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Dwuwymiarowa elektroforeza zelowa:
od eksperymentu po profile ekspres;i.
(Czes§é druga — analiza obrazu

Two-dimensional gel electrophoresis: from experiment to protein
expresion profiles. Part two — image analysis
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Streszczenie

Dwuwymiarowa (dwukierunkowa) elektroforeza zelowa
(2-DE) jest metoda znang od lat siedemdziesiagtych po-
przedniego stulecia. Zainteresowanie badaczy metodg
2-DE wynika z mozliwosci separacji nawet Kilku tysiecy
biatek w jednym zelu, co pozwala na ich detekcje i identy-
fikacje. Dzieki wysokiej rozdzielczo$ci wynikow separacji
mozliwe staje si¢ ustalenie roli biologicznej poszczegél-
nych biatek czy odkrywanie wplywu czynnikow zewnetrz-
nych na organizmy zywe na poziomie proteomu. Metoda
2-DE wciaz ewoluuje. W ostatniej dekadzie nastgpit ogrom-
ny postep w sposobie przeprowadzania eksperymentow
z duzg powtarzalno$cig. Zmienilo si¢ tez catkowicie podej-
scie do analizy obrazow zeli i wykorzystywane do tego celu
algorytmy. Ze wzgledu na tak szybki rozwoj technik dwu-
wymiarowej elektroforezy zelowej, autorzy postanowili
przedstawi¢ obecny stan wiedzy w tym zakresie. Praca
skiada si¢ z dwu czeSci. W pierwszej opisano zmiany, jakie
zaszly w technikach przeprowadzania eksperymentow
elektroforetycznych. Druga cze$¢ skupia si¢ na analizie ob-
razow uzyskanych za pomoca metody 2-DE, z uwzglednie-
niem zmian w schemacie analizy.

Druga czes$¢ pracy to opis dwoch schematow analizy: kla-
sycznego i obecnie stosowanego. Szczegélowo opracowane
zostaly metody analizy pojedynczego obrazu 2-DE oraz
analizy porownawczej serii obrazow. Przedstawione sg al-
gorytmy stosowane do normalizacji, segmentacji obrazu,
detekcji plam, dopasowywania do siebie obrazow czy two-
rzenia map proteomowych jako najwazniejsze w calej ana-
lizie. Opisano rowniez generowanie profili ekspresji, meto-
dy identyfikacji protein oraz internetowe bazy danych
2-DE. Autorzy nie pomingli tak waznego zagadnienia, jak
sposoby porownywania systemow analizujgcych dane
2-DE. Ta cz¢$¢ pracy podsumowuje rozwoj, jaki nastapit
w ostatnim dziesiecioleciu w metodach stosowanych
w analizie komputerowej obrazow 2-DE, ktorego najwaz-
niejszym krokiem bylo opracowanie nowego schematu
analizy, opartego na tworzeniu map proteomowych.

Stowa kluczowe: elektroforeza zelowa, 2-DE, analiza porow-

nawcza obrazéw, schemat analizy 2-DE, mapa proteomowa,
segmentacja obrazu, detekcja plam, identyfikacja protein

Abstract

Two-dimensional gel electrophoresis (2-DE) is a method
commonly used since seventies of the previous century. It
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owns its non weakening interest of researchers because of
the possibility of separation even a few thousands of prote-
ins in one gel, what allows for protein detection and iden-
tification. Thanks to high resolution of separation results,
it is possible to determine a biological role of particular pro-
teins or to discover influence of external factors on living or-
ganisms on the proteome level. 2-DE is still evolving. In the
last decade, a great progress has been made in the way of
performing experiments and their reproducibility.
Approach to the analysis of gel images and algorithms
used for the analysis have been entirely changed. For the
reason of such instant changes of methods and techniques
of the two-dimensional gel electrophoresis, the authors de-
cided to describe state of the art. This work consists of two
parts. The first part describes changes that have been ma-
de in performing of electrophoretic experiments. The se-
cond part concentrates on the analysis of obtained images,
with emphasis the analysis workflow.

Second part is a description of two analysis workflows: the
classical one and the currently used one. Analysis methods
of the single 2-DE image and differential analysis of the
image series are discussed in detail. Algorithms used for
normalization, image segmentation, spot detection, image
warping and creation of proteome maps are introduced as
the most crucial in the whole analysis. Generation of
expression profiles, protein identification methods, and
the Internet databases of the 2-DE data are described.
Authors have not missed as important issue as methods of
comparison of systems for 2-DE data analysis. This part of
the work summarises development that has been made for
the last ten years in the methods used for the computer
analysis of 2-DE images. The most important step of this
development was elaboration of the workflow based on
creation of proteome maps.

Key words: gel electrophoresis, 2-DE, differential image ana-
lysis, 2-DE analysis workflow, proteome map, image segmen-
tation, spot detection, protein identification

Wstep

Dwuwymiarowa (dwukierunkowa) elektroforeza zelowa (2-
-DE) jest metodg znang od lat 70. ubieglego stulecia [1].
Podstawowg zasadg dzialania elektroforezy jest migracja nata-
dowanych elektrycznie czgstek w polu elektrycznym. Jej za-
daniem jest separacja czgsteczek badanej probki, a efektem
plytka pokryta zelem, zawierajaca rozdzielone czastki. Ptytka
zelowa moze zostac zarejestrowana za pomocg odpowiedniego
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skanera lub kamery jako obraz cyfrowy, mozliwy do dalszej
analizy za pomocg dedykowanych do tego celu programéw
komputerowych. Natomiast rozdzielone czastki, mogg zostaé
wyciete z zelu (recznie lub z uzyciem robota) i odpowiednio
przygotowane, aby poddac je dalszej analizie (np. spektrome-
trii mas).

Najbardziej typowym zastosowaniem elektroforezy w pro-
teomice jest separacja biatek w zaleznosci od pH oraz masy
czasteczkowej (M,). Separacja taka jest mozliwa, poniewaz
proteiny i peptydy sg substancjami amfoterycznymi
1 w zwiazku z tym moga zostaé naladowane dodatnio albo
ujemnie, w zaleznoSci od pH srodowiska, w ktérym si¢ znajdu-
ja. Dzieki temu mogg si¢ przemieszczaé w polu elektrycznym.

Ze wzgledu na duzg liczbe trudnych danych, jakie niesie ze
sobg kazdy zarejestrowany cyfrowo obraz zelu pochodzacy
z eksperymentu elektroforetycznego, analiza iloSciowa obra-
z6w zeli uwzgledniajaca przetwarzanie obrazu, modelowanie
zjawisk zachodzacych w zelach czy estymacje statystyczng za-
burzonych danych stala si¢ przedmiotem zainteresowan ba-
daczy réznych dziedzin.

Na analize danych pochodzacych z eksperymentu 2-DE
sktada si¢ wiele zagadnien. Surowe dane (niepoddane zadne-
mu przetwarzaniu) nalezy poddac¢ obrobce wstepnej, ktora
poprawi ich jakos$¢ (zmniejszy szumy itp.). Nastepnie nalezy
wykonac rejestracje obrazu, czyli dopasowac obrazy do teore-
tycznie uzyskanych danych na temat migracji czastek i wyko-
nac wszystkie mozliwe czynnosci, ktére pozwolg na porowny-
wanie obrazow migdzy soba. Na ten etap sklada si¢ usunigcie
tla, normalizacja, dopasowanie przeksztalceniem afinicznym
do wynikow teoretycznych (jesli sg znane), dopasowanie ob-
raz6w mig¢dzy soba (warping) i inne metody zalezne od da-
nych. Wykorzystanie zupelnie innych algorytméw jest nie-
zbedne do stworzenia mapy proteomowej danego ekspery-
mentu. Detekcja plam proteinowych to krok, na ktory sktada-
ja si¢ zwykle techniki segmentacji obrazu i modelowania zna-
lezionych obiektéow. Ostatni etap to wygenerowanie profili
ekspres;ji. Te wszystkie kroki dziela si¢ na mniejsze: detekcja
plam to réwniez wyodrebnianie plam z kompleksow, a oprocz
generowania profili ekspresji mozna zidentyfikowaé¢ modyfi-
kacje posttranslacyjne. Proces analizy danych 2-DE jest za-
tem bardzo skomplikowany i wymaga polaczenia wiedzy
z r6znych dziedzin.

