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Analyza obrazu

+ Srovnani a vyhodnoceni 2D gelt

(vizudlné nemozné)

+ Pfevedeni zobrazeni do formy digitalnich
dat (pomoci skeneru nebo kamery)

+ Analyza pomoci specialniho SW



MASARYKOVA UNIVERZITA www.muni.cz

Barveni proteinu

+ Viditelné barveni - Coomassie briliant
blue, stribro

+ Fluorescenc¢ni barveni - Sypro Ruby,
Flamingo Pink, Deep Purple, Oriole,
Lumitein

+ Radioaktivni znaceni
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Barveni proteinu

Obecné pozadavky na vizualizaci proteint:

+ vysoka citlivost,

+ Siroky linedrni rozsah zavislosti intenzity
barvicky na mnozstvi proteinu v gelu,

+ kompatibilita s naslednymi analyzami.
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Barveni - rozsah linearni zavislosti intenzity barvicky
na koncentraci proteinu

Zavislost intenzity CCB na koncentraci proteinu Zavislost intenzity stfibra na koncentraci proteinu
/./’ =
/// =0,0214 _z
i /}./‘ !:t? = 0.993:— ; » /
— " y=0,2078x——————————————
al , / R? = 0,9935
/4 *
B __ Colloidal CCB T Silver
Zavislost intenzity SYPRO ruby na koncentraci proteinu
- Barveni stfibrem - lineadrni zavislost pouze
4
g _— v rozmezi do 100 ng proteinu.
i Il il Pfi vyssich mnozstvich odklon od linearity.
; //( ° P -, o rd
" — Linearni dynamicky rozsah
Le* = graf zavislosti intenzity barvicky (osa y)

na koncentraci proteinu (osa x)
SYPRO Ruby
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Snimani obrazu
+ Viditelné barvicky \ //
- denzitometry (GS-800) ™ .

+ Fluorescenc¢ni barvicky
- skenery (FLA 7000)

(Ex/Em spektrum se musi
shodovat s Ex/Em
charakteristikami pfistroje)
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Od analyzy obrazu ocekavame:

+ srovnani gelt , treated” a non-treated” vzorkd,

+ interpolaci izoelektrickych bodt a MW,

-

detekci novych, chybégjicich nebo modifikovanych
proteinu,

kvantitikaci spott,
urceni pozice spotu pro nasledné vytezani,
detekci a charakterizaci skupin proteinu, drah a retézcu,

- + +

statistickou analyzu experimentalnich dat.
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SW

+ Vyvoj - kontinualni proces
+ Spolehlivost

+ Reprodukovatelnost

+ Automatizace

+ Srovnani gelu ruznych velikosti, tvara,
poskozenych gelu
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SW

Pfesnd a spravna prace v laboratofi je
zakladem experimentu.

Sebelepsi SW nedovede ze Spatnych
podkladu vytvorit dobré vysledky.

Spatné vyhodnoceni muze zmatit predchozi
dobrou praci.
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SW - prehled dostupnych programu

+ Delta 2D

+ ImageMaster
+ Melanie

+ Progenesis

+ PDQuest

+ Ludesi

Ruzna filozotie, ruzny stupernt moznosti
zasahovat do vyhodnoceni.
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Nejkritictéjsi casti analyzy obrazu
+ Spravna detekce spott

+ Odecet pozadi

+ Nesmi byt modifikovana zdkladni data
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2 koncepty 2D

+ jeden gel - jeden vzorek
+ mnohonasobna separace - DIGE gely

Princip:
proteiny v ruznych vzorcich znaceny ruznymi
spektralné odliSnymi fluorescen¢nimi barvickami;
smésny vzorek analyzovan na jednom gelu; jiny
zpusob vyhodnocovani, plné automatické.
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2D elektroforéza

Neexistuje standardizace pro ptipravu vzorku a
prubeéh elektroforézy.

Neni snadné srovnavat vysledky z raznych
laboratofi.

Protein nelze identifikovat pouze na zakladé jeho
pozice v gelu.

