi pro vSechny trajektorie, trajektorie v ramci jednotlivych shlukii nebo pro uzivatelem
vybrané trajektorie. Parametry jsou rizné thly a délky trajektorii i jednotlivych bodd.
Kompletni ptehled i popis parametrl je k dispozici v uzivatelské ptirucce MTrackJ. Pomoci
volby Displaying si uzivatel miiZze nastavit nejrizngjs$i parametry pro zobrazovani. To je
velmi uZite¢né pro kone¢nou prezentaci vysledkil. Pfikladem je $ifka trajektorie, zobrazeni ID
trajektorie, styl pisma, velikost pisma, kddovani bodu, styl bodi, velikost bodt, prithlednost
trajektorie v procentech, barveni a zobrazeni kalibrovanych soufadnic a hodnot (Meijering,

2024).
4.2.2 Particle Tracker

Jedna se o nastroj, ktery umoziuje automatickou detekci a sledovani ¢astic ve 2D (xy+f) a 3D
(xyz+t) videosekvencich. Particle Tracker je soucésti sady MosaicSuite pro aplikaci
Imagel/Fiji, ktera dale nabizi segmentaci obrazu nebo analyzu ¢asticovych interakci. Nejlepsi
zpusob, jak cely bali¢ek nainstalovat je prostifednictvim aplikace Imagel/Fiji (cesta:
Run Help — Update Fiji — Manage update sites — MOSAIC ToolSuite)
(Sbalzarini, 2021).

Algoritmus pro detekci jednotlivych ¢éstic spociva nejprve ve stanoveni globalni maximalni
a globalni minimdlni intenzity napfi¢ celym videem. Globélni extrémy jsou pouzity pro
normalizaci vSech pixeld ve vSech snimcich. Nasleduje obnova obrazu, ktera se vypotfadava se

dvéma negativnimi efekty — modulaci intenzity pozadi, zptisobenou nerovnomérnym
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osvétlenim nebo nestejnomérnou citlivosti kamery, a Sumem z digitalni kamery. Po obnoveni
obrazu nastavd odhad umisténi bodi na zdkladé maximalni lokdlni intenzity v jiz
vyfiltrovanych ¢asovych snimcich. Umisténi bodu je dale zpfesnovano aproximacénim posunem
sttedu bodu. Poslednim krokem je odfiltrovani faleSnych detekci, zalozené na myslence,
ze vétsSina spravné detekovanych castic tvori shluk v prostoru. Vétsi a slabsi nebo jasnéjsi
struktury nebudou soucasti shluku a budou mit riiznou intenzitu hybnosti. Nalezneme je mimo
hlavni shluk, a pravé tyto detekce jsou povazovany za falesné (Sbalzarini & Koumoutsakos,

2005).

Algoritmus spojovani trajektorii vychazi z teorie grafii. Jsou porovndvany navazujici Casové
snimky reprezentované jako matice bodll. Snahou je minimalizovat, a tedy optimalizovat
implementované zobrazovaci funkce. Jedna se o heuristickou metodu, ktera dale pocita

s mizenim (blikanim) ¢astic (Sbalzarini & Koumoutsakos, 2005).

Pti pouzivani SW si uzivatel voli 5 zakladnich parametrti. Tti parametry se tykaji detekce bodi
a uzivatel si jejich nastavenim ur€uje rozsah vybéru (Radius, Cutoff, Percentil) . Dalsi dva
parametry se tykaji spojovani Castic a jejich nastavenim uzivatel miize algoritmu pomoci zvysit
spravnost propojovani (Displacement, Link Range) (Sbalzarini & Koumoutsakos, 2005).

Parametry jsou uvedeny v Tabulce 6.

Parametr Typ Popis
Radius detekce Pfiblizny polomér ¢astic v jednotkach pixeld.

Parametr pro odfiltrovani faleinych detekci. Cim vys§i je hodnota, tim

Cutoff detekce »podeziivavejsi“ je algoritmus ohledné faleSnych detekci a tim méné Castic
zahrne do finalniho vybéru.

Urcuje, které jasné pixely jsou akceptovany jako ¢astice. VSechna lokalni
maxima jsou sefazena podle jasu a pouze ty Castice, které jsou nejjasnéjsi,

Percentil detekce ; ) o .
neboli nachazi se v hornim i-tém percentilu, jsou povazovana za kandidatské
castice a nejsou z vybéru odfiltrovany.

