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Definice jasné stanovenych otazek — cilli
. .. > + potvrzeni hypotézy

experimentu - soustfedéni se na Uzce vymezeny problém

Stanoveni poctu a typu replik

¢ /umoznuji statistické zpracovani experimentalnich

udaju
Kontrolni vzorky, standard
v
Zpusob detekce
Biologické Technické
 Zahrnuti biologické diverzity e Zahrnuti chyb metody
- repliky prezentovany rdznymi vzorky téhoz typu (reprodukovatelnost)
X rostlinek Arabidopsis, - stejny vzorek v nékolika replikach

X rliznych pacientl se stejnym typem nadoru apod.
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Technicke repliky
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Experiment

e Stanoveni cile “a ‘\W

experimentu “ |
T * Priprava vzorku —— ¢ 2DE =

e Detekce
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__> Obecné pozadavky na vizualizaci proteini

picomole lemlomole

e Detekce

30 ng 10 ng Sng <l ng
« vysoka citlivost

~ z —
Coomassic

o kvantitativni barveni

Tluorcscence
Colloidal

Coomassie

Silver stains

o Siroky linearni rozsah zavislosti

. . 4 4 V' Zavislost intenzity CCB na koncentraci proteinu Zavislost intenzity stfibra na kencentraci proteinu
intenzity barvicky na mnozstvi > i ) . _
proteinu v gelu — : /— .
Dynamicky rozsah N o
- - . . : _ ' . - 0.2078x
= graf zawslost.l |nten'2|ty barvicky (osay) | i — - i v
na koncentraci proteinu (osa x) e
‘ *
»  end-point T Colloidal GCB T Silver
° t rva n I ivost Zavislost intenzity SYPRO ruby na koncentraci proteinu
(napf. zhaseni fluorescencnich . — = Barveni stfibrem
barvicek!) g _ — linearni zavislost pouze v rozmezi
z /_/-/ y:o.zs?sx .
c bil led i e R = 0,985 — do 100 ng proteinu.
. ompatibilita s naslednymi — vy o . .
I,) . y & Pfi vysSich mnozstvich odklon od linearity.
analyzami T
(napf. stfibro - glutaraldehyd!) e

SYPRO Ruby
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o Detekce — Typy detekce

Znaceni pred analyzou (DIGE — CyDye, radioaktivni znaceni)

Barveni po analyze

Nespecifické barveni: vSechny proteiny
o Viditelné barveni: Coomassie brilliantblue (R250, G250), stfibro (kyseld x amoniakalni varianta)

e 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: post-translacni modifikace (PTM)

« fosforylace: Pro-Q Diamond (pSer, pThr, pTyr), Pierce phosphoprotein staining kit (pSer, pThr)
glykosylace: Pro-Q Emerald, Pierce glycoprotein staining kit

 Radioaktivni znaceni
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e 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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Experiment

e Stanoveni cile “a ‘\W

experimentu v “oh
:- e Pripravavzorku ——— ¢ 2DE 1.

G2 * Detekce |
AT ~u = "'J""

¢ Snimani obrazu
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Signaly z biologickych vzorku jsou konvertovany do

* Snimani obrazu digitalnich dat v odstinech Sedé barvy

«  format TIFF, vysoké rozlisSeni
Molecular Imager GS-800 Image Scanner lli
Pristroje pro snimani obrazu - —

Volba pfistroje dle pouzitého typu detekce proteinti \//

« 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

Fuji FLA-3000 PharosFX™ and PharosFX Plus System_s

Lumingscence excitatio
1
Luminescence emission

—

250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 7SO
‘Wavelength (nm)
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Experiment

-y ‘" 9 '.‘A :
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e Analyza obrazu —
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* Analyza obrazu Analyza pomoci specialniho SW

«  Porovnani a vyhodnoceni 2D gelli
(vizualni vyhodnoceni 2D gell neni mozné)

Kvalitativni vyhodnoceni
Kvantitativni vyhodnoceni
Statisticka analyza

Pristup dle predemsstanoveného cile
* Vybér spoti, které se vyznamneé liSi podle daného ,, designu”
experimentu (srovnani ovlivnény vzorek x kontrola — detekce ,,up and down”
regulovanych proteinu)
* VVybér pouze nékolika velmi vyznamnych spotu, které budou pripadné

pouzity jako budouci marker
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e Analyza obrazu - Vyvoj — kontinualni proces

«  Spolehlivost
«  Reprodukovatelnost
« Automatizace

e  Srovnani gell raznych velikosti, tvart
Nesmi modifikovat ,raw“ data

Razné typy SW se lisi:
filozofii, stupnem moznosti zasahovat do vyhodnoceni,
moznostmi statistickych vyhodnoceni, cenou.