Musi nasledovat identifikace - MS.
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Rezani spotu

+ Manualné
(viditelné barvicky,
transiluminator)

+ Automaticky
(spot cutter)




MASARYKOVA UNIVERZITA www.muni.cz

Vyhodnocovani pomoci PDQuestu

+ Skenovani gelu

+ Uprava obrazku

+ Detekce spotu a analyza pozadi

+ Vytvoreni ,master” gelu a pfifazeni spottu
+ Editace

+ Normalizace

+ Analytické sety

+ Vybér spotu pro dalsi analyzu
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Redukce obrazku
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ild Transform: MAA-1 v3 (Raw 2-D Image) E

i Hote that transform operations change only
= the view of the data, not the data itself’

+« Vertical/horizontal

Tranzfaorm Plat

flip

Frequency Distribution {* Full scale ¢ LowHigh [X[Log

+ Transform

! " - -
-— s — .
Rotation '
# O a 10 High 4168 Image Dizplay
Low o JI %] Max (500853 [Jlrwvert display
[®]Log High/Low Sliders 73 INT Min [122 [JHighlight zaturated pixels

] Abwaps auto-scals

+ Image cropping  {*™ .

[/ 0K H')"j Apply Al H ko Al H)'R Cancel H@ Help l [ Auto-scale H Reset ] [llllmagecolor...
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Uprava obrazku - cropping
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Detekce spotu a filtrace pozadi

(1 New Experiment El

Name the Experiment

+ Spot detection wizard
- pruvodce nastavenim
parametru (step by
step

This wizard will quide you thiough the pracess of sstting up a new Experiment
ou will select gl images and analysis parameters to uss for the Experiment

Enter the name of the Experiment
[prednaskq Auto
Description [optional)

Select lasation ta save the Expriment

‘D PDOUEstPrednaska\vyhodnaceni Browsse.

[]Stat this vizard when the proaram launches

[ Mew> ] [ Cancel |[ Hep ]

(il New Experiment g‘

Choose Spot Detection and Matching Parameters

Spot Detection Parameters:
= Use 'Spot Detection Wizard'.

+ Nastaveni parametru
pro vyhledani spotu a
odfiltrovani pozadi

{° Choose previaus spot detection parametes.

Iatching Option:
[ arp gelimages befare matching spats.

Nate: Warping willincrease pracesssing time.

<Back | [ Mew> | [ Cancel |[ Hep
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Detekce spotu a filtrace pozadi

Scanset + puvodni (Raw 2-D scan)

3 zobrazeni kazdého gelu  + filtrovany
+ Gaussovsky

Filtered
Raw 2D image Gaussian
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Detekce - specle

W Spot Detection Parameter Wizard

B s BE (8]0 |e=m

Image WS A V3 (Raw 2-D mage) j [ Show Fitered Image

Parameter Set ﬂ Load...

Basic Advanoed|

Sten 1 - Give Mamal Gudance

ﬂ Chck on a faint spot.

@ﬁ. Click on a zmall zpot,
IF diferent lrom the faint spol,

ﬂ Box the largest spob chesker. Help
Step 2 - Tast Setlings

2| %
k ﬂﬂ

] Gaussian model during test [Lakes longer]
[[|Aeduce aver-datecton of karge spatz
[] Trw ta find the same number of spols in other gels

Oplional Controls
Streaks Backgourd  Smoothing | Speckles

[ Apoly speckle Hter

Sersilivty (5000 + ﬂ Find speckles
Speckle count 1114 [ Sk speckles
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Detekce spotu a filtrace pozadi

W Spot Detection Parameter Wizard

Bazic | Advanced)|

Step 1 - Give Manual Gudance
Q,‘- Chck on a faint spot.

| Click on a zmall zpot,
1 different from the faint spol,

!K- Box the langest spot chester. Help

Step 2 - Tast Settings
Senzrvily | +/ ﬂ
Size scale (11 2 ﬂ

Mnpesk 2065 4| &)

9 Find Spat Cankers

Spot Caurt |d6?’
[X] Gaussian madel during test (lakes longer)
[¥] Reduce overdetecton of large spats
[] Trw ta firud the same number of zpots in other gets

Optional Coriiols
Streaks Backgiound | Smoathing | Speckles

[#] Apoly speckle fiter
Sensiliviy |50.00 4 | & || Find speckles
Speckle count 1114 [] S speckles

Image W5 A1 3 (Fitered) = | [3]Show Fitered Image

Pcametor Set | Lexd ] [ Pioceed (X it |[@ Hew |




Ooonoopooooooo
DoDooDooDoooooao
ocooooopoooooonoo

MASARYKOVA UNIVERZITA www.muni.cz

Match Set

+ Soubor gelti porovnavanych navzajem v rdmci experimentu
+ Master gel = uméle vytvoreny gel

+ Prostfednictvim Master gelu jsou gely srovnavany mezi sebou

: .

