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Proteomikoje taikytiny vaizdo segmentavimo metody tyrimas
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Ivadas

Proteomika [1] yra mokslo sritis, tirianti proteoma —
visus baltymus, esancius lasteléje arba organizme tam tikru
metu, iskaitant ne tik tuos, kurie yra susintetinti organizme
pagal jo geneting informacija, bet ir daugybg modifikuotuy,
atsiradusiy po potransliaciniy procesy, dél iSorinio arba
vidinio lastelés signalo perdavimo, kas pakeicia baltymo
funkcija ar aktyvuma. Baltymai labai svarbiis tuo, kad jie
yra organizmo ,,statybiné medziaga®, perneSanti organizme
informacija ir reguliuojanti gyvybines funkcijas. I§ visy
baltymy rinkinio sprendziama apie lastelés ar viso
organizmo busena, pvz., gali biiti nustatomos vézinés
ligos [2]. Vienintelio baltymo i§ takstanéiy rasiy
nebuvimas ar atsiradimas (pakitimai) gali nulemti didelius
organizmo  funkciju  sutrikimus arba  ypatingus
pageréjimus. Taigi reikalingi tyrimo metodai, kuriais buty
galima aptikti ir apibiidinti visus baltymus.

Yra keletas baltymy analizés budy, taciau
populiariausias $iuo metu — dvimaté elektroforezé (2ME).
Tai palyginti pigus, efektyvus bei informatyvus
biocheminis tyrimas. Pirmieji §f metoda 1975 m.
nepriklausomai vienas nuo kito aprasé P. H. O‘Farrell [3]
ir J.Klose [4]. Nuo to momento jis placiai taikomas,
sparCiai tobulinamos tyrimy priemonés. Taikant 2ME,
keliy tukstanciy baltymy misinys plokstumoje specialiame
gelyje iSskaidomas | tos pacios rii§ies baltymy sankaupas.
Baltymai isrusiuojami pagal dvi nepriklausomas savybes —

izoelektrinj taska (pI) ir molekuling mas¢ (MM). Tyrimo
pabaigoje gaunamas dvimatis vaizdas (Zr. 1 pav., b),
kuriame kiekviena démé atitinka viena tam tikra baltyma
arba ju grupe. Sitaip tuo padiu metu gali bati isskirti
tikstanciai skirtingy baltymuy [5] ir gauta informacija apie
ju pL, MM bei kiekj.

Naudojant 2ME molekulinéje biologijoje,
biochemijoje, genetikoje, klinikiniuose tyrimuose ir kitur,
sukuriama daug geliy, kuriuos reikia tarpusavyje palyginti.
Atliekant sudétingus tyrimus lyginamyju geliy skaicius
padidéja, todél palyginimas tampa gaiSliu ir varginanciu
tyrimo etapu. Atsiranda poreikis automatizuoti tyrimy
lyginima. Automatizuoti geliy analizés procesa trukdo
sudétingi geliy vaizdai — didelis gelyje esanc¢iy démiy
skaiCius, nepastovi atitinkamy démiy vieta, nepastovus
démiy intensyvumas, susidariusios sudétingos démiy
struktdiros (7r. 1 pav., a, d). Siuo metu jau yra sukurtos
pusiau automatinés programos: Melanie, PDquest, Kepler,
Phoretix, Gellab, kuriose dél daugelio lyginimo metu
kylanciy problemy butina nuolat jsikiSti Zzmogui. Visiskai
automatiniy 2ME geliy analizés programy néra.

Siame darbe siekiama i3analizuoti taikytinus 2ME
vaizdy segmentavimo metodus ir pasiiilyti alternatyvyji
sprendimg. Tuo  tikslu aptarsime geliy  vaizdy
segmentavima ir jo reikSmg automatinei geliy analizei.
Toliau nagrinésime dazniausiai taikomus geliy vaizdy
segmentavimo metodus, ju teigiamybes ir trakumus.
Pagaliau  pasitlysime  alternatyvyji  segmentavimo
algoritma bei pateiksime jo praktinio taikymo rezultatus.

1 pav. 2ME geliy vaizdy segmentavimas
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2 pav. 2ME geliy vaizdy automatiné analizé

2ME geliy skaitmeniniy vaizdy automatiné analizé ir
segmentavimo vieta jame

Automatinés  geliy  analizés  metu (Zr. 2 pav.),
nuskai¢ius 2ME geliy vaizdus, vaizdas pirmiausiai
filtruojamas siekiant pasalinti jvairiy riisiy triukSmus.

Tolesniy dviejy zingsniy nuoseklumas priklauso nuo
konkrecios automatinés sistemos. Bet kuriuo atveju vienu
i$ zingsniy (2b ar 3a) vaizdai segmentuojami, o kitu (3b ar
2a) — sutapdinami. Sutapdinimo procesas, kai skirtinguose
gelivose randama démiy, atitinkanéiy tuos pacius
baltymus, yra sudétingas dél neiSvengiamy dideliy gelio
vaizdy geometrijos iskraipymuy. Pasirinkus pirma atlikti
segmentavima, o tik po to sutapdinima (2b ir 3b),
iSvengiama palyginimo ty sri¢iy, kurios segmentavimo
metu laikomos nereikSmingomis. Tai gali paspartinti
sutapdinimo procesg, taciau netinkamo segmentavimo
atveju atsiras sutapdinimo klaidy. Sutapdinant pries§
segmentavima (2a ir 3a), iSvengiama segmentavimo klaidy
itakos sutapdinimo procesui, taciau darosi sudétingesnis ir
ilgiau trunka pats palyginimas [6—8].

Ketvirtuoju zingsniu analizuojami sutapdinti vaizdai —
rasti duomenys pateikiami vartotojui. Kokybinés analizés
metu nustatomos atsiradusios bei dingusios démés, o
kiekybinés analizés metu —démiy dydziy, t.y. baltymo
kiekio, pokyciai [9].

Nepriklausomai nuo pasirinktos automatinés analizés
bido segmentavimas yra labai svarbus procesas.
Segmentavimo metu skaitmeniniy gelio vaizdy elementai
suskirstomi | dvi grupes — elementus, priklausancius
konkreCioms déméms, bei elementus, sudarancius
nereikSminga fong [10]. Geliy vaizdy segmentavimo metu
nustatomi maziausiai trys parametrai, apibiidinantys
kiekviena démg — démés centro koordinatés (baltymu pl ir
MM ijverciai) bei tiris. Tris — tai santykinis parametras,
apibiidinantis démés dydi ir skaistj (baltymo kiekio
ivertis). Papildomai gali biiti nustatoma: démés forma,
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kontiiro ilgis, maksimalus démés skaistis (optinis tankis),
santykinis turis ir pan.

Segmentavimas yra labai svarbus 2ME geliy vaizdy
automatinés analizés procesas. Nuo $io proceso metu
randamy démiy bei ju parametry tikslumo priklauso
automatinés vaizdy analizés teisingumas.

Taikomi segmentavimo metodai ir jy aptarimas

Nemazai sukurty segmentavimo metody skiriasi
pagrindiniais veikimo principais, todél sunku palyginti ir
vertinti, kuris ju yra efektyvesnis[11, 12]. Labiausiai
segmentavimo kokybé atsiskleidzia viso tyrimo pabaigoje,
kai lyginami geliy vaizdai ir tai geriausiai gali padaryti §ios
srities specialistas.

Esminiai reikalavimai 2ME vaizdy segmentavimo
metodui yra $ie: atsparumas jvairaus tipo triuk§Smams,
gebéjimas atpazinti ir jvertinti baltyma atitinkancios démés
formos bei skaisCio savybes, kuo tikslesnis démés
parametry nustatymas, tikslus sudétingy susiliejusiy démiy
suskaidymas. Vienas i§ biidy iSrySkinti baltymus yra gelio
dazymas, o nuo naudojamy dazy priklauso tam tikri démiy
parametrai [13], todél tai neturi trukdyti aptikti démg.

Akivaizdu, jog geliy vaizdai yra sudétingi ir jiems
segmentuoti neuztenka vienos operacijos. Cia daZnai
taikoma keliy operacijy seka.

Pirmasis etapas yra auk$tojo ir Zemojo daZnio
triukSmuy, kurie kyla elektroforezés metu ar perkeliant geliy
vaizdus |  kompiuteri, Salinimas [14, 15].  Pats
paprasciausias biidas — naudoti slenkscio funkcija, taciau jo
rezultatai yra labai prasti — prarandama daug informacijos
apie démes ir nevisiskai pasalinamas triukSmas. Rezultatai
pageréja naudojant lokalig arba dvigubo slenkscio funkcija.
Kitas paprastas biidas triukSmams Salinti — naudoti Zemojo
ir auk$tojo daznio filtrus. Bet visas triukSmas taip pat
nepasalinamas arba kartu su triuk§mu paSalinamos démés,
kadangi kai kuriy démiy ir triukSmo spektrai sutampa.

Kitas budas Salinti triukSmus yra vidurkinimas.
Vidurkinant mazame plote, Salinamas auk$tojo daznio
triukSmas, taciau kartu iskraipoma démiy forma bei mazéja
kontrastas. Vidurkinant dideliame plote gali buiti iSskirtas
fonas. Vis délto geresnis filtras yra medianos. Jis gerai
Salina impulsinj triuk§ma ir maziau kei¢ia démiy forma.
Taikomi ir sudétingesni, selektyviis medianos filtrai,
aptinkantys triukSma ir pakeiCiantys tik klaidingy tasSku
vertes mediana. Tokie modifikuoti medianos filtrai
neblogai atskiria triukSma ir iSsaugo nepakeista naudinga
informacija.

Fonui atskirti ir démiy ,,pédsakams“ pasalinti
naudojamos  morfologinés  operacijos.  Dazniausiai
naudojamas struktrinis elementas yra diskas. Norint
neprarasti démiy, jis turi biiti ne maZesnis uz didziausia
déme, taciau tokiu atveju prastai Salinamas fonas mazy
démiy vietose. Jei visos démés buty vienodo dydzio,
morfologiniy operacijy rezultatas baty labai geras. Salinant
fona gali kilti ir kitokiy problemy — gali atsirasti struktiiry,
panasiy | démes.

Fonga Salinti bitina, nes to reikalauja kai kurie taikomi
démiy i$skyrimo metodai — vietini maksimuma nustatantys
ziedo arba elipsiniai operatoriai bei kontiiro iSskyrimo
operatoriai, naudojantys pirmosios ar antrosios  eilés
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3 pav. 2ME geliy vaizdy segmentavimo algoritmas

iSvestines. Vietinis maksimumas laikomas démés centru,
t. y. ju koordinatés dél paprastumo sutapdinamos. Konttiras
nustatomas taip pat kaip déme apraSantis parametras.
Operatoriy trukumai: iSskiria tik kontrastingas démes,
negali atskirti susiliejusiy démiy.

Kontiiras ir démés centro koordinatés naudojamos
démei statistiSkai jvertinti — ar konkreti démé yra baltymas.
Taikomi keli statistiniai buidai — démés lyginimas su
dvimaciu Gauso skirstinio modeliu [16], tiksliau démg
nusakanc¢iu difuziniu modeliu [17] ir pan. Modeliuojant
démes galima suskaidyti net susiliejusias démes, taciau
lyginimo metu problemy atsiranda dél ,,pédsaky®.
Alternatyvus blidas déméms skaidyti — lyginti su i§ dalies
sutampanciomis  elipsémis [18], taCiau Siuo atveju
modelivojama tik vaizdo plokStumoje, todél informacija
apie skaistj néra iki galo jvertinama.

Démes aptikti siloma lyginant jas su i§ anksto
sudarytu galimy démiy rinkiniu. Taciau nejmanoma
sudaryti visy jmanomy démiy dél juy formy jvairumo ir
sudétingumo  (r. 1pav.,b). Siuo atveju sunkiau
nustatomos  susiliejusios  (zr. 1 pav.,e apibréZztus
fragmentus) ar su ,,pédsakais* démés (Zr. 4 pav., c).

Problemos, kylancios dél blogai Salinimo fono, gali
biti iSsprestos taikant démiy nustatymo metodus, kuriems

fonas neturi jtakos. Vienas i§ tokiy budy yra
vandenskyros (angl. k.  Watershed) transformacija [19].
Transformacijos rezultatas yra nubrézti kontirai,
atskiriantys  vietinius ~minimumus, todél viename

i§skirtame segmente yra vienas ekstremumas —démés
centras. Transformacijos esmé suprantama analizuojant
erdvini démiy vaiza (zr. 1 pav., a, d). Siuo metodu gaunami
geri rezultatai (palyginimui Zr. 1 pav., ¢, f), suskaidoma
nemazai susiliejusiy démiy, taciau démés suskaidomos per
daug smulkiai. Be reikalo suskaidytoms déméms sujungti
taikomas papildomas apdorojimas. Vienas i§ budy
persegmentavimo problemai sprgsti yra transformacijos
modifikavimas, kai naudojamos papildomos Zymeés,
reguliuojancios  transformavima [16].  Vandenskyros
transformacija, kaip ir dalis minéty metody, besiremianciy
pirmosios eilés iSvestinés skaiCiavimu, yra jautri
triukSmams.

2ME geliy vaizdams segmentuoti taikoma keliy
operacijy seka. Pirmoji operacija, daznai sukelianti savus
iSkraipymus, yra fono Salinimas. Vandenskyros
transformacija leidzia sumazinti fono iSkraipymo itaka
segmentavimo tikslumui. I§ aptarimo matyti, jog
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segmentavimo kokyb¢ lemia ne tik metodas, bet ir
tinkamas jo taikymas.

Segmentavimo algoritmas

Kuriant segmentavimo algoritma (Zr. 3 pav.) esminiai
reikalavimai buvo visiSkai automatiné algoritmo eiga bei jo
atsparumas triuk§mams. Detaliau iSnagrinékime sitiloma
segmentavimo eiga.

Pirmasis zingsnis, jvedus 2ME gelio vaizdus, yra
triukSmo slopinimas vaizda filtruojant mazo lango (K = 3)
medianos filtru:

med __ : 1
g = medlan[sort(gHA,J,+Aj )J , kai

A e(—k ,~k+1,...k),A e(=k ,~k+1,....k);

(M

Gia g;—tasko skaisCio verté; k=(K-1)/2. Toks
filtravimas yra spartus, gerai Salina impulsinius triukSmus,
kurie trukdyty vandenskyros transformacijai, ir per daug
nenuglodina vaizdo.

Antruoju  zingsniu taikoma pirmojo lygmens
vandenskyros transformacija — nustatomi kontlirai per
i8kiliausius vaizdo taskus, todél démés viena nuo kitos yra
atskiriamos.

Kiekvienoje i8skirtoje srityje dazniausiai yra po vieng
déme, taCiau yra ir tokiy, kuriose démiy néra arba yra
daugiau nei viena. Srityse, kurios yra labai mazos, t.y.
srities plotas p, yra mazesnis uz ribinj plota py, , ir kuriose
maksimalios ir minimalios tasky skaisCiy ver¢iy skirtumas
Ag; yra maZesnis nei parinktas Ag.,, démiy néra, todél jos
trec¢iuoju zingsniu yra pasalinamos.

Ketvirtuoju ir penktuoju Zingsniais atrenkamos sritys,
kuriose galéty buti  kelios susiliejusios  démés.
Analizuojamos  sri¢iu  projekcijos  45° kampu. Jei
projekcijoje yra daugiau nei vienas minimumas, tada ta
sritis paimama tolesnei analizei.

Atrinktose srityse SeStuoju Zingsniu padidinamas
kontrastas —tai leidzia démes tiksliau iSskirti. Kontrastas
nedidintas pirmuose apdorojimo etapuose, kadangi kartu
iSryskédavo ir triukSmingo vaizdo dalys. Detaliau
aptarkime morfologines operacijas, taikomas kontrastui
didinti [5].

Naudojant disko formos 7 tasky skersmens struktaring
elementa H; bei atitinkamo dydzio vaizdo fragmenta G,

remiamasi  iSplétimo g™ =G, ®H; ir erozijos
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4 pav. 2ME geliy vaizdy segmentavimo algoritmo taikymo rezultatai

g™ =G,0H,; morfologinémis operacijomis. gi(f a)

operacijos naudojamos morfologinéms operacijoms
»opening® ir ,,closing* atlikti:
gy =G,oH,=(G,0H,)®H,; ()
g;‘lose:Gi/°Hsz(Gv@Hii)®Hff' Q)

Kontrastas didinamas naudojant §ig iSraiska:

2,=G,+G,~(G,oH,)]-[G,-(G,oH,)]. @

Septintuoju  Zingsniu  atlickama  atrinkty  ir
kontrastingy sri¢iy antrojo lygmens vandenskyros
transformacija.

Astuntuoju zingsniu, remiantis tais paciais kriterijaii d)

kaip ir 3 Zingsnyje, t. y. pqp it Agrp , V€l atrenkamos srity
kuriose yra démiy. Paskutiniame — devintajame algoritmo
zingsnyje vartotojui pateikiami parametrai démiy, kurios
buvo rastos 5 bei 8 zingsniuose.

2ME geliy vaizdy segmentavimo eksperimenty
rezultatai, taikant sitiloma algoritma, yra pateikti
4 paveiksle.

Atrinkti budingi pavyzdziai patvirtina, jog siilomas
segmentavimo algoritmas sugeba  atskirti sudétingus
démiy derinius: susiliejusius (Zr. 4 pav., d, ), neryskius
(zr.4 pav.,b,d), su ,pédsakais“ (Zr.4 pav.,a,c). Tik
4 pav., f, pateiktame vaizde algoritmas suklydo—
segmentavimas yra per smulkus.

ISvados

1. Segmentavimas yra labai svarbus 2ME geliy
vaizdy automatinés analizés procesas. Nuo $io proceso
metu randamy démiy bei juy parametry tikslumo priklauso
automatinés vaizdy analizés teisingumas.

2. Dvimatés  elektroforezés  geliy  vaizdams
segmentuoti taikoma keliy operaciju seka. Pirmoji
operacija, daznai sukelianti savus iSkraipymus, yra fono
Salinimas. Vandenskyros transformacijos taikymas leidzia
sumazinti fono iskraipymo itaka segmentavimo tikslumui.
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3. Pasitlytas 2ME geliy vaizdy segmentavimo
algoritmas susideda i§ triuk§mo slopinimo, naudojant
medianos  filtra,  kontrasto  didinimo,  naudojant
morfologines operacijas, bei dvieju lygiy skaidymo |
segmentus, naudojant vandenskyros transformacija.
Sitlomo segmentavimo algoritmo geba atskirti sudétingus
démiy derinius patvirtina pateikti biidingi segmentavimo
eksperimenty pavyzdziai.
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Dvimaté elektroforezé yra vienas i§ daZniausiai atlieckamy biocheminiy tyrimy. Jis taikomas tiriant proteoma — visus baltymus,
esan¢ius lasteléje arba organizme tam tikru metu. Sio tyrimo rezultatai jgauna prasme tada, kai lyginama keletas dvimatés elektroforezés
gelio vaizdy. Dél didelio gelio vaizduose esan¢iy démiy skaiCiaus bei lyginamy vaizdy netiesinio atitikmens, kuriamos automatinés
gelio vaizdy lyginimo ir jvertinimo sistemos. Segmentavimas yra svarbiausias gelio vaizdy skaitmeninio apdorojimo etapas. Nuo Sio
etapo kokybés visiskai priklauso viso tyrimo rezultatai. Siame darbe aptartas dvimatés elektroforezés geliy skaitmeniniy vaizdu
segmentavimas ir jo reikSmé automatinei geliy analizei; iSnagrinéti dazniausiai taikomi dvimatés elektroforezés geliy vaizdy
segmentavimo metodai, jy teigiamybés ir trikumai; pasitilytas segmentavimo algoritmas bei pateikti jo taikymo eksperimenty rezultatai.
Pasitilytas dvimatés elektroforezés geliy vaizdy segmentavimo algoritmas susideda i§ triuk§mo slopinimo, naudojant medianos filtra,
kontrasto didinimo, naudojant morfologines operacijas, bei dviejy lygiy skaidymo | segmentus, naudojant vandenskyros transformacija.
I1. 4, bibl. 19 (lietuviy kalba; santraukos lietuviy, angly ir rusy k.).

D. Matuzevicius, D. Navakauskas. Investigation of Segmentation Methods for Proteomics // Electronics and Electrical
Engineering. — Kaunas: Technologija, 2005. — No. 7(63). — P. 74-78.

Two-dimensional electrophoresis is the most common method in the biochemistry. It is used to investigater proteom — all proteins
existing in the cell or an organism at a particular time instance. The investigation results get sense when several images of two-
dimensional electrophoresis gels are compared. Due to huge amount of spots in the images of gels and big variability in the images
under the comparison, various automatic comparison and analysis systems are built. Image segmentation is the one of the processes used
during automatic two-dimensional electrophoresis gel image analysis. Quality of the segmentation is crucial for the comparison results.
In this work: segmentation process and its place in the automatic gel analysis are discussed, common methods for the segmentation of
images taken from two-dimensional electrophoresis gels are analyzed, alternative segmentation algorithm and results of its application
are presented. Proposed segmentation algorithm consists of noise reduction based on the median filtering, contrast enhancement based
on the morphological operators, and two level segmentation employing Watershed transform. Ill. 4, bibl. 19 (in Lithuanian; summaries
in Lithuanian, English, Russian).

. Mary3saBuuioc, /I. Hapakayckac. AHaiam3 MeTOHOB CerMeHTAIMH, NPHUMEHHMMBIX B TNPOTeOMHKeE // DIIEKTPOHHKA W
ajekTpoTrexHuka. — Kaynac: Texnosorus, 2005. — Ne. 7(63). — C. 74-78.

JBymepHsiii anekTpodopes (2MD) sBiIseTCS CaMbIM PacpOCTPAaHEHHBIM METOJIOM HCCeqoBaHus B Onoxumuu. OH HUCTIOIB3YETCS
JUISL UCCIIEIOBAHUS NPOTEOMA — BCEX OENKOB, HAXOASAIIMXCS B ONPENENCHHOE BpeMs B OJHOH KIETKe WIM BO BCEM OpraHu3Me.
Pe3ynbTaThl HCCIEAOBAHUS UMEIOT CMBICI TOJIBKO TOTZA, KOTAa CPAaBHUBAIOTCS HECKOIBKO M300paxkeHnit 2MD rens. M3-3a orpoMHOro
KOJIMYECTBA IISITEH B M300paKCHUSAX Telisl W HEIWHEWHON 3aBUCHMOCTH B CPaBHACMBIX W300pPaKCHUSX, CO3JAIOTCS pas3iIMyHbIe
ABTOMATHYECKHE CHCTEMbl aHanu3a U cpaBHEeHHs. CerMeHTalusi M300paXKeHHs SIBISIETCS BaXKHEHIIMM IPOIIECCOM aBTOMATHYECKOM
obpabotku 2MD u300paxkeHus rensi. KayecTBO CerMeHTALMM SIBISCTCS KPUTHUECKMM ISl Pe3yJIbTaToOB HCCleNoBaHUU. B maHHOI
pabore oOcyxnmeH mpornecc cermMeHTauuu 2MD wu300pakeHMH Trejled W ero MecTo B aBTOMAaTHYECKOM aHaiu3e Treje,
MPOaHATM3UPOBAHBI OOIIME METO/ABI cerMeHTauu 2MD H300paKeHuid Teieil, MoKa3aHbl MPEUMYIIECTBA U HEIOCTATKH 3THX METOJIOB,
NPeUIOKEH albTEPHATHBHBIA aITOPHTM CErMEHTAIMH M IPEJICTaBICHBI Pe3yJIbTaThl €0 HCIONIB30BaHus. [IpeyIOKeHHbINH alIropuT™M
CerMEHTALMU COCTOUT M3 YMEHBIICHUS LIyMa ¢ UCHOJIb30BAHHEM MEAHAHHOTO (UIIbTpA, MOBBILICHUS KOHTPACTHOCTH, OCHOBAaHHOM Ha
MOP(OJIOrHYECKUX ONepaTopax, ABYXypOBHEBOH cerMeHTaluu, HCIOoNIb3YIoLIel peodpa3oBbiBaHue Bojopasaena. M. 4, 6ubin. 19 (Ha
JIMTOBCKOM SI3bIKE; peepaThl Ha JINTOBCKOM, aHIIIMHCKOM M PYCCKOM 513.).
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