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Analyza obrazu

- Srovnani a vyhodnoceni 2D gelu

(vizualné nemozné)

- Prevedeni zobrazeni do formy digitalnich

dat (pomoci skeneru nebo kamery)

- Analyza pomoci specialniho SW
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Cile experimentu

- Definice jasné stanovenych otazek — cilu
(potvrzeni hypotézy, soustredeni se na uzce
vymezeny probléem)

- Stanoveni poctu a typu replik (umoznuiji
statistické zpracovani experimentalnich udaju)

- Typ barveni

- Kontrolni vzorky, standard
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Experiment

- Cile experimentu

- Priprava vzorku

- 2DE

- Barveni

- Shimani obrazu

- Analyza obrazu - vyhodnoceni
- Vyfezani vybranych spotu

- Digesce

- |ldentifikace

- (Zdroje chyb, variability)
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Biologicke a technicke repliky

Biologické — vzorky z riznych organismu téhoz druhu,
stejny ,treatment”

(x rostlinek Arabidopsis, x ruznych pacientu se stejnym
typem nadoru apod.), stanoveni biologicke diverzity -
rozmanitosti

Technicke — stejny vzorek, stejny ,treatment”
(reprodukovatelnost)

Rozhodnuti o pouziti je nutné udelat pred pripravou
vzorku
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Dvourozmerna elektroforéza

- 1.rozmer — izoelektricka fokusace (pl)

- 2.rozmer — elektroforéza v polyakryamidovem
gelu v pritomnosti dodecylsulfatu sodneho (Mr)
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Barveni proteinu

- Viditelné barveni — Coomassie briliant blue,
stribro

. Fluorescencni barveni — Sypro Ruby,

~lamingo Pink, Deep Purple, Oriole,

_umitein

- Radioaktivni znaceni
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Barveni proteinu

Obecné pozadavky na vizualizaci proteinu

- vysoka citlivost

- Siroky linearni 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

; e e o

_— B I - E—

" Colloidal CCB T """" Silver

S — P Barveni stribrem — linearni zavislost pouze
i _— v rozmezi do 100 ng proteinu.
S Pii vy38ich mnozstvich odklon od linearity.
: P Linearni dynamicky rozsah
L™ = graf zavislosti intenzity barvicky (osa y)

na koncentraci proteinu (osa x)
SYPRO Ruby
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Snimani obrazu

- Vizualni vyhodnoceni gelu neni mozneé (pouze
orientacni u viditelnych barvicek)

- Po obarveni gelu je nutneé prevest zobrazeni na
gelu do podoby digitalnich dat



Snimani obrazu

Viditelné barvicky

- denzitometry (GS-800)
Fluorescencni barvicky
- skenery (FLA 7000)
Kamery

(ExX/Em spektrum se musi
shodovat s ExX/Em
charakteristikami pristroje)

www.muni.cz
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Snimani obrazu

- Signaly z biologickych vzorku jsou konvertovany do
digitalnich dat v odstinech sede barvy

- Nacteni ve formatu TIFF, nejCastéji 16 bitovy,
rozliseni 65 536

- Transformace skenovanych ,images” do ,spot volumes” -
tento uvodni proces analyzy obrazu je dulezitym krokem
(Easto kritickym) — zvolena moznost muze mit velky vliv
na kvantifikaci dat
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Analyza obrazu

Konecny cil frady experimentu = identifikace mnozstvi proteinovych
spotu a interpretace dulezitosti téchto spotu — v biologickém,
fyzikalnim nebo chemickem kontextu

Vybér spotu, které se vyznamne lisSi podle daného ,designu”
experimentu

Vybér pouze nékolika velmi vyznamnych spotu, které budou pfipadné
pouzity jako budouci marker

Pro odpovidajici odpovedi na zvolené otazky jsou Casto nutné
rozdilne pristupy

Cil — zabranit ztraté vyznamnych spotu = najit vSechny spoty, které
vykazuji vyznamné rozdily (s vedomim, ze mohou byt zvoleny take
irelevantni spoty — falesna pozitivita)
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Analyza obrazu - cile, ocekavani

Vychazi z cile experimentu

- srovnani gelu ,treated” a non-treated” vzorku,
- detekce ,up and down regulated proteins”

- interpolace izoelektrickych bodu a MW,

- detekce novych, chybgjicich nebo modifikovanych
proteinu,

- kvantifikace spotu,

- urceni pozice spotu pro nasledné vyrezani,

- detekce a charakterizace skupin proteinu, drah a rfetézcd,
- statisticka analyza experimentalnich dat.
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2 koncepty 2DE

- jeden gel — jeden vzorek

- mnohonasobna separace — DIGE gely

Princip:
proteiny v ruznych vzorcich znaceny ruznymi
spektralne odlisnymi fluorescencnimi barvickami;
smesny vzorek analyzovan na jednom gelu; jiny

zpusob vyhodnocovani, plné automaticke,
odpada variabilita mezi gely
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SW

Vyvoj - kontinualni proces
Spolehlivost
Reprodukovatelnost
Automatizace

Srovnani gelu ruznych velikosti, tvaru,
posSkozenych gelu

Nesmi modifikovat ,raw" data
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SW

Presna a spravna prace v laboratori je
zakladem experimentu.

