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“‘Pretendendo-se saber qual a natureza das
coisas, é necessario procurar conhecé-las: a
questao de saber 0 que as coisas sdo €, pois,
inseparavel da questdo de saber como se
conhecem as coisas como sendo 0 que s&o, e
particularmente da questdo de saber qual a
garantia de que as coisas sdo o0 que se diz que
elas s&o ao se pretender conhecé-las.”

B.R.



Resumo

Neste trabalho apresentamos um estudo sobre processamento de Imagens de
eletroforese. A deteccdo de mudangas nos padroes gerados pelos picos protéicos é
de grande importancia para a deteccdo dos mais diversos tipos de anomalias.
Apresentamos inicialmente algumas consideragbes sobre as técnicas de eletroforese

unidimensional e alguns resultados que podem ser obtidos através da digitatizacdo
dos perfis das bandas.

Atualmente existem diversos bancos de dados de eletroforese bidimensionais,
que armazenam e analisam um grande numero de imagens. Este tipo de registro
esta se tornando cada vez mais difundido fornecendo aos pesquisadores uma
poderosa ferramenta na identificacdo e andlise de proteinas. Por outro lado, a
grande quantidade de imagens e as pequenas diferencas existente entre elas faz
com que a utilizagdo de técnicas de processamento de Imagens sejam

imprescindiveis para que tenhamos uma analise precisa e ao mesmo tempo rapida
das imagens.

A identificagdo de um determinado padrao protéico é efetuada atualmente
através de observacdo visual. A indexacdo de imagens proposta neste trabalho,
contribuira no sentido de facilitar a identificacao de picos protéicos e consequente
recuperacao de informagdes, tornando mais eficiente o trabalho de andlise do
pesquisador.
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Abstract

In this work we presented a study on electrophoresis image processing. The
detection of changes in the patterns generated by the proteins spot is very important
for the detection of several types of anomalies. We discussed some important
considerations of the techniques of unidimensional electrophoresis, suggesting

results that can be obtained after band digitalisation.

There are several databases of 2D electrophoresis that store and analyze a
large number of images. These databases are becoming more and more spread,
supplying researchers a powerful tool in the identification and analysis of proteins.
So, the great amount of images and the small differences among them make the
use of image processing techniques indispensable to achieve precise and fast

image analysis.

The identification of a certain protein pattern is made using visual observation.
The image indexation described in this work will facilitate the identification of protein
spots and consequent information recovery, which permits a more efficient image

analysis.
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Capitulo |

Introdugao

A percepgdo de imagens é algo extremamente complexo. As células
nervosas da retina, dividem uma imagem em componentes isolados; estes pedagos
fragmentados de informagdo s&o entdo remontados no cérebro em uma “imagem”
mais simples, coerente com o que esta sendo visto. A partir desta imagem, é criada
a informagao sobre o cenario. Desta maneira, os seres humanos tem um processo
muito natural de organizar imagens. Esta organizacéo ocorre baseada na semantica
do conteudo das imagens [RUDEK,98].

Uma das primeiras aplicagdes das técnicas de processamento de imagens foi
utilizada com o objetivo de melhorar a qualidade das imagens de jornais
digitalizados que eram transmitidos por cabos submarinos entre Nova Yorque e
Londres. Estas imagens foram inicialmente transmitidas em 5 niveis de cinza,
evoluindo para 15 niveis no inicio da década de 20 [GONZALES et al., 92].

Com a evolugéo das técnicas computacionais, comecaram a ser desenvolvidos
algoritmos que tem como finalidade principal, melhorar a qualidade grafica das
imagens, facilitando a interpretacéo.

O processamento de imagens como um todo pode ser dividido em 5 etapas
principais: aquisicdo, pré-processamento, segmentacdo, reconhecimento e
interpretagao.

A primeira etapa trata da aquisicdo, ou seja, um sensor transforma as
informagdes imagem em um sinal elétrico que é posteriormente discretizado, dando
origem a uma imagem digital.

Em seguida temos a fase pré-processamento que tem como objetivo retirar
imperfeicdes introduzidas durante o processo de aquisicdo. Normalmente nesta fase
tenta-se melhorar o contraste e eliminar ruidos.

O processo de segmentacéo trata da separacao ou divisédo da imagem em

suas partes ou objetos constituintes. Dependo das caracteristicas e da complexidade
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da imagem esta tarefa € geralmente bastante dificil. As técnicas de segmentacao
permitem a determinagdo de uma regido ou das bordas do objeto sob interesse
[GONZALES et al., 92], [JAHNE 97].

O reconhecimento é o processo que classifica um objeto, baseado em

informacg6es fornecidas por descritores.

E finalmente temos a interpretacéo, que envolve a atribuicdo de um significado

a um conjunto de objetos reconhecidos.

A complexidade, a grande quantidade e a diversidade das imagens transforma

O problema de processamento e indexag&o em um grande desafio.

Este estudo foi iniciado a partir da observacdo das técnicas utilizadas pelos
pesquisadores para a analise e interpretagdo das imagens de eletroforese. Apesar
de existirem ferramentas que auxiliem este procedimento, a identificacdo de

alteragbes dos padrdes protéicos ainda esta baseado em uma analise visual.

Existem diversas bases de dados com imagens de eletroforese 2D. Estas
bases de dados contém um numero bastante grande de imagens, com diversos
picos precisamente identificados através de técnicas bioquimicas, mas os

mecanismos de recuperagdo destas informacées ainda ndo é eficiente.

Sabemos que as alterages dos padrdes estdo associadas a situagdes de
normalidade ou anormalidade (doencas), e que certos tipos de tratamento podem
produzir alteragbes destes padrdes. Assim sendo. a correta Identificacdo e

interpretacdo dos picos pode ser de vital importancia para o entendimento de
diversos mecanismos biologicos.

Uma proposta para este processo de indexago é apresentada neste trabalho,
a qual possibilitard a localizacdo de imagens com o mesmo padrdo, permitindo a

identificag&o baseada em imagens de referéncia.
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Capitulo Il

Processamento de Imagens em

Eletroforese unidimensional

A eletroforese como utilizada em laboratério, envolve a separacdo de
macromoléculas. Em todas as formas de eletroforese, um campo elétrico sera
estabelecido entre as bordas da solugdo tampdo, e o potencial elétrico aplicado
ocasionara a migragéo direcionada dos componentes em direcdo ao &nodo ou
catodo. A velocidade e dire¢éo na qual esta migracéo ocorre depende de diversos
fatores, tais como: carga das particulas, forga ibnica, temperatura, potencial elétrico,
tempo, difusdo, tamanho e forma das moléculas, concentracdo do tampé&o, tipo do
suporte. Entretanto, apesar de experimentaimente simples, os resultados obtidos
dependem de um grande ndmero de fatores que efetivamente limitam a preciséo
deste método, dificultando a interpretacdo dos resultados. Algumas consideragdes
sobre os principais fatores que influenciam na migracédo das particulas podem ser
encontradas no anexo |.

A tecnica de eletroforese € largamente utilizada na determinagdo do peso
molecular de proteinas e de pequenos fragmentos de DNA, e também no
diagndstico médico através de técnicas imunoquimicas. Estas aplicagbes geralmente
estao relacionadas a determinacgéo precisa da mobilidade relativa das moléculas.

Alguns dos experimentos envolvendo técnicas de eletroforese, podem
demorar mais de 70 horas, e exigir bastante trabalho e material, sendo importante
que tenhamos métodos para obtengdo de imagens de alta qualidade com a
substituicao da imagem em papel por uma imagem digital, possibilitando desta forma
a utilizagéo de técnicas de processamento de imagens visando melhorar a qualidade

das mesmas e facilitar a interpretacéo.

As bandas formadas apds migracdo sdo usualmente lidas em um
densitdmetro, que nos fornece a leitura da densidade 6tica correspondente. A
quantidade relativa do migrante depende somente da largura da banda e da

densidade otica da mesma. Nas figuras 1 e 2 mostradas a seguir temos um
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diagrama esquematico do processo de eletroforese e a Imagem obtida

respectivamente.

Suporte (gel)

v

o

Base (eletrodos) (V)

— ] Migragdo

Figura 1. Diagrama esquemético, mostrando os principais componentes
envolvidos em uma eletroforese uni-dimensional.

Figura 2. Exemplo de imagem digitalizada de eletroforese uni-dimensional
com 6 bandas. Neste exemplo, podemos observar uma pequena distor¢ao
ocorrida durante a migracao das bandas.

Exemplo clinico: hemoglobinopatias

A eletroforese da hemoglobina é um procedimento de laboratério simples mas
muito util na detecgdo e identificagdo de hemoglobinas anormais. Teoricamente
podem existir 2200 hemoglobinas anormais como resultado de substituicbes de
aminoacidos simples, mas apenas um terco destes teria carga anormal. Como a
eletroforese tem sido usada para a determinacdo de hemoglobinas anormais, a
maioria das 200 variantes que s&o clinicamente assintomaticas estdo associadas

com um padréo eletroforético anormal [LEE et al., 98]. A figura mostrada no anexo IV
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apresenta a molécula de hemoglobina, e na figura seguinte deste mesmo anexo
temos um grafico esquematico da migracdo das mesmas, mostrado as anomalias

dos aminoacidos e as mudangas no padrao migratorio.

Para podermos utilizar as técnicas de processamento de imagens, inicialmente
devemos obter uma imagem digital. As principais caracteristicas dos equipamentos

que efetuam esta aquisicdo sdo comentadas a seguir:

Diversos tipos de equipamentos podem ser utilizados para aquisi¢cdo de
imagens, a escolha do tipo mais adequado depende do tipo de aplicag¢éo, do custo

envolvido e da maneira como & gerada a imagem. Como exemplo, podemos citar:

* scanners de mesa podem ser utilizados tanto no modo de reflexdo como de
transmiss&o de luz através do suporte, com um custo relativamente baixo.
Atualmente os scanners de mesa possuem resolugdo espacial e em
profundidade suficiente para que tenhamos uma boa qualidade da imagem
gerada.

e densitdmetro é um aparelho que permite a leitura de imagens por
transmiss&o da luz através do gel. Os densitdmetros sao aparelhos que tem
um custo mais elevado, apresentando praticamente a mesma leitura em

termos de densidade dtica que as cameras CCD e que os scanners de
mesa.

e cameras de video CCD (charged coupled device) tem tido sua utilizagio
aumentada nos Uultimos anos, principaimente devido 3 diminuicdo dos
custos deste tipo de equipamento, e também devido ao fato do mesmo
gerar uma imagem digital de maneira direta, ou seja ndo necessitamos de
etapas intermediarias no processo de aquisicao, fato que poderia diminuir a
qualidade final das mesmas. Cameras CCD s&o também utilizadas na
captagéo de imagens fluorescentes, onde a iluminago artificial interfere na
qualidade.

Em muitas situagdes o gel precisa ser corado e neste caso a imagem formada

ndo € essencialmente em niveis de cinza. Este fato, apesar de levar a
procedimentos diferentes em termos de processamento, nao altera os resultados
finais em nenhum dos métodos utilizados na obtengdo das curvas, pois tanto o
densitdmetro permite um ajuste do comprimento de onda luminosa emitida, quanto o
scanner gera imagens coloridas.
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Observamos que em muitas situacgdes, podem ocorrer distor¢cdes durante a
migragdo. Algumas das razées que geram estas distorgées podem ser encontradas
no anexo |, e no anexo VI. Apesar do exemplo mostrado apresentar somente uma
pequena distor¢do, podemos encontrar situacées onde as distor¢cées sdo bastante
acentuadas, dificultado a andlise comparativa entre as bandas: Muitas vezes & dificil
de refazer todo o procedimento da eletroforese.

Em [GLASBEY et al., 94], é proposto um algoritmo que elimina os efeitos de
alguns tipos de distorgao. Outro algoritmo tratando deste problema mas especifico a
sequéncias de DNA foi apresentado por [FUJII e KASHIWAGI, 1992].

Rotineiramente, a comparagcdo e andlise visual das bandas é efetuada
tomando-se como base as curvas de perfil, por esta razdo, acreditamos ser muito
mais simples processarmos a curva obtida, e ndo a imagem, de maneira a obtermos
0 alinhamento das mesmas. Podemos expandi-las interpolando pontos
adequadamente para que todas tenham o mesmo comprimento final e os picos

apresentados possam ser comparados, figura 6 e figura 7.

Mostramos a seguir algumas imagens e tracados correspondentes de algumas
imagens de eletroforese. As imagens mostradas foram digitalizadas em 300 dpi e o
tracado das curvas a partir das imagens originais, sem pré-processamento,

diminuindo desta forma possiveis distorgées que poderiam ocorrer.

A eliminagdo da componente do fundo também foi efetuada somente nas
curvas de perfil, principalmente devido a simplicidade do processamento. Foi

detectado o ponto de minimo e este valor foi subtraido dos demais.

O tragado das bandas é efetuado de maneira bastante simples, sendo que a
selecdo da regido de interesse é efetuada de maneira manual efetuando-se a
marcacgao dos pontos inicial e final e em seguida realizando-se a leitura dos valores

dos pixeis na imagem de eletroforese.

Os pontos que definem o perfil nao foram utilizados individuaimente, mas foram
definidos através da média de trés pontos vizinhos, perpendiculares a reta definida
pelo usuario. Este procedimento visa melhorar a qualidade final do tracado

diminuindo o ruido introduzido durante o processo de digitalizacdo das imagens.



A marcagdo dos pontos para o célculo da area sob a curva foi efetuada de
maneira manual, e tentamos obter a melhor correspondéncia possivel entre os
pontos marcados em ambas as curvas, apesar de n&o termos uma perfeita

equivaléncia, os resultados sdo bastante satisfatérios.

Medidas efetuadas experimentalmente mostram que mesmo sem ajustes mais
precisos, somente eliminando o fundo (background), foram obtidas diferencas de
cerca de 1% entre as medidas efetuadas pelo densitdmetro e as obtidas calculando-

se a area sob as curvas.

Figura 3. Outro exemplo de imagem de eletroforese.
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Figura 4. Perfis sobrepostos, referentes as bandas mostradas na Figura 3.



Através da utilizagdo das técnicas de processamento de sinais podemos

efetuar facilmente ampliagées em partes da imagem, como mostrado na Figura 5

Outra possibilidade interessante € o fato de podermos isolar uma das bandas e

efetuar a visualizacéo da curva de perfil ampliada para a regido marcada sobre a
imagem e vice-versa, conforme mostrado na figura abaixo.
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Figura 5. Imagem de uma das bandas juntamente com o perfil da regigo
selecionada.

Na maioria das curvas obtidas através do densitdmetros, os valores sio
normalizados entre 0 e 1.

Na Figura 6 mostrada a seguir, temos a sobreposi¢éo das curvas originais com
a curva apos ter sido submetida a um processo de filtragem. O filtro utilizado calcula

a media entre 5 pontos substituindo o ponto central por este novo valor.
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Figura 6. Curva de perfil originais (sem filtragem) sobrepostas as curvas
de perfil apos filtragem.
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Figura 7. Detalhes de duas das bandas mostradas na Figura 2. Os perfis
mostram o ruido do sinal digitalizado.



Nestas consideragdes iniciais, apresentamos algumas caracteristicas dos
sinais obtidos a partir de imagens de bandas de eletroforese. A grande diferenga
observada entre as imagens, em termos de tamanho, numero de bandas, cor
predominante, além da presenca de ruido s&o aspectos importantes. influenciando

na qualidade final da imagem e consequentemente no perfil das bandas.

As técnicas de processamento de imagens s3o importantes ferramentas de

auxilio na interpretagdo e analise dos resultados.

Além disso, em casos onde houveram problemas na migracao das proteinas,
provocando deformagbes, em imagens com pouco ou excessivo contraste, com
muito ruido, as técnicas de processamento podem minimizar os problemas,
possibilitando a analise. Este fato é particularmente importante, em situacdes onde
todo o procedimento eletroforético teria de ser refeito. Existem situacdes onde é
muito dificil refazermos todos os procedimentos envolvidos, seja devido ao tempo
extremamente longo necessario, ou ainda, devido a nio disponibilidade de tecidos,
muitas vezes submetidos a tratamentos que ativam mecanismos bioquimicos com
tempo de vida bastante curtos.



Capitulo 1l

Eletroforese bidimensional

A idéia de criar bases de dados para eletroforese 2D surgiu com as primeiras
descric0es de separagdo protéica efetuadas em bactérias de E. coli e tecidos de
ratos, em 1975. Em 1981, surgiram as primeiras propostas de indexacdo de

proteinas humanas.

Estudos mostraram que eletroforeses efetuadas em pequenos gels nao
possuiam resolugdo suficiente para se detectar a totalidade de proteinas
encontradas nos tecidos. As estratégias para melhorar a resolugdo sdo aumentar o
tamanho do gel ou efetuar o pré-fracionamento através de cromatografia. Ambos os
meétodos mostraram que o ndmero de proteinas pode ser bastante grande, por
exemplo, cerca de 10.000 em tecidos de ratos, [BURGGRAF et al. 95].

Um outro pre-requisito importante na construcdo das bases de dados é a
identificagdo das proteinas a partir das imagens 2D. A utilizacdo de técnicas
biogquimicas e mais recentemente de espectrometria de massa permite que os
sequenciamentos sejam corretamente efetuados. A eletroforese bi-dimensional,

conforme exemplo mostrado na

Figura 8, permite a deteccédo de milhares de polipeptideos, separando-os pelo
peso molecular e ponto isoelétrico. Esta técnica fornece uma visdo da expressdo

genética celular e é extremamente Util na deteccdo de proteinas com significancia

biolégica importante.

Os diversos padrées de concentragdo das proteinas nos permite documentar e
associacac existente entre estes padrdes e situacdes de normalidade e
anormalidade (doengas). Atualmente varios estudos visando a identificacdo e
quantificagéo dos padrdes foram desenvolvidos. Além disso, bases de dados foram
implementadas de maneira a documentar e associar 0s padroes a situacgbes de

normalidade ou anormalidade.



A grande quantidade de pontos a serem analisados torna imprescindivel a
utilizagcdo de ferramentas de auxilio. Por exemplo, no trabalho apresentado por
[ALAIYA et al., 99], a utilizag&o de ferramentas que auxiliem na analise permitiu que
conclusGes importantes quanto a heterogeneidade de tumores ovarianos. Diversos
outros estudos encontrados na literatura, também utilizam como ferramenta de
analise, o processamento, segmentacao, identificacdo de proteinas, podemos citar
como exemplo: [GOLDFARB,99], [KAWCZAK et al., 98], [GIDDINGS et al., 98],
[JENSEN et al., 96], [SKOVGAARD et al., 95].
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Figura 8. Exemplo de eletroforese bi-dimensional, mostrando o padrao
protéico gerado.



0 50 100 150 200 250

Figura 9. Histograma da imagem mostrada na figura 8.

Indexagcao de imagens

A grande quantidade de informagdes do tipo imagem atualmente disponiveis
vem fazer com que cada vez mais, pesquisas de novos métodos de busca e
organizagéo das informagdes sejam necessarias para a solucdo destes novos
desafios. Uma ferramenta apropriada de indexac&o nos permite otimizar o processo
de busca. Nos bancos de dados convencionais, o acesso as informagdes ocorre por
meio de consultas a partir de palavras chave, frases, etc. Em sistemas que
armazenam outros tipos de informagéo, tais como, imagens, sons, graficos, videos,
as solugdes s&o menos evidentes. A recuperacéo de informagdes armazenadas em
imagens requer métodos mais sofisticados de recuperacéo, normalmente tomando-
se como base atributos visuais [DARZIGER ,90].

O meétodo mais comum utilizado para encontrar imagens contendo uma
determinada informagéo e através da insercdo de campos associados contendo

descritores textuais. A busca sera efetuada através destes descritores. Muitas



imagens s&o decididamente de natureza diversa, ou seja, podem conter uma grande
variedade de tipos de informagéo, de cores, de formas, e de texturas. A definicao
destes descritores é feita através da observacdo direta da Imagem e pode ser

influenciada pelo que o observador considera importante ao observar a imagem
[CAWKELL, 93].

Em sistemas que armazenam imagens, procuramos extrair aquelas que
possuam caracteristicas relevantes. De acordo com [RAVELA et al, 95], a
relevancia da imagem estd associada ao seu contexto, em termos de atributos
(cores, texturas, objetos), ou seja, esta associada com a forma como o usuario
interpreta esta imagem. Decodificar a informag&o semantica envolve problemas
como segmentagao, reconhecimento e extracdo automaticas de atributos, este ainda

€ um problema bastante complexo.

Normalmente para contornarmos o problema da definicdo automatica dos
atributos, adotamos informacdes adicionais fornecidas pelos usuarios ou
especialistas. Imagens s&o associadas a textos ou palavras, como mencionado
anteriormente, e estes textos s&o utilizados para recuperar as imagens. Esta solucéo
muitas vezes ndo ¢ satisfatéria, tendo em vista a quantidade de detalhes que podem
ocorrer em algumas imagens. A interpretacdo dada pelo usuario ao que é ou nao

relevante pode influenciar significativamente na escolha das palavras que definem a
imagem.

De acordo com o afirmado por [LEUNG et al., 95], € necessario criarmos um
modelo de dados para a representacéo sistematica do contetido de uma imagem. A
partir deste modelo, uma descricdo da imagem pode ser construida
automaticamente e podemos capturar informagbes semanticas que serdo utilizadas

na construgao de um indice.

[YIHONG et al., 96], propde que as imagens sejam indexadas automaticamente
usando um metodo de indexagdo por histogramas. O histograma de cores carrega
informag&o sobre a distribuicdo de cores, mas n&o sobre a localizag@o das mesmas.
Existem muitas regides do histograma que nao representam nenhum pixel. Por esta
razao, [YIHONG et al., 94] considera apenas os 20 locais de topo como pixeis
representativos do histograma.



Muitas tecnicas de indexac&o de imagens requerem uma grande quantidade de
processamento, espago adicional para armazenamento e nio podem ser aplicados a
imagens compactadas. De maneira a minimizar os aspectos mencionados
anteriormente, [SMITH et al., 96] propde que seja efetuada a selecdo e a
transformag&o do espago de cores da imagem, em um novo espago, onde as cores
sd0 quantizadas. [IDRIS et al., 95] apresenta técnicas de iIndexagéo baseadas em

vetores de quantizagéo.

Diversos outros trabalhos foram desenvolvidos, com abordagens que tratam
da indexagéo baseada em fractais e wavelets, [MENON et al, 96], [GRAPS, 95],
[MANDAL et al., 96] e [WANG et al., 96].

A identificacdo das proteinas, e a formagdo de bases de dados permitindo
consultas para a rapida verificagéo de padrées é de extrema importancia, tendo em
vista a imensa quantidade e diversidade de tipos tecidos que estdo sendo

atualmente analisados.

As questbes respondidas pelas bandas de eletroforese quanto a possiveis
anomalias, esta relacionada com as diferencas existentes nas composi¢des de duas
Ou mais amostras e, na quantidade e propriedades dos diferentes constituintes
presentes em um conjunto de amostras [HORGAN et al., 95]. A resposta a estas
questées de normalidade ou anormalidade esta ligada as posi¢cdes, tamanho e
densidade dos picos e das bandas na imagem. Esta informacéo é essencialmente
visual, os cientistas utilizam sua experiéncia na anélise dos bandas. Muitas vezes
este tipo de andlise produz resultados satisfatérios, mas em alguns casos
necessitamos de resultados mais objetivos, além disso, pode ser cansativo efetuar a

analise visual de muitos gels.

Diversos trabalhos foram desenvolvidos com o objetivo de melhorar a
qualidade e facilitar a interpretacdo dos mesmos. [PANEK et al., 97] utilizando
classificagdo adaptativa com utilizacdo de redes neurais, verificou que as redes
neurais tem uma performance melhor que analise por agrupamento ou, analise dos

componentes principais.

[MASSEROLI et al., 93], descreve um ambiente para analise de imagens de

bandas de eletroforese que permite a avaliagdo e quantificacdo em termos absolutos
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ou relativos e os resultados deste trabatho mostram a compatibilidade entre os
valores obtidos através de densitometria.

[REDMAN et al., 91], apresentou um programa (GelReader 1.0) desenvolvido
para melhorar a precisdo e possibiltar a andlise de bandas eletroforéticas
unidimensionais, possibilitando a localizagéo de bandas e gerando um relatério com
pesos moleculares desconhecidos baseados em um conjunto de padrées. O
software forneceu ainda a possibilidade de manipulagdo da imagem, equalizacdo do

histograma, ampliagdo e comparacéo entre diferentes bandas.

Diversos trabalhos foram também desenvolvidos com o objetivo de obter a
melhor imagem possivel no momento da aquisi¢do. Por exemplo, [REINER et al., 91]
desenvolveram um programa para aquisicdo e correcdo da linearidade da saida da
camera; [MALEK et al., 97] descreve um novo método que utiliza uma camera de

video CCD na aquisi¢do e quantificagdo de imagens eletroforéticas.

Um software que permite a aquisicdo através de camera de video
possibilitando ainda a corre¢do do contraste e de imperfeicbes geradas por uma
iluminac&o ndo uniforme esta descrito em [D'ARGY et al., 90]. O programa permite o
tragado de histograma de densidades em uma area de interesse previamente
definida. [YEE, 91] apresenta um trabalho cujo principal objetivo &€ o de melhorar o
contraste e eliminagéo do fundo (background) da imagem. Permite também efetuar
fitragens com o objetivo de melhorar a qualidade de imagens nao muito nitidas pela

presenca de ruido.

Bases de Dados existentes

Existem atualmente diversos sistemas oferecendo servicos que facilitam a
identificagdo, quantificagio de picos protéicos em imagens de eletroforese. Alguns
destes sistemas possuem somente a fungdo de banco de dados de imagens,
permitindo apenas a marcacdo manual e visualizacdo dos picos protéicos, com
apenas algumas ferramentas de busca de informagéo sobre os picos ja identificados.
Cada uma destas bases de dados é especializada em determinados tipos de

material, tais como: plasma, linfoma, bactérias, musculo, etc. A relacdo das



principais bases pode ser encontrada em [http://www-lecb.ncifcrf gov/EP/
table2databases.htmil].

O sistema chamado de “Flicker”, proposto pelo NCI (National Cancer Institute)
possibilita a comparacdo de imagens de diferentes fontes através da internet. Este
sistema permite a comparagé&o visual entre duas imagens permitindo a identificagdo
de picos referentes a determinada proteina. Foi desenvolvida uma applet em JAVA
que mostra alternadamente as duas imagens previamente alinhadas. O alinhamento
entre as imagens foi efetuado tomando-se como base aspectos morfoldgicos
comuns, ou seja, foram marcados pontos que representam estruturas comuns as
duas imagens e que servem de referencia para a transformagdo geométrica e
consequente alinhamento espacial das mesmas. Este programa permite também
que sejam efetuadas melhorias de contraste e brilho, e que uma regido previamente

selecionada seja ampliada.

O programa Melanie (The Proteome Browser), permite a extracdo, andlise,
identificag@o, busca e verificacdao de dados em imagens de eletroforese 2D e em
bases de dados associadas [APPEL et al., 97].

O sistemas Gellab-Il : 2D Eletrophoretic Gel Analysis System, desenvolvido
pelo Laboratory of Experimental and Computational Biology, National Cancer
Institute, implementa, além das fungbes de bases de dados, ferramentas de

identificag&o, extracéo e quantificagédo de picos protéicos.

Diversas outras empresas tambem oferecem servicos de identificagdo e
quantificagdo de proteinas a partir de imagens de eletroforese 2D. Podemos citar,

entre outras: LSB Company, Biclmage, Amersham Pharmacia Biotech, Phoretix Ltd,
etc.

[BETTENS et al., 97], apresenta um trabalho de segmentacdo e modelizacéo
dos picos de eletroforese.

A seguir descreveremos as etapas necessarias para o obtenc&o de imagens
segmentadas e que apresentem somente os pontos correspondentes aos picos.

Esta fase e importante e servira de base para o0 método de indexagao proposto.



Metodologia

Descreveremos a seguir as principais etapas envolvidas no processamento de

imagens de eletroforese 2D.

Aquisigao de imagens

No processo de aquisigdo de imagens, devemos levar em consideracéao a
resolugdo espacial (horizontal e vertical), definida em numero de pixels por unidade
de area. Esta densidade espacial deve possuir precisdo adequada ao tipo de andlise
efetuada, ou seja, é evidente que cada banda ou pico eletroforético deve conter um
numero suficiente de pontos que permita uma boa visualizagao e processamento.

A resolugdo em profundidade, fator que define o numero de valores de
intensidade de um ponto ou pixel, é usualmente de 256 (8 bits) ou 65536 valores por
pixel (16 bits). A densidade 6tica observada na maioria dos gels € menor do que 3
unidades de densidade ética.

Um outro fator importante é a linearidade do equipamento, & necessario que
tenhamos a possibilidade de calibrar o equipamento pois a relacido entre a
densidade Otica de um objeto e a quantidade de luz que passa através dele ndo é
linear. Desta forma, para que tenhamos uma maior fidelidade, é necessario definir
um protocolo de calibragdo. A maioria dos scanners de mesa é pré-calibrado para a
faixa de densidades éticas para a qual foi projetado.

Segmentagao

Em termos de processamento de imagens muitos trabalhos foram elaborados
com o objetivo de segmentar as imagens. A imagem de eletroforese apresenta um
histograma mono-modal, conforme mostrado anteriormente na figura 9, razéo pela

qual as técnicas classicas, baseadas em um limiar ndo fornecem bons resultados.

Uma outra caracteristica observada em imagens de eletroforese & apresentada
na Figura 10, onde temos a jungdo de diversos picos, técnicas de segmentacgao que

consigam separa-los de maneira correta ndo séo simples de serem implementadas.
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Figura 10. Exemplo mostrando a junc&o de dois ou mais picos protéicos.

Muitos outros trabalhos, nao especificos ao tipo de aplicacdo que estamos
abordando, foram desenvolvidos e apresentam solugdes para problemas
semelhantes a este. A técnica de watershed, dentre as que pesquisamos na
literatura, é a que apresenta melhores resultados dadas as caracteristicas da
imagem. Podemos citar, entre outros os trabalhos de [BETTENS et al, 97],
[VINCENT et al., 91], [ROERDINK et al., 99], [ROERDINK et al., 97], [YECHENG et
al., 93] e [BRAGA NETO et al., 95] que descrevem diversas aplicagdes da técnica de
watershed. Apesar do processo de segmentacao ndo ser o objetivo principal deste
trabalho, sua eficiéncia e precisdo esta diretamente relacionada ao sucesso das

fases seguintes, relativa a indexacéo.

Uma outra importante etapa apds a segmentacgéo, é a definicdo dos pontos
centrais dos picos pois 0s mesmos serdo utilizados posteriormente na definicdo dos
vetores que expressardo os padrées utilizados na indexag&o. A redugo da regido
que define os picos a um pixel, pode ser efetuada através da determinacédo dos
centros de gravidade das regiées. No anexo V apresentamos o calculo dos centros

de gravidade em imagens bindrias.



Figura 11. Imagem processada, mostrando a localizag&o dos picos
protéicos ainda sem a reducdo completa das regiées a um Unico ponto.

Sincronizagao das imagens

Apos a aquisicdo, as imagens ndo serdo necessariamente iguais. As diferencas
de tamanho existente entre elas fazem com que tenhamos que efetuar o
redimensionamento da imagem. Na maioria dos sistemas que efetuam o
processamento de imagens de eletroforese, um tamanho de referéncia € definido e
sao efetuadas marcagdes nas imagens. Estes pontos de referéncia serdo utilizadas
no progcesso de redimensionamento geométrico. A utiizacdo desta técnica de
redimensionamento é importante quando precisamos efetuar a comparacéo visual
entre as imagens.

Proposta de Indexacao
Se observarmos as técnicas de indexacdo de imagens citadas anteriormente,

as mesmas utilizam como principal elemento discriminador as informacdes de caor,



textura e forma. Em se tratando de imagens de eletroforese, estas informacdes sédo

praticamente iguais em todas as imagens.

Efetuaremos entdo o mapeamento das posicdes de cada uma dos picos da
imagem de referéncia, a partir de pontos definidos e identificados, obtidos apds

segmentacao e calculo dos centros de gravidade.

Cada posicdo sera definida, juntamente com informacdes relativas as
concentragdes, forma do pico, didmetro da base e altura. Apesar de existirem
estudos que tratam da modelizagdo dos picos 0s resultados obtidos ainda ndo sdo
satisfatorios, pois 0s mesmos ndo modelam com precis&o todas as caracteristicas

dos picos protéicos encontrados nas imagens de eletroforeses [BETTENS et al., 97].

A seguir, efetuaremos a projecdo horizontal e vertical de cada uma dos picos
(histograma), conforme mostrado na figura 12. O vetor gerado por estas projecées
representa de maneira simplificada o padrao protéico da imagem de referéncia. Se
0s picos estiverem em uma mesma linha de projecio, eles podem ficar escondidos.
Neste caso, deve ficar registrado nos vetores a existéncia das coincidéncias. Isto
sera feito aumentando-se a amplitude do vetor das projecdes em questdo. Por
exemplo, amplitude 1 significa que ndo houveram coincidéncias, amplitude 2
houveram duas coincidéncias, e assim sucessivamente. O mesmo procedimento

sera efetuado para a projegéo vertical. Estes vetores se tornardo os descritores da

imagem de referéncia.
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Figura 12. Geragéo dos vetores de comportamento do picos
protéicos na imagem de referencia.



No momento da identificagdo deste padrdo em outra Imagem, sera efetuada a
marcagao manual do pico de interesse, a partir dai delimitaremos arbitrariamente a
regiao em torno do ponto, conforme mostrado na Figura 13. A largura desta regido
devera ser objeto de estudo futuro, este tamanho esta relacionado a guantidade de
pontos que determinam os padrdes e influenciara de maneira direta no fator

discriminante dos mesmos.

Padrio protéico |—
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Regido de interesse / i

\ + + -
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Figura 13. Em uma outra imagem, delimitamos arbitrariamente
aregido de interesse e é gerado um outro vetor (sub-padréo).

Uma vez definido estes vetores, de acordo com técnica descrita, devemos
efetuar a procura deste sub-padrdo no padréo gerado pela imagem de referéncia.
Para identificar os padrées gerados, pretendemos utilizar algoritmos de busca
descritos na literatura (boyer-moore, knuth-morris-pratt, etc) [WIRTH, 1989]. A
otimizacdo dos algoritmos de busca tendo em vista as caracteristicas dos vetores

gerados devera ser pesquisada, principalmente nos casos de imagens ampliadas
elou deformadas.

Diversos tipos de deformagdes podem ocorrer devemos avaliar as diferentes

situacdes para evitar detecgbes incorretas ou falsas detecgdes.

Dificilmente, em situagcdes reais teremos um sincronismo perfeito entre as

imagens, pois as mesmas sdo geradas através de procedimentos e equipamentos



diferentes. Apesar disso os padrdes gerados s&o bem definidos, podendo ocorrer
pequenas diferengas na distribuicdo dos picos ao longo do vetor. Estudo dos
algoritmos de busca devem ser efetuados para que 0s mesmos possam ser
adaptados as deformagées descritas. A adaptacado dos algoritmos as variagées
ocorridas nos padrées, através de alongamentos ou encurtamento devem ser
estudadas e avaliadas. Esta adaptagdo podera ser efetuada com utilizagdo da

marcagao manual de pontos de referéncia ou com métodos automaticos.

Devemos prever todos os tipos de situacéo e definir as tolerancias adequadas

em caso de nao existir uma coincidéncia perfeita entre os padrdes.



Capitulo IV

Discussio e Conclusiao

Eletroforese € um método onde moléculas em solucéo, tais como proteinas e
acidos nucléicos, migram em resposta a um campo elétrico. A velocidade de
migragcdo ou mobilidade das particulas, através do campo elétrico, depende da
intensidade do campo, da carga elétrica das particulas, do tamanho e forma das
moléculas, da viscosidade e temperatura do meio nas quais as moléculas estdo se
movendo. Como uma ferramenta analitica a eletroforese é simples, rapida e
altamente sensivel. Ela é principalmente usada no estudo das propriedades de

particulas carregadas e também como uma ferramenta de separacao.

Procuramos neste trabalho apresentar as principais caracteristicas da técnica
de eletroforese. Acreditamos que pelo fato de estarmos trabalhamos em areas que
sao multi-disciplinares este conhecimento é fundamental como base para discusséo
dos problemas existentes. Foram discutidos os principais aspectos relativos a

aquisicdo, processamento e indexagédo de imagens de eletroforese.

Acreditamos que a determinag&o de descritores. sob forma de vetores, facilitem

e agilizem a procura de caracteristicas armazenadas em grandes bancos de

imagens de eletroforese.

O aperfeicoamento e adequacido dos algoritmos de segmentacéo deve ser
efetuada, pois a qualidade da segmentacao influencia diretamente na defini¢do dos

pontos representando os picos eletroforéticos.

Os algoritmos de busca, adaptados as caracteristicas do vetor de

comportamento gerado devem ser implementados e avaliados.

Finalmente, acreditamos que as consideracdes e proposigbes apresentadas
neste trabalho possam servir como base e incentivo a continuagdo do
desenvolvimento de ferramentas que auxiliem na busca de explicagbes para
diversas situagdes em que estdo envolvidas os padrées protéicos de diferentes

tecidos, evidenciados através da técnica de eletroforese.
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ANEXO |

Consideragdes gerais sobre eletroforese

Algumas consideragbes importantes devem ser observadas, € apesar de serem
bastante técnicos, estdo relacionados a obten¢&o de uma imagem de qualidade, por
este motivo efetuaremos, a seguir, alguns comentarios sobre os principais fatores

que influenciam na qualidade final.

Resisténcia, tensdo, corrente e poténcia

Na eletroforese, um dos parametros elétricos & sempre mantido constante. Se
a resisténcia aumenta durante a corrida, os resultados podem diferir, dependo de

qual as grandezas elétricas foi mantida constante:

e Corrente constante (velocidade é diretamente proporcional a corrente), a
velocidade € mantida, mas calor é gerado;

* tensao constante: a velocidade diminui, mas nao existe geragao adicional de
calor durante a corrida;

e Poténcia constante, a velocidade diminui mas a quantidade de calor gerada é
constante.

Independentemente do modo que foi selecionado, o principal fator a ser levado

em consideracéo € que devemos minimizar a difusdo e a perda da atividade da

amostra causado pelo aquecimento e pelo tempo total da corrida.

Relagao entre a Carga Elétrica das Proteinas e o Ph do meio

As proteinas s&o componentes anféteros, isto é, contém tanto compaonentes
basicos quanto acidos. Sua carga elétrica é determinada pelo pH do meio em que
estao.

A carga da proteina que esta relacionada ao PH depende da ionizacdo dos

grupos amino ou carboxilicos. Cada proteina tem sua carga elétrica caracteristica e



que dependem do numero e do tipo de amino-acidos contendo grupos amino ou
carboxilicos.

Os &cidos nucléicos, diferentemente das proteinas ndo sao anfoteras. Eles

permanecem negativos em qualquer pH a que sejam submetidos.

Existe um pH em que n&o existe carga nas proteinas. Este pH é o ponto
isoelétrico ou Pl. Cada proteina possui seu Pl. Desta maneira, se colocarmos as
proteinas em uma solugdo com pH acima do ponto Isoelétrico, a proteina tera uma
carga elétrica resultante negativa e migrara em direcdo ao anodo. Abaixo do ponto

isoelétrico, a proteina é positiva e migrara em direcéo ao catodo.

Temperatura

Em todos os estagios do processo eletroforético a regulagéo da temperatura é
importante. A polimerizagao do gel produz uma reacdo exotérmica. Se esta reacao
nao for regulada, pode causar irregularidades no tamanho do poro do gel. De
maneira a mantermos o tamanho da porosidade do gel uniforme e reprodutivel, a
reacao de ser mantida sob temperatura constante, por esta razéo os gels devem ser

resfriados por liquido com temperatura constante.

Durante a eletroforese, manter a temperatura constante é essencial para evitar
e desnaturagdo das proteinas. Um outro problema pode ocorrer com alguns tipos de
gel, quando o problema de desnaturacdo néo é relevante e que provoca uma maior
mobilidade das amostras no centro do gel e uma menor mobilidade nas laterais, isto

provoca distor¢éo na imagem tornando a comparacéo entre as bandas mais dificil,

Outro fator de problemas relativo a temperatura, esta ligado a alguns tipos de
solucGes tamp&o que s&do desenvolvidas para trabalhar entre 0°C e 25°C, e é preciso

encontrar meios de manter a solugéo dentro desta faixa de temperatura, através de
sistemas de resfriamento.

Suporte

Geralmente, a amostra é colocada em um suporte que pode ser papel, acetato

de celulose, agarose, gel poliacrilamida. Os suportes mais utilizados em eletroforese



sao os gels de de agarose e poliacrilamida. Estes dois suportes diferem bastante em
Suas estruturas fisicas e quimicas, a porosidade dos gels pode retardar, ou em
alguns casos obstruir completamente o movimento das macromoleculas ou fazendo
com que somente moléculas pequenas migrem livremente. Preparando um gel com
tamanho de poro adequado, o operador pode obter alguma vantagem relativa aos
diferentes tamanhos de moléculas. Por exemplo, a hemoglobina possui um peso de
66000 Daltons e a B-lactoglobina de 38000 Daltons. E perfeitamente possivel a

preparacdo de um gel que seja mais restritivo a hemoglobina do que a B-
lactoglobina.

Também é importante que o suporte escolhido seja eletricamente neutro, esta
condi¢do é essencial para evitarmos interacbes entre o suporte e as amostras que
poderiam diminuir a resolucéo.

Eletroforese é usualmente efetuada em um gel em tubos ou placas. Quando
efetuada em tubos, o gel é colocado em um tubo de vidro com cerca de 12 cm de
comprimento e 3 @ 5 mm de diametro interno. A placa de gel é formada por varias
camadas, com duas placas planas de vidro separadas por um espacador. Ambos
s&o montados verticalmente.



ANEXO Il

Bases de dados de eletroforese 2D

Swiss-Flash newsletter
http:/iww.expasy.ch/www/swiss-flash. htm|

CSPI/Scanalytics
http://mwww.cspi.com/scanalytics/index.htm

Kendrick Laboratories
htttp://msn.fullfeed.com/kendrick

Large Scale Biology Corp
http://iwww.Isbc.com

Phoretix Ltd
http://mww.phoretix.com

Proteome Inc Home Page
http://lwww.proteome.com

ESA Electrophoresis
http://www. esainc.com/esaapplications/esaeIectrophoresisapp.html

Biolmage
htttp://www.bioimage.com

Amersham Pharmacia Biotech
htttp://imww.hpb.com/2D/
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ANEXO lii

Electrophoretic Societies
The Electrophoresis Society
http:/Mmww-lecb.nciferf.gov/IESAB

Swiss Electrophoresis Society
http.//dcwww.epfl.chlicp/chellchel. html

Société Francaise d’Electrophorése
http://europe.u-strasbg.fr/sfe/sfe.htmi

The British Electrophoresis Society
http://sunspot bioc.cam.uk/BES.html

The Japanese Electrophoresis Society of ICES
http://iwww.tmig.or.jp/JES
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ANEXO IV
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Mobilidades Eletroforéticas Comparativas de Hemoglobinas Mutantes e Cadeias de Globina

Hemoglobina Hemoglobina Cadeia de globina mutante
Acetato de celulose ar citrato | ____Tampbes de uréia, mercaptoetanol
Hb & Substituigao TE.B.,pH 85 pHB.0 TEB., pHB8,9 T.E.B., Citrato, pH 6,0
Ho  Ho M _leMb  Hb  HMB  HDo 7w B =
i A 5 C * c s A F ¥ o* S a® ’TF g s M
)
a'BLys = Giu ' ' '
N - Baltimare
'”Lri - Glu l I l
J - Baltimore
#1861y — A | I |
Camden
51Gin — Gy : I | |
Hope
8136G1y — A ' l l I
Mobile
8% ~ vai i I |
Korle Bu
- | |
S”Gh - Lys
D  lbadan
BT~ e I i | i
Mantogomery I ' I
a8 ey —= Arg
Tituswille
u"&lﬂ -= Agn ' ' '
G - Georgia l l
a¥5prg = Leu
G Galveston I l
B‘aﬁiu —= Ala
D Los Angeles
A121Giy — Gin l { 1
] ' l
Mu - Val
G - Philadeiphia !
a®asn Lvs “ l
Shimonosek I
gs‘Gln — Arg i ' l
Gun Hill
21 5 eireg ' " i
O - Arab
512 168 — Lys ‘ I ‘ ]
s f
326Gy, - Lys l
c d '
#BGiu - Lys I '
A7 1
s e ! ; 1




ANEXO V

Momentos

Para uma imagem digital, o momento de ordem pq € definido por:
M, =22 X"y f(x,p) (1)

onde f(x,y) representa o nivel de‘cinza do pixel.

Para uma imagem binaria, podem ser definidos o valor da 4rea e do centro de
gravidade de um objeto a partir do calculo dos momentos Moo, Mo € Myo. Os pixels
da equag@o s&o aqueles relativos & regido ocupada pelo objeto. Nesse caso, os

valores de todos os pixels sdo 1 (preto), em contraste com os pixels de valor O
(fundo branco).

Area

Area a uma medida de tamanho e corresponde ao numero de pixels que

constituem um objeto. E equivalente ao célculo do momento Moo.

Area=M,, =D > F(x,y) (2)

Centro de Gravidade

O centro de gravidade pode ser obtido através dos momentos Moo. Mor e Mo

_Mm
xg _M
G(x,,y, ) I (3)
y, = 01
: MOO
onde:
Ml():zzx:f(x’y) MOIZZny(xay)

X oy x v
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TROUBLESHOOTING

Troubleshooting

T T Ny

6.0 Troubleshooting 2-D results

Table 26 lists problems that may be encountered in ® Table 14, page 23. Troubleshooting first-dimension
2-D electrophoresis results, describes the possible causes, IEF: Multiphor II and Immobiline DryStrip Kit

and suggests ways to prevent each problem in future # Table 17, page 27. Troubleshooting first-dimension
experiments. IEF: IPGphor

For troubleshooting problems encountered during the ® Table 23, page 33. Troubleshooting vertical second-
various steps of the 2-D process, refer to the following dimension SDS-PAGE

tables:

®# Table 25, page 35. Troubleshooting second-dimension
® Table 11, page 19. Troubleshooting IPG strip rehydra- SDS-PAGE: Multiphor 11 flatbed system
tion in Reswelling Tray

TABLE 26. TROUBLESHOOTING 2-D RESULTS

Symptom Possible cause Remedy
No distinct spots are visible Sample is insufficient . Increase the amount of sample applied.
Insufficient sample entered the IPG strip Increase the concentration of the solubilizing components in the sample
due to poor sam pEe solubilization. solution. (See section 2.5, Cumposntum of sample solut:un ')
Sample contains impurities that Increase the focusing time or modify the sample preparation method. (See
prevent focusing. ‘Part |. Sample Preparation.’)
The pH gradient is wrongly oriented. The pointed end of the Immobiline DryStrip is the acidic end and should
point toward the anode (+).
. e : . {F!atbed gel format) IPG strip is plaeed Ensure that the IPG strip is placed gel-side down (plastic backing upward}
i i wrong side down on second-dimension gel. on the SDS second-dimension gel.
- ‘ 4
!
|
Detection method was not sensitive enough.  Use another detection methad (e.g, silver staining instead of Coomassie
blue stammgl
Failure of detection reagents. {.'heck exp:ratmn dates on stammg salutmns

Prepare fresh staining solutions.

Individual proteins appear as multiple spots or Protein carbamylation. Do not heat any solutions containing urea above 30 °C, as isocyanate, a
are missing, unclear, or in the wrong position urea degradation product, will carbamylate proteins, changing their pl.
Protein axidation. DTT in the rehydration and equilibration solutions keeps the disulphide

bonds reduced. For additional protection include an iodoacetamide
treatment during equilibration prior to the second-dimension separation.
lodoacetamide alkylates the thiol groups to prevent the reduced proteins

from reoxidizing.
Spots are vertically doubled, or “twinned”
e {Vertical gel format) IPG strip is not Ensure that the plastic backing of the IPG strip is against the glass plate
. S placed properly. on the second-dimension gel.
¥ 5
i L g i
g ‘l
.- i
! :
| o
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TROUBLESHOOTING

TABLE 26. TROUBLESHOOTING 2-D RESULTS (continued)

Symptom

Possible cause

Remedy

Distortion of 2-D pattern

(Vertical gel format) The top surface of the
second-dimension gel is not flat.

(Vertical gel format) Uneven polymerization
of gel due to incomplete polymerization,
too rapid polymerization, or leakage during
gel casting.

(Flatbed gel format) Moisture on the surface
of the second-dimension gel.

{Flatbed gel format) IPG strip not removed

during electrophoresis.

{Flatbed gel format) Air bubbles under the
second-dimension gel cause uneven
migration due to poor heat transfer.

of buffer strip on the surface of the second
dimension gel.

(Flatbed gel format) Water drops or pieces

Immediately after pouring the gel, overlay the surface with
water-saturated butanol.

Degas the gel solution.

Polymerization can be accelerated by increasing by 50% the amount of
ammonium persulphate and TEMED used. Polymerization can be slowed
by decreasing by 33% the amount of ammonium persulphate and
TEMED used.

Ensure that there is no leakage during gel casting.

Allow ExcelGel to dry for about 5 minutes after removing plastic cover and
before applying buffer strips and IPG strip.

Remove the IPG strip and application pieces from the second-dimension
gel when the bromophenal blue dye from has moved away from the IPG
strip by 4-6 mm.

Ensure that no bubbles are trapped under the second-dimension gel during
placement on the cooling plate.

Take care that nothing is dropped or splashed onto the surface of the
secand-dimension gel.

Horizontal streaking or incompletely foc

i

used spots

Sample not completely solubilized prior
to application.

Sample is poorly soluble in rehydration
solution.

38 | USING IMMOBILIZED PH GRADIENTS

Be sure that the sample is completely and stably solubilized.
Hote- Repeated precipitation-resolubilization cycles produce or increase
horizontal streaking.

See section 2.5, ‘Composition of the sample solution,’ for general guidelines
for sample solubilization.

Increase the concentration of the solubilizing components in the rehydration
solution. (See section 3.4, 'IPG strip rehydration solution.’)

Increase concentration of IPG Buffer,



TROUBLESHOOTING

TABLE 26. TROUBLESHOOTING 2-D RESULTS (continued)

Symptom Possible cause

Remedy

Horizontal streaking or incompletely
focused spots (continued)

Interfering substances. Non-protein
impurities in the sample can interfere with
IEF causing horizontal streaking in the final
2-D result, particularly toward the acidic
side of the gel.

lonic impurities in sample.

High sample load.

Underfocusing. Focusing time was nat long
enough to achieve steady state focusing.

Overfocusing. Extended focusing times
(over 100,000 Vh) may result in
electroendosmotic water and protein
movement, which can produce horizontal

j 1:: sl Smearing.

A1 g 30 T

Maodify sample preparation to limit these contaminants. (See section 2.4,
‘Removal of contaminants that affect 2-D results.’)

Reduce salt concentration to below 10 mm by dilution or desalt the sample

by dialysis. Precipitation with TCA and acetone and subsequent
resuspension is another effactive desalting fechnique that removes lipids,
nuclestides, and other small molecules. Motz Specific and non-specific
losses of prateins can occur with dialysis, gel chromatography, and
precipitation/resuspension of samples.

If the sample preparation cannot be modified, the effect of ionic

impurities can be reduced by modifying the IEF protocol. Limit the voltage
t0 100150V for 2 hours, then resume a normal voltage step program. This
pre-step allows the ions in the sample to move to the ends of the IPG strip.

If the ionic detergent S0S is used in sample preparation, the final
concentration must not exceed 0.25% after dilution into the rehydration
solution. Additionally, the cancentration of the nan-ionic detergent present
must be at least 8 times higher than the concentration of any ionic
detergent to ensure complete removal of SDS from the proteins.

Load less sample.

Micropreparative separations require clean sample. Modify sample
preparation to limit contaminants. (See section 2.4, ‘Removal of
contaminants that affect 2-D results.’)

Program a low initial voltage and increase voltage gradually.
Extend focusing time.

Prolong focusing time.

Reduce focusing time.

2-0 ELECTROPHORESIS | 38
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TABLE 26. TROUBLESHOOTING 2-D RESULTS (continued)

Symptom Possible cause

Remedy

Horizontal stripes across gel

Impurities in agarose overay or
equilibration selution.

Prepare fresh agarose overlay and equilibration solution.

Prominent vertical streak at the point of
sample application (when loading IPG strips
using sample cups)

(Flathed gel format) Sample aggregation
or precipitation.

Dilute the sample and apply as a larger volume.

Program a low initial voltage and increase voltage gradually,

Vertical streaking Insufficient equilibration.

Second-dimension buffer solutions
prepared incorrectly.

Insufficient SDS in SDS electrophoresis
buffer.

Prolong equilibration time.

Add 30% glycerol and 6 M urea to the SDS equilibration buffer

Place application pieces at the end of the strips during second-dimension
electraphoresis to absorb excess water.

Impurities in sample.

Impurities in rehydration solution
components.

40 USING IMMOBILIZED PH GRADIENTS

Modify sample preparation. (See section 2.4, ‘Removal of contaminants
that affect 2-D results.)

Use only high-quality reagents,

De-jonize urea solutions
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TABLE 26. TROUBLESHOOTING 2-D RESULTS (continued)

Symptom

Possible cause

Remedy

Bubble between IPG strip and top surface of
second-dimension gel.

(Flatbed gel format) Urea crystals on the

surface of the IPG stnp

(Flatbed ge! format) Bubbles under the

IPG strip.

Ensure that no bubbles are trapped between the IPG strip and the top
surface of the second-dimension gel.

Allow residual equilibration solution to drain from the IPG strip before placing

the stnp on the seconddlmensmn gel

Ensure that the IPG strip is placed ﬁnnlyon the gel wrth no air bubbles
trapped undereath. Stroke the plastic backing of the IPG strip gently with
a pair of forceps to remove trapped bubbles.

Vertical regions of poor focusing

i o
00 e i

The IPG strip was not fully rehydrated.

Ensure that the IPG strips are rehydrated with a sufficient volume of
rehydration solution.

sl al
i Remove any large bubbles trapped under the IPG strip after rehydration
- solution is applied.
w M -y - Check that th.e rehydration solution is evenly spread along the entire length
‘ i of the IPG strip.
Poor representation of higher Proteolysis of sample. Prepare sample in a manner that limits proteolysis and/or use protease
molecular weight proteins inhibitors. (See section 2. 2 Pmtectmn agamst pmtmlysns ]
Insufficient equilibration. Pmiong equlhhratmn time.
Poor transfer of protein from IPG strip to Employ a low current sample entry phase in the se::ond dimension
secund-dlmensmn gel electrophoresis fun.
Paor entry of sample protein during Use recommended volume of rehydration solution. (See Tables l{} and 15)
rehydration.
Paint streaking
n‘ i "ll"’ i ({Silver staining). Dirty plates used to cast Properly wash glass plates. Scavenge any excess or residual thiol reducing
e - gelor particulate material on the surface of  agent with iodoacetamide before loading the IPG strips onto the second-
W™ the gel. DTT and other thiol reducing agents  dimensian gel.
N - | exacerbate this effect

Background smear toward bottom of gel

(Silver or Coomassie blue staining) Staining
of carrier amphalytes.

Use IPG Buffer as carrier ampholyte mixture. Reduce concentration
if necessary,

Background smear toward top of gel

(Silver staining) Nucleic acids in sample.

Add DNase and RNase to hydrolyze nucleic acids. Aafe: The proteins
DNase and RNase may appear on the 2-D map.

High background in top region of gel

Protein contaminant in SDS electrophoresis
buffer or dirty electrophoresis unit.

Make fresh SDS electrophoresis buffer.

Clean electrophoresis unit.
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