. ., Maximalni pocet pixelti, o které se muze Céstice pohybovat mezi dvéma

Displacement spojovani , o,

nasledujicimi snimky.

Pocet naslednych snimkd, které se berou v tivahu pro urceni optimalni
Link Range spojovani | trajektorie. Tento paametr je specidlné navrzen tak, aby piekonal problém

docasné mizejicich castic (blikani).
Tabulka 6: Uzivatelské parametry SW nastroje Particle Tracker (Levy & Cardinale, 2024).

Po vygenerovani vSech trajektorii si uzivatel mize vysledky prohlizet, mize je filtrovat podle

poctu snimkl kterymi trajektorie prochazi, muze si zobrazit informace o jednotlivych
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trajektoriich, napt. parametr MSD. A v neposledni fad¢ si mize kazdou trajektorii zobrazit

samostatné (Sbalzarini & Koumoutsakos, 2005).
4.2.3 SpotTracker

SpotTracker je plugin pro aplikaci Imagel/Fiji. Jedna o 2D automaticky komplexni nastroj
pro sledovani fluorescen¢nich markerii v ¢asosbérné mikroskopii. Algoritmus nejprve vytvori
tzv. zarovnani. Jednd se o model pozadi, na kterém se jednotlivé fluorescencni markery
pohybuji. Pozadi je obvykle také fluorescencné znaceno (napf. i nechténé — autofluorescence
rostlinnych bunék), zlstava viditelné v pribéhu videosekvence a poskytuje referencni
strukturu. Prakticky problém spociva v tom, ze reference nemusi byt nutn¢ zachovana béhem
celé série snimkil. Tento efekt se v algoritmu kompenzuje dvéma moznymi zptisoby. Bud’ je
referen¢ni struktura pozadi v pribéhu videosekvence relativné stabilni, potom je mozné vybrat
jedno konkrétni pozadi ze série Casové oddelenych snimki a pouzit jej k zakodovani ostatnich

pozadi. Nebo muiize byt pouzity tzv. detektor, ktery proménlivou referen¢ni strukturu dekoduje

wewvr

V algoritmu déle probiha filtrovani obrazu za icelem vylepSeni jasu a intenzity ¢astic a zaroveil
na zakladg¢ filtrovani dochazi ke sniZeni intenzity pozadi a k odstranéni Sumu (Sage et al., 2005).
Sledovani c¢astic v pribéhu videosekvence je zde zajiSt€éno dynamickym programovanim

(DP — Dynamic Programming).
Nasleduje definice funkce ceny, ktera je v algoritmu DP maximalizovédna (Sage et al., 2005):

Je dana sekvence f(X,t) pro N zpracovanych snimku. Prostor X(x,y) a ¢as (t) nabyvaji
celoc¢iselnych hodnot x =0..N, -1, y=0..N, -1, t=0..N — L. Ukolem je najit pro
kazdou Castici optimalni trajektorii {X;};=o.n—1. UZivatel si definuje parametry 4, a 4,, pro
které¢ bude platit | x; —x¢qq 1 < Ay, 1 Y —Yer1 1< 4y, Tim se usnadfiuje hledavani
nasledujici ¢astice.

Definujeme funkci ceny trajektorie &(X,, Xy, ..., Xy—1), ktera bude v pribéhu DP
maximalizovdna. Funkce by méla obsahovat co nejvice specifickych informaci pro dany
problém. Zejména by mélo byt zahrnuto upfednostiiovani polohy, kde je vysoka intenzita, nebo
alternativné kde je silnd odezva na zvyraziujici filtr. Dale by mélo byt zahrnuto
uptfednostinovani malych posunii oproti velkym. Efektu 1ze dosdhnout penalizaci drah, u kterych
je prumérny posun ze snimku ¢ do snimku #+/ velky. Takto definovana omezeni jsou popsdna

rovnici DP nize:
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Rovnice 3: Funkce ceny optimalizovana pomoci DP v nastroji SpotTracker. M — normalizaéni faktor. A — kontrola
hladkosti trajektorie, nabyva hodnot (0 <4 < I). Ostatni parametry jsou definovany vyse. Pfevzato z (Sage et al.,
2005).

Kazdy bod v Case t je analyzovan z cenové funkce &, ktera zavisi pouze na X; a X;_;. Jedna se
tedy o piimocaré pouziti DP. Na kazdé pozici algoritmus aplikuje iterativni aktualizacni vzorec
(viz Rovnice 3) pro vypocet maximalni ceny trajektorie a na konci procesu je zpétnym chodem
vyhledano optimalni feSeni. Optimalni feSeni nemusi byt spravné feseni, a i autofi algoritmu

upozornuji, Ze pro vysoké hodnoty SNR neni nastroj tipln¢ spolehlivy (Sage et al., 2005).
4.2.4 plusTipTracker

SW balicek plusTipTracker je zaloZzeny na MATLABu a kombinuje automatizované sledovani
¢astic, analyzu dat a vizualizaci videosekvenci. Je specidlné navrzen pro praci s MT, zejména
pro sledovani +TIPs. +TIPs jsou podmnozinou MAPs. Vadzou se pfimo nebo nepiimo
na rostouci plus konce MT. +TIPs proteiny nikdy nenajdeme na minus koncich nebo
na nerostoucich plus koncich. Jedna se napft. o proteiny EB1 nebo EB3, které se oznacuji jako
bunécéné komety, nebot’ jsou dobie viditelné v celé buiice. Ackoli +TIPs oznacuji pouze fazi
ristu MT, SW plusTipTracker umoznuje analyzovat dalSi dynamické procesy, vetné faze

pauzy, obratu nebo depolymerace (Applegate et al., 2011).

Sledovani trajektorii +TIPs je vprvni fadé umoZnéno lokadlnim propojovanim bodl
ve snimcich, které po sobé nasleduji. Dochazi k vytvofeni dil¢ich trajektorii +TIPs, které
reprezentuji dil¢i trajektorie ristu MT. Nasleduje propojovani dil¢ich trajektorii na zakladé
splnéni urcitych prostorovych a ¢asovych kritérii, tj. vybere se nejlepsi mozné mapovani dil¢ich
trajektorii do slozenych trajektorii, tak aby se ptihlédlo k celé populaci ristovych dil¢ich

trajektorii v celé videosekvenci (Applegate et al., 2011).

Uzivatel si v aplikaci mize nastavit parametry detekce 1 sledovani, jedna se napf. o maximalni
délku faze pauzy MT (ani polymerace ani depolymerace), minimalni délku dil¢i trajektorie,
rozsah vyhledavaciho okruhu bodu, maximalni velikost dopfedného a zpétného uhlu a polomér
fluktuace MT (jak moc MT kmitaji ze strany na stranu). Parametry, které souviseji s dynamikou
MT, jsou statisticky vypocitdny béhem nasledného zpracovani trajektorii, a uloZeny

do hlavniho vystupniho souboru projData.mat (Applegate et al., 2011).
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Nastroj plusTipTracker nema na platformé Imagel/Fiji obdobu. Velmi zajimavy plugin MTrack
se sice stejn¢ jako plusTipTracker zaméfuje na MT, ale je urCeny pro data z in vitro TIRFM
mikroskopie. MT jsou v metodé MTrack fluorescencné znaceny po celé délce a ke spravnému
fungovani metody je potfebna inicializace. Ta spociva v umisténi jednotek nukleace v zorném
poli. MTrack dobie detekuje jednotlivé nukleacni jednotky, pokud jsou navzajem ve vzdalenosti
vetsi nez 5 pixeld. Bez predchoziho umisténi jednotek nukleace metoda MTrack principialné
nemuze fungovat. Proto pro SPT in vivo mikrotubulovych siti je nastroj plusTipTracker tim

nejlepSim moznym (Kapoor et al., 2019).
4.2.5 STracking

STracking je open-source Python knihovna, ktera umoznuje kombinovat standardni pipeliny
sledovani ¢astic pro studium biologickych mikroskopickych snimkl. Nastroj je dostupny jako
Python knihovna pomocipip install. Grafické rozhrani je k dispozici v ramci dvou napari
(Royer et al., 2018) plugind: napari-stracking (Prigent, Valadés, Pop, 2022). a napari-tracks-
reader (Prigent & Kiggins, 2022).

STracking knihovna je rozdélena do péti Casti: detekce cCastic, spojovani cCastic, analyza
vlastnosti ¢astic, analyza vlastnosti trajektorii a filtrovani trajektorii. Kazda komponenta je
implementovana samostatné, coz usnadiiuje aktualizaci funkci a jednodussi propojovani
s dalSimi pluginy a algoritmy (Prigent et al., 2022). Detektorti je v knihovné implementovano
nékolik, nékteré jsou napt. z knihovny scikit-image (Van Der Walt et al., 2014). Sledovani
¢astic je zprostiedkovano vlastnim algoritmem, ktery vytvaii uplny graf na vSech c¢asticich.
Nasleduje iterativni extrahovani nejkratsich cest v grafu (budouci trajektorie ¢astic) a je pouzito

ofezavani grafu (Prigent et al., 2022).

STracking pouziva dvé datové struktury: SParticles pro spravu detekovanych castic
a STracks pro spravu trajektorii. Ob¢ datové struktury implementuji objekt SciPy, ktery
umoziuje ukladani ¢astic a trajektorii (Virtanen et al., 2020). Castice jsou reprezentovany 2D
numpy polem, kde kazdy tadek je vyhrazen pro konkrétni Castici. Pocet sloupct zavisi
na dimenzi dat: [T, Z, Y, X] pro 3D dataa [T, Y, X] pro 2D data. Vlastnosti ¢astic jsou ulozeny
v datové struktufe dictionary. Trajektorie Castic jsou ulozeny ve 2D numpy poli, kde je
kazdy tadek vyhrazen pro konkrétni ¢astici. Sloupce opé€t zavisi na dimenzi dat: [trackID, T, Z,

Y, X] pro 3D data a [trackID, T, Y, X] pro 2D data. Vlastnosti trajektorii, udalosti rozdéleni
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a slouceni se ukladaji pomoci slovnikii. Tato reprezentace dat je stejna jako v SW ndstroji

napari, diky ¢emuz je STracking pln¢ kompatibilni s prohlize¢em napari (Prigent et al., 2022).

Knihovnu STracking 1ze kombinovat s dal§imi SW balicky Pythonu. ProhliZze¢ napari pracuje
nejen s STracking pluginem, ale umi i nacitat detekce nebo trajektorie z jinych SW, jako je
TrackMate. Dochazi tak k dulezitému propojeni pluginti pro aplikaci Imagel/Fiji s knihovnami

Pythonu (Prigent et al., 2022).
4.2.6 TrackMate

TrackMate je jednim z nejkomplexnéjSich a nejvétSich ndstroji pro sledovani castic. Jedna
se o modularni plugin, dostupny v programovacim jazyce Java, plné kompatibilni s aplikaci
Imagel/Fiji. Jednoduché grafické uzivatelské rozhrani (GUI — Graphical User Interface)
uzivatele provede celym procesem sledovani. Je umoznéno automatické, semiautomatické
1 manudlni sledovani Castic a editace trajektorii. VSe je velmi dobfe pospané v citované

uzivatelské ptirucce (Tinevez et al., 2017).

Automatické sledovani ¢astic se spousti v aplikaci Imagel/Fiji pomoci Plugins —
Tracking — TrackMate. Celé automatické sledovani se odehrava v rdmci priichodu 14ti

panely (Tinevez, 2016):

1. Definice ROI.

2. Vybér detektoru ¢astic.

3. Konfigurace detektoru.

4. Rekapitulace procesu detekce — jedna se o textovy panel, ktery shrnuje nastaveni

parametrl a nasledujici kroky detekce.

e

Primarni filtrace Castic.

6. Vybér prohlizeCe — nejcastéjSim prohlizecem je integrovany plugin distribuce Fiji,
HyperStack.

7. Pokrocila filtrace Castic— mozné je pouziti libovolné kombinace filtrii (napf.: podle
velikosti, jasu, SNR).

8. Vybeér algoritmu pro sledovani ¢astic.

9. Konfigurace algoritmu pro sledovani.

10. Rekapitulace sledovani — textovy panel, ktery shrnuje nastaveni parametri a nasledujici

kroky sledovani.

11. Filtrace trajektorii.
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12. Zobrazovaci moznosti — kde dilezitou funkcionalitou panelu je tlacitko
TrackScheme, které otevira novy panel pro manualni editaci trajektorii a prohliZzeni
bodii v soufadnicich (xy+7) nebo (xyz+f). Dalsi jeho funkcionalitou je zobrazovat
nejriznéjs$i parametry bodt (napft.: prirastky na jednotlivych osadch, SNR, uhly). Pokud
sledujme déleni ¢astic, napt. déIni bunék, je mozné trajektorie Castic logicky spojovat.

13. Grafy — vytvareni grafti pro libovolnou kombinaci parametrt.

14. Export a ukladani.

Manualni a semiautomatické sledovani ¢astic se spousti v aplikaci Imagel/Fiji pomoci
Plugins — Tracking — Manual tracking with TrackMate. Otevie se panel
Zobrazovaci moZnosti jako v automatické detekei (12)s nefunkénim tlacitkem zpét.
To znamena, ze uzivatel ma k dispozici panely (12), (13) a (14). Kromé toho je uzivateli
umoznéno kreslit trajektorie a manualné detekovat ¢astice v prohlize¢i HyperStack.
HyperStack je vybran ve vychozim nastaveni. Kladvesové zkratky, pfesné pohyby mysi

a dal$i pomticky jsou opét popsany v uzivatelské ptirucce (Tinevez et al., 2017).

Nejvétsim prinosem nastroje TrackMate je moznost dalSiho rozsifeni. TrackMate je zalozen
na Imagel/Fiji, takZze uZzivateli poskytuje datové struktury, ukladani, naéitani dat v rtznych
formatech, vizualizaci vysledkii, implementaci GUI a manudlni opravy trajektorii. S nic¢im
ztoho si vyvojafi pifi implementaci vlastnich detekénich, sledovacich, vizualizaénich
a analytickych algoritmii nemusi délat starosti — mohou vyuzitjiz exitujici moduly
v TrackMate. Moznost testovani libovolnych kombinaci jiz naimplantovanych algoritml
s novymi rozSifenimi je proto piimocard, nebot’ cely program je koncipovan modularné.
Uzivatelska pfiru¢ka pomiZe s vytvofenim modulu pro navrZzeny algoritmus a jeho spravnou

implementaci do stavajiciho programu (Tinevez, 2016).

Moznost rozSiteni pomoci modulll je dnes velmi popularni. Modult jiz vznikla cela tada,
pficemz nékteré jsou zaloZeny na strojovém uceni. Jednd se pfedevSim o detekéni moduly.
Nékteré jsou soucasti verze TrackMate7, ktera byla zvefejnénd v roce 2022: TrackMate-Weka,
TrackMate-StarDist, TrackMate-Cellpose a TrackMate-llastik (Ershov et al., 2022) Nov¢jsi
metody strojového uceni, které nebyly zahrnuty do aktualizace v roce 2022 jsou TrackMate-

Lacss (Yu & Kuang, 2023) a TrackMate-Omnipose (Cutler et al., 2022).
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4.3 Metoda Autokorelace

U Casosbérnych dat je mozné pozorovat fluktuaci Sumu a intenzity svétla v kazdém jednotlivém
pixelu v pribéhu casu. Tyto ndhodné zmény maji nékolik pficin: detekéni Sum zplisobeny
detektorem, mizeni (blikani) fluoroforii a zménu lokalni koncentrace fluoroforti. Pro sledovani
detekujeme signal, coz znamena, Ze pro kazdy objem v pozorovaném vzorku detekujeme
fluorescencni intenzitu. Pokud objemem prochazi fluorescencni ¢astice, povede to k navysSeni
fluorescencni intenzity. Autokorelace je metoda, kterd umoznuje méfit délku trvani vysoké
fluorescencni intenzity, neboli umoziiuje méfit Cas, ktery Castice potiebuje k prichodu celym

objemem o ur€itém rozméru. Z toho lze poté zjistit rychlost ¢astice (Machan, 2022).

Korelace je linedrni zavislost mezi dvéma libovolnymi veli¢inami. Vychazi z linedrni regrese
a pocita, jak dobie lze zavislost prolozit ptimkou. Miru korelace vyjadiuje tzv. korelacni
koeficient, ktery nabyva hodnot od -1 do 1. Hodnota 0 znamend, ze mezi veli¢inami linearni
zavislost neni. Kladné hodnoty znamenaji, ze s ristem jedné veliCiny roste i druha. Naopak
zéporné hodnoty znamenaji, ze s ristem jedné veli¢iny druha veli¢ina klesa. Cim blize je
hodnota korela¢niho koeficientu k 1 nebo -1, tim je korelace vétsi. Hodnoty kolem nuly

znamenaji, Ze je korelace nizka a vztah mezi veli¢inami je maly (ExcelTownem, 2023).