Priklady'SW: Delta 2D, ImageMaster, Melanie, Progenesis,
Vysledky analyzy jsou ovlivnény: PDQuest, Redfin Ludesi
kvalitou a filozofii daného programu
uzivatelem - manualni editace
Presna a spravna prace v laboratofri je zakladem experimentu.

Sebelepsi SW nedovede ze Spatnych podkladi vytvorit dobré vysledky.

Spatné vyhodnoceni miize zmafit predchozi dobrou praci.
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e Analyzaobrazu = Vyhodnocovani pomoci PDQuestu

Sejmuti obrazu

Uprava obrazu — velikost, orientace

Identifikace spotu

\%
PFifazeni spotu (,,matching”) a jejich porovnani

N
Normalizace

|

Analyza dat

\

Report
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e Analyzaobrazu = Vyhodnocovani pomoci PDQuestu

* velké rozliSeni (tiff)
Sejmuti obrazu * vSechny srovnavané gely musi mit stejnou

\ velikost
Uprava obrazu - velikost, orientace

\

Identifikace spott
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Normalizace
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e Analyzaobrazu = Vyhodnocovani pomoci PDQuestu

i 1 . t detection wizar
Sejmuti obrazu Spot detectio ard

\l/ — prlivodce nastavenim parametru pro vyhledani

. : i spotl a odfiltrovani pozadi
Uprava obrazu - velikost, orientace P P

l/ e R0zné gely — rlizné parametry nastaveni

[l Spot Detection Parameter Wizard

|| Basic Advanced |

Identifikace spotu

|

Prifazeni spotu (,,matching”) a jejich porovnani

l

Normalizace

|

Analyza dat

\

Report

Step 1 - Give Manual Gudance
| (.q," Chok on a faint spat.

@": Chck on a smal zpot,
] dliferent from the fait spol,

5: Box the largest spat chuster. Help

Step 2 - Test Setlings -
Senzinily ,mf—iiﬂ
Size seae l‘h—iﬂ
Minpsak [2045 flﬂ

Spol Court FI-GT
[3] Gaussian model duing test [lakes longer)
[¥] Reduce overdatecton of lange spats
[ Try tar find the same number of spols in other geks
Help

Opliorid Contiols
Stheaks Backgound | Swoathing | Speckles

B &< BA s e D

[#]Apoly spacke Fiter
Sensiliviy [50.00 #| & |[Findspeckles
Speckle count [1114 [ 5o speckles

Imape (AR 3 (Fitered) ~ | [E Show Fitered Image

Parametar Set :_l Load... [x Progeed | [}Q Quit |[® Help ]
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e Analyzaobrazu = Vyhodnocovani pomoci PDQuestu

Detekce spotu a filtrace pozadi
- Scanset ereas _
litered Image Gaussian Image
= soubor obrazl, které vychazeji zjednoho — —
zakladniho gelu (3 zobrazeni kazdéhogelu)
Raw 2D image Filtered Gaussian
- A Ok et
4 , :-:fﬂm e -3;_:.
- . N L
P‘g:qg- 11\%::70,', se
- :ja;- é“;;@?%o 'y
' ?’Qe,;;:. FLEZ IR <
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. Analyza obrazu~ VYhoOdnocovani pomoci PDQuestu

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

- koresponduje s mnozstvim proteinu v aktualnim spotu

Signal intensity of.a single pixel

r/ \.V/,

intensity

L 4

3-D View
2-D View
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e Analyzaobrazu = Vyhodnocovani pomoci PDQuestu

* Matchset = soubor gelGi porovnavanych

Sejmutl obrazu navzajem v ramci experimentu
Uprava obrazu - velikost, orientace  Master gel = uméle vytvoreny gel, zahrnuje
i spoty ze vSech srovnavanych gell

Identifikace spott

!

Prifazeni spotu a jejich porovnani

Normalizace

Analyza dat . M%f e | . X
2 e ﬂ .

©
Report o ® é&g'@ o,
| 4W

Mateh symbols (matehed 87 wonatehed0) Match symbols (matched 55 mumsthed0) |
pradnaska (Master) MAk-1 v3 (Rawr 2-D mage) | _'
- Awel — e — it '

Mateh symhals (matehed A0 wnmatched36) [ .
MAH-1 v3 (Raw 2-D Image ™ ]
l e ; = ) . l.“ is
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e Analyzaobrazu = Vyhodnocovani pomoci PDQuestu

Editace spottl
Sejmuti obrazu

J

Uprava obrazu — velikost, orientace

|

Identifikace spott

!

Prifazeni spotu a jejich porovnani

Normalizace

|

Analyza dat

J

Report
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e Analyzaobrazu = Vyhodnocovani pomoci PDQuestu
Replikativni skupiny

Sejmuti obrazu

J

Uprava obrazu — velikost, orientace

|

Identifikace spott

!

