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Definice jasné stanovenych otazek — cil
>

potvrzeni hypotézy
«  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

Biologicke Technické
 Zahrnuti biologické diverzity * Zahrnuti chyb metody
- replikaty prezentovany rliznymi vzorky téhoz typu (reprodukovatelnost)
X rostlinek Arabidopsis, - stejny vzorek v nékolika replikatech

X rGznych pacient( se stejnym typem nddoru apod.
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Experiment
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e Detekce

vysoka citlivost

e kvantitativni barveni

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

Dynamicky rozsah

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

« end-point

e trvanlivost

(napf. zhdseni fluorescencnich
barvicek!)

o kompatibilita s naslednymi
analyzami
(napf. stfibro - glutaraldehyd!)
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Barveni stribrem

SYPRO Ruby

— linearni zavislost pouze v rozmezi
do 100 ng proteinu.
Pri vysSich mnozstvich odklon od linearity.
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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), stfibro (kyselda 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)

o fosforylace: Pro-Q Diamond (pSer, pThr, pTyr), Pierce i ®
phosphoprotein staining kit (pSer, pThr) oy -
: . - : L
glykosylace: Pro-Q Emerald, Pierce glycoprotein staining kit - -l
« Radioaktivni znaceni e o
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- Koloidni CCB

Stribro
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Koloidni CCB

Stribro

Pri analyze obrazu pracujeme s
denzitou barvicky.

SYPRO Ruby
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Experiment
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L. Snimani obrazu

I 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 H X

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

Luminescence excitation
Luminescence emissiol

Fuji FLA-3000 PharosFX™ and PharosFX Plus Systems

250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750
Wavelength (nm)




EICEITEC

Experiment

e —
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e Analyza obrazu

Analyza pomoci specialniho SW

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

Kvalitativni vyhodnoceni
Kvantitativni vyhodnoceni
Statisticka analyza

Pristup dle pfredem stanoveného cile
* Vlybér spotl, které se vyznamné liSi podle daného ,, designu”

experimentu (srovnani ovlivnény vzorek x kontrola — detekce ,,up and down”

regulovanych protein()
* \/ybér pouze nékolika velmi vyznamnych spotd, které budou pfipadné

pouZzity jako budouci marker

12/celkem
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«  Vyvoj — kontinualni proces

SW

«  Spolehlivost

«  Reprodukovatelnost
e  Srovnani gell rlznych velikosti, tvart

« Automatizace
Nesmi modifikovat ,,raw” data

« ROzné 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

+ uzivatelem - manualni editace
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Sejmuti obrazu

\
Uprava obrazu — velikost, orientace

Y
Identifikace spotu

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

l

Normalizace

}

Analyza dat

J

Report
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* velké rozliSeni (tiff)
: :  vSechny srovnavané gely musi mi in
Sejmuti obrazu vsechny srovnavane gely musi mit stejnou
J velikost

\l/ Fle EQt View Andbze Repot Window Heb
Deds kdfom TEEGSTREDG | oo

Identifi ka Ce spot& 1 42degree seqex] #2.v1 (Hawlllmage)

l
l

Normalizace

|

Analyza dat

V

Report
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Sejmutf obrazu e Spot detection wizard

— pruvodce nastavenim parametrd pro vyhledani
\

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

e R0zné gely — rlizné parametry nastaveni
Vv

|dentifikace spotu

| Basic | Advanced|

Step 1 - Give Manual Gudance:

\/ &I Cick on a faint spot.
@ Clck on a small spot,
if diferent from the faint spol.
al B, | Box the laigest spot chster. [ Heo |
E]J Step 2 - Test Settings
ol Senstivy [BHE ¢ ¥
’5' Size scale [11—1]1]
s s [ ¢ 8]
. Q| w7
Normalizace Q B e s
~ [X] Reduce overdetecton of large spots
\L LJ Ty to find the mber of spols in other gels
5 0 same number of spols in other g
é] Help
Ana|yza dat & - Oplionsl Conirols

| Stieaks | Background| | Smoothing | Speckles |

y

[¥1Apoly speckle fiter
Sesivty (5000 4| & | [Find speckies |
Speckle count (1114 (X Show speckles
Report
Imags [MaR1 v3 (Fitered) v | EShon Fitered Image
Pacameter Set | ~ =) [ Poceed | [X_aut_|(@ Heb
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Detekce spotl a filtrace pozadi

e Scanset

~ Gaussian Image

= soubor obrazu, které vychazeji z jednoho
zakladniho gelu (3 zobrazeni kazdého gelu)

Raw 2D image Gaussian
I T .
L e
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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 aktualnim spotu

Signal intensity of a single pixel

intensity

©
v

18/celkem



e

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

J

* Master gel = uméle vytvoreny gel, zahrnuje

i spoty ze vSech srovnavanych gel(
Identifikace spot(

l
l

Normalizace

}

Analyza dat

J

Report

e (22
Mateh symbols (matched 57 mmmatehed 0) Match symbals (matched 35 numatehed 0) Match symbels (matched 40 unmatched:26)
prednaska (Master) B a1 3 (Rawr 2-D Irmage) MAH-1 3 (Ravr 2-D Irmage)
. WEEER
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Editace spotu
Sejmuti obrazu

|
|

Identifikace spot(

l
l

Normalizace

}

Analyza dat

J

Report
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e Analyza obrazu

Sejmuti obrazu

|
|

Identifikace spot(

l
l

Normalizace

}

Analyza dat

J

eplikativni skupiny

T e T
. @

EICEITEC

mame-li 2 a vice gelli od jednoho vzorku (replikaty)

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

analyza geli v replikach je podminkou pro aplikaci
statistickych nastroja (napt. Student T-test)
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e Analyza obrazu