Tento korelacni vztah je mozné vyuZit pro ¢asosbérna data. Pocitd se korelace mezi normalni
casovou fadou (veli¢ina 1) a jeji zpozdénou verzi (veli¢ina 2). Vyjde korelacni koeficient,
u kterého lze predpokladat, Ze pokud bude ¢asové zpozdéni malé, bude korelace velka. Naopak
pokud bude Casové zpozdéni velké, bude korelace mala. Tedy s narustem ¢asového zpozdéni
mezi normalni a opoZdénou fadou bude klesat korelacni koeficient v disledku trvani namétené
fluorescen¢ni intenzity v urcitém cCasovém intervalu. Pravé tato zavislost se nazyva
autokorelace a lze ji vynést do grafu, kdy na ose x bude Casové zpozdéni a na ose y bude
korela¢ni koeficient (Machan, 2022). Kromé rychlosti Castice 1ze méfit pomoci autokorelace
1 velikost pozorovanych ¢éstic a pocet Castic v pozorovaném objemu. VeEtSi Castice jsou
pomalejsi, a proto je autokorelacni funkce $irSi (Obrazek 4A). Déle amplituda korelac¢ni funkce

je inverzng proporéni k primérnému poctu ¢astic na jeden objem (Obrazek 4B).
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Obrazek 3: Méfeni rychlosti ¢astic pomoci autokorelace. A: Fluorescencni ¢astice prochazejici objemem vzorku
(voxel). B1: Graf intenzity fluorescence pro dany voxel. B2,B3: Piekryti fluorescenéni intenzity u ¢asoveé posunuté
sekvence. B4: Prekryv minimalni. C: Graf autokorelace. D: Rovnice vypoctu autokorelace, kde G(t) je korelace
mezi ¢asovou fadou ¢ a t+7; F(t) — praimérna fluorescenéni intenzita pro ¢asovou sekvenci ¢; F(t+1) — primérna
fluorescencni intenzita pro ¢asovou sekvenci t+z. Do grafu se nasledné¢ vynasi hodnota G(t) pro kazdy casovy
posun 7. Je definovana funkce autokorelace G(t), ktera konverguje k druhé mocniné primérné fluorescenéni
intenzity F(t)>. O tuto hodnotu je G(t) normalizovana. Pfevzato z (Machan, 2022).
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Obrazek 4: Méteni velikosti a poctu ¢astic pomoci autokorelace. Al: Schematické zndzornéni rozdiln€ velkych
fluorescencnich ¢astic prochazejicich konkrétnim objemem (voxel) vzorku. A2: Fluorescenc¢ni intenzita pro dany
pixel odpovidajici objemu ve vzorku (zelené¢ — mala castice/Cervené — velkd Castice). A3: Graf autokorelace,
oranzoveé pomalejsi Castice, zelené rychlejsi ¢astice. B1: Schematické znazornéni vétsiho poctu fluorescencnich
Castic v objemu, pti¢emz zkoumame pohyb jedné konkrétni Castice. B2: Fluorescenc¢ni intenzita pro dany pixel
navysena o prumeérnou fluorescenéni intenzitu dal$ich ¢astic v objemu F(N). B3: Graf autokorelace, oranzove —
vice Castic, snizend amplituda, zelené — prepocitano na jednu Castici. Pievzato ze (Machan, 2022).
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4.3.1 Autocorrelation function (ACF)

Jedna se o plugin pro platformu Imagel, ktery umoziuje provadét vypocty korelace v prostoru
(vzgjemna korelace, CCF — Cross Correlation Functions) a v case (autokorelace,

ACF — AutoCorrelation function). Vstupem jsou videa nebo série casové oddélenych snimkd.

V prvni fadé si uzivatel v aplikaci nastavi ROI (kruh nebo c¢tverec s definovanou polohou
a velikosti). Dale je umoznén vypocet ACF, pro jednotlivé pixely nebo celou ROI, a CCF. ACF
vyuziva ptfimocary algoritmus, kde dochazi k vynasobeni kazdé hodnoty intenzity pixelu /1.,(2)
se vSemi ostatnimi hodnotami /y,(#+7) posunutymi o ¢as z. Pro vypocet vzajemné korelacni

funkce lze vybrat ze dvou algoritmti (Walter, 2023).

Prvnim algoritmem CCF je rychlda Fourierova transformace (FFT — Fast Fourier
Transformation). Tento algoritmus se na platformé Imagel potykd s problémem velikosti
snimku, nebot’ ImageJ umoziuje provadét FFT pouze na snimcich o velikosti N = 2%, kde & je
prirozené ¢islo. Proto pokud je velikost snimku jind, musi se nejprve provést upravy, které

bohuzel mohou deformovat okraje snimku (Walter, 2023).

