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Definice jasné stanovenych otazek — cilt

- potvrzeni hypotézy

e Stan —

«  soustredéni se na Uzce vymezeny problém

Stanoveni poctu a typu replikatd
e umoznuiji statistické zpracovani experimentalnich
udaju

Postup zpracovani vzorku,
kontrolni vzorky, standard

Zpusob detekce

Biologické Technicke

* Zahrnuti chyb metody
(reprodukovatelnost)
- stejny vzorek v nékolika replikatech

 Zahrnuti biologické diverzity

- replikdty prezentovany rGznymi vzorky téhoz typu
X rostlinek Arabidopsis,
X rliznych pacient( se stejnym typem nadoru apod.
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Biologicke replikaty

Technické replikaty
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Experiment
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e Detekce  n ———— Obecné poZadavky na vizualizaci protein

e vysoka citlivost

o kvantitativni barveni

o Siroky linearni rozsah zavislosti
intenzity barvicky na mnozstvi
proteinu v gelu

Dynamicky rozsah

= graf zavislosti intenzity barvicky (osay)
na koncentraci proteinu (osa x)

« end-point

e trvanlivost

(napft. zhaseni fluorescencnich
barvicek!)

o kompatibilita s naslednymi
analyzami
(napf. stfibro - glutaraldehyd!)
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o Detekce ——> Typy detekce Proteinovy patern dan typem barveni, protokolem, ak sekvenci

CCB ((G250)
1 2

Znaceni pred analyzou (DIGE — CyDye, radioaktivni znaceni)
Barveni po analyze

Nespecifické barveni: vSechny proteiny

« Viditelné barveni: Coomassie brilliant blue (R250, G250), sttibro (kysela x amoniakalni varianta)

Fluorescencni barveni: Sypro Ruby (Ex/Em = 280, 450/610 nm), Lucy (Ex/Em = 506/520 nm),
Flamingo Pink (Ex/Em =512/535 nm), Oriole (Ex/Em = 270/604 nm), Krypton (Ex/Em = 520/580),
Deep Purple (Ex/Em = 365, 520/610 nm), Lumitein (Ex/Em = 280, 450/610 nm)

Specifické barveni: posttranslacni modifikace (PTIM)

« fosforylace: Pro-Q Diamond (pSer, pThr, pTyr), Pierce -4
phosphoprotein staining kit (pSer, pThr) . ’.
glykosylace: Pro-Q Emerald, Pierce glycoprotein staining kit “ » @ ¥ -
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* Detekce POZADI - 3D nahled

Koloidni CCB

Stribro

SYPRO Ruby
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* Detekce Proteinovy spot — 3D nahled

Koloidni CCB

Stribro

Pri analyze obrazu pracujeme s
denzitou barvicky.

SYPRO Ruby
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Signaly z biologickych vzorku jsou konvertovany do
__—> digitalnich dat v odstinech sedé barvy

L T——————

;. format TIFF, vysokeé rozlisSeni
* Snimani obrazu

l Molecular Imager GS-800  Image Scanner llI
Pristroje pro snimani obrazu - —

Volba pfistroje dle pouZitého typu detekce protein( \\,//

o Viditelné barvicky : denzitometry

e  Fluorescencni barvicky: fluorescencni skenery, kamery Typhoon 9200 Imager

Ex/Em spektrum se musi shodovat s Ex/Em charakteristikami pfistroje — -

S. Ruby: Ex/Em: 280, 450/610 nm

Luminescence excitation
Luminescence emission

Fuji FLA-3000 PharosFX™ and PharosFX Plus Systems

250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750
Wavelength (nm)
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, Lidské oko dokaze rozlisit
e Analyza obrazu

500 stupnit Sedi
10 milionu barev

Pouze viditelné svétlo o vinové délce
380-760 nm vyvolava v lidskych ocich zrakovy vjem.

Skoro Y% lidskeho mozku se podili na
rizenizraku a videni.

Analyza pomoci specialniho SW

Porovnani a vyhodnoceni 2D gel(
(vizudlni vyhodnoceni 2D gell neni mozné)

EPCEITEC 12
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e Analyza obrazu —— Analyza pomoci specialniho SW

Kvalitativni vyvhodnoceni Kvantitativni vyhodnoceni / Statisticka analyza
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e Analyza obrazu

Kvantita spotu

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

- koresponduje s mnozstvim proteinu v aktudinim spotu

Signal intensity of a single pixel

intensity

hd

EPCEITEC
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* Analyza obrazu — Pistup dle pfedem stanoveného cile - ©OVlivneny vzorek x kontrola

e projev urcitého zasahu v Case

Kvalita obrazové analyzy je pfimo odvisla od kvality separace.

e \lybér vsech spot(, které se vyznamné lisi podle

daného ,designu” experimentu

— detekce ,,up and down“ regulovanych proteint
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e \lybér pouze nékolika cilovych proteinovych spot(

* sekvencni izoformy
* posttransla¢ni modifikace

— kvantitativni zmény v profilu urcitych spot(

' 'Prefrakcionace

..,’..',-

1DE
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e Analyza obrazu

EPCEITEC

N
Pristup dle predem stanoveného cile

2-DE
1-DE -

sekvencni izoformy
(zaména 1ak v sekvenci)

E N | \
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w Vyhodnocovani pomoci PDQuest

L ——

e Sejmuti obrazu - velké rozlideni (tiff), véechny srovndvané gely musi mit stejnou velikost

\
Uprava obrazu — velikost, orientace

V
Identifikace spotu

Vv
Pfifazeni spotu (,,matching”) a jejich porovnani

A\
Normalizace

|

Analyza dat

J

Report

EPCEITEC
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* Analyzaobrazu ~ \/yhodnocovani pomoci PDQuest

. , e Spot detection wizard
Sejmuti obrazu

— privodce nastavenim parametr( pro vyhledani

. spotl a odfiltrovani pozadi
Uprava obrazu

o Rzné gely — rizné parametry nastaveni

(@ Spot Detection Parameter Wizard

Identifikace spotu

Basic | Advanced|

Step 1 - Give Manual Gudance

ﬂ Cick on a faint spot.

& Chck on a small spot,
if diferent from the faik spol,

il Box the largest spot chuster. Help

\
Pfifazeni spotu (,,matching”) a jejich porovnani

\

Normalizace

|

Analyza dat

J

Step 2 - Test Settings
Sentiiy [EHE | &
Sizescae [17 1‘ il
o) 1 s
Minpeak  [2045 1] ﬂ

Spot Count |467

[X] Gaussian model during test (takes longer)
[X] Reduce overdetection of large spots
[Ty to find the same number of spots in other gels

Heip |

& [n)s B3 ole lomn

Opiional Conlrols - 1
| Stesks | Backgiound | Smcothing | Speckles | ‘

(] Apply speckle fiter

Sensiivty [5000 4| & |[Find speckies |
Speckle count [1114 Show speckl
Report - i
Imags [MaR1 V3 (Fitered) : v | [33Show Fitered Image
Parameer Set | | [ Poceed | (X 0wt |(@ Heb
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* Analyza obrazu  ——— Bgzné anomalie 2D separace

sum prouzky
(,noise®) (,streaking")
rozostreni
Fek (,fuzzy spots®)
pFekryv

(,spot overlap®)

saturace

nizkoabundantni spot
(,saturated spot) PO

(,low-abundant spots*)

A

Goez et al. 2017 (upraveno)

EPCEITEC 19



Saturace

Rozostreni

EPCEITEC

Prekry spotu

Prouzky

20
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e Analyza obrazu

Detekce spotU a filtrace pozadi

Pozadi se lokalné méni dle intenzity pfitomnych proteinovych spotu
(intenzivnéjSi spoty ~ vySSi pozadi) —— chyby v detekci.

* Scanset

Vyhodnocovani pomoci PDQuest

= soubor obrazli, které vychazeji z jednoho

zakladniho gelu (3 zobrazeni kazdého gelu)

EPCEITEC

Raw 2D image

Filtered

W o=

Gaussian

—»

Filtered Image

—>

Gaussian Image

21




P 00 TN
® Analyzaobrazu = \/yhodnocovani pomoci PDQuest

e Zasadni problém analyzy obrazu: rozdily v pozici spotu mezi gely — treba provést ,alignment”

*Matchset = soubor gell porovnavanych

Sejmuti obrazu navzajem v ramci experimentu
Uprava obrazu * Master gel = uméle vytvoreny gel, zahrnuje

J spoty ze vSech srovndvanych gell

|dentifikace spotu

\
Prifazeni spoti (,,matching”) a jejich porovnani

V%
Normalizace B
i ® q fig
Analyza dat 0
! @ °
Report B }&
@

EX (¢
Match syrbols (matched:57 unmatched:0) | Match symbols (matched 38 wunstched.0)

prednaska (Master) M h-1+3 (Faw 2-D Image) MAH-1 3 (Raw 2-D Image)
- W - -

EPCEITEC 22




e Analyzaobrazu -~ \/yhodnocovani pomoci PDQuest

* Normalizace = kompenzace rozdilt ve velikosti a intenzité spotl mezi gely,
které nesouvisi s expresi
Sejmuti obrazu * nutnd podminka pro spravné porovnani kvantity spotu

y
Uprava obrazu « Variace zpusobené riznymi faktory:

- chyby pipetovani béhem pfripravy vzorku
Identifikace spotd - chyby pfi pfipraveé a zpracovani vzorku