* Replikativni skupiny

5740 1213 5997
PP PP PP
CPM CPM CPh
SSP 3201 SSP 3202 SSP 3301
6o 108 ag
SSP 3201 SSP 3202 SSP 3301 ,
wad_c|kem
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* Normalizace = kompenzace rozdilt ve velikosti
spotd a intenzité mezi gely, které nesouvisi s expresi

Sejmuti obrazu

l * nutna podminka pro spravné srovnani
kvantity spotu
l o Variace zpUsobené rlznymi faktory:
Identifikace spot - chyby pipetovani béhem pripravy vzorku
l - chyby pfi pfipravé a zpracovani vzorku
- ztrdta vzorku béhem prenosu na gel (precipitace)
- nekonzistence v barveni/znaceni
l - nekonzistence pfi snimani obrazu
Normalizace e
| * Normalizacni faktor (dle zvolené metody)
Analyza dat - Total quantity in analysis set

¢ «  Total quantity in valid spots
« Total density in gel image
«  Specified value
«  Mean of log ratios

. 23/celkem
«  Local regresion model
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e Analyza obrazu

Sejmuti obrazu

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

CZ.1.07/2.3.00/30.0009
Employment of Newly Graduated Doctors of Science for Scientific Excellence 24/celkem
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o Kvalitativni

v

~ Bibove uper fimit
" Below owes limit |
o ~Methad

[ Prefilter noisy data

couss | | 000 F 2,00 (+20 fold) (""Sfui:l_ep't's ttest

[ Iteratively remove insignificant spats
™ Mann-whitniey Sigred-Rank Test (] Compute confidence values
¢ ilconon Paired-Sample Test ; ' J

o Kvantitativni

V

[X] Scale spots to ignore size differences

= 1 e - (& Fottil Loast Squores Db tonsiom Tabe]

[¥]Lag scale
Upper fmt r
Lower i 1

~Sigrificane
Levellz) <90 ¢85 {38 (9 r I

- Statisticke ................u|||||||||III||||||H|||||||||||||||||||||||HHHHH

"@'nl'-‘e*'f-'”d.mt- inE ¢ Intersection S

CNotinAandinB CUnion

« Booleovy. —
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e Vybérové

kM ethod

(" Spots matched to eveny member

{+* Spots unique to member 25/celkem

« Matching
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¢ Analyza obrazu

Sejmuti obrazu

|
|

Identifikace spot(

l
l

Normalizace

}

Analyza dat

J

26/celkem



EICEITEC

e Analyza obrazu

Image report ~Quantity Table report Quantity Graph report

(Ll Image Report For: half3 v1 x3 (Raw 2-D Image) [l Quantity Table Report - HalfStack (il Quantity Graph Report - HalfStock =10j
SSP |stock1 |stock?2 |stock3 | half | half2 | half3 E & = =
oo 10z| 1z4| 1ea| 13| 13| 13 finnerm) B e e
000z 64 13| 13| 13| 13| 13 | 11 |
ooz T2 13 13 13 13 13 SSP 0001 'SSP 0002 SSP 0003 SSP 0004
|2s7 B0 (1144 129
0004 823| 750 @884| 245| 228 :s it Wi i o
. 0006 2064 2565 2572 T4 738 659 I I I l E !
i 0007 se5| 13| 13| 13| 13| 13 T S i S
0008 | 7917|1435 11005 | smon| 5654| s44s fies 7o lss 31
|Un-norm| lUn-norm| {Un-norm [Un-norm|
0009 293 13| 13] 13 13| 13 |
000 | 1836| 1358| 1558| 458 44| 482 11 ul
SSP 0010 SSP 0011 SSP 0012 SSP 0013
011 695| 63| 02| 52| 127| 48
|52 {45 52 [15
01z s41| 400| sra| 13| 13| 13 un-noem| nenerm Kin-norm lunenerm
o013 305 13 13 13 13 13 ||| |”
o014 948| 438| s522| 82| 20| 244 sSSP 0014 s=P o015 " sspoois SSP oMo
oms 407| 31| 445| 155| 192| 205 i L = I
- ® - [Un-norm| Un-norm; pn-norm [Un-norm|
L o015 s25| 13| 28| 13| 13| 13 | | | | |
-~
oo 124 148 124] 13] 13| 13 Ll
B SSP 0102 SSPO103 SSP 0104 SSP 0105
00z 397| 32| 40e| 183| 188| 1903
SR mn ) w«| 4 | Page of 65 L
Description NAA w03 s 13| 13| 13| 13| 13 ol ple] g e LI =Y
Directary C:\PDQuest Data\MatchSetst_MS00017 2003-07-08 Data mod | MBE| W03 1288 7L 274} M7
. o5 1za| vzl ms| 13| 13 13
Filename half3 v1 x3.gsc oo | saal w2l 3| 13| 13| 13
Image Date unknown =
: 2 A | s S ftar| ek | Page of 62 B[ mer
Imager GS-710 Pixel size(um) X 176.0, ¥: 176.0 J @ Q JJ JJ
Image Area(mm)X: 178.6, ¥: 140.2 Data Range 2.00 0D
Image Pixels X 1015, Y: 797 Memory Size  791.94 Kb

Image History
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%)

o Rla & o 4Pl o1 27/celkem
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Experiment

¢ \/yrezani spotu

28/celkem
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e \/yrezani spotl

viditelné barvicky OneTouch Plus spot picker
o fluorescencni barvicky

- transiluminator
UV-transilluminator Dark Reader

Ex: 302, 365 nm

Automaticky
e Spot cutter

Exquest
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¢ \/yrezani spotu

L —
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