Druhym algoritmem pro vypocet CCF je pouziti hrubé definice, a tedy vyndsobeni kazdé
hodnoty pixelu 7, vSemi ostatnimi hodnotami pixelu .y, kde vzdéalenost xy«<>x’y’ se rovna
definovanému poloméru r. To fesi problém s okrajem obrazu, ale vypocet je relativné pomaly

(Walter, 2023).
4.3.2 ImFCS ImageJ Plugin

ImFCS je plugin pro aplikaci Imagel/Fiji napsany v programovacim jazyce Java, ktery
ke spusténi vyzaduje statistikou knihovnu ImageScience a balicek knihoven Apache POI
pro Cteni a zapis do soubort. ImFCS umoziuje vypocet casoprostorovych korela¢nich funkci
pro 16-bitové TIFF soubory ve stupnich Sedi. Primarné se zaméfuje na data ziskana
prostiednictvim TIRFM a SPIM (Single Plane Illumination Microscopy) mikroskopie.
Instalace je mozna pomoci aktualizace aplikace Imagel/Fiji, kde si uzivatel vybere stazeni
ImFCS a ImageScience. Dale je instalace mozna pomoci stazeni potiebnych soubora
(Imaging FCS 1 52.jar, gpufitImFCS. jar) a samostatné instalace ImageScience,
Apache POI (alespoii verze 3.17) podle ndvodu na webovych strankach National University of

Singapore (NUS, 2024).

Pomoci pluginu ImFCS je mozné vypocitat ACF pro kazdy pixel zvlast’, pro kazdou ¢tvercovou

oblast z nxn pixelti nebo pro libovolnou ROI. Dale je mozny vypocet CCF pro libovolné dva
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pixely, libovolné dvé Etvercové oblasti nebo pro libovolné dvé ROIL. CCF se vyuziva také
pro studium dvou-kanalového zobrazovéani. Korelace pixeli miize byt jak manudlni, tak
automatickd, kde je vyuzit rozsah intenzity, jako filtr pixel. Ziskané informace lze zobrazit
pomoci mapy parametrii, napt. difuzni koeficient, pocet Castic, rychlost proudéni. Jedna se
o barevné mapy v odstinech oranzové a cervené, kde sytéj$i oblast znamend vysi hodnotu

parametru (Wohland, 2015).

ImFCS umoznuje prokladani korelaci vhodnymi ACF, CCF (difizni nebo transportni) a dvou-
kandlovymi CCF. Mapovani vyuziva bud’ jednoduchy nelinedrni algoritmus nejmensich

wev

spravného mapovani je v programu pocitana pomoci pravdépodobnostniho modelu Bayesian

Model Selection (Wohland, 2015).

K presnéjsimu vypoctu korelacnich funkci jsou urceny rtizné korekce béleni nebo kalibrace
PSF (Wohland, 2015). Kalibrace PSF je zaloZena na myslence volné difuze neboli difuze bez
mechanickych zabran a lze ji pfimo vypocitat v pluginu ImFCS. Difuzni koeficient je pro danou
oblast vypocitan ze spojovani stejn¢ velkych oblasti (napf. pro oblast 4x4 pixeld se difuzni
koeficient vypocita kombinaci Sestnacti jedno-pixelovych oblasti, ¢ty Ctyf-pixelovych oblasti
nebo jedné Sestndcti jedno-pixelové oblasti). Pokud se ¢astice mohou volné pohybovat, difuzni
koeficient se u jednotlivych vypocti nelisi (Obrazek 5). Pokud je plocha omezené nebo dochazi

k mizeni (blikani) ¢astic, nebude kalibra¢ni kiivka fungovat (Machan, 2022).