Match sywbals (matched 57 unmatched 0) Match symbols (matched: 535 unmatched:0) Match symbols (matched 40 unmatched: 26) g
prednaska (Master) BAA-1 v3 (Raw 2-D Image) [N . g lMAH-l 3 (Raw 2-D Tmage) |77 0 »
- O - i T 4

i,
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Editovani

Position
104.60, 81.83 mm

CQuantity
13095.00 INT

hlax. Cuant.
14550.00 [MNT
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Replikativni skupiny

Pouziti

+ mame-li 2 a vice gelti od
jednoho vzorku

+ umoznuji seskupit kopie gelu
daného vzorku a urcit

prumérnou kvantitu kazdého
spotu

+ analyza gelt v replikach je
podminkou pro aplikaci
statistickych néstroj (napt.
Student T-test)
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Biologické a technické repliky

+ Biologicka - vzorky z ruznych organismu, stejny
,treatment”
(x rostlinek Arabidopsis, x ruznych pacientu se stejnym
typem nadoru apod.),

+ Technicka - stejny vzorek, stejny ,,treatment*
(reprodukovatelnost)
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Normalizace

+ Rozdily ve velikosti spotu a intenzité (mezi gely)
- nejsou zpusobeny rozdilnou expresi

+ Variace zpusobené ruznymi faktory - pipetovani,
pfiprava a zpracovani vzorku, barveni.....

—>NORMALIZACE = ptfedpoklad pro spravné
srovnani kvantity spotu
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Spot quantity

+ celkova intenzita definovaného spotu v daném zobrazeni
gelu (pro vypocet se pouziva gaussovské zobrazeni spotu)

+ koresponduje s mnoZstvim proteinu v aktualnim spotu

2054795 1BEEE4E 1527406
Morm Morm Morm
| INT*&Fea INT*&bea INT*& ke
T T I
sSSP 1902 S5P 2001 =P 2002
EZ0222 19842411 285267
Morm Morm Morm
INT*&Fea INT*&rea INT*&rea
| 1 |
SSP 2003 S5P 2004 S5P 2005
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Normalizace

je kompenzace rozdilt nezpusobenych a nesouvisejicich s
vlastni expresi.

Provadi se pro kazdy gel v experimentu.
Zahrnuje:

+ nenormalizovanou intenzitu spotu,

+ ,scaling” faktor - voli si uzivatel,

+ faktor kompenzujici chyby pipetovani,

+ normaliza¢ni faktor (v zavislosti na zvolené metodé).
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Metody normalizace

+
+
+
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'otal
otal

| quantity in analysis set
| quantity in valid spots

otal

| density in gel image

+ Specified value

+ Mean of log ratios

+ Local regresion model
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Analytické sety

MName
Description |
Optionz
Vv ® O /
Tr]. t y -y anal S/ thk C | l [C]Estimate misging spaots ] Estimate saturated spats
p : S [ Inchude qualitative changes
o
Set l I ° Compare
* O Gels A [man

Lalfl]

= Repl. Gels B [maH

[®]Mark spats 3¢
(™ Claszes

[JHide other sets

Mark spaots on

(™ Master gel

ethod
(" Above upper limit

5*— kvalitativni, € Below lower limit

(" Dperand gels

(™ Between limits * Al gels
° R @ Outside limits Shaw
/
[I%indow labels
+ kvantitativni,

+ statistické (pouze pro R

replikativni skupiny) |-

[#] Log scale

o . Py Upper limit 1 | 200
+ Booletiv analyticky set | v =l

[q/ Save ][X Cancel “@ Help ]

=1
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riklady
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Stejny vzorek déleny na rtiznych

typech gelt
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spot detection
and editing

application of
consensus spot pattern
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Tato prezentace vznikla s podporou projektu OP VK
,Rozvoj tymu pro vyuku, vyzkum a aplikace v oblasti funkcni genomiky a
proteomiky* (CZ.1.07/2.3.00/09.0132)

Dekuji za pozornost.

Tento projekt je spolufinancovédn Evropskym socidlnim fondem a stétnim rozpo¢tem Ceské republiky.
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