Analiza obrazow

Podejscia stosowane w analizie obrazow

Jednym z typowych zadan proteomiki jest poszukiwanie réznic
w ekspresji protein pomi¢dzy probkg kontrolng (np. osoby
zdrowe) a badang (np. osoby chore) na serii obrazéw zeli z eks-
perymentu 2-DE. Oznacza to poszukiwanie plam, ktore znik-
nely, pojawily si¢ badZz zmienily swoj rozmiar lub ekspresjg.
Poréwnywanie obrazéw zeli miedzy sobg wylgcznie za pomocg
ludzkiego wzroku wydaje si¢ niemozliwe, jednak przez wiele
lat badacze byli zmuszeni do analizowania wynikéw wiasnie
w taki sposob. Stosunkowo szybko powstaly pierwsze progra-
my analizujgce obrazy zeli. Ich poczatkowe mozliwosci byly
bardzo niewielkie, glownie ze wzgledu na ograniczone mozli-
wosci sprzgtowe. Dzisiejsze oprogramowame analizujace nie
przypomina juz pierwszych programow stuzacych do tego celu.

Poczatki analizowania obrazéw zeli to programy, ktore nie
byly nawet w stanie wyswietli¢ obrazow, ze wzgledu na brak
wystarczajagcych zasobow sprzetowych. Dostepne opcje po-
zwalaly wyznaczy¢ charakterystyki iloSciowe wylacznie do-
brze wyeksponowanych plam, a i to z duzym btedem. Sama
technika elektroforezy rowniez byla daleka od dzisiejszej.
Tto, artefakty czy szumy byly nieodigcznymi sktadnikami
analizy i nie bylo mozliwosci usuniecia ich w zaden sposob.
Calo$¢ przetwarzania komputerowego odbywala si¢ w trybie
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tekstowym, a komunikacja z uzytkownikiem miata miejsce

wylgcznie za pomocg konsoli. Byto to rownoznaczne z ograni-

czong dostepnoscig do oprogramowania — komputery nie by-
ly wowczas powszechnie osiggalne, a korzystanie z takiego
programu byto skomplikowane.

Od tych czaséw dokonatl si¢ ogromny postep. Twércy opro-
gramowania nastawieni sa na tworzenie systemow przy]a-
znych dla uzytkowmka, dajacych duzg swobode wyboru opcji
analizy czy wreszcie majagcych mozliwos¢ wygodnej i wyso-
kiej jakoSci wizualizacji danych. Na proste w obstudze opro-
gramowanie skladajg si¢ zaawansowane algorytmy, ktorych
zadaniem jest w jak najkrotszym czasie uzyskanie z danych
wszystkich mozliwych informacji. Duza wage przyklada si¢
do optymalizacji obliczen. Chodzi tu zar6wno o czas wykony-
wania operacji, zajgtoS¢ pamieci przez proces analizy, jak
i przeprowadzenie analizy z mozliwie malym udziatem czto-
wieka [2].

Zmieniony zostal zupetnie schemat analizy. Do niedawna
najpierw wykonywana byta detekcja plam na kazdym z obra-
zO0w z eksperymentu, a nastepnie probowano parowaé odpo-
wiadajgce sobie plamy pomiedzy poszczegdlnymi obrazami
ina tej podstawie porownywac ekspresj¢ interesujgcych bada-
cza protein [3, 4].

Klasyczny schemat analizy [3]:

obrobka wstepna obrazoéw: normalizacja, obcinanie i usu-
wanie tla, artefaktow i szumow;

2. detekcja plam: segmentacja obrazu, wyznaczanie granic
plam, charakterystyka ilo§ciowa znalezionych plam pro-
teinowych;

3. parowanie plam na obrazach przez uzytkownika, dopaso-
wane pary sg wykorzystywane jako podstawa do wyzna-
czenia przeksztalcenia dopasowujacego pary obrazow
do siebie;

4. automatyczne dopasowanie do siebie pozostalych znale-
zionych plam;

5. wygenerowanie profili ekspresji protein dla kazdego z ob-
razoéw z eksperymentu;

6. wizualizacja danych i ich interpretacja;

7. tworzenie baz danych elektroforetycznych.

Takie podejscie powodowalo niekompletne profile ekspre-
sjiiproblemy z dopasowaniem do siebie plam o stabej ekspre-
sji, z roznych obrazow, z jednego eksperymentu. Dzisiejsze
oprogramowanie najpierw probuje dopasowaé do siebie
wszystkie obrazy (przeksztalcenie dopasowujgce, warping),
wykonac fuzje¢ obrazéw do mapy proteomowej, pdzniej naste-
puje detekcja plam na mapie proteomowej i powr6t do miejsc,
w ktorych powinny znajdowaé si¢ plamy na poszczegdlnych
obrazach (odwrotne przeksztalcenie dopasowujace, odwrotny
warping). Dzieki takiemu podejsciu mamy pewnosc,
ze wszystkie plamy wystepujace w eksperymencie zostang
znalezione i scharakteryzowane na wszystkich zelach z ekspe-
rymentu. Schemat, wykonujgcy analize w takiej kolejnosci,
bywa nazywany schematem czwartej generacji i tak bedzie
okreslany w dalszej czeSci pracy.

Analiza obrazow za pomocq schematu
czwartej generacji

Analiza obrazow zeli opiera si¢ zawsze na pewnym schemacie
opisujacym kolejne etapy od momentu wczytania danych cy-
frowych obrazu do programu, az do uzyskania kompletnych
profili ekspresji, dla kazdego z bialek wystepujacych w ekspe-
rymencie. Obecnie uznawany za najlepszy schemat analizy
obrazéw pochodzacych z dwuwymiarowej elektroforezy zelo-
wej sktada sie z nastepujacych krokow:
1. obrobka wstepna obrazow (dekompozycja obrazu)
® wyodrebnienie i usuniecie tla, artefaktow i szumow,
®  wygenerowanie przyblizonych obrazow o lepszej wi-
docznoSci;
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2. rejestracja obrazu
®  wyznaczenie transformacji afinicznych dopasowuja-
cych do teoretycznie wyznaczonych pl (punkt izo-
elektryczny) 1 M, (masa czasteczkowa),
® wyznaczenie transformacji dopasowujgcych i od-
wrotnych transformacji dopasowujgcych do siebie
obrazy (warping i warping odwrotny),
® normalizacja poziomu nat¢zenia pomi¢dzy obrazami;
3. fuzja obrazéw do mapy proteomowej, wyznaczenie stan-
dardowych pozycji plam;
detekcja i modelowanie plam na mapie proteomowej;
detekcja 1 modelowanie plam na poszczegdlnych obra-
zach oraz ich analiza iloSciowa zakonczona wygenerowa-
niem profili ekspresji.
Poréwnanie klasycznego schematu z powyzej zaprezento-
wanym schematem w konteks$cie zadania poszukiwania bio-
markerow proteinowych mozna znalezé w pracy [S].

R

Analiza pojedynczego obrazu

Zwykle do analizy wykorzystuje si¢ cale serie obrazéw po-
wstalych w wyniku przeprowadzonego eksperymentu 2-DE
[Suchwalko 2010]. Analiza serii obrazow zeli opiera si¢ na
niemal identycznych krokach powtarzanych dla kazdego ob-
razu. Wyjatkiem sg algorytmy wykorzystujace wiedz¢ zawartg
we wszystkich obrazach z danego eksperymentu, ale tych jest
wcigz stosunkowo niewiele. Istniejg rowniez sytuacje, gdy
obiektem zainteresowania jest analiza pojedynczego obrazu
(singletonu). Efektem poddania pojedynczego obrazu obrob-
ce jest usunigcie powstalych podczas eksperymentu biedow,
poprawna segmentacja, detekcja i modelowanie plam, wresz-
cie mozliwie precyzyjne ustalenie pI i M, protein oraz po-
prawne scharakteryzowanie ich ekspresji. Typowe etapy ana-
lizy pojedynczego obrazu to:
obrdobka wstepna: usuniecie smug lub szumoéw, korekcja
tta 1 normalizacja nat¢zenia;
2. wyznaczenie przeksztalcenia afinicznego dopasowujace-
go do teoretycznie otrzymanych pIl i M;
3. segmentacja i modelowanie plam;
4. analiza ilosciowa kazdej z plam.

Obrobka wstegpna

Waznym etapem analizy pojedynczego obrazu jest korekcja
przestrzenna. Bierze ona pod uwage miedzy innymi wycieki
zelu, bedace wynikiem zmian w globalnym polu elektrycz-
nym podczas przeprowadzania eksperymentu elektroforezy.
Zastosowanie korekcji znacznie upraszcza koncowy pomiar
pl i Mr. Wyznaczenie przeksztatcenia, ktore pozwoli dopaso-
wac odksztalcony obraz zelu do rzeczywistego polozenia, wy-
maga rozwigzania dos¢ skomplikowanych réwnan [6, 7].

Obrazy zeli wymagajg specjalnego traktowania ze wzgledu
na podatno$¢ na przyleganie kurzu do powierzchni Zzelu.
Problem ten ujawnia si¢ po zapisie zelu do postaci cyfrowe;.
Jeszcze przed przystgpieniem do samej analizy okazuje sig, ze
obraz jest znieksztalcony. Zaburzenia zostaly opisane jako
szum o rozkladzie normalnym. Do ich usunigcia stosuje si¢
filtry: lokalny gaussowski, rozpraszajacy, wielomianowy czy
tez lokalny medianowy [8]. Kazdy z nich charakteryzuje sie
nieco innymi wlasciwosciami, ale wszystkie wystarczajgco do-
brze radzg sobie z usuwaniem zaburzen o rozktadzie normal-
nym. Obraz po przefiltrowaniu nie jest doktadnie taki, jakim
byla ptytka zelowa przed zapisem. Do uzyskania obrazéw
mozliwie wiernie odwzorowujacych zel mozna zastosowac
modele probabilistyczne, jednak jest to proces czasochtonny
ze wzgledu na swojg ztozonos¢ obliczeniows.

Do wygtadzenia obrazu stosuje si¢ inne techniki przetwa-
rzania obrazu, takie jak np. rozcigganie histogramu (transfor-
macja liniowa, umozliwiajaca wykorzystanie calego dostepne-
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go zakresu poziomo6w szarosci). Nalezy jednak zawsze pamig-
taé, ze wszelkie przeksztalcenia wykonywane na obrazie (z za-
fozenia nie dotyczy to filtréw) muszg by¢ odwracalne i nie
mogg W znaczacy sposob zmienié entropii (miara informacji
niesionej przez obraz) obrazu. Popularnymi technikami, kt6-
rych powinno sie unikac, sg miedzy innymi: wyrdwnanie hi-
stogramu (rozcigganie histogramu jest przeksztalceniem, ma-
jacym calkiem odmienny charakter), poprawianie kontrastu
czy korekcja gamma. Te transformacje powoduja, ze rézne
wartos$ci natezenia mogg zostaé przeksztalcone na jedng war-
to$¢ 1 tracona jest bezpowrotnie informacja [9]. Takie prze-
ksztalcenia mozna stosowac, jesli zmiany dotycza kopii obra-
zOow, na ktorych nie ma by¢ prowadzona dalsza analiza,
zwlaszcza charakteryzacja plam.

Przed analizowaniem informacji niesionej przez obraz zelu
nalezy usuna¢ jego tlo, jako nieistotny dla analizy element ob-
razu. Idealne jest biale tlo, czyli sytuacja, gdy kazdy punkt
wchodzacy w skiad tta ma maksymalng warto$¢ natezenia.
Tto powstaje na skutek przylgczenia barwnika do substancji
niebedacych proteinami, ktorych nie udato sie usungé (np.
skiadnikow zelu czy ptytki, na ktdrej umieszczony jest zel).
Poniewaz zawsze tlo jest widoczne, zatem niezbedne jest za-
stosowanie ztozonych algorytmow, aby poprawnie i bez utra-
ty istotnych danych usungc tlo. Nalezy zwrdci¢ uwage
na fakt, ze tlo znajduje si¢ rowniez w miejscach, w ktorych sg
plamy. Prostym sposobem jest wykorzystanie algorytmu
opartego na znalezieniu minimow lokalnych tta [10]. Znang
metodg jest rowniez wyznaczenie wielkoSci nat¢zenia tla
dla kazdej z plam przez obliczenie wartoSci, ktora reprezentu-
je 10% wszystkich natezen znajdujgcych si¢ na granicy plamy
[8]. Inny sposo6b to dopasowanie wielomianu do znanych na-
tezen tla i estymacja wartosci, ktore znajdujg si¢ pod plamami
[11]. Istnieje rowniez algorytm, ktdry wyznacza wartoSci tla,
»toczac” kule pod powierzchnig tréjwymiarowych ptaszczyzn
reprezentujgcych zele. Kula musi by¢ odpowiednio duza, ze-
by nie zaglebi¢ si¢ zbyt mocno w plamach [12]. Uproszczona
wersja algorytmu, stosujgca obiekt cylindryczny w jednym
z wymiardow, jest przydatna do usuwania smug w tym wymia-
rze [13]. Taki cylinder zagliebia si¢ w smugi, ale nie jest w sta-
nie zaglebic si¢ w plamy, dzigki czemu mozna stworzy¢ obraz
smug, a nast¢gpnie odjaé go od obrazu plam.

Zostaly zidentyfikowane cztery przyczyny powstawania za-
burzen: struktura zelu; charakterystyka detergentu, ktory za-
pewnia transport, warunki panujgce w buforze oraz natura
pola elektrycznego [11].

Detekcja plam proteinowych
— segmentacja obrazu oraz modelowanie plam

Detekcja plam ma na celu wyodrebnienie wszystkich plam
proteinowych znajdujacych si¢ na obrazie. Na koncu tego eta-
pu znane sa charakterystyki znalezionych protein w postaci
wspolrzednych Srodkéw plam, natezen i wlasciwoSci geome-
trycznych. Nie jest to proste zadanie, poniewaz proteiny bar-
dzo réznig si¢ miedzy sobg. Bywaja one trudne do odrdznienia
od artefaktéw 1 szumow, czgsto sg przystoniete smugami lub
nachodza na siebie. Mocno nasycone Kklastry protein nie majg
widocznych granic pomiedzy bialkami [14, 15]. Rozwigzanie
tego problemu wigze si¢ po raz kolejny z zastosowaniem za-
awansowanych algorytmoéw obrobki obrazu. Typowy schemat

detekcji plam skiada si¢ z nastgpujacych krokow [11]:

1. znalezienie jak najwickszej liczby punktow (czesto Srod-
kow) nalezgcych do réznych plam;

2. segmentacja obrazu na czeSci, z ktérych kazda zawiera
jedng z plam, badZ klaster proteinowy (na podstawie
punktow wyznaczonych w poprzednim kroku);

3. modelowanie kazdego z segmentow w taki sposob, aby
wyodrebnié z niego dane do dalszej analizy, bagdZ kolejne
podregiony, ktore zawierajg plamy.
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Rys. 1 Schemat dziatania algorytmu dziatow wodnych (WST).
Dzialanie algorytmu WST (watershed segmentation) mosna sobie
wyobrazic jako stopniowe zanurzanie w wodzie plaszczyzny repre-
zentujqcej zel, ktorg naktuto w minimach lokalnych (punkty znaj-
dujgce sig na]gfgbze] - najczemme]sze na obrazie). Najpierw woda
przedostaje sig przez naktucia 1 stopniowo wypetnia cafq plaszczy-
zne. W miejscach gdzie lgczy sig woda, ktora dostala sig przez dwa
rozne minima lokalne, stawiana jest tama (dziat wodny)

Poczatkowo detekcja plam bytla realizowana przez filtr LoG
[16-18]. Probowano rowniez stosowac pierscienie, ktore wska-
zywaly Srodek elips po wstgpnym podziale obrazu na plamy
i tlo z uzyciem wartoSci granicznej [2]. Zupelnie inne podej-
Scie to podzial obrazu na segmenty przy zalozeniu, ze plamy
naleza do wypuklych obszarow obrazu, ktére wyznaczane by-
ly za pomocg maski nxn [3]. Stosowano roéwniez operacje
morfologiczne, na przyklad serie filtrow o zréznicowanych
rozmiarach masek do zidentyfikowania plam o r6znych wiel-
kosciach [4]. Jednak zadna z wymienionych metod nie cieszy
sie takim powodzeniem jak segmentacja obrazu metodg dzia-
16w wodnych (watershed segmentation — WST) [5].

Terminologia dotyczgca zagadnienia segmentacji metoda
dzialéw wodnych zostala zapozyczona z geografii. Dzial wod-
ny nalezy rozumiec jako granice pomigdzy regionami terenu
(zlewniami), w ktorych zbiera si¢ woda. Woda przekraczajaca
dzial wodny zaczyna przelewac si¢ do sasiedniej zlewni. Idea
algorytmu bazuje na analogii zelu do rzezby terenu.
Zaglebieniami sg plamy, im mniejsza warto$¢ natezenia dane-
go punktu, tym znajduje si¢ on gl¢biej ponizej powierzchni.
Powierzchnia jest warto$é bieli, czyli 216 dla obrazéw 16-bito-
wych. Metoda wyznaczajgca dzialy wodne etykietuje punkty,
w taki sposob, ze kazda zlewnia ma niepowtarzalng, w obrgbie
danego obrazu, etykiet¢. Dodatkowo wprowadzana jest ety-
kieta W, ktora oznacza dzialy wodne. Dzigki temu kazdy
punkt obrazu nalezy albo do zlewni, albo do dzialu wodnego.
Klasycznym algorytmem jest ten zaproponowany przez
Vincenta i Soille’a w pracy [19]. W pierwszym kroku znajdo-
wane sg lokalne minima, czyli najciemniejsze punkty obrazu.
W nastcpnel czeSci algorytmu — obrazowo mowigc — nakiuwa-
my minima lokalne, a cala powierzchni¢ stopniowo zanurza-
my w wodzie. Miejsca, gdzie woda, ktora dostala si¢ przez
dwa r6zne minima, tgczy sig, tworzgc jeden basen, oznaczane
sg jako dzialy wodne W. Intuicyjny schemat algorytmu dzia-
16w wodnych przedstawia rys. 1. W konsekwencji dziatania
algorytmu dzialéw wodnych otrzymujemy podzial obrazu ze-
lu na segmenty, z ktorych kazdy zawiera jakas plamg lub kla-
ster proteinowy. Metoda jest wrazliwa na szumy i artefakty,
nalezy jg wigc stosowac po wczeSniejszym usunieciu z obrazu
zbednych obiektéw. Wiecej informacji o réznych algoryt-
mach dzialéw wodnych (réwniez o ich wersjach réwnole-
glych) mozna znalez¢é w pracach [5, 7-11, 20].
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Inne metody nie bazuja na tak intuicyjnej idei i opierajg si¢
bardziej na koncepcjach matematycznych, takich jak na przy-
ktad markowskie pola losowe [12], oparte na Laplasjanie.
Algorytm wykorzystuje calg dostepng informacj¢ z ekspery-
mentu do modelowania szumu, dzigki czemu nawet plamy
o stabej ekspresji zostajg znalezione [13].

Najczgsciej spotykane w oprogramowaniu algorytmy, kto-
rych zadaniem jest okreSlenie, ktore punkty obrazu tworzg
plame proteinowa, opierajg si¢ na dopasowaniu dwuwymiaro-
wego rozkladu normalnego oraz modelowaniu iteracyjnym
[21]. Najlepsze wyniki wdaje si¢ dawac hybryda segmentacji
i modelowania.

Detekcja plam w kompleksach proteinowych

Biatka w zelu czesto tworzg kompleksy (klastry, skupienia),
czyli formacje sktadajgce si¢ z co najmniej kilku plam prote-
inowych nachodzgacych na siebie badZ zlewajacych sie. W ta-
kich rejonach informacja o nat¢zeniu nie jest bardzo przydat-
na [22], gdyz jest ono bardzo zblizone co do wartosci na ob-
szarze tworzacym kompleks i mocno kontrastuje z rejonem
otaczajacy kompleks. Algorytm zaproponowany w pracy [22]
rozcina plamy, znajdujgc punkty siodtowe rozwazanej po-
wierzchni. Inna praca sprowadza problem rozdzielenia kom-
plekséw do pokrycia obszaru elipsami [16]. Ze wzgledu na ge-
nerowanie przez metode wielu zbednych i nieoptymalnych
wynikow ta sama praca [16] proponuje rozwigzanie bazujgce
na programowaniu liniowym, upraszczajgce i poprawiajgce
koncowy wynik.

Analiza ilosciowa plam

Po znalezieniu plam i rozdzieleniu ich komplekséw pozosta-
o jeszcze zadanie charakteryzacji iloSciowej wszystkich bia-
tek. Typowe wyznaczane charakterystyki to [18, 23]:
® powierzchnia plamy: liczba pikseli powierzchnia piksela;
® gestoSC optyczna plamy: maxy e sporl(X,y) — maksymalne
natezenie plamys;
® catkowita gestoS¢ optyczna plamy: ¥y o) c spocl(X,¥) — suma
wszystkich natezen.
Inne charakterystyki mozna wyznaczy¢ na podstawie para-
metréw modeli opisujgcych plamy proteinowe [17].
Ekspresja bialek jest zwykle opisywana za pomocg gestosci
optycznej plam oraz catkowitej gestoSci optycznej plam, kt6-
re sg unormowane dla calego obrazu. Calkowita gestosc
optyczna lepiej opisuje ekspresj¢ bialek [24].

Analiza porownawcza obrazow zeli

Analiza poréwnawcza obrazow zeli pochodzacych z ekspery-
mentdéw 2-DE to zastosowanie dostepnych technik, w celu
wydobycia informacji, ktére pozwola na zidentyfikowanie
protein, réznigcych si¢ ekspresja w zaleznosci od badanego
czynnika. Analiza porownawcza zwigzana jest rOwniez z po-
szukiwaniem biomarkeréw [5]. Takie podejscie pozwala
na zastosowanie technik nieopierajgcych sie na wczesniej po-
stawionych hipotezach i moze wykorzystywac algorytmy
oparte na statystyce [25, 26] czy pozyskiwaniu danych (data
mining). Zastosowanie aparatu statystycznego wymaga przy-
gotowania danych w taki sposob, aby spelniaty zalozenia po-
stawione konkretnym metodom. Uzyskanie informacji z da-
nych jest mozliwe wylgcznie przez szczegétowq analize nate-
zen, normalizacje, odpowiednig transformacj¢ danych, wy-
znaczenie wariancji oraz wykorzystanie odpowiednich metod
statystycznych. Wszystkie te operacje wykonywane sag w od-
powiedniej kolejnosci, w poszczegdlnych etapach analizy.
Eksploracyjna analiza znormalizowanych natezen plam wy-
kazala silng zalezno$¢ pomiedzy wariancjg a Srednig miedzy
proteinami [27]. Wariancja danych pochodzacych z zeli ma
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wiele Zrdodel: biologiczne rozbieznosci w poziomie protein
pomiedzy probkami, btedy podczas ekstrakcji bialek, barwie-
nie zeli, proces elektroforezy oraz btedy w analizie iloSciowe;.
W pracy [27] zaproponowano metody, ktore sprawdzily sie
w modelowaniu podobnych zaburzen dla mikromacierzy.
Efektem byto usuniecie korelacji przez zastosowanie przesu-
nietej transformacji logarytmicznej przy jednoczesnym za-
chowaniu heterogenicznoSci wariancji dla ré6znych protein.

- Waznym zagadnieniem jest przygotowanie eksperymentu.
Zeby w pelni skorzysta¢ z narzedzi matematycznych, staty-
stycznych czy analizy danych, nalezy odpowiednio przygoto-
wac eksperyment. Najlepszym rozwiazaniem jest przeprowa-
dzenie eksperymentu po konsultacji z osobg, ktéra miataby
dokona¢ analizy uzyskanych danych, jesli ma by¢ ona inna
niz standardowa (oferowana przez oprogramowanie do anali-
zy obrazow zeli). W taki sposob latwiej jest ustalic, ile probek
nalezy przebadad, zeby wyniki byly wiarygodne ze statystycz-
nego punktu widzenia. Ma to znaczenie na przykiad dla wy-
znaczenia biologicznej wariancji badanych probek [28].
Naturalnie im wig¢ksza liczba danych, tym wiecej mozna zna-
lez¢ i zidentyfikowac protein, ktore bedg mogly byc wziete
pod uwage w analizie. Bialko, ktére ujawnito sie raz badz dwa
razy, nie moze by¢ brane pod uwage, jesli eksperyment skta-
dat si¢ z 20 Zeli. Informacje na temat przygotowywania ekspe-
rymentu pod kontem pdZniejszej analizy sg opisane w pracach
[25, 29].

Obrobka wstepna

Ten etap analizy obejmuje operacje podobne do obrobki
wstepnej dla pojedynczego obrazu 2-DE. Zawiera si¢ w nim
usunigcie szumoéw, tia, artefaktow czy rozciagnigcie histogra-
mu. Nalezy tez wykonac, dla kazdego obrazu z eksperymentu,
dopasowanie analogiczne do opisanego w czeSci o analizie
singletonu obrazu 2-DE. Chodzi o mozliwie dobre przyblize-
nie teoretycznie wyznaczonych pIl i M,. Jest to wazne przy
pézniejszym wyznaczaniu pozycji standardowych protein.
Dopasowanie takie okreSlone jest przeksztalceniem afinicz-
nym (korygulacym przesun1¢c1a i obroty), ktore w zaden spo-
s6b nie zmienia informacji niesionej przez obraz i jest odwra-
calne.

Rejestracja obrazu

Rejestracjg obrazu w analizie pordwnawczej obrazéw pocho-
dzacych z dwuwymiarowej elektroforezy zelowej nazywa sie
wszystkie operacje, ktore nalezy wykonac, aby moc dokonaé
analizy poréwnawczej dwoch obrazéw. Do takich zadan nale-
73 miedzy innymi normalizacja natezenia czy dopasowanie
geometryczne obrazow. Za niepozagdane mozna uznaé zabu-
rzenia natezenia, wynikajgce z procesu zapisu obrazu zelu do
postaci cyfrowej, czy znieksztalcenia geometryczne, bedace
nastepstwem samego eksperymentu. Usuwajgc niechciane
modyfikacje, rownoczeSnie nalezy zachowac faktyczne rézni-
ce mi¢dzy obrazami niosgce informacj¢ o zmianie ekspresji
bialek, ich pH czy masy czasteczkowe;.

Problem definiuje krotka (I, I, M, sim), gdzie I to obraz
zrodtowy (oryginalny), I, to obraz referencyjny, M oznacza
odwzorowanie obrazu oryginalnego w obraz referencyjny,
a sim jest funkcja opisujaca podobiefistwo miedzy obrazami
[30]. Wartos¢ sim jest maksymalna, gdy dopasowanie jest naj-
lepsze (optymalne) Oznacza to, ze najlepsze dopasowanie
znajduje si¢ poprzez maksymahzacu; funkcji podobienstwa
obrazow. Zeby to osiggnac, szuka sie transformacji w postaci
funkcji mapujacej, ktéra odwzorowuje kazdy piksel nalezacy
do przestrzeni obrazu zrédlowego w jakis$ piksel nalezacy do
przestrzeni obrazu referencyjnego. Jednak wykonujac to za-
danie wprost, okaze sie, ze czeS¢ pikseli na obrazie wyniko-
wym I (obraz powstaly z I po zastosowaniu przeksztalcenia)
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Rys. 2 Przykiad dzialania przeksztatcenia M. Przeksztalcenie
dziata z obrazu Zrodlowego (I, po lewej stronie) w obraz referencyj-
ny (I, po prawej stronie). Oznacza to, ze obraz wynikowy (I) bedzie
przeksztalceniem obrazu I, w taki sposob, aby odpowiadajgce sobie
charakterystyczne punkty znajdowaly sig w tych samych miejscach.
Na przyktadzie widac, ze przeksztatcenie M moze odwzorowac kil-
ka punktow w jeden, a inne odwzorowac poza obszarem obrazu

Rys. 3 Przykiad dziatania przeksztatcenia M-1. Przeksztalcenie
dziata z obrazu referencyjnego (I, po prawej stronie) w obraz Zro-
dlowy (I, po lewej stronie). Groty strzalek pokazujq, skqd brane sq
wartosct natezen dla punktow znajdujgcych sie na poczqtku strza-
tek. Fesli grot strzatki znalaztby si¢ poza obrazem, przypisana zo-
stataby maksymalna dostgpna wartosc natgzenia bqds srednia nate-
zen najblizej znajdujgcych sig punktow

nie bedzie wypelniona, poniewaz transformacja nie jest 1:1
i kilka punktéw moze zosta¢ odwzorowanych w jeden, a inne
w zaden. Co wiecej, moze zdarzy¢ sie, ze punkty po transfor-
macji znajda si¢ poza obrazem. Schemat dzialania przeksztal-
cenia M pokazuje rys. 2.

Rozwigzaniem problemu jest wykorzystanie odwzorowania
odwrotnego do M, oznaczanego w dalszej czg$ci pracy przez
M-1. Wowczas analizuje si¢ kolejno punkty obrazu wynikowe-
go I i na podstawie M-! ustala si¢ punkt z I, ktory go zastapi.
W ten sposob caly obraz wynikowy jest wypelniony, co nie
oznacza, ze wykorzystane zostaly wszystkie punkty z I
Schemat dzialania przeksztalcenia M-1 pokazuje rys. 3.
Przeksztalcenie, ktére pozawala dopasowal jeden obraz do
drugiego, jest zagadnieniem pochodzgcym z grafiki kompute-
rowej 1 nazywa si¢ z angielskiego warpingiem bgdZ prze-
ksztalceniem warpujacym. Wigcej o transformacjach dopaso-
wujacych obrazy mozna znalez¢ w pracy [31]. Algorytmy war-
pingu sg obecnie na bardzo wysokim poziomie i pozwalajg
na bardzo dobre dopasowanie obrazéw. Wiadomo, ze algoryt-
my stosujace jedng funkcje do dopasowania obrazow sg za sta-
be, ze wzgledu na nieréwne odksztalcenia w réznych czg-
Sciach obrazu. Znacznie lepiej sprawdzajg si¢ metody hierar-
chiczne, takie jak HGT (hierarchical grid transform) opisany
w pracy [32]. W wigkszoSci systemow niezbedne jest wskaza-
nie przez uzytkownika co najmniej kilku punktéw, na podsta-
wie ktorych znaleziona zostanie transformacja dla calego ob-
razu. Powstajg jednak pierwsze programy oferujgce automa-
tyczne dopasowanie par obrazow.

Istniejg sytuacje, w ktorych nie da sie dopasowaé zadnego
przeksztalcenia, na przyklad jesli proteina, na skutek badane-
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go czynnika, zmienila swojg mas¢ na tyle mocno, ze przesu-
nela sie na obrazie w inne miejsce, ,mijajac” po drodze inne
biatka. Jesli nie da sie ustali¢ transformacji, nalezy zastosowac
inng technike, na przykiad DIGE (difference gel analysis).
Réznorodne algorytmy warpingu, poczawszy od klasycznych
liniowych czy wielomianowych, przez hierarchiczne, az po
rownolegle, sg opisane miedzy innymi w pracach [19, 32-34].
Poréwnania réznych metod dopasowujacych obrazy znajdujg
sie w pracach [32, 35].

W przypadku analizy serii obrazéw wazna jest ich normali-
zacja. Nate¢zenie plam na dwoch obrazach moze sie znaczgco
roznié, chociaz faktyczne natezenie jest niemal réwne.
Normalizacja pozwala usungé réznice miedzy obrazami, kto-
re powstaly na skutek rdéznej objetosci probek tadowanych
do IEF, niezgodnosci w transferze protein pomiedzy pierw-
szym a drugim wymiarem eksperymentu (znikanie protein
miedzy wymiarami) czy tez zr6znicowanego czasu ekspozycji
zelu podczas zapisu obrazu. Normalizacja nazywany jest
w tym przypadku proces, w wyniku ktorego wartoSci nateze-
nia opisujace poszczeg6élne plamy proteinowe bedg mogly by¢
porownywane pomig¢dzy réznymi obrazami z eksperymentu.
Normalizacje, wykonuje si¢ zwykle w oparciu o zalozenie
o jednakowej ilosci bialek na kazdym z obrazéw. Na tej pod-
stawie wyznacza si¢ proporcjonalng warto$¢ nat¢zenia dla kaz-
dej plamy w obrebie obrazu. Inne podejScie mowi, ze nateze-
nie obrazu czesto jest zdeterminowane przez kilka protein
o bardzo silnej ekspresji, w zwigzku z czym nalezy usunaé
z procesu normalizacji plamy majace najwi¢ksze wartoSci na-
tezenia (usuniecie obserwacji odstajacych).

Istnieja tez podejscia, sugerujace, ze rozklady natezen mig-
dzy obrazami sg takie same. Na tej podstawie probuje si¢ do-
pasowywac do nich na przyklad rozktad normalny. Jeszcze in-
na hipoteza méwi o tym, ze tylko czeS¢ plam nalezgcych
do obrazu powinna by¢ brana pod uwage podczas normaliza-
cji [21]. Metody poczatkowo opracowane dla mikromacierzy
z powodzeniem znalazly zastosowanie rowniez na tym etapie
analizy [22].

Inaczej przedstawia si¢ problem normalizacji dla techniki
DIGE. W samym eksperymencie zostata uwzgledniona prob-
ka z tak zwanym standardem, zawierajgca mieszaning wszyst-
kich probek z eksperymentu w jednakowych iloSciach.
Normalizacja polega na podzieleniu natezen plamy przez od-
powiadajgce mu nate¢zenie plamy z obrazu standardowego.

Jak byto wspomniane w pierwszej czeSci pracy dotyczacej
eksperymentu [36], probka moze zosta¢ podzielona na kilka
czeSci, kazda o wezszym gradiencie pH niz catos¢ probki (np.
3-7 pH oraz 6-11 pH). Po zapisie obrazu zeli do postaci cyfro-
wej mamy do czynienia z kilkoma obrazami dla jednej prob-
ki, ktore wymagaja scalenia. Ma to miejsce wiasnie na etapie
rejestracji obrazu [37]. Laczenie obrazow odbywa si¢ zwykle
z udziatem czlowieka, ktérego zadaniem jest wskazanie odpo-
wiadajacych sobie plam proteinowych na zachodzgcych
na siebie pod wzgledem pH krancach obrazéw. Na tej podsta-
wie program scala obrazy, tworzac jeden obraz dla jednej
probki.

Zagadnienia dotyczgce rejestracji obrazu, rejestracji obrazu
biomedycznego czy wreszcie miar podobiefistwa migdzy ob-
razami sg opisane szczegotowo w pracach [38-47] oraz w ksigz-
kach [48, 49].

Mapa proteomowa

Poprawne wyznaczenie przeksztalcenia dopasowujgcego ob-
razy (dla kazdej pary obrazow jest to inne przeksztalcenie)
jest kluczowym zadaniem tej czeSci analizy. Dzigki znalezie-
niu optymalnych dopasowan mozna w prosty sposob utwo-
rzy¢ mapg¢ proteomowa. Mapa proteomowa jest fuzjg wszyst-
kich obrazow, jakie zostaly otrzymane w wyniku przeprowa-
dzenia eksperymentu 2-DE [50]. Powstaje ona przez prze-
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Rys. 4 Uproszczony przyktad tworzenia mapy proteomowej. Na
podstawie informacyi o potozeniu, wielkosci ¢ natgzeniu punktow na
dwoch obrazach jest tworzona mapa. Mapa odzwierciedla relaryw-
ne polozenia punktow ich natezenia oraz wielkos¢

ksztalcenie warto$ci natgzenia poszczegélnych pikseli ze

wszystkich obrazow przez pewng funkcje, w odpowiadajace

im piksele na mapie. Jako wymagania dla okreslenia standar-

dowej pozycji plam, podane zostaly cztery warunki [50]:

® standardowa pozycja proteiny powinna znajdowac si¢
mozliwie blisko jej relatywnych polozeni na wszystkich
zelach z eksperymentu, po uwzglednieniu przesunigc
i obrotow powstalych podczas zapisu obrazu;

® przestrzenne relacje pomigdzy plamami powinny zostac
zachowane na tyle dobrze, na ile to mozliwe;

® powinno by¢ mozliwe znalezienie odpowiadajacych sobie
plam na zestawie zeli w oparciu o ich pozycje standardo-
we;

® pozycja standardowa powinna pozwala¢ na predykcje
protein jeszcze niezidentyfikowanych, na podstawie ich
pozycji.

Standardowe pozycje plam generowane sg w dwoch kro-
kach. Pierwszy krok to wyznaczenie standardowego poloze-
nia kilku ustalonych plam (tych, ktére postuzyly do wyzna-
czenia przeksztalcen dopasowujacych), przez usrednienie
wspolrzednych, dla ktorych wczesniej zostala zastosowana
transformacja afiniczna, redukujgca przesuniecia, skalowania
i obroty, r6znigce teoretycznie wyznaczone pl i M,, od fak-
tycznie uzyskanych podczas eksperymentu. Drugi krok to
wygenerowanie przyblizonych pozycji pozostalych plam
na podstawie punktéw nalezacych do zbioru znanych juz
plam. Funkcjg zaproponowang w pracy [50] jest Srednia wazo-
na, ktora ciemnym pikselom przypisuje duzg wage, a jasnym
mala. Efektem zastosowania takiego przeksztalcenia jest do-
bra widoczno$¢ plam, ktére nie wystepujg na wszystkich ob-
razach z eksperymentu, oraz tych, ktore sa stabo widoczne,
ale obecne na wigkszosci obrazow. Wygenerowana w taki spo-
sOb mapa, na pierwszy rzut oka, wyglada jak jeden z obrazoéw
z eksperymentu. Zasadnicza roznica polega na tym, ze na ma-
pie znajdujg si¢ wszystkie plamy, ktore ujawnily si¢ w ekspe-
rymencie. Mozna latwo zaobserwowal plamy proteinowe,
ktore wystgpily tylko na czesci obrazéw lub maja bardzo sta-
ba ekspresj¢ i przez to na czesci obrazoéw zlewaly sie z sgsia-
dujacymi, silniejszymi proteinami. Bardzo uproszczony przy-
kiad tworzenia mapy proteomowej pokazuje rys. 4.
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Detekcja i dopasowywanie plam proteinowych

Detekcja plam proteinowych odbywa si¢ najpierw na mapie
proteomowej, a nastepnie na kazdym z obrazéw z osobna.
Nalezy pamigtad, ze obrazy po transformacji dopasowujacej
zmienily si¢ i analiza iloSciowa nie jest na nich mozliwa.
Analize wykonuje si¢ na pierwotnych obrazach, na podstawie
danych uzyskanych z mapy proteomowej.

Pierwsze podejscie to dzielenie mapy na rozlgczne segmen-
ty za pomocg jednego z algorytméw dzialéw wodnych.
Nastepnie w kazdym z segmentéw wyszukiwana jest plama.
Zgodnie z zalozeniem algorytmu dzialéw wodnych wszystkie
segmenty zawierajg minima lokalne. Od minimoéw lokalnych
rozpoczyna si¢ poszukiwanie plamy. Ostatecznie kazdy piksel
obrazu albo nalezy do jakiej$ plamy, albo nalezy do tta obrazu.
Algorytmy detekcji plam mogg uwzgledniaé rézne charaktery-
styki obrazu: natezenie, nachylenie czy klasyfikacja punktu na
podstawie jego otoczenia [21]. Programy zwykle pozwalajg
na modyfikacj¢ wygenerowanych granic plam, pozwalajac
w ten sposob na laczenie, dzielenie czy zmiang ksztaltu znale-
zionych obiektow. Przy tych operacjach warto zachowaé duzg
ostrozno$¢, gdyz indywidualne podejScie moze mieé wplyw
na p6zniejszg powtarzalno$¢ wynikow czy profile ekspresji.

Innym podejSciem do detekcji plam proteinowych jest pro-
ba modelowania plam z wykorzystaniem dwuwymiarowego
rozkladu normalnego. Jest to sposob na wyznaczenie granic
plam bialkowych. Takie podejScie ogranicza jednak mozliwo-
sci modelowania ksztaltu plam. Opracowane zostaly rowniez
algorytmy hybrydowe, ktére zaczynajg od wyznaczenia seg-
mentow, a nastepnie na podstawie rozkladu normalnego wy-
znaczajg granice plam [21].

Po znalezieniu i zweryfikowaniu przez czlowieka granic
plam na mapie program za pomocg wczeSniej wyznaczonego
przeksztalcenia M (zeby dopasowal obrazy uzyte zostalo
przeksztalcenie M-1) transformuje znalezione plamy na pier-
wotne obrazy. Nast¢pnie sprawdza, czy i w tych miejscach wy-
stepuja plamy. Jesli wystgpuja, to automatycznie sg one koja-
rzone z plamami z mapy i odpowiadajacymi sobie plamami
z pozostalych obrazow. Ta czeS¢ analizy, to dopasowywanie
do siebie plam (spot matching). Naturalnie plamy r6znig si¢
ksztaltem i rozmiarem mig¢dzy obrazami, dlatego niezbedny
jest krok, ktéry pozwoli na wyznaczenie granic danej plamy
na kazdym z obrazéw z osobna. Plamy zazwyczaj wystepujg
na wszystkich obrazach z eksperymentu, ale réznig si¢ pod
wzgledem ekspresji i — co bardzo istotne — polozeniem na ob-
razie. Sporadycznie zdarza si¢, ze pewna proteina wystepuje
tylko na czesci obrazéw. Dzigki fuzji obrazéw do mapy prote-
omowej kroki: detekcji plam na poszczegélnych obrazach
oraz dopasowywania do siebie plam staly si¢ znacznie prost-
sze, zajmujg mniej czasu i s3 bardziej wiarygodne.
Najwazniejszym efektem tworzenia map proteomowych jest
tworzenie kompletnych profili ekspresji, bez obserwacji bra-
kujacych. Plamy, ktore nie zostaly znalezione na czeSci obra-
z0w, zostang scharakteryzowane, a ich natezenia bedg bliskie
zeru [51].

Analiza ilosciowa oraz profile ekspresji

Jako wynik etapu detekcji plam otrzymuje si¢ informacje
o kazdej ze znalezionych plam biatkowych. Informacje te na-
zywane sg profilami ekspresji protein. Znane s3: znormalizo-
wane nat¢zenie, pozycja srodka, zarys, tlo i inne charaktery-
styki. Nie mozna jednak poréwnac tych danych bezposrednio
z zawartoscig protein w zbadanej probce. Na réznice pomie-
dzy wynikami analizy a pierwotng probka znaczny wplyw
majg: utrata czesci probki podczas wprowadzania do IEF (ob-
razowanie izoelektryczne, pierwszy wymiar 2-DE), efektyw-
nos§¢ transferu miedzy wymiarami, utrata protein podczas wy-
barwiania, efektywnos¢ wybarwiania, krzywa wybarwiania
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protein wzgledem czasu, krzywa wybarwiania wzgledem kon-
centracji protein oraz blaknigcie barwnikow [21]. Wszystkie
informacje dotyczace nat¢zen analizowanych danych, nalezy
traktowac jako iloSciowe, a nie jakoSciowe. Oznacza to,
ze mozna porownywac ekspresje pewnej proteiny pomiedzy
poszczegdlnymi obrazami z eksperymentu, na przykiad usta-
lajac jej natezenie w jednej z probek kontrolnych i stwierdza-
jac, ze w warunkach eksperymentu zmienita swojg ekspresje
dwukrotnie w poréwnaniu z probka kontrolna. Nie dotyczy
to pI oraz M,, ktore mogg by¢ dos¢ dokladnie estymowane
w oparciu o polozenie plamy w zelu i znane zaleznosci wply-
wu barwnika.

Na podstawie wygenerowanych profili ekspresji mozna
ustalié, ktore proteiny zareagowaly na czynnik bedacy obiek-
tem badania oraz jak intensywna byta reakcja. To pozwala sta-
wiac¢ hipotezy na temat funkcji biologicznej biatek. Czesto
stosuje si¢ technike 2-DE jako narzedzie do poszukiwania hi-
potez, a nastepnie inne metody, ktore pozwalajg na weryfika-
cje¢ znalezionych zaleznoSci. Dobrym przykiadem jest tu szu-
kanie biomarkeréw, czyli protein, ktore sg nierozlacznie
zwigzane z fenotypem. Do poszukiwan stosuje si¢ szeroka ga-
me¢ metod — od standardowych testow statystycznych po ucze-
nie maszynowe [21].

Charakter profili ekspresji jest zblizony do charakteru da-
nych mikromacierzowych. Analiza profili ekspresji wykorzy-
stuje (z pewnymi modyfikacjami) metody z powodzeniem
stosowane w analizie danych mikromacierzowych. Profile
mozna analizowa¢ w pewnym zakresie wewngtrz programow
do analizy obrazow, jednak nie zapewniajg one zbyt szerokiej
gamy metod. Znacznie wigksze mozliwo$ci ma analiza za po-
mocg innych uniwersalnych narzedzi, specjalizujacych sie
w metodach statystycznej analizy danych oraz pozyskiwania
wiedzy z danych. Takie uniwersalne narzedzia zwykle nie ofe-
rujg prostej dla uzytkownika, wizualnej reprezentacji znale-
zionych informacji. Takg funkcjonalno$¢ majg wytacznie sys-
temy do analizy obrazéw 2-DE. Bardziej szczegélowy opis
programow i oferowanych przez nie mozliwosci znajduje si¢
w pracy [21].

Sposoby porownywania systemow
do analizy obrazow zeli

Wszystkie dostgpne systemy, oprocz samej analizy obrazow,
oferujg podstawowe funkcje, takie jak: import i eksport da-
nych w standardowych formatach graficznych (tiff, gif, jpeg,
png itp.), opisywanie i poprawianie ksztaltu plam, poréwny-
wanie obrazow i samych plam, przeszukiwanie listy plam czy
wreszcie polgczenie z internetowymi bazami danych [30].

Nie istniejg prace porownujace wszystkie dostgpne systemy
do analizy obrazow 2-DE, poniewaz jest ich duzo i sg stosun-
kowo drogie. Zwykle poréwnanie dotyczy dwoch, sporadycz-
nie kilku programow [26, 52-56]. Obecnie na rynku znajduje
si¢ spora grupa programow do analizy obrazow zeli. Wsrod
nich wcigz sg takie, ktore wywodzg si¢ od pierwszych, akade-
mickich systemow. Obecnie dost¢pne na rynku programy to:
SameSpots Progenesis (Nonlinear Dynamics), ImageMaster
2D (AP Biotech), DeCyder™ (tylko DIGE; GE Helthcare),
Delta2D (DECODON), REDFIN (LUDESI), PDQuest (Bio-
Rad), GELLAB II (Scanalytics, Fairfax), Melanie 7.0
(GeneBio). Istnieje rowniez niewielka liczba darmowych pa-
kietow do analizy obrazow zeli, jak na przykiad digeR, pro-
gram napisany w jezyku R, z graficznym interfejsem uzyt-
kownika [57].

Poréwnanie dziatania oprogramowania do analizy obra-
z6w zeli opiera si¢ na specjalnie do tego przygotowanych te-
stach [26, 58]. Testy badaja nie tylko precyzj¢ i niezawod-
nos$¢, ale tez powtarzalnosc wynikoéw analizy mig¢dzy po-
szczegOlnymi programami. Mozna znalezé informacje po-
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rownawcze na temat poszczegolnych etapow analizy, takich
jak detekcja plam, wrazliwo$¢ na nachodzenie na siebie pro-
tein, r6znice w analizie iloSciowej plam czy tez odr6znianie
biatek od artefaktow [59]. Badania takie przeprowadza sie
zaré6wno na obrazach symulowanych [59, 60], o znanych
wlasciwosciach, takich jak liczba plam lub ich wielkosci,
oraz na obrazach rzeczywistych. Do testowania tworzone sg
rowniez odpowiednie modele i systemy uczace si¢ na praw-
dziwych obrazach [60].

Bazy danych 2-DE

Po uzyskaniu listy znalezionych i scharakteryzowanych cza-
steczek mozliwe jest poréwnanie ich z wynikami zawartymi
w bazach danych opublikowanych w internecie. Serwer, kt6-
ry zawiera najwiecej danych pochodzacych z dwuwymiarowe;j
elektroforezy zelowej to ExPASy (Expert Protein Analysis
System). Znajduje si¢ on pod adresem http://www.expasy.org/.
Znalez¢ tam mozna dane pochodzace z r6znych eksperymen-
toéw, zawierajgce informacje o funkcji protein (o ile jest ona
znana), szczegélach przygotowania eksperymentu oraz jego
wynikach. Wszystkie zestawy opatrzone sg informacjami
o autorze, referencjami do prac, ktére na ich podstawie po-
wstaly, opisem metod identyfikacji, danymi o zakresie pI i in-
nymi szczegétami pozwalajacymi na poréwnanie z posiadany-
mi danymi. Takie dane pomagajg na przykiad w weryfikacji
prowadzonych eksperymentow, mogg tez postuzy¢ jako dane
testowe dla nowych metod analizy. Waga istnienia takich baz
danych jest nie do przecenienia. W jednym miejscu mozna
znalez¢ informacje o tym, jakie proteiny zostaly juz zidenty-
fikowane, jakie prowadzono eksperymenty i jakie funkcje po-
szczegllnych bialek sg znane. Pozwala to stawia¢ nowe hipo-
tezy i weryfikowac juz istniejgce. Mozna postarac si¢ o umiesz-
czenie wynikow wlasnych eksperymentow i analiz na serwe-
rach ExPASy.

Identyfikacja protein

Identyfikacja protein na podstawie mas peptydow zaobserwo-
wanych w eksperymencie spektrometrem mas (peptide mass
fingerprinting — PMF) to podstawowa metoda identyfikacji sto-
sowana po eksperymentach technikg 2-DE. Ze wzgledu na
swoja dokladnosc czesto stosuje si¢ tez chromatografig cieczo-
wa, polaczong ze spektormetrig mas (LC-MS/MS). PMF jest
jednak zazwyczaj pierwszym narz¢dziem stosowanym do
identyfikacji, gtownie dlatego, ze metoda jest szybka i przyja-
zna dla uzytkownika. Dostarcza ona charakterystycznych dla
kazdej proteiny danych, ktoére sg nastepnie poréwnywane
z teoretycznymi oraz z danymi zawartymi w bazach danych.

Metody identyfikacji nie stanowig dobrej podstawy do pra-
cy z probkami pochodzgcymi z organizméw, ktorych genomy
jeszcze nie zostaly w pelni opisane. Problemem jest tez iden-
tyfikacja bialek, ktore ulegly modyﬁkac;om posttranslacy]-
nym, gdyz nie daja si¢ one porownac z n1ezm1emonym1 dany-
mi teoretycznymi [61]. Gdy PMF nie wystarcza, mozna usta-
li¢ sekwencje aminokwaséw za pomocg MALDI-MS (matrix-
assisted laser desorption/ionization mass spectrometry) lub MS/MS
(wielokrotna spektrometria mas). Najwicksza wadg MS/MS
jest czas niezbedny do przeprowadzenia calego procesu iden-
tyfikacji. Bledy w identyfikacji sg obiektem zainteresowania
badaczy [62], a metody identyfikujace sg wcigz rozwijane i co-
raz bardziej doktadne.

Podsumowanie
Proteomika od lat rozwija si¢ bardzo intensywnie [63].

Analiza proteomu jako ostatniego poziomu ekspresji genéow
rozpoczela si¢ wiasnie dzigki metodzie 2-DE [64]. Mimo po-
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wstania wielu nowych technik i podejs¢ dwuwymiarowa elek-
troforeza zelowa jest jednak wcigz jedng z niezastgpionych
technik proteomiki i jako taka wymaga ogromnych nakiadow
pracy, aby otrzymywane wyniki byly jeszcze bardziej precy-
zyjne, a analiza przebiegala prosciej i szybciej. Ostatnia deka-
da pozwolila na wprowadzenie wielu udogodnien dla badaczy
postugujacych si¢ ta metoda.

Zaliczajg si¢ do nich: opracowanie nowego schematu anali-
zy danych 2-DE, analiza danych otrzymanych metodg DIGE,
zaawansowane algorytmy znacznie upraszczajace porownanie
danych pochodzacych z r6znych probek, nowoczesne techni-
ki wizualizacji itd. D21¢k1 tworzeniu map proteomowych ana-
liza jest bardziej precyzyjna i wiarygodna, a zastosowanie za-
awansowanych algorytmoéw pozwolito znaczaco skrocié czas
jej trwania. Wciaz brakuje pelnej automatyzacji zaréwno eks-
perymentu, jak i dziatania oprogramowania. Sytuacjg w pelni
satysfakcjonujgcg bedzie posiadanie systemOow analizujacych,
ktorych prace czlowiek bedzie musial jedynie sprawdzac, ale
nie bedzie musial w niej uczestniczy¢. ®
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