Prifazeni spotu a jejich porovnani

Normalizace

|

Analyza dat

J

Report

mdame-li 2 a vice gelli od jednoho vzorku (repliky)

umoznuji seskupit kopie gelli daného vzorku a
urcit primérnou kvantitu kazdého spotu

analyza geluli v replikach je podminkou pro aplikaci
statistickych ndastroji (napf. Student T-test)
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e Analyzaobrazu = Vyhodnocovani pomoci PDQuestu
Replikativni skupiny

. SSP 3201

l‘

5740 1213
PP PP
CPM CPM
SSP 3201 SSP 3202
1108

com

SSP 3202

=P 3301

l

5997
PP
CPM

5499
PPM
|CPM

SSP 3301
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R Vyhodnocovani pomoci PDQuestu

* Normalizace = kompenzace rozdilti ve velikosti
spotl a intenzité mezi gely, které nesouvisi s expresi

Sejmuti obrazu i ) A .
| * nutna podmlrlka pro spravné srovnani
Uprava obrazu — velikost, orientace kvantlty spotu
l/ ./ Nariace zpusobené rliznymi faktory:
Identifikace spotii < chyby pipetovani béhem pripravy vzorku
l - chyby pri pripravé a zpracovani vzorku

- ztrata vzorku béhem prenosu na gel (precipitace)

Pfifazeni spotu a jejich porovnani - nekonzistence v barveni/znaceni

l - nekonzistence pri snimani obrazu
Normalizace R
| * Normalizacni faktor (dle zvolené metody)

Analyza dat - Total quantity in analysis set

\l/ - Total quantity in valid spots
Report - Total density in gel image
- Specified value
- Mean of log ratios

« Local regresion model
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Vyhodnocovani pomoci PDQuestu

e Analyza obrazu

Sejmuti obrazu

J * Analyticky set
Uprava obrazu — velikost, orientace = soubor SpOthJ vybranych pro studium
l -umoznuje vytvaret soubory spott se statistickou
Identifikace spotd a biologickou vyznamnosti
l o Kvalitativni
PFifazeni spotl a jejich porovnani o Kvantitativni

l « Statistické((pouze pro replikativni skupiny)

Normalizace » Booleovy
i e Vybérové

Analyza dat » Matching

Report
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Vyhodnocovani pomoci PDQuestu

e Analyza obrazu

~Method
. . . e o P OninE
« Kvalitat : i
valltativni e kdin. fold over background |10.0
| ..... & OninA
1
Methad - =
€~ Abcree g i
™ Baedow lowaen et I
I Betwesn ity || ~Method [1Prefilter noisy data
% Otk b ek (" Student's Hest [] Iteratively remove insignificant spats
. . s
£ Manhn .
Compute confidence values
o Kvantitativni . i -
7 bR i [®] Scale spots to ignore size differences
= Histogram 012 i
r‘s.;;:m 0.50 (210 fekd) (+' Partial Least Squares [ Lag tiansfom M
e
Uppn e -Significanc
Lower it Level#) ¢80 ¢~85 ¢™~88 ¢~89 r _i

- Statisticke .....u|||||||||III|I|||||||||||||||||||||||||||HHHHHH

fsilnd and not in B (™ Interzection

" Mobin A and in B (™ Union

88

« Booleovy —

™ Inonly & or only in B

V
8lg|BE

e Vybérové

b ethod

i~ Spots matched to every member

« Matching >

{+* Spotz unigue to member
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e Analyza obrazu.  VYhOdnocovani pomoci PDQuestu

Sejmuti obrazu

J

Uprava obrazu — velikost, orientace

l

Identifikace spott

!

PFifazeni spoti a jejich porovnani

l

Normalizace

\

Analyza dat

\

Report
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Quantity Table report
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Vyhodnocovani pomoci PDQuestu

Quantity Graph report
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Experiment

e Stanoveni cile “a ‘\W

experimentu Fi =
* * Priprava vzorku ——— < 2 DE o

= A &or e Barveni 1o

[ - N ~ """t-. ]
| \ : - 4 ‘ .

¢ Snimani obrazu

e \/yfezani spott
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e Vyfezani spotli ——> Manualné (skalpel, spot picker)  OneTouch Plus spot picker
'-f -

« viditelné barvicky
o _fluorescencni barvicky
stransiluminator

UV-transilluminator Dark Reader

E: 302, 365 nm
Automaticky

e Spot cutter
Exqu‘est
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Experiment
e Stanovenicile — “& e = i: i
experimentu B
e z e Pfiprava vzorku ——— <2 DE g
=N /e e Barveni i
i | N = N L L

e Analyza obrazu —~ * Snwjayi obrazu

‘Y ‘Y

& P s‘g @S‘f ' ;Lum

e Vyfezéni spott — ©® Digesce —— ¢ Identifikace \ ?

e Cil experlmentu
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