PSF e2 polomér: 0.81- g: =+ 0.8
o =00* (A/NA) 0.7
-4 0.6
0.5 .
T . 04 1
o H
S~
(=]
24
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Obrazek 5: Kalibrace PSF. Kfivka vynesena do grafu, kdy na ose x je plocha (A — area) a na ose y je difuzni

koeficient (D — diffusion coefficient), po ¢ase konverguje k hodnot& o, kterou Ize pouzit ke kalibraci e poloméru
PSF (tj. polomér, kde intenzita svétla klesne na //e2). Pfevzato z (Machan, 2022).
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Plugin ImFCS ma mnoho dalSich funkcionalit, napt. vypocet MSD, porovnani doptedné a zpétné
CCF, vypocet zdkona difuze, tvorba histogrami proklddanych funkci atd. (Wohland, 2015).
Plugin je dobfe anotovan pomoci uzivatelské ptirucky (Wohland, 2015) a pomoci

videozaznamu z [2K konference (Machan, 2022).

5 Zavér

V této praci byly popsany nékteré procesy ziskavani a analyzy ¢asovych fad mikroskopickych
obrazovych dat u vnitrobunécnych struktur rostlinnych bunék. Prvni ¢ast prace byla vénovéana
fluorescen¢nimu znaceni cytoskeletu a endomembranovych kompartmentt (napt.: vakuol). Byl
uveden rozdil mezi barvenim a fluorescencnimi proteiny. U cytoskeletu bylo popsano odlisné
barveni aktinovych mikrofilament a mikrotubul pomoci fluorescencnich proteini zaméfenych
na cytoskeletdrni podjednotky a afinni proteiny. Prace pokracovala vycétem Ctyf
mikroskopickych technik zaméfenych na dlouhodobé ¢asosbérné studie bunék (viz Tabulka 1).
Byly uvedeny rozdily mezi mikroskopickymi technikami LSCM, SDCM, TIRFM a VAEM.
LSCM a SDCM jsou univerzalni mikroskopické techniky. LSCM se potyka s problémem
fototoxicity, zatimco SCSM se potyka s problémem fotobéleni. LSCM a SDCD se uplatiiuji pii
sledovani bunécného kortexu a pro dlouhotrvajici ¢asosbérné studie je dobré u LSCM zvolit
Setrny laser. TIRFM a VAEM se specializuji na pozorovani déju v blizkosti plazmatické
membrany, kde maji vysoké axidlni, lateralni i1 Casové rozliSeni. VAEM je v mnoha
parametrech hor$i nez TIRFM mikroskopie, nicméné diky mechanismu zobrazovani umoziuje

pozorovat déje vice vzdalené od plazmatické membrany.

Druhd c¢ast se veénuje formatim obrazovych dat a formatim videi. U specialnich
mikroskopickych formath je dobré ovéfit jejich vzdjemnou kompatibilitu s univerzalnim
formatem OME-TIFF, nejlépe prostiednictvim knihovny Bio-Formaty. Dlouhodobé ukladani
mikroskopickych dat vyZaduje kompresi. Pro analyzu multikandlového zobrazovani je tfeba

pracovat s bitovou hloubkou, jasem a stupném Sedi.

Tieti cast prace popisuje tfi metody analyzy a jejich podptirné SW néstroje. Hlavni aplikaci
pro analyzu biologickych obrazli je nastroj Imagel) a distribuce Fiji, dile MATLAB
nebo samostatné SW, jako je KymoButler. V praci jsou rozdeleny jednotlivé SW

na semiautomatické a automatické. Prvni metoda Kymografie md celou fadu podplrnych

softwarti, pfiCemz nejvice se pouziva SW Multi Kymograph, ktery je soucasti distribuce Fiji.
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Kazdy SW metody kymografie je v né¢em unikéatni, a proto je dobré volit SW podle konkrétni
napln¢ védecké studie. Napt. dvojice nastroji Dynamic Kymograph a Microtubule Kymograph
Analysis se zabyva analyzou dynamiky mikrotubull. U metody Single Particle Tracking se
nejvice osveéd¢il komplexni nastroj TrackMate. Je zalozeny na snadno rozsifitelném
modularnim konceptu. Autokorelace je nejméné intuitivni metoda analyzy obrazu. Byly

uvedeny pouze dva SW, pti¢emz vice funkcionalit nabizi plugin ImFCS.

Celkové prace poskytuje uceleny pohled na procesy ziskavani a analyzy obrazovych dat
v mikroskopii rostlinnych bunék. Prace by mohla sviij zabér rozsiftit o dalsi analytické metody
nebo se do hloubky vénovat jednotlivym algoritmickym feSenim v oblasti lokalizace, detekce,
kymografie nebo autokorelace. Dalsi rozsifeni by mohlo navrhnout vlastni SW feSeni zahrnujici

jednu nebo vice metod analyzy.
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