Sebelepsi SW nedovede ze Spatnych
podkladu vytvorit dobré vysledky.

Spatné vyhodnoceni mdZe zmafit pfedchozi
dobrou praci.
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SW - prehled dostupnych programu

- Delta 2D

- ImageMaster
- Melanie

- Progenesis

- PDQuest

- Redfin Ludesi

Ruzna filozofie, ruzny stuperi moznosti zasahovat do

vyhodnoceni, ruzna cena, moznosti statistickych
vyhodnoceni.
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Ludesi

ADvsAK | ADVSED | ADvsEK | AKvsEK | ED vs EK | AK vs ED

Visual Controls
© st O Gel @ Spot [F] Enhance contrast

Shew in colar

Push to set
profile fileer

Push to set
location filter
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- Spravna detekce spotu
- Odecet pozadi
- Nesmi byt modifikovana zakladni data

- Vysledky analyzy jsou ovlivnény kvalitou a filosofii daného
programu, manualni editovani je vzdy ovlivheno
uzivatelem.
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Vyhodnocovani pomoci PDQuestu

- Skenovani gelu
Uprava obrazku - rotace, redukce, transform, cropping
Experiment Wizard
Nacteni upravenych obrazku
Vytvoreni skupin
Zadani parametru (faint spot, small spot, largest cluster)
Detekce spotu a analyza pozadi
Vytvoreni ,master” gelu a pfifazeni spotu
Editace
Normalizace
Analyticke sety
Vybér spotu pro dalSi analyzu
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PDQuest — nac¢teni gelu ve formatu TIFF

Leda khPdHom TEESESTRER

(1} MAA-1 (Raw 2-D Image, New)

o Py
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Redukce obrazku
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Uprava

Il Transform: MAA-1 v3 (Raw 2-D Image) @
= = i Hote that transform operations change only
® er Ica Orlzon a = the view of the data, not the data itself.

fI . Tranzform Plat

Frequency Distribution % Full scale ¢ Low-High [#]Log

. Transform
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u .
- Rotation —
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] &shways auto-scale
| Gamma T JI 1.00
[/ 0K H')‘) Apply &1l H Auta &)l ”)R Cancel H@ Help ] [ Auto-scale H Fleset ] [Illlmage color...

- Image cropping



MASARYKOVA UNIVERZITA WWwWWw.muni.cz

[m] [m]
O (@)
(m] [m]
(©) @)
m] [m]
O (@)
(m] [m]

Oooooooao
Oooooooao
OO OoDOOoOOo0aDo
Oooooooao
oOoooooo

Uprava obrazku - cropping
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Uprava obrazku - cropping
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Name the Experiment

- Spot detection wizard
— pruvodce

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

nastavenim parametru -

(step by step)

- Nastaveni parametru
pro vyhledani spotu a
odfiltrovani pozadi

- RuUzné gely — ruzné
parametry nastaveni

[ Mew> ] [ Cancel |[ Hep

Choose Spot Detection and Matching Parameters

Spot Detection Parameters:
= Use 'Spot Detection Wizard'.
" Choose previous spot detection parameters.

Iatching Option:
[ arp gelimages befare matching spats.
Mate: Warping will increase processsing ine.

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

- Faint spot — sensitivity and minimun peak value
parameters

- Small spot — size scale parameter

- Large spot cluster - radius of the background
substration rolling ball and the streak removal
rolling disk

- Background substraction is required for spot
detection, method used — floating ball, the default
radius size is calculated automatically based on
the largest spot cluster you want to detect
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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
Senziiily ,Hm:—iﬂ
Sizescale [11 ¢ ﬂ
[RFind Spat Certes| Mingeak [2045 | +

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 |
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Detekce spotu a filtrace pozadi

puvodni (Raw 2-D scan)

Scanset :
3 zobrazeni kazdeho gelu - filtrovany
- Gaussovsky
Filtered
Raw 2D image Gaussian
.‘:‘ ‘i:}:;';;;;éée ._sh ¥
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Match Set

- Soubor gell porovnavanych navzajem v ramci experimentu
- Master gel = uméle vytvoreny gel

- Prostrednictvim Master gelu jsou gely srovnavany mezi sebou

ok

£
Match sywbals (matched 57 unmatched 0)

Match symbols (matched: 535 unmatched:0) 4 Match symbols (matched 40 unmatched: 26) ]
prednaska (Mastar] BAL-1 3 (Raw 2-D Trnaze) [0S L 2 . - lMAH-l +3 [Raw 2-T Tmage) N 1
- LU — g . yEmw il - ST " =
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Editovani

Position
104.60, 81.83 mm

CQuantity
13095.00 INT

hlax. Cuant.
14550.00 [MNT
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Experiment summary

Experiment summary — pocet spotl, matched spots, CV

Match rate 1 — the percentage of matched spots relatively
to the total number of spots on the member (gel)

Match rate 2 — the percentage of matched spots on the
gel relative to the total number of spots on the master gel
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Normalizace

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

- Variace zpusobené ruznymi faktory — pipetovani,
priprava a zpracovani vzorku, barveni.....

NORMALIZACE = predpoklad pro spravne
srovnani kvantity spotu
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Spot quantity

- celkova intenzita definovaného spotu v danem zobrazeni
gelu (pro vypocet se pouziva gaussovske 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 |

I I
sSSP 2003 sSSP 2004 SSP 2005
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Spot quantity

Spot quantity = celkova intenzita definovaneho spotu
v gelu, odpovida mnozstvi proteinu v aktualnim spotu

Pro vypocet kvantity gaussovskeho spotu v PDQuestu plati:

spot height x T X oX X Oy

spot height — (peak value) — pik gaussovskeho zobrazeni spotu, meri se
v OD nebo image units

1 image unit (IU) = 100 mikrometrd nebo 0,1 mm
ox = SD gaussovskeho rozdéleni spotu ve smeru osy x (v IU)
oy = SD gaussovskeho rozdéleni spotu ve smeéru osy y (v IU)
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Normalizace

- Kompenzace rozdilu 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
= normalizacni faktor (v zavislosti na zvolené metode)
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Metody normalizace

- Total quantity in analysis set
- Total quantity in valid spots
- Total density in gel image

- Specified value

- Mean of log ratios

- Local regresion model
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Replikativni skupiny

Pouziti

- mame-li 2 a vice gelu od
jednoho vzorku

- umoznuji seskupit kopie gelu
daného vzorku a urcit
prumérnou kvantitu kazdého
spotu

- analyza gelu v replikach je
podminkou pro aplikaci
statistickych nastroju (napf.
Student T-test)
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Analyticke sety

Tri typy analytickych
setu:

- kvalitativni
- kvantitativni

- statisticke (pouze pro
replikativni skupiny)

- Booleovy analyticke
sety

lld Analysis Set Template - 1106 (Experiment)

MName Cluan

Description |
Optionz
[C]Estimate misging spaots ] Estimate saturated spats

[ Inchude qualitative changes

Compare

O Gels A [man |
@ Repl Gels | B [maH |
(™ Claszes

hethod

(" Above upper limit
™ Below lower limit
™ Between limits

+) Outside limits

(™ Histogram

{+* Scatterplat

[#] Log scale
Upper limit 1 JI 200
0.50 =14

Lowewer limit ¢

=1

[q/ Save ][)R Cancel “@ Help ]

[®]Mark spats 3¢
[JHide other sets
Mark spaots on

(™ Master gel

(" Dperand gels
(= All gels

Shawy
[I%indow labels
[155P number

Spot count (208

ppst
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Prezentace vysledku

& PDOuest Advanc 1

Edit Spot Tools

Flle Edt View Analyze Report Window Help

| LHEER FHRD

= A
|Match Tools

k3

Print Al Pages

% @

L 5 |

A T

|A
BOSoaa 5 %@ eme o W =X

[Ex] O
o ]
2]
° Efﬁ o o = SSP  30degree Ratio 42degree Ratio
a8 o102 511 1.00 198 039
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Rezani spotu

. Manualné 'l—:—‘ a WE

(viditelne barvicky,
transluminator)

- Automaticky
(spot cutter)
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Skladovani gelu

- Uchovavani gelu:
- H,0O + pripadnée pridavek azidu
- Vvysusit a zatavit do folie

- Zabranit kontaminaci keratiny — digesce keratinu probiha
stejné jako digesce hledanych proteinu — problémy pfi
detekci slabSich proteinu

Digesce
. Stépeni trypsinem



MASARYKOVA UNIVERZITA www.muni.cz

2D elektroforéza

Neexistuje standardizace pro pripravu vzorku a
prubeh elektroforézy.

Neni snadné srovnavat vysledky z ruznych
laboratofri.

Protein nelze identifikovat pouze na zaklade jeho
pozice v gelu.

Musi nasledovat identifikace — MALDI,LC MS/MS.
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Variabilita

- Rozdily ve skupiné vzorku- biologicka

- Technicka - vaze se k pouzivanym analytickym
technikam, muze byt nahodna nebo systematicka

- DIGE - snizuje variabilitu mezi gely
Image analysis
- Image acquisition
- Background substration
- Specles, streaks
-  SW - identifikace spotu,velikost a ohrani¢eni spotu
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Zdroje chyb

- NedostateCna rehydratace stripu

- Neuplna absorpce vzorku na strip

- Neuplny prenos proteinu z prvniho do druhého rozméru
- Barveni
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Ohraniceni spotu
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Ohraniceni spotu
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Detekce - specle

W Spot Detection Parameter Wizard

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 Bow the largest spok chester. Help

Step 2 - Test Settings
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Priklady
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Stejny vzorek déleny na ruznych
typech gelu
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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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