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Abstract: The text briefly describes factors and parameters which influence the results of 2D
electrophoresis focusing on image processing as one manner to reduce incorrect interpretation of its
outputs. As dataset, image processing performance uses images from repeated execution of one ex-
periment also known as multiplicates. Using multiplicates analysis it is possible to observe or smo-
other the changes of one experiment and to compare them with outputs of other experiments. The
aim of this work is to provide support for specialist who takes care about describing the character
patterns located in electrophoretic images.
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. UVOD

Elektroforéza je vyznamnou a bézné vyuzivanou metodou analyzy genomu ¢i proteomu. Aplikace
elektroforézy ve dvou smérech dala vzniku 2D gelové elektroforézy. Tato metoda ptredstavuje jed-
nu z hlavnich separaénich technik budoucnosti, protoze jeji pfednosti, jako je citlivost na zmény
proteint naptiklad vlivem posttranslaéni modifikace, jsou ve srovnani s jinymi metodami bezkon-
kurenc¢ni. Elektroforéza je jednoducha, rychla, vizualni metoda s obvyklym rozlisenim okolo 2000
proteinti a jeji vystupy je mozno pouzit pro dal$i analyzu napiiklad hmotnostni chromatografii. [1]

. DYNAMIKA SPOTU

Elektroforéza je vSak také velice citlivd na zmény jejich vstupnich parametri. I nepatrna zména
muize mefitelné ovlivnit vysledek separace. Dochazi k posunu spotd viuc¢i kontrolnimu vzorku, coz
je nazyvano dynamikou spotu. Zmény vstupnich parametrii jsou provadény laborantem, v tom pfi-
padé se jedna o zadouci zmeény, a Casto je jejich ucel experimentalni. BohuZzel se vyskytuji také
zmény nezadouci, kterym se nelze vzdy vyhnout. Jednim ze zplsobu jak sledovat zadouci zmény
nebo omezit ¢i upravit zmény nezddouci je vytvareni vicenasobnych replik. Vicendsobné repliky
jsou vystupy vicero elektroforetickych pokusti s jednim vzorkem. Vytvareji se tak, ze laborant roz-
déli jeden vzorek do né€kolika zkumavek a kazdy jednotlivy vzorek ze zkumavky podstupuje elek-
troforézu. Rozméfeni spotu ve vicenasobnych replikach umoziuje odhad co mozna nejvérohodné;-
Sich informaci o daném spotu.

. NEZADOUCI ZMENY VZORKU

NS4

charakteristiky uvnitt gelu (nedostatecné elektricky izolované okraje), mechanické poskozeni gelu
nebo nedbala péce pii vizualizaci gelu ¢i nespravna interpretace obrazu. Malé zmény se projevuji
pfi interakci proteinti s komponenty roztoku (soli, DNA, barviva, inhibitory, proteazy apod.). [2]
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Obr. 2: Uprava Obr. 1, ,narovnani“ spodniho a

Obr. 1: chyba pfi vizualizaci — ,,shrnuty* spodni a 3
yoap y B pravého okraje

pravy okraj (znazornéno Cervenymi Sipkami)

4. UPRAVA OBRAZU

Uprava elektroforetického obrazu je provadéna v programu MATLAB. Zahrnuje kroky predzpra-
covani obrazu, poloautomatické detekce spotu, analyzy detekovaného spotu a grafické znazornéni
vystupu analyzy.

4.1, PREDZPRACOVANI

Do této kategorie patii metody pro Upravu jasové a geometrické transformacni funkce obrazu.
Uprava jasové transformacni funkce se provadi za iéelem sjednoceni primérné hodnoty $edi obra-
Zu a provadi se v kazdém obraze zvlast’. Jako priklad Gpravy geometrické transformacni funkce je
uveden Obr. 1 a Obr. 2. Zde byla pouzita metoda interpolace hodnot pixeld obrazové matice za
ucelem ,,narovnani shrnutych* okraju.

4.2. DETEKCE SPOTU

Jeden z obrazl vicenasobnych replik je vybran a v ném je spot detekovan ru¢né. V dalsich obra-
zech jsou spoty dohledany pomoci metod zpracovani obrazu. Algoritmus detekce je vicestupniovy.
Ptvodni obraz je vykreslen jako mapa distanénich vzdalenosti objektd. Vznikne obraz seminek [3].
Tento obraz podléha segmentaci metodou povodi. Mezitim je vytvoien komplementarni obraz k
puvodnimu obrazu a v ném jsou struktury dilatovany, nacez je provedena extenze maxim. Ziskany
obraz se nazyva binarni maska [3]. Objekty v masce jsou oStitkovany. Protoze v tomto obraze
vznikne také informacni Sum, je nutno provést dohledani objektd, které reprezentuji spoty. To se
provadi piekrytim masky seminky, pak je-li objekt v masce piekryt seminkem, pak je objekt
v masce validovan jako spot. Takto vznika obraz ,.filtrovany* od informa¢niho Sumu. Tento obraz
je logickou operaci or piekryt s obrazem povodi. Vysledkem je obraz s jednotlivymi spoty a prove-
dena logicka operace umoznila odliSit od sebe i velmi blizké (Obr. 4) nebo dokonce piekryvajici se
objekty. Tento obraz opét podstupuje $t’itkovani a oStitkované spoty lze jiz snadno rozméfit. Proto-
7e je v jednom obraze detekovano nékolik spotd, je nutno rozpoznat, ktery z té€chto spota odpovida
ruéné detekovanému spotu. Pro vSechny spoty v tomto obraze se tedy provede rozmétenti, ziskaji se
tfi atributy a témto atributtim je pfifazena vaha pii rozhodovéni. Vahy lze nastavit voliteln¢ pomoci
panelu nastroju. Pro rozhodovani je pouzita metoda shlukové analyzy, kdy k ruéné detekovanému
spotu je piifazen ten spot, jehoZ atributy maji k atributim ru¢né detekované¢ho spotu nejmensi eu-
klidovskou vzdalenost.



4.3. ANALYZA SPOTU

Vysledné detekované spoty jsou podrobeny analyze, pfi niZ jsou ziskany informace o:

horizontalni a svislé poloze spotu,
hodnoté nejvyssi intenzity,
hodnoté integrované intenzity,
hodnoté plochy spotu.

Soucasti prace je grafické znazornéni téchto parametrd. Tyto parametry se vyuzivaji v dalSich pro-
jektech naptiklad pro ziskani informace o poctu proteind ve spotu, tedy pro vyhodnoceni celkové
exprese, dale naptiklad pro vyhledani uspofadanych seskupeni (spot trains) danych specifickou po-
sttranslacni modifikaci a podobné.

Obr. 3: Velmi blizké spoty v originalnim obraze.  Obr. 4: Velmi blizké spoty jsou odliseny.

5. VYSLEDKY

Navrzeny program umoziuje vybér 1 az 6 obrazi a detekci a rozméfeni spotti v nich. Dale umoz-
fiuje upravu posunutych okraji obrazu. Nastavitelné parametry v panelu nastroji poskytuji zlepseni
schopnosti detekce spravného spotu. ZvysSeni vahy pro y-ovou, resp. X-ovou soufadnici stfedu spo-
tu zvysi pravdépodobnost nalezeni spotu, ktery ma stejné soutradnice jako ruéné detekovany spot,
avsak zcela jinou hodnotu integralni denzity. Stejné tak zvyseni vahy pro integralni denzitu posky-
tuje zvySeni pravdépodobnosti detekce spotu s podobnou integralni denzitou. Volitelny posun pra-
covni oblasti umoziiuje zacilit pracovni prostor na spot, ktery je potfeba detekovat, je-li to nutné.

6. ZAVER

Metoda byla testovana na 31 objektech nachazejicich se V triplikach. Uspésnost detekce dosahla
86% se standardné nastavenymi parametry a az 95% pii zméné parametrd. Posouzeni toho, zda tyto
vysledky jsou dobré ¢i ne, ponechavam na odbornicich. Relativni odchylka méfeni integralni denzi-
ty dosahla 18% oproti referencnimu méfeni v programu ImageJ. V bakaléafské praci bude program
roz$ifen o moznost samostatného spusténi na knihovnach MATLABU.
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