- ztrata vzorku béhem prenosu na gel (precipitace)
- nekonzistence v barveni/znaceni

Pfifazeni spotu (,,matching”) a jejich porovnani : W, N
pOtiL(, glialisjichip - nekonzistence pfri snimani obrazu

¢ -.B
Normalizace
\l, * Normalizacni faktor (dle zvolené metody)
Analyza dat - Total quantity in analysis set
¢ < Total quantity in valid spots
Report

«  Total density in gel image
« Specified value
«  Mean of log ratios

«  Local regresion model
23



e Analyza obrazu

Vyhodnocovani pomoci PDQuest
* Report

Image report
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Image History
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Description NAA
Directory C:APDQuest Data\MatchSets\_MS00017 2003-07-08 Data
Filename half3 v1 %3.gsc
Image Date unknown
Imager GS-710 Pixel size(um) X 176.0, Y: 176.0
Image Area(mm)X: 178.6, ¥: 140.2 Data Range 2.00 0D
Image Pixels X 1015, Y: 797 Memory Size  791.94 Kb

11-Nov-1999 10:29

. Power Mean (3X3)

Acquisition Parameters

Gain Setting: 0.0

Size Mode: absolute
Ref Bkgd Time: 0.00 sec.
PMT Yoltage:  {0%)

| R

4

ﬁli] Page of 1

EE

Quantity Tablereport

[l Quantity Table Report - HalfStock

SSP  [stock! |stock? (stock3 | half1 | half2 | haif3
0001 102 13.4 164 13 13 1.3
o002 16.4 13 13 1.3 13 1.3
ooz 7z 13 13 1.3 13 1.3
oon4 823 750 884 248 228 316
0006 2564 2565| 2572 741 V38 659
o007 59.5 1.3 13 1.3 13 1.3
0005 77| 11435| 11005| SEQD| 5654 | S44.5
oo0a 29.3 1.3 13 1.3 13 1.3
o010 1636 1356 1558 458| 444 45.2
o011 B35 B6.3 702| 152| 127 248
o012 541 40.0 574 1.3 13 1.3
0013 308 1.3 13 1.3 13 1.3
[N 44 9 438 522 162 220 244
0015 40.7 36.1 445 156| 182( 205
0016 52.5 1.3 228 1.3 13 1.3
oo 121 14.6 121 1.3 13 1.3
o102 39.7 35.2 408 183 188[ 193
o103 108 13 13 13 13 1.3
0104 1166 1103[ 12889 367 271 3.7
o105 123 17.2 116 1.3 13 1.3
0106 348 36.2 343 1.3 13 1.3
ﬂ ﬂ Page of 62

S

Quantity Graph report

P [l 54 | (1. Quantity Graph Report - HalfStack
7 e F e
l | [Uin-norm) lun-nerm Ln-norm l lUn-norm|
5P 000t S50 0002 S5 0005 S5P 0004
ps7 = 144 s
[un-norm)| Un-norm i JUn-norn [Un-norm |
S5P 0006 " 'Ssp 0oz S5P 0008 " 'Sspdooe
g4 [ro ™3 a1
Lin-norm| Lin-norm! Lin-norm lUn-norm)
L1 ul |
SSP 0010 SSP o011 SSP 0012 SSP 0013
= fis 52 fis
|un-norm, lin-norm! Lo | lUn-norm)
S5P 0014 ssPo01s S5 0016 SseOI01
a1 i 2 7
[Ln-norm| [Un-norm | fUn-narm | | [Un-norm|
L1 Ll
5P 0102 SsP 0103 S5P 0104 5P 0105
o Ble] & Haroell et e[| B
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Experiment

\Vlyrezani spc

EPCEITEC

?

/

® SNnimani obrazu

L —
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* Vyrezanispotu  —— p\1any4ins (skalpel, spot picker)

« viditelné barvicky OneToqch Plus spot picker
o fluorescencni barvicky

- transiluminator
UV-transilluminator Dark Reader

Ex: 302, 365 nm

Automaticky

e Spot cutter
Exquest

EPCEITEC
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¢ \/yrezani spotu

nalyza obrazu -~

e —

@/_\ /*:gvs

27



2-DE

NejlepSi metoda vizualizace proteint v podobé spotu, ktery midze byt charakterizovan svoji
abundanci, polohou, pfitomnosti / absenci.

* NejCastejSi abnormality ovlivhujici obrazovou analyzu:
vertikalni a horizontalni prouzkovani, rozostreni spotd, saturace spotd, spoty o nizké intenzité,
prekryv spotl, Sum pozadi.

Laboratorni a §asova naroénost, omezena reprodukovatelnost, omezené rozliseni (1 spot # 1 protein!).
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