IICEITEC

Central European Institute of Technology
BRNO | CZECH REPUBLIC

Analyza obrazu

Gabriela Lochmanova

INVESTMENTS IN EDUCATION DEVELOPMENT



EICEITEC

Definice jasné stanovenych otazek — cil(
«  potvrzeni hypotézy
«  soustredéni se na Uzce vymezeny problém

Stanoveni poctu a typu replik

« umoznuji statistické zpracovani experimentalnich udz:

Postup zpracovani vzorku,
kontrolni vzorky, standard

ZpUsob detekce

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

X rGznych pacient( se stejnym typem nadoru apod.
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Experiment
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. Derekee - _ DPCEITEC
preaomaole emlomaole

30 ng 10ng 5 ny <lng

vysoka citlivost

. ) ) ) Coomassic
e kvantitativni barveni Fluorescence

Colloidal : )
Silver stains

Coomassie

e Siroky linearni rozsah zavislosti

intenzity barvi¢ky na mnoZstvi A V4 — T ——
proteinu v gelu /— .
Dynamicky rozsah : ] yeomz ? s
= graf zavislosti intenzity barvic¢ky (osay) | i i e
na koncentraci proteinu (osa x) ' =
*
- end-point T Colloidal CCB MM'TM Silver
. Zavislost intenzity SYPRO ruby na koncentraci proteinu
e trvanlivost
(napf. zhaseni fluorescenénich _»|  Barvenistribrem
barvicek!) ] gy~ — linearni zavislost pouze v rozmezi
! R = 0,985 — do 100 ng proteinu
: komPatlb_I“ta s naslednymi e Pri vyssich mnozstvich odklon od linearity.
analyzami =
(napf. stfibro - glutaraldehyd!) ST T e, T

SYPRO Ruby 5/celkem
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Znaceni pred analyzou (DIGE — CyDye, radioaktivni znaceni)
Barveni po analyze

Nespecifické barveni: vSechny proteiny
« Viditelné barveni: Coomassie brilliant blue (R250, G250), sttibro (kyseld 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: post-transla¢ni modifikace (PTM)

» fosforylace: Pro-Q Diamond (pSer, pThr, pTyr), Pierce
phosphoprotein staining kit (pSer, pThr)
glykosylace: Pro-Q Emerald, Pierce glycoprotein staining kit
e Radioaktivni znaceni

CZ.1.07/2.3.00/30.0009
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= Koloidni CCB

Stribro

£ | SYPRO Ruby
CZ.1.07/2.3.00/30.0009
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Stribro

Pri analyze obrazu pracujeme s
denzitou barvicky.

SYPRO Ruby

CZ.1.07/2.3.00/30.0009
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Experiment

NiMani odrazu

L —

CZ.1.07/2.3.00/30.0009
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L. Snimani obrazu

] 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)




IICEITEC

Experiment

® SNnimani obrazu

* Analyza o r@ —
4
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e Analyza obrazu

Analyza pomoci specialniho SW

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

Kvalitativni vyhodnoceni
Kvantitativni vyhodnoceni
Statisticka analyza

Pristup dle predem stanoveného cile
* lybér spot, které se vyznamné lisi podle daného ,,designu”
experimentu (srovnani ovlivnény vzorek x kontrola — detekce ,,up and down*
regulovanych protein()
* \/lybér pouze nékolika velmi vyznamnych spot(, které budou pfipadné

pouZzity jako budouci marker

CZ.1.07/2.3.00/30.0009
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e

«  Vyvoj — kontinudlni proces

SW

«  Spolehlivost

«  Reprodukovatelnost

e Srovndni gell rdznych velikosti, tvar( . Automatizace

Nesmi modifikovat ,,raw“ data

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

Vysledky analyzy jsou ovlivnény:

Priklady SW: Delta 2D, ImageMaster, Melanie, Progenesis,
- kvalitou a filozofii daného programu PDQuest, Redfin Ludesi
+ uzivatelem - manudlni editace

CZ.1.07/2.3.00/30.0009
Employment of Newly Graduated Doctors of Science for Scientific Excellence
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Sejmuti obrazu

J

Uprava obrazu — velikost, orientace

A\
Identifikace spotu

v
Pfifazeni spotl (,,matching”) a jejich porovnani

\7
Normalizace

|

Analyza dat

\

Report

CZ.1.07/2.3.00/30.0009
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* velké rozliseni (tiff)

: , e yvSechny srovnavané gely musi mit stejnou
Sejmuti obrazu y ety J

' velikost
\l/ :::ﬁ‘n‘:\;‘;"\:‘: :o’:mﬁﬁsﬁmﬂ’ﬁbﬁcw
|dentifi kace Spotﬁ A--Udngii:quxlilﬂllh’wlIlmgnl 7 ,‘E! L J0dugren seqex) #1 ¥1
Vv
v
Normalizace

|

Analyza dat

J

Report

Employment of Newly Gracsse :
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e Spot detection wizard

Sejmuti obrazu . ) . o
\l/ — pravodce nastavenim parametrl pro vyhledani

’ : . spotl a odfiltrovani pozadi
Uprava obrazu — velikost, orientace P P

i e R0zné gely — rlizné parametry nastaveni

|dentifikace spotU

¢
l

Normalizace

|

Analyza dat

\

Report

Step 1 - Give Marual Guidance:
. E Chck on a faint spat

E Cick on a small zpot,
if diiferent from thes faint spot,

8| Bonthe largost ot chster. Hem

g = @ || Basic | Advanced|
& o+ - i
" 4 -

Step 2 Test Setlings

Sensiivily [CENE ﬂﬂ
Size scae [11 ﬂﬂ
L 5

Spol Court ,ﬂB?_
[®] Gaussian model during test [takes longer]
[¥] Reduce overdatecton of lange spats
[ Tiw ta find the zame number of spols in ofher gelz

Help

- Optiordl Coriiol,

| Swesks | [Backaound|| Smeothing | Speckies |
[3Aply zpackls Fiter

Sersiivty (000 4 ﬂ Find spechles
Speckle count 1114 [ Show speckles

Irnage [MAAA V3 (Fhered) | EIShow Fitsred Image

CZ.1.07/2.3.0) F=o===l i T @ Fowed | (X 0w |(@ rep )
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Detekce spotu a filtrace pozadi

e Scanset

~ Gaussian Image

= soubor obrazu, které vychazeji z jednoho

zakladniho gelu (3 zobrazeni kazdého gelu)

Raw 2D image Filtered Gaussian

o | R
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e Analyza obrazu

e 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

intensity

v

CZ.1.07/2.3.00/30.0009
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S

* Matchset = soubor gelll porovnavanych
Sejmuti obrazu navzajem v rdmci experimentu

J

* Master gel = uméle vytvoreny gel, zahrnuje

i spoty ze vSech srovnavanych gel(
Identifikace spotl

l
l

Normalizace

|

Analyza dat

J

Report

Match symbols (matched:27 ummatehed:0) Mateh symbols (matched: 33 nmmatched:0) Mateh symhols (matched: 40 unmatched: 26)

CZ1 07/23(11:3&#:)0\%\1\10 - ) MAH-1 v3 (Rawr 2-D Imagz)
Employment of Newly Graduated Doctors of Science for Scientific Excellence 19/celkem



e

Editace spotu
Sejmuti obrazu

|
|

Identifikace spotl

l
l

Normalizace

|

Analyza dat

J

Report

CZ.1.07/2.3.00/30.0(
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eplikativni skupiny
e mame-li 2 a vice geld od jednoho vzorku (repliky)

Sejmuti obrazu
\l/ e umoznuji seskupit kopie gelti daného vzorku a

urcit primérnou kvantitu kazdého spotu
e analyza gell v replikach je podminkou pro aplikaci
v statistickych ndastroja (napf. Student T-test)
Identifikace spotu

T e Ty
. @

\ %

l

Normalizace

|

Analyza dat

J

CZ.1.07/2.3.¢
Employment of Newly Graduated Doctopsiss
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e Analyza obrazu

* Replikativni skupiny

— 1213 5997
PP PP PP
CPM CPh CPh
SSP 3201 SSP 3202 SSP 3301
68 108
- SSP 320 SSP 3202 SSP 3301

e — e —  A———————t | | €



e

* Normalizace = kompenzace rozdilt ve velikosti
spotu a intenzité mezi gely, které nesouvisi s expresi

Sejmuti obrazu

| * nutna podminka pro spravné srovnani
kvantity spot(
i « Variace zpUsobené riznymi faktory:
Identifikace spotc - chyby pipetovani béhem pripravy vzorku
- chyby pfi pfipraveé a zpracovani vzorku
v - ztrata vzorku béhem prenosu na gel (precipitace)
- nekonzistence v barveni/znaceni
J - nekonzistence pfi snimani obrazu
Normalizace St
| * Normalizac¢ni faktor (dle zvolené metody)
Analyza dat +  Total quantity in analysis set

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

. 23/celkem
«  Local regresion model



S

Sejmuti obrazu

J * Analyticky set
= soubor spotl vybranych pro studium
i - umoznuje vytvaret soubory spotl se statistickou
Identifikace spotd a biologickou vyznamnosti
l o Kvalitativni
« Kvantitativni
l « Statistické (pouze pro replikativni skupiny)
Normalizace » Booleovy
J e Vybérové
Analyza dat * Matching

\

CZ.1.07/2.3.00/30.0009
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Kvalitativni

p Method— CPrefier noisy dta
R, ... | 200 20 sy ™ Student's ttest
¢ Mannwhitney Signed-Rank Test
™ Wilcoson Paired-Sample Test

(#! Partial Least Squares

[ Iteratively remove insignificant spats
[ Compute confidence values
[%] Scale spots to ignare size differences

]:[Lt.:vg_-tlansform T-ablei

o Kvantitativni

~Significan
Levell%] ¢80 ¢85 <88 ¢~99 r - |t

o Statistické

'@In"A'éndlnnt- inB £~ Intersection e

CNotinAandinB e Urien.

e Booleovy. — ~

| “ -

8ledE

ClnorlyAoronlyinE P 8sa e :'_ < ; Lo

o Vybérové

b ethod

i~ Spots matched to every member

{+ Spots unigue to rember 25/celkem

« Matching
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e Analyza obrazu

Sejmuti obrazu

|
l

Identifikace spotl

l
l

Normalizace

\

Analyza dat

\

CZ.1.07/2.3.00/30.0009
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e Analyza obrazu

Image report Quantity Table report Quantity Graph report

[l Image Report For: half3 v1 %3 (Raw 2-D Image) i i[=lE4 1l [ nuantity Table Report - HalfStack 1 Quantity Graph Report - Halfstock ol x|
=15 e TN, =2
SS5P |stock1 |stock? |stock3 | hatfl | half2 | half3
7 [16 7 =)
o001 102 134 169 13 13 13 |Urenorm [Un-rorm |Ur-norm [Un-rorm
oooz | 64| 13| 13| 13 13| 13 | 1l
0003 72 13 15 13 13 15 SSP 0001 SSP 0002 SSP 0003 SSP 0004
|257 [E0 1144 [29
o004 23| 7a0| 884] 24| 228) 318 lun-norm lun-nerm lun-norm lun-nerm
& 0006 2564 2565 2572 T4 738 65.9 I I I
2 ooo? 595 13 13 13 13 13 SEP 0008 SSP 0007 SEP 0008 SSP 0003
o008 | 7917 1143.5] 11005 589.0| 5654| S4da fisa 7o = =
|Uin-norm [Un-norm |Lin-norm [Un-niorm
ooog | 293 13 13| 3] 3] 13 |
o010 | 183s| 1358| 1558| 458 44| 4m2 1l 1l
S5P 0010 SSP 0011 SEP 0012 SSPOM3
o011 695| es3| 02| 1s2| 127 248
152 {45 152 [15
omz | s4q| 40| STl 13| 13| 13 lir-rcrm lunerorm lun-norm lun-norm
0m3 308 13 13 13 13 13 ||| ||| |
0014 449 438 522 182 220 244 SSP 0014 SSP 0015 SEP 0016 sSSP o010
0ms 407| 364| 445| 4158| 182 205 Jed i {2 e
- & lUn-norm lUn-norm lUn-narm lUn-norm
L ool | s25| 13| 228 13| 13| 13 | | |
: ) otor | 121] 1ae| 121] 13| 13| 13 L1l
" S5P 002 SSP 0103 S5P 0104 SSP 0105
ofo2 | 3e7| 82| 408| 183 188| 193
ipti m i S | ot | Page [@ of 65 | ee
Description RS 0103 105 13 13| 13| 13| 13 LNeVES - R o R |
Directory CAPDQuest DataiMatchSetst, MS00017 2003-07-08 Data DiDd } TEE| 1103|1288} 7L 274} T
) oios | 123 72| ns| 13 13| 13
Filenarme half3 wf x3.gsc ) 005 | 348| 2| 43| 13| 13| 13
Image Date unknown
. - oA} T sa| 4 | Page ot 62 B | e
Imager G3-710 Pixel size(um) »: 176.0,%: 176.0 J @ = g JJ JJ
Image Arealmm) 1786, ¥: 1402 Data Range 200 0D
Image Pixels X 1015, Y: 797 Merory Size  791.84 Kb
Image Histary
11-Mow-1999 10:25  © Power Mean (3x3)
Acquisition Parameters
Gain Setting: 0.0
Size Mode: absolute
A 07/2.3.00/30.0009
PMT Yoltage: 0%) - s "
o Qe & e 4frel o x| d Doctors of Science for Scientific Excellence 27/celkem
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Experiment

¢ \/yrezani spotu

e —

CZ.1.07/2.3.00/30.0009
Employment of Newly Graduated Doctors of Science for Scientific Excellence 28/celkem



EHPCEITEC

e \/yrezani spotu

viditelné barvicky OneTouch Plus spot picker
fluorescencni barvicky

- transiluminator
UV-transilluminator Dark Reader

Ex: 302, 365 nm

Automaticky
e Spot cutter

Exquest
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e —
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Dekuji za pozornost.

P CEITEC

Central European Institute of Technology
c/o Masaryk University

Zerotinovo nam. 9

601 77 Brno, Czech Republic

www.ceitec.eu | info@ceitec.cz

L]
EUROPEAN UNION .: ooooooo

*
o EUROPEAN REGIONAL DEVELOPMENT FUND OP Research and
INVESTING IN YOUR FUTURE Development for Innovation
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