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Santrauka. Straipsnyje pristatomas algoritmas, skirtas automatiniam kokybiSkiausio dvimatés elektroforezes gelio nustaty-
mui. Kokybeés kriterijumi yra vertikaliy geometriniy iSkraipymy gelyje kiekis. IS biocheminio eksperimento metu gautos gru-
peés geliy atrenkamas vienas gelis su maziausiais vertikaliais geometriniais iSkraipymais. VertikalGs iSkraipymai, dél kuriy
vienodos molekulinés masés baltymai i$sidésto ne horizontaléje, turi didesng jtakq baltymy parametry nustatymui. Darbe pri-
statomas geometriniy iskraipymuy jvertinimo algoritmas, jo taikymas atrenkant kokybiskiausig gelj bei algoritmo rezultaty pa-
lyginimas su eksperto geliy atrankos rezultatais. Reikalui esant algoritmas gali buti adaptuojamas horizontaliy iskraipymy

jvertinimui.

Reik§miniai Zodziai: dvimate elektroforez¢, 2ME, geometriniai iSkraipymai, automatiné geliy analize.

Ivadas

Baltymai — placiai gyvojoje gamtoje paplitusios
makromolekulés. Tai svarbiausi nattralds junginiai, for-
muojantys lasteliy ir audiniy strukttira, reguliuojantys vi-
so organizmo veikla, dalyvaujantys sudétingose cheminé-
se reakcijose. Vienas i§ dazniausiai naudojamy baltymy
laboratoriniy tyrimy yra dvimaté elektroforezé (2ME)

(O’Farrell 1975). Izofokusavimo ir elektroforezés metu

peptidai paskleidziami mazdaug AS lapo dydzio gelio
plote pagal dvi savybes: pirmu etapu pagal izoelektrinj
taska (p/), antru — pagal molekuling mas¢ (MM) (1 pav.).
Skirstant baltymus pagal MM, jie juda geliu i$ virSaus ze-
myn. Kuo baltymas yra ar¢iau apatinio gelio krasto, tuo
jo molekuliné masé yra mazesné. Baltymo vertikalia pa-
déti palyginus su gelio Sone esaniu masés marke-
riu (vertikali juostelé su 6 — 9 zinomos MM peptidais) nu-
statoma apytikslé dominancio baltymo MM (1 pav.).
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1 pav. 2ME gelis G_1 su vertikaliais geometriniais iSkraipymais: G, — gelio aktyvi sritis, kurioje yra i$skirstyti baltymai; G, —
molekulinés masés markeris. Gelyje trimis kreivémis pazymeétos tos pacios molekulinés mases sritys. D¢l iSkraipymy taskai A
ir B yra ne vienoje horizontalioje tieséje, todél taSke A esancio baltymo molekuliné masé biity nustatyta 25 kDa didesné

Fig. 1. Two-dimensional electrophoresis gel G_1 with vertical geometrical distortions: G, — active area; G,, — MM marker. By
three curves levels of similar molecular mass are marked. Because of distortions points A and B are not on the same horizontal

line and estimated MM for point A will be larger by 25 kDa
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Atliekant tyrimus ne visi veiksniai, jtakojantys 2ME
eksperimento rezultatus, yra valdomi arba yra nepakanka-
mai tiksliai valdomi, todél mazéja rezultaty tikslumas.
Dvimatés elektroforezés metu neisvengiami baltymy ju-
déjimo netolygumai — atskiriant baltymus pagal mase, ge-
lio pakra3¢iuose ir viduryje molekuliy judéjimo greiciai
néra identiski, todél gaunami didesni ar mazesni baltymy
pédsaky vietos vertikalts poslinkiai nuo konkre¢ios mo-
lekulinés masés buvima zZymincios horizontalés (Aittokal-
lio 2005). Tokie iskraipymai trukdo gelyje matomus bal-
tymy pédsakus tiksliai susieti su Sone esan¢iu masés mar-
keriu ir nustatyti baltymo MM. Sie iskraipymai gali bati
sumazinti sutapdinimo metu. Kadangi biochemijoje eks-
perimenty tikslas yra rasti skirtumus tarp bandiniy, t.y.
palyginti kelis 2ME gelius tarpusavyje ir rasti skirtumus
juose (kuriy baltymy kiekiai ir kiek pakito) (Matuzevicius
et al. 2008; Matuzevicius, Serackis 2006), todél nei§ven-
giamai turi bati atliktas geliy sutapdinimas. Sio proceso
metu reikia rasti tokias geometrines transformacijas, kad
po ju atitinkamy baltymy pédsakai i§ skirtingy geliy baty
tose paciose vietose (Matuzevicius, Navakauskas 2005;
Dowsey et al. 2003).

Geliy sutapdinimui yra parenkamas pagrindinis ge-
lis, ant kurio bus uzdéti visi kiti geliai. Vadinasi parinkus
geli, kuris yra maziausiai paveiktas geometriniy iskrai-
pymuy ir transformuojant kitus gelius ant jo, visi geliai bus
su maziausiais iSkraipymais i$ visy egzistavusiy eksperi-
mentinéje 2ME geliy grupéje. Kadangi iprasty eksperi-
menty metu sukuriama nemaza grupé geliy (Luhn et al.
2003), todél didéja tikimybé rasti toje grupéje geli, kuris
turés pakankamai mazus i$kraipymus. Todél svarbu at-
rinkti gelj, kuris blity maziausiai iskraipytas. Taip pat
svarbu atrinkima atlikti kompiuterizuotais btdais, sie-
kiant automatizuoti procesus laboratorijose, mazinti Zmo-
giskasias klaidas bei spartinti tyrimus (Dowsey, Yang
2008).

Straipsnyje pateiktas kokybiskiausio gelio, kaip tu-
rinio maziausiai vertikaliy geometriniy iSkraipymu, nu-
statymo algoritmas. Galiausiai algoritmo rezultatai paly-
ginami su eksperto atrinktais, jo nuomone maziausiai is-
kraipytais geliais.

ISkraipymy jvertinimo principas

Norint jvertinti vertikalius geometrinius iskraipy-
mus, reikia iSskirti vaizde tas vietas ir struktiras, kurios
biity paveiktos geometriniy iSkraipymy ir proporcingai
perteikty poveikio dydi. Vertikaliis iSkraipymai labiausiai
atsispindi horizontaliy linijiniy struktiiry deformacijose,
todél reikia isskirti Sias struktiiras. Horizontalias strukti-
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ras turi horizontaliai i$sitgsusios baltymy pédsaky ,,uode-
gos*. Taip pat galima matyti ir fono elementy, fonui pri-
klausanéiy dariniy, kurie suformuoti ne baltymuy, o atsira-
de dél priemaisy likugiy bandiniuose. Sios fono struktii-
ros daznai biina linijinio pobtidzio, taciau neryskios, todél
reikia jas rasti ir sustiprinti. Geliuose taip pat biina balty-
my grupés, kurios sudarytos dél horizontaliai Salia iSsi-
désciusiy baltymy pédsaky. Daznai baltymy pédsakai ba-
na susijunge tarpusavyje ,,uodegomis®. Visi i§vardinti da-
riniai buty i$sidéste horizontalioje ties¢je, jei nebity geo-
metriniy iskraipymy poveikio, todél jverting pastaryjy
struktiry posvyrius nuo horizontalés, galima ivertinti
kiek daug yra perkreiptas gelis, kiek daugiau viena gelio
dalis yra pasislinkusi nei kita.

Reikalingi irankiai, kurie galéty isskirti tik tas 2ME
gelio struktiiras, kurios suteikty tinkamus iskraipymuy po-
zymius. Taciau daug i$vardinty struktiiry yra neryskios,
paveiktos triukSmo (triukSmui priklauso ir vertikalios
struktiiros), todél, atsizvelgiant i i§vardintas pastabas, su-
daryta apibendrinta i§skyrimo eiga tokia: sustiprinamos
artimos horizontalioms struktiiros, jos aproksimuojamos
linijomis, jvertinamas linijy posvyris. Detalus sudarytas
algoritmas susideda i§ 7 zingsniy: a) filtravimas asimetri-
niu medianos filtru; b) horizontalus vaizdo glodinimas;
¢) kontiiry i§skyrimas modifikuotu Canny detektoriumi;
d) trumpy kontiiry segmenty $alinimas; e) kontliry aprok-
simavimas daugianariais; f) posvyrio koeficienty filtravi-
mas; g) geometriniy iskraipymy jvertinimas. Sie Zingsniai
ir jy realizavimas detaliau aptartas kitame skyriuje.

Vertikaliy iSkraipymy jvertinimo algoritmas

1. Filtravimas asimetriniu medianos filtru. Pirmu
zingsniu gelio vaizdas f(x,y) filtruojamas medianos

filtru (Matuzevicius, Navakauskas 2005; Gonzalez et al.
2003). Medianos filtras pasizymi savybe selektyviai nu-
filtruoti impulsinio tipo triuk§ma. Siame etape medianos
filtras naudojamas vertikaliy kontrastingy briiksniu slopi-
nimui, todel parinktas filtro langas S, , yra 9x1 vaizdo

tasky (stulpeliy x eiluciy) dydzio:

g(xy)= median{fw (s,t)} ,

(st )eSx'y

)

gia: g(x,y) — gelio vaizdas po filtravimo S, , =9x1
medianos filtru; Sey — filtro langas, kurio centras sutam-

su vaizdo tasku, kurio Kkoordinaté

pa (x.»);
{x;y}={L.2,...M; 1,2,.,N}; M,N - vaizdo dydis

(stulpeliy ir eilu¢iy skaicius).



2. Horizontalus vaizdo glodinimas. Siekiant labiau
iSrySkinti gelio horizontalias strukttiras, jos ,,iStempia-
mos* horizontaliai. Tai pasiekiama vaizda stipriai suglo-
dinant x kryptimi. Panaudojus asimetrini filtra, kuris yra
zemo daznio filtras horizontalia kryptimi, o vertikalia
kryptimi pralaidus visiems dazniams, pasiekiamas pagei-
dautas rezultatas. Filtravimas jgyvendinamas dazniy sri-
tyje.

Tiesinio filtravimo pagrindas laiko ir dazniy srityje
yra sasukos teorema, kuria galima uzradyti (Gonzalez
et al. 2003; Sonka et al. 2007):

g(x.»)=7(x.y)*h(k.1),
P
G(u,v)=F(u,v)-H(u,v),

(@)

¢ia: *— sgsukos operacija;- — matricy daugyba panariui.
Si israiska rodo, kad vaizdo filtravimui taikoma sastikos
operacija laiko srityje tarp pradinio vaizdo f(x,y) ir filt-
ro branduolio (filtro perdavimo funkcijos) 4(k,!) galima
pakeisti ju Furjé transformacijy sandauga bei po to einan-

Cia atvirkstine Furjé transformacija.

Reikiamy charakteristiky filtra patogu sudaryti daz-
niy srityje. Idealus zemo daznio filtras turi tokia dazniy
perdavimo funkcija:

H(u,v)z{

ga: D, — nukirtimo daznis; D(u,v) — atstumas nuo tas-

1, kai D(u,v)<D,;
o ()< D, 3)
0, Kkitur,

ko (u,v) iki filtro centro (,v, ).

Tada filtravima galima atlikti tokia veiksmy seka:
g(x,y) = Re[.?‘-"1 {f{f(x,y)} . fftshift(H(u,v))ﬂ, @)
¢ia: fftshift — operacija sukeiGianti I su III ir I su IV
ketvir€ius vietomis (Zr. 2 pav.).

Gelio vaizda reikia suglodinti horizontaliai, bet ver-
tikalia kryptimi palikti nepakeista, todé¢l sudaroma asime-
triné dazniy perdavimo funkcija:

L kai|u—uO|Suc;

H(u,v)= 5
(u v) {0, kitur, )

dia: {uv}={0,2,..,M'-1; 0,2,.,N'-1}; M'N' — tai

2" reik8més, artimiausios i§ didesnés pusés vaizdo dy-
dzivi M ir N; (uy,vy)=(M'/2,N/2) — filtro centras;
u, =D, -uy.

Parinktas nukirtimo daznis D, =0,035. Tokio filtro

struktiira atvaizduota 2 pav.
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2 pav. Dazniy perdavimo funkcija geliy horizontaliam glodi-
nimui

Fig. 2. Frequency transfer function for gel horizontal smo-
othing

3. Kontiry isskyrimas modifikuotu Canny detekto-
riumi. Sio etapo tikslas yra i3skirti linijiniy struktiiry cha-
rakteringus kontiirus. Canny krasty detektorius pasirink-
tas todél, kad jis yra optimalus i$skiriant pakopinius kras-
tus, paveiktus balto triuk§mo (Canny 1986; Gonzalez
et al. 2003; Sonka et al. 2007). Detektoriaus optimalumas
apibréztas Siais kriterijais:

— geras aptikimas — algoritmas tyri pazymeéti vaizde

kuo daugiau tikry krasty;

— geras lokalizavimas — pazyméti krastai turi biti
kuo ar¢iau tikrujy krasty viety;

— aiskus atsakas — realus krastas turi biiti pazymétas
tik karta, ir triuk§mas vaizde neturéty jtakoti klai-
dingo krasty pazyméjimo.

Canny krasty detektorius pazymi kraStus ieskoda-

mas lokaliy maksimumy vaizdo f(x,y) gradiente. Vaiz-

do gradientas paskaic¢iuojamas naudojant filtro branduoli,
suformuotg pagal Gauso funkcijos pirmo laipsnio i§vesti-
n¢. Metodas naudoja du slenks¢ius stipriy ir silpny krasty
nustatymui (histerezés tipo slenks¢io funkcija).

Turint gradientus x ir y kryptimis G, ir G,,

kiekviename taske gradiento verté apskai¢iuojama:

D(x,y)=4GE+GL, (6)
0 jo kryptis:
a(x,y)=tan"" (Gy /G.).- (7

Atliekant nemaksimaliy ver¢iy panaikinima, pazy-
mimos vietos, kuriose galéty biti kontirai. Vieta pazymi-
ma tuomet, jei joje gradientas D(x,y) kryptimi o(x,y)

yra lokaliai maksimalus. Kitu zingsniu galimose konti-
rams vietose pazymimi kontiirai pagal du slenks¢ius S; ir

Sy, kur S >S,. Jei D(x,y)=S;, tada toje vietoje yra

stiprus kraStas ir kontliras pazymimas i§ karto. Jei
S, < D(x,y)< S, kontiiras pazymimas tik tuomet, jei jis

yra besijungiantis su jau pazymétu kontaru.



Modifikuotoje detektoriaus versijoje kontliras pazy-
mimas ne pagal gradiento dydj, bet pagal jo kryptj — dvie-
Jju lygiu slenkséio funkcija pritaikoma kontiiro kryp¢iai.
Kadangi vaizde yra ir vertikalis, ir horizontalds kontirai,
o reikalingi tik horizontalis, tai i§skiriami tik horizontalia
kryptimi dominuojantys kontiirai. Dviguba slenkscio
funkcija i$skiriant horizontalius konttrus sumazina kon-
tary trikiy dél gradiento krypties svyravimo, kuriuos su-
kelia triukSmas vaizde, skai¢iy. Pagal pirmaji slenksti 6,
konttras pazymimas tada, jei jis artimas horizontalei, ar-
ba gradiento kryptis (krasto normalé) yra ne daugiau nu-
krypusi nuo 90° nei leidzia slenkstis. Jei gradiento kryp-

¢iy diapazonas yra intervale o =[0°,180°), tai pirmojo
slenksc¢io taisyklé tenkinama, jei:

|a —90°| <4, ®)

Kiti kraStai pazymimi kontiirais, jei jie tenkina ant-
rojo slenks¢io salyga ir yra besilieCiantys prie jau pazy-
méty kontliry:

6, <|a—90°| <6, 9)

Pirmasis ir antrasis slenks¢iai buvo parinkti tokie:
6, =15 ir 6, =30°".

4. Trumpy kontiiry segmenty Salinimas. Trumpi
kontarai pasalinami, nes jie arba biina klaidingai pasvirg,
arba turi labai maza jtaka iSkraipymy nustatymui lyginant
su ilgais (t. y., jie nereprezentatyvis iskraipymy atzvilgiu;
neatspindi tikryjy iSkraipymuy). Yra trumpy kontairy, kurie
pasvirg ne dél geometriniy deformacijy vaizde, o dél to,
kad zymi iSpustos formos baltymo pédsako forma. Kon-
tirai pasalinami, jei ju ilgis maZesnis uz M, /15; M, —
gelio aktyviosios srities plotis vaizdo taskais.

5. Kontiiry aproksimavimas daugianariais. Siame
etape kontirai, lik¢ po 4 zingsnio trumpy segmenty naiki-
nimo, aproksimuojami trecio laipsnio daugianariais:

(10)

Geriausia aproksimacija randama maziausiy kvadra-

y(x)=ay +ax+ax +agx’

ty metodu — ieSkoma tokiy daugianario koeficienty, prie
kuriy kvadratiné klaida tarp modeliuojamy (aproksimuo-
jamy) tasky ir sumodeliuoty tasky yra maziausia. Uzdavi-
ni galima iSspresti randant perteklinés lyg€iy sistemos,
sudarytos # tasky kontiiro segmentui, apytiksli sprendini:

2 .3
I x X x N
a
2 3 0
I x, x x Y2
2 3 @ 11
Loxy xy x5 X a | |3 an
. 2 .
) a
1 2 .3 }
L Xp Xy xn_ _yn_

Lyg¢iy sistema, uzraSyta matricine forma:

Xa=y. (12)

Jei matrica X' X yra neidsigimusi (invertuojama),
perteklinés lygc¢iy sistemos apytikslis sprendinys yra uni-
kalus ir optimalus maziausios kvadratinés klaidos atzvil-

giu:
min"Xa—y". (13)
a
Apytikslis sprendinys randamas taip:
-1
a= (xTx) Xy . (14)
6. Posvyrio koeficienty filtravimas. Horizontaliy

struktliry posvyris dél geometriniy deformacijy konkre-
Ciame taske x bus toks kaip daugianario liestinés tame
taske posvyrio koeficientas, t. y. pirmos eilés i§vestiné:

o(x)=

Posvyrio koeficientus o galima susieti su viso gelio

= a; +2ayx +3a;x* .

5)

X

geometriniais iskraipymais. Kadangi pasitaiko kontiry,
kurie yra daugiau pasvire nei iSkraipymai toje gelio vieto-
je arba kontiiras yra lokaliai i$linkes dél baltymo pédsako
i§sipatimo, buvo jgyvendintas posvyrio koeficienty filtra-
vimas, paskai¢iuojant keliy greta esanc¢iy daugianariy, pa-
tenkanciy i filtro lango apibréziamg sriti, posvyrio koefi-
cienty mediang. Filtravimas sumazina atsitiktinai atsira-
dusius didelius posvyrius. Naudojamo medianos filtro dy-
dis S=1xN,/10 — vieno vaizdo tasko plocio ir desimto-
sios aktyvios gelio srities auk3cio.

7. Geometriniy iSkraipymy jvertinimas. Po filtravi-
mo zinomi 10 gelio sri¢iy apibiidinantys posvyrio koefi-
cientai. Integruojant posvyrio koeficientus nubréziama
virtuali srities kreivé, einanti per visa aktyviosios gelio
dalies plotj. I$ Sios kreivés nustatomi auk$ciausias ir ze-
miausias taskai ir paskai¢iuojamas auks¢io skirtumas tarp
$iy tasky — tokiu biidu randamas maksimalus kreivés ver-
tikalus i$linkimas. I§ 10 kreiviy maksimaliy nuokrypiy i$-
renkamas didziausias. Sis jvertis naudojamas gelio geo-
metriniy iSkraipymy apibiidinimui, ir pagal ji tarpusavyje
palyginami eksperimentinés grupés geliai. Kokybiskiau-
siu geliu iSrenkamas tas, kurio kreiviy maksimalus nuo-
krypis buvo maziausias.

Eksperimentinio tyrimo rezultatai nustatant iskrai-
pymus geliuose pateikti 3 pav. Siame paveiksle geliai i3
kiekvienos eksperimentinés grupés iSrikiuoti maksimaliy
iSkraipymu didéjimo tvarka. KokybiSkiausiu iSrenkamas
pirmoje vietoje esantis gelis. Paveiksle taip pat pazyméti
geliai, kuriuos ekspertas pazyméjo kaip labiausiai tinkan-
¢ius biti baziniu geliu, su kuriuo po to sutapdinami kiti
eksperimentinés grupés geliai.



Geliy prioriteting eilé pagal iSkraipymuy dydj
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3 pav. Eksperimentinio tyrimo rezultatai: simboliais pazy-
meti tos pacios eksperimentinés grupés geliai; kvadratu api-
brézti eksperto parinkti baziniai geliai. Geliai irikiuoti geo-
metriniy iskraipymy didéjimo (kokybés maz¢jimo) tvarka

Fig. 3. Results of experimental investigation: symbols indi-
cate gels from the same experimental group; outlined by
square are selected by expert basic gels. Gels are ordered by
increase of geometric distortions (decrease of quality)

ISvados

1. Dél vertikaliy geometriniy iskraipymy geliuose
nejmanoma tiksliai nustatyti baltymo molekulinés masés
tiesiogiai susiejant baltymo pédsako vieta su masés mar-
keriu. Eksperimentinése geliy grupése paprastai biina ge-
liy, kurie yra neiskraipyti arba mazai iSkraipyti, todél is-
rinkus geli su maziausiais vertikaliais geometriniais i$-
kraipymais ir su juo sutapdinus kitus, visi vaizdai bus ma-
Ziausiai deformuoti.

2. Eksperto ir algoritmo iSrinkti kokybiSkiausi geliai
sutapo didesnius iSkraipymus turinéiy geliy grupéje. Is-
renkant i§ maziau iSkraipymy turinciy geliy, eksperto pa-
rinkti geliai buvo antroje algoritmo sudarytos prioritetinés
eilés vietoje. Tai galima paaiskinti tuo, kad zmogui sunku
pastebéti létai, bet per visa geli besitgsiancius pokry-
pius (viso gelio pasisukima), arba kai kuriy iSkraipymy
zmogus nejvertina tada, kai jie yra maziau aktualioje ge-
lio vietoje.

Padékos

Dékoju moksliniam vadovui prof. dr. Daliui Nava-
kauskui uz pagalba rengiant straipsni ir Biochemijos ins-
tituto Vystimosi biologijos skyriui uz 2ME gelius bei
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AUTOMATIC SELECTION OF TWO-DIMENSIONAL
ELECTROPHORESIS GEL WITH LEAST GEOMETRIC
DISTORTIONS

D. Matuzevidius
Abstract

The paper presents an algorithm for automated selection
of the highest quality two-dimensional gel electrophoresis im-
age. The quality criterion is the amount of vertical geometric
distortions of the gel. The aim is to select the least distorted gel
from the group received during the same biochemical experi-
ment. Vertical geometric distortions displace proteins of the sa-
me molecular mass from the horizontal line and have a greater
impact on the determination of protein characteristics than hori-
zontal distortions. After presenting algorithm for evaluation of
distortions and selection of base gel results are compared to ex-
pert's made selections. If necessary, algorithm may be adapted
for horizontal distortion evaluation.

Keywords: two-dimensional electrophoresis, 2DE, geometric
distortions, automatic gel analysis.
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