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Resumo

O objetivo deste trabalho é apresentar uma técnica automdtica baseada em mor-
fologia matemdtica para medida de sinal em imagens de cDNA desenvolvida no

BIOINFO, em parceria com o Instituto Ludwig de Pesquisa contra o Céncer.

A tecnologia de 1aminas de cDNA é um processo baseado em hibridizagao que possi-
bilita observar a concentragdo relativa de mRNA de amostras de tecidos analisando
a luminosidade de sinais fluorescentes ou radioativos. Hibridizagdo é o processo bi-
oquimico onde duas fitas de adcido nucleico com seqiiéncias complementares se com-

binam.

A técnica apresentada permite o cdlculo da expressao génica com alto grau de au-
tomagao, podendo o usudrio corrigir com facilidade eventuais erros de segmentagao.
O usudrio interage com o programa apenas para selecionar as imagens e inserir os

dados de geometria da lamina.

A estratégia de solugdo usada tem trés fases: gradeamento dos blocos, gradeamento
dos spots e segmentacao dos spots. Todas as fases utilizam filtros morfolégicos e
as fases de gradeamento possuem um passo final de correcdo baseado nos dados de
geometria da ldmina o que aumenta a robustez do processo, que funciona bem mesmo

em imagens ruidosas.
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Abstract

The objective of this work is to present the automated technique for measuring signal
from ¢DNA images developed in BIOINFO, associated with the Ludwig Institute for

Cancer Research.

Microarray technology is a hybridization based process that makes possible to quan-
tify the relative abundance of mRNA in two tissue samples analysing the luminosity
of fluorescent or radioactive signals. Hybridization is a biochemical process where a

strand of nucleic acid matches up its counterpart.

The developed technique permits the calculation of gene expression with a high
level of automation. Besides that, the user can easily correct eventual segmentation
mistakes. The user interacts with the program only to select the images and to set

the slide geometry parameters.

The solution strategy has three main steps: subarray griding, spots gridding and
spots detection. All the steps use morphological filters, and the two gridding steps
have a final correction substep based on the slide geometry, increasing the process

robustness, that works well even in noisy images.
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Capitulo 1

Introducao

O objetivo da tecnologia de laminas de cDNA é medir o nivel de expressao dos genes. Baseia-se
no fato de que quando um fragmento de RNA encontra outro de cDNA com seqiiéncia comple-
mentar, ambos tendem a se unir. Um experimento é feito em trés etapas: primeiro fragmentos
de cDNA de diversos genes sdo dispostos sobre algum substrato, cada gene em um pequeno
circulo; a segunda etapa consiste em extrair RNA dos tecidos a serem analisados e marca-lo com
corantes fluorescentes. Finalmente a lamina é mergulhada na sopa de RNA, cujos framentos se
ligardo ao substrato nas regides que contém o cDNA correspondente. Quanto mais RNA de um
certo gene na sopa, mais os pontos com genes correspondentes fluorescerd. Devido a dificuldade
de se obter os niveis absolutos de expressdo [3], os experimentos costumam ser feitos usando-se

duas amostras de RNA, e o que se calcula sdo suas expressoes relativas.

Existem diversos tipos de substrato, corantes e técnicas de extracdo de RNA. A sintese de
c¢DNA pode ser feita por transcrigio reversa ou pela tecnologia Affymetrix® GeneChip®) [4, 5].
Nesse trabalho, ao nos referirmos a laminas de cDNA com genes impressos em pequenos circulos

dispostos de forma matricial, usaremos a palavra microarray.

Para analisar computacionalmente o experimento bioquimico, a lamina de microarray é digi-
talizada por um scanner de alta resolucio gerando uma imagem para cada canal. Cada pizel da
imagem é a média do sinal luminoso emitido por moléculas marcadas com corante que aderiram

a lamina numa determinada drea. A esse valor sao adicionados ruidos estocasticos provenien-



2 Introducao

tes, tanto do experimento bioquimico, quanto do procedimento de digitalizagdo, amplificagao
eletronica etc. Nas camaras que funcionam com luz ndo polarizada, pontos com alta intensidade
influenciam pontos vizinhos causando um espalhamento do sinal e gerando imagens sem muito

contraste.

Além do ruido, outra dificuldade encontrada é que as moléculas da amostra, os targets,
numa propor¢ao pequena mas nao desprezivel, aderem & lamina sem encontrar moléculas de
seqliéncia complementar, os probes correspondentes (seguindo a defini¢do probe e target adotada
no suplemento da Nature Genetics [6]), e até mesmo no préprio substrato. Normalmente se
subtrai a intensidade encontrada nas regides sem probe, o chamado background, da intensidade
do sinal como forma de eliminar a hibridizagao ndo especifica [2], ou seja, a contribuicdo que nio
é devida & hibridizacdo do mRNA da amostra com o DNA da lamina. No entanto experimentos
com controles negativos mostram spots com intensidade inferior ao background, dando evidéncias
de que a hibridizagdo nio especifica ndo deveria ser medida pelo valor do background, e sim pelo

valor dos controles negativos [7].

As moléculas marcadas tendem a hibridizar com as moléculas da 1lamina com seqiiéncia
complementar, assim, os spots da lamina que contém genes mais expressos na amostra marcada
com o corante cy3 devem aparecer na imagem como circulos verdes intensos; caso contenham
genes mais expressos na amostra com cyb, parecerao vermelhos; se a expressdo for a mesma,

devem parecer amarelos.

Para fazer a medida, analisa-se a imagem da lidmina usando algum software que separe o
sinal, no interior dos spots, do ruido fora dos mesmos, chamado background. Separados os pizels
do sinal, estima-se, para cada spot, a razao entre seus dois canais. Além disso, o software deve
ser capaz de identificar qual a posicao do spot no respectivo subarray ou bloco, e a posi¢ao do
bloco na lamina por meio de indices que relacionem o spot com os dados de uma tabela de genes

usados no experimento.

A tarefa de segmentacao de imagens de microarray envolve varios problemas que dificultam
sua automatizagdo. As imagens siao ruidosas, os spots e subarrays, também chamados blocos, sao
espacados irregularmente e os spots apresentam formas de crescente e de rosca, além do formato

esperado, aproximadamente circular.



Cada software apresenta uma abordagem do problema, mas muitas vezes o usudrio precisa
interagir com a imagem por algumas horas até obter uma segmentagao de qualidade que gere
bons dados. Geralmente o usudrio escolhe alguns spots nos extremos da imagem e o software
os interpola assumindo que os demais blocos e spots sao uniformemente distribuidos. Porém, a
distribuicao dos spots quase nunca é perfeitamente regular, e, para obter bons dados de expressao,

o usudrio deve ajustar a grade manualmente para os spots desalinhados.

Alguns programas podem opcionalmente ajustar a grade para spots desalinhados, tentando
encontrar uma posicao melhor, préxima a encontrada pela interpolacao. Mas isso geralmente

nao funciona e é facilmente afetado pelo ruido.

Além disso, os programas que assumem que spots tém o formato perfeitamente circular podem
gerar dados de mé qualidade, j4 que, nesses casos, serao identificados pizels do background como

sendo parte do sinal.

O objetivo do nosso trabalho é automatizar tal tarefa, tornando os dados de segmentacao
reprodutiveis, uma vez que, na segmentacdo manual, mesmo que o operador do software e a
imagem sejam 0s mesmos, o resultado de duas segmentacgoes deverd ser diferente. Além disso,
queremos garantir a precisao dos resultados, encontrando corretamente a posigao dos spots sem
que haja a necessidade de interferéncia do usudrio. Um método totalmente automadtico também

economiza mao-de-obra e oferece maior rapidez no processamento das imagens.

Dividimos a segmentac¢do em: gradeamento dos blocos, gradeamento dos spots e segmentacao

dos spots.

O gradeamento dos blocos e dos spots é importante para fazer o chamado enderecamen-
to, que é associar a cada spot um indice, para que se saiba qual gene foi nele colocado, e sua

expressao, que é calculada no final do processo.

Para realizar todo o processo, a informacao necessaria sao nove valores numéricos referentes
a geometria da ldmina: o nimero de linhas de blocos, niimero de colunas de blocos, distancia
horizontal entre blocos, distancia vertical entre blocos, nimero de linhas e colunas de spots por

bloco, distancia vertical e horizontal entre os centros dos spots, e didmetro do spot.
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1.1 Contribuicoes desta dissertacao

O objetivo da ferramenta proposta nesse trabalho é gerar a saida de forma automéitica como
o UCSF Spot, permitindo, porém, que o usudrio corrija com facilidade eventuais erros de seg-
mentagdo. Recebe como entrada os dados da geometria da ldmina, ou seja, ntimero de blocos,

de spots em cada bloco na vertical e na horizontal, respectivas distancias e didmetro do spot.

Como o processo é completamente automadtico, a saida sempre serd a mesma, independente

do usuaério.

Recentemente, um método similar ao nosso desenvolvido independentemente foi publicado
na Bioinformatics [8]. Sua técnica de segmentagdo dos blocos é um pouco diferente da nossa:
enquanto analisamos os perfis horizontal e vertical, sua abordagem analisa a prépria imagem

reduzida em algumas vezes. Ambas as técnicas usam watershed para segmentar os spots.

1.2 Organizacao do trabalho

Neste primeiro capitulo foram apresentados os objetivos do trabalho, assim como as motivagoes
para a criacdo de um método completamente automético de segmentacido de imagens de cDNA.
No Capitulo 2 serao apresentados os fundamentos da expressao génica e como a tecnologia de
microarrays ¢ usada para medi-la. Também sdo apresentadas de forma sucinta algumas das
solugoes disponiveis no mercado. No Capitulo 3 é apresentado em detalhes o algoritmo de
segmentacao desenvolvido, bem como uma introdugao a morfologia matematica, necessaria para
o seu entendimento. No Capitulo 4, modelos de expressao que mostram a relacao entre seu valor
real e o valor observado na lamina sao apresentados. Também sdao mostrados os métodos de
estimacgdo do sinal mais usados e a influéncia do background no sinal é discutida. No Capitulo 5
hd uma descrigao detalhada do programa desenvolvido, sua interface com o usudario, dados de
entrada e o formato do arquivo de saida. No Capitulo 6 sao comparados os diversos métodos de
estimacdo do sinal apresentados previamente e os respectivos erros sao medidos, mostrando que
o programa desenvolvido se comporta da forma esperada. As conclusoes e comentirios finais

sao apresentados no Capitulo 7 .
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No Apéndice A ha uma listagem das publica¢bes associadas a esta dissertagdo. No Apéndice B
sao descritas algumas técnicas de normalizagao, que devem ser aplicadas aos dados de saida antes

de continuar a sua analise.
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Capitulo 2

Descricao do problema

2.1 Expressao génica

Genes sao importantes para transferir, de pai para filho, ou, dentro de um mesmo organismo, as
células resultantes de uma divisdo celular, as informagbes necessirias para regular a atividade
metabdlica das células. Sdo seqiiéncias ordenadas de nucleotideos agrupadas em estruturas auto-
replicdveis de dcido desoxirribonucléico (DNA) nos niicleos das células eucariotas, denominadas

Cromossomaos.

A molécula de DNA localizada no nicleo das células normalmente se encontra enrolada
sobre si mesma, desenrolando-se somente durante a divisdo celular, ou em alguns trechos para
a sintese das moléculas de 4cido ribonucléico (RNA) que irdo para o citoplasma. E formada
por uma hélice dupla de DNA que se mantém unida através de pontes de hidrogénio entre suas

bases nitrogenadas.

Nucleotideos sao a unidade fundamental dos cromossomos e das moléculas de RNA, sendo
compostos por uma base nitrogenada, uma molécula de fosfato e uma molécula de agiicar. As
bases nitrogenadas encontradas no DNA sdo a adenina, guanina, citosina e timina, e no RNA
sdo a adenina, guanina, citosina e uracila. A molécula de agicar do DNA é a desoxirribose e a

do RNA é a ribose.

Como a guanina se liga apenas a citosina e a adenina, apenas a timina ou uracila, pode-se
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deduzir a seqiiéncia original a partir de uma cépia.

Expressao génica é o processo que envolve a conversao da informacao contida nos genes
em proteinas. Esse processo ocorre em dois passos (Figura 2.1): i - transcri¢do da informagio
codificada em um gene, mediante a sintese de moléculas de RNA mensageiro (mRNA), isto é,
copias do gene que sao enviadas para fora do nicleo da célula, e ii - traducdo da informagao
codificada nos nucleotideos do mRNA mediante a sintese de uma proteina; cada seqiiéncia de

mRNA define uma tnica proteina.

Saber os niveis de transcricdo em vérios tecidos é importante para responder perguntas
como qual o papel de diferentes genes e em que processos atuam; como os genes e seus produtos
interagem; como variam os niveis de expressao génica em varios tipos de células e estados, ou
com doengas e tratamentos. Apesar do mRNA ndo ser o 1ltimo produto de um gene, transcri¢ao
é o primeiro passo da expressdo, e informacao sobre os niveis de transcricdo é necessaria para

entender as redes de regulacao génica [9].

No caso da sintese de RNA ribossomal (rRNA), encontrado nos ribossomos, e RNA transpor-
tador (tRNA), que se liga a aminoécidos e participa da sintese de proteinas, apenas a transcrigao

¢ necessaria.

Proteinas sao macromoléculas compostas por uma ou mais cadeias de aminoacidos em uma
certa ordem, dada pela sequéncia de bases nitrogenadas do gene que a codifica. Proteinas
sa0 necessarias para a estrutura, funcionamento e regulacdo das células, tecidos e 6rgaos. A
quantidade de cada proteina constitui uma parte importante do funcionamento interno das
células e dos tecidos ja que muitas reagoes ocorrem através delas. Cada proteina tem uma tnica

fungdo. Exemplos de proteinas sdo as enzimas, horménios e anticorpos.



2.1 Expressao génica

Figura 2.1: Expressdo génica: i - Transcrigao, ii - Tradugao.
Ref: Biology Pages
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Podemos medir o nivel de expressdo de cada gene medindo quantas cépias de mRNA estdo

presentes na célula. Dentre as técnicas mais usadas de medida dos niveis de mRNA estdo [10]:

e Microarrays de cDNA
e Chips de oligonucleotideos Affymetrix® GeneChip®
e RT-PCR (Reverse Transcriptase Polymerase Chain Reaction)

e Andlise Serial da Expressao Génica (SAGE: Serial Analysis of Gene Expression)

2.2 Tecnologia de microarrays

A tecnologia de microarrays é um processo baseado em hibridizagdo que possibilita observar a
concentracdo de mRNA de uma amostra de células analisando a luminosidade de sinais fluores-
centes. Hibridizacao é o processo bioquimico onde duas fitas de acido nucleico com sequéncias

complementares se combinam.

Uma lamina de microarray tem, em cada spot, pedagos de cDNA de um gene que se quer
estudar. Uma unica lamina pode conter milhares de spots, permitindo que se analisem milhares
de genes ao mesmo tempo. Essa ldmina de vidro é mergulhada em uma solu¢do com mRNA

extraido da amostra de células, rotulado com corante fluorescente.

Normalmente os experimentos de microarray sdo feitos com duas amostras de mRNA, cada
uma rotulada com um corante fluorescente diferente, em geral cy3 e cy5. Assim, o mRNA hibri-
diza com o cDNA correspontende, fazendo com que o spot acenda mais na, cor correspondente &

amostra que contém mais mRNA proveniente do seu gene.

Apbs esse processo a ldmina é digitalizada em alta resolugao gerando uma imagem que deve
ser analisada em varios passos. Primeiro se faz o enderecamento, que é associar a cada spot
o gene correspondente. Em seguida, deve-se localizar exatamente a regiao que corresponde ao
sinal do spot, a chamada segmentacdo do spot. Por fim estimar o valor do sinal luminoso de cada
spot. Em experimentos com duas amostras de mRNA é medida a expressdo relativa do gene nas

duas amostras, valor proporcional 4 intensidade relativa dos dois corantes em cada spot.
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Figura 2.2: Tecnologia de microarray [1].

A regio 1til, que contém spots, de uma lamina de microarray tipica possui dimensoes em
torno de 2x4cm. Tal lamina, se digitalizada a laser com uma resolucdao de 10um por pizel, tera
2000x4000 pizels. Uma boa digitalizacao deve ter mais de 256 tons de cinza, assim, costuma-se
digitalizar para 65536 (2') tons de cinza, onde cada pizel ocupa dois bytes de informacdo. Se
tal lamina for hibridizada com dois corantes, deve ser digitalizada para uma imagem com dois

canais. Essa imagem ocupard cerca de 32 megabytes de informagao.

As Figuras 2.3 e 2.4 sdo exemplos de imagens digitais de 1dminas de microarray. A Figura 2.5

mostra o resultado do gradeamento dos blocos.

A tecnologia de microarrays visa analisar a expressdo génica de milhares de genes simultane-
amente, objetivando alto throughput. No entanto, encontra um gargalo na fase de segmentagcao
da imagem da ldmina para geragdo dos dados de expressdo génica. Analisamos diversos pro-
gramas de anilise de imagens de microarray e todos exigem um penoso processo manual, sao

intensamente interativos. Na Secao 2.5 descrevemos algumas das ferramentas mais populares.
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Figura 2.3: Exemplo de imagem de microarray digitalizada a laser (GHEO037, produzida com
genes sintéticos pelo pesquisador Gustavo Henrique Esteves, do Instituto Ludwig).
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Figura 2.4: Exemplo de imagem de microarray.
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Figura 2.5: Exemplo de segmentacdo de blocos de microarray (lamina produzida pela pesquisa-
dora Beatriz Simonsen Stolf, do Instituto Ludwig).
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A técnica desenvolvida elimina tal gargalo, gerando, com minima interacdo com o usudrio,

os dados de expressao génica.

2.3 Variantes da tecnologia de microarrays

A tecnologia de microarray tem algumas variantes que, para efeito de andlise de imagens, sao
equivalentes. Uma delas é a lamina de oligonucleotideos [11], que usa probes sintetizados e
posteriormente depositados na ldmina. O uso de oligonucleotideos muito curtos resulta em
hibridizagbes menos especificas e menor sensibilidade, assim oligonucleotideos mais longos (50-
100 bases) sao usados. Oferecem a vantagem de que a informagao sobre seqiiencia é suficiente

para sintetizar os probes, evitando o manuseio de cDNA [12].

Outra tecnologia é a lamina de nylon, em geral usada com detec¢ao radioativa, ou seja, os
targets sao marcados radioativamente. Essas 1dminas permitem a analise de apenas uma amostra
de cada vez. Os chamados macroarrays sdo similares, usam o mesmo substrato e marcagio,

diferindo apenas na escala. Tais laminas tém em média 10 centimetros de lado [13].

2.4 Problema de medida

A partir a imagem, precisa-se extrair uma tabela com o valor de expressdo génica de cada spot.
Os dados dessa tabela, se cruzados com os nomes dos respectivos genes, indicam quais genes
s40 mais ou menos expressos na célula sob a condi¢ao do experimento, e podem ser usados para

responder as perguntas apresentadas na secdo 2.1.

A intensidade do sinal fluorescente em cada spot guarda uma relacdo linear com a con-
centracdo de mRNA na amostra num intervalo de pelo menos cinco ordens de grandeza de
diluicGes [3]. Assim, assumimos que a intensidade da fluorescéncia (Y') no interior de cada spot
deve ser

Yik = ai + biXik

onde 7 = 1,2 denota os canais; k = 1,..., K, os genes; a, a intensidade no background; X;; é a

intensidade do gene k no canal i; e b; é o fator de ganho do fluorcromo usado no canal i [14].
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Devido a diferencas fisicas dos corantes e & configuracdo do scanner, os valores de a; e b; sao
diferentes nos dois canais. Neste modelo, as variacbes de a; e b; dentro de um mesmo canal sdo

ignoradas.

Deve-se observar ainda que a relagdo acima, em dados reais de microarray sofre influéncia
de ruidos estocasticos de diversas fontes, como amplificagao eletronica na fase da digitalizagao,

hibridizacao nao especifica etc.

Na fronteira do spot, o sinal passa a nao obedecer a funcao linear e o sinal cai até se confundir
com o background. Assim, a fase de segmentacio deve identificar tais pizels como ndo sendo

parte do sinal, ou o resultado serd de baixa qualidade.

2.5 Solucoes disponiveis no mercado

Esta Secdo descreve de forma sucinta as principais caracteristicas, como facilidade de uso,

técnicas de segmentacio e de cidlculo do sinal, das soluc¢oes mais populares do mercado.

2.5.1 ScanAlyze

Software elaborado pelo Eisen Lab' da Universidade da Califérnia em Berkeley. A licenca é

gratuita para uso nao comercial.

Requer que o usudrio identifique alguns spots e encontra os demais por interpolacao. Tem
uma fungao para encontrar spots desalinhados, mas nao funciona bem. A segmentacao dos
spots é sempre circular ou eliptica, o que na realidade nem sempre ocorre, ou seja, o circulo
identifica como sinal uma regiao de background, diminuindo a qualidade dos valores de expressao

encontrados, o que aumenta a dispersao.

!rana.lbl.gov/EisenSoftware.htm
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2.5.2 Spotfinder (TIGR)

Solucdo criada por The Institute for Genomic Research?, sua licenca também é gratuita para

uso nao comercial.

A segmentacdo dos blocos é feita manualmente, mas a segmentacao do sinal dos spots é
automdtica e parametrizada. O usudrio escolhe um valor de raio e a drea do sinal muda propor-
cionalmente. Além disso, identifica bem a drea do sinal do spot mesmo quando tem forma de

meia lua ou de rosca.

2.5.3 Arrayvision

Solucio comercial da Imaging Research Inc3.

Esta ferramenta oferece muitas opcées de uso, o que pode confundir o usudrio iniciante,
mas por outro lado, é uma vantagem para quem ji estd habituado com o software. E capaz de

encontrar spots mal alinhados.

2.5.4 Quantarray

Solucdo da Packard Bioscience*. Pode analisar imagens com até cinco cores. Oferece trés formas

de calcular a expressao: método do histograma, circulo fixo e adaptativo.

2.5.5 UCSF Spot

O UCSF Spot é um projeto do Jain Lab®, da Universidade da Califérnia em Sao Francisco.

Sua intencao é fazer todo o processo de segmentacao e geragao dos dados de forma au-
tomatica. No entanto, quando a imagem é ruidosa, o resultado pode sair errado e a correcao

manual é bastante trabalhosa.

2www.tigr.org/software
Swww.imagingresearch.com
4www.packardbioscience.com
%jainlab.ucsf.edu/Projects.html
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Capitulo 3

Segmentacao desenvolvida

3.1 Introducao

Neste Capitulo daremos algumas defini¢oes necessarias para o entendimento de nossa abordagem
dos problemas de gradeamento dos subarrays, gradeamento dos spots e detecgao dos spots, que

serd descrita em detalhes em seguida. As defini¢bes foram extraidas de [15] e de [16].

3.2 Morfologia matematica

Seja Z o conjunto dos nimeros inteiros; a origem de Z? é denotada por o = (0,0). Seja E um

retangulo finito e nio vazio em Z?2, e K um intervalo [0, k] de Z, com k > 0.

Uma funcio f de E em K, f € K¥, representa uma imagem em tons de cinza, doravante
denominada apenas imagem. Cada ponto de F representa um pizel ou ponto da imagem, ou

seja, p € E é um ponto da imagem f, cujo tom de cinza vale f(p).
Um subconjunto B de E também é chamado elemento estruturante.
O operador identidade é denotado por ¢, e é tal que «(f) = f.

A unido de duas imagens f; e fo, denotada fi V fa, é a funcio em K dada por, para todo

T € E, (f1V f2)(z) = max{fi(z), fa(z)}.

19
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A intersecdo de duas imagens f; e fo, denotada fi A fo, é a funcio em K¥ dada por, para
todo z € E, (f1 A f2)(2) = min{f(z), fo(2)}.

A adicdo de duas imagens f; e fo, denotada f; + fo, é a funcio em K¥ dada por, para todo
z e F,
fi(z) + fo(z) se fi(z) + fo(z) < k

k caso contrario

(fi + f2)(z) =

A reflezdo de um subconjunto X C E é o subconjunto X = {reE:r=—-z,ze€X}.
Paratodo X C Fey € E, X, denota X transladado de y, ouseja, X, = {z € E:z—y € X}.

A dilatacdo e erosdo de uma imagem f por um elemento estruturante B sdo, respectivamente,

as funcées dp(f) e ep(f) em K¥ dadas por, para todo z € E,

6p(f) =max{f(y):y € B, N E}

ep(f) = min{f(y) : y € B, N E}

Os operadores 07 e €7, dados, paran > 0 pelas n—1 composi¢oes sucessivas 6 = (dp)" e € =
(eB)", e paran =0, 6% =1 e €% = 4, sdo chamados, respectivamente, de n-dilatacdo e n-erosdo

por B.

Seja f um elemento de K. Os operadores dp,fecp,,de KF em KP, dados por o, = dBN\f

eéepr=¢epV f,sao chamados dilatagao condicional e erosio condicional por B dado f.

Seja m um inteiro positivo. A sucessdo de n dilatacdes condicionais ép s (respectivamente
erosoes condicionais €p f), denotada por 5J’§f = dp,f0B,f-..0B,f (sgf = €B,fEB,f---EB,f) €

chamada n-dilatagdo condicional (n-erosao condicional).

Seja g um elemento de K¥. Qs operadores YB,g € ¢B,g, de K¥ em K¥, dados por, para
todo f € KT, yp, = (5%°7f(g) e ppg = 5°B°7f(g) sao chamados, respectivamente, de inf- e sup-

reconstru¢do do marcador g.

Para toda f € K¥, a erosdo wltima, og(f), de uma funcio f por um elemento estruturante
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B ¢ dada por g(f) = V=B () ~ g eyt (1)} para todo i > 0,

Os operadores vp € ¢p, de K¥ em K¥, dados por v = 0pEp € ¢p = €pdp, sdo chamados,

respectivamente, de abertura e fechamento pelo elemento estruturante B.
O operador ¢ — yg é chamado top-hat pelo elemento estruturante B.

Sejam A e B subconjuntos do quadrado 3 x 3. O operador V4 g de K¥ em K¥, dado por

Vap =04 —€p é chamado gradiente morfoldgico. Esse operador destaca as bordas da imagem.

)

Seja t > |E|, e seja i — z; um processo de numeracao dos elementos de E, ou seja, uma
bijecdo de [1,...,E] C N em E, e seja f um elemento de K tal que f(z;) =i paraz € E. O
operador Ap de {0,#} em K, dado por, para todo g € {0,t}¥, Ag(g) = 75 4ns(g9) é chamado
rotulacdo de g. Note que, em Ag(g), cada ponto de uma componente coneza [17] de g é associado

ao mesmo valor.

Dado um ponto (a,b) € E, definimos E,—, C FE como a linha que corta E na dire¢ao vertical
passando pela coordenada (a,b), ou seja, Ey—y = {(z,y) € E : z = a}. De modo similar,
podemos definir Ey—, = {(z,y) € F : y = b} como a linha que corta F na direcdo horizontal

passando pela coordenada (a, b).

Dada uma imagem f : E — K, sua proje¢do horizontal, denotada por Py(f), é a funcéo de

E,_y em Z, tal que, para todo (0,%) € E,—,

Pu(0) = Y f(p)
peEy:i
De forma andloga, podemos definir a projecao vertical de f, denotada por P,(f), como a fungao

de Ey—¢ em Z, tal que, para todo (3,0) € Ey=o,

P,(f)(0,0)= > f(p)

PEE=;

Um mdzimo (ou minimo) regional M C E de uma funcio f € K é uma componente conexa
com um dado valor f(p) = h,Vp € M (platd no nivel de h) tal que todo ponto na vizinhanga de

M tem um valor estritamente menor (maior) que h. Os méximos e minimos regionais sao dados
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pelos operadores morfolégicos g5** e grgin. A vizinhanca de um ponto é definida pelo elemento

estruturante B.

Dada uma imagem f, o threshold de f por ¢, denotado por 7.(f), é a funcdo de E em {0, 1}
dada por, para todo x € E,

1 se f(z) > ()

0 caso contririo

7(f) (@) =

Seja x um valor real ou inteiro qualquer, seu médulo, denotado por |z| é igual a x se x for

maior ou igual a zero e —z se = for menor que zero. A distancia city-block entre dois pontos

(®0,y0) € (z1,91) é dada por |zg — z1| + |yo — y1|-

3.2.1 Paradigma de Beucher-Meyer

Esse operador é também conhecido como watershed [18, 19]. E um operador que identifica os
contornos da imagem, ou seja, regides de mudanga de intensidade, onde o gradiente é maior.
Este operador é muito robusto pois seu resultado nao depende de pardmetros além das imagens

de entrada, e é capaz de identificar contornos mesmo que o gradiente seja proximo de zero.

Dado o gradiente f de uma imagem que contém o assunto a ser segmentado, e uma imagem
g binaria, com marcadores que identifiquem as regioes que devem ser separadas, o algoritmo
encontra os pontos de maior intensidade em f que separam as duas regices. Este operador é

denotado por Q(V(f),g).

3.3 Gradeamento automatico dos blocos

A segmentagao dos blocos consiste em encontrar a posi¢ao correta e os limites de cada bloco.
E realizada aplicando-se varios filtros aos perfis horizontal e vertical da imagem da lamina de
microarray. O perfil vertical (horizontal) é calculado somando-se os valores de cada coluna
(linha) de pontos da imagem original (Figura 3.1). Caso haja mais de um canal, usa-se a média

entre eles.
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Figura 3.1: Exemplo de perfil vertical.

Se a lamina for impressa e digitalizada com o mesmo dngulo de inclinagao, sera possivel ver
que os spots estardo alinhados paralelamente as bordas da imagem. Nesse caso, nos perfis sao

facilmente visiveis grupos de picos estreitos nas regioes onde os blocos se encontram.
O perfil vertical d4 as linhas verticais da grade de blocos, e o horizontal, as linhas horizontais.

O primeiro passo da filtragem (Figura 3.2) é aplicar um fechamento morfol6gico por um
elemento estruturante linear simétrico de tamanho maior que a distancia entre os spots mas
menor que a distdncia entre os blocos aos perfis da imagem. Este operador agrupa perfis de

spots pertencentes ao mesmo bloco.

O segundo passo (Figura 3.3) é uma abertura morfolégica por um elemento estruturante
linear simétrico de tamanho igual a algumas distancias entre spots. Esta operagao apaga picos

estreitos, e deixa os picos mais largos que correspondem as regices dos blocos.

Em seguida, calcula-se a negacao dos minimos locais. E um grafico bindrio que vale zero nas

regides entre os blocos. O passo seguinte é eliminar os componentes conexos que tocam a borda
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Figura 3.2: Resultado do primeiro filtro.

do grafico. Esse passo é importante especialmente em imagens com borda ruidosa, ja que nesses

casos é comum que tal ruido seja identificado como regido pertencente a um bloco (Figura 3.4).

Em geral, nesse ponto do processo, boas imagens ja permitem obter uma boa aproximagcao
da segmentacdo dos blocos. No entanto, imagens ruidosas sdo muito comuns e adicionamos um
passo de correcdo baseado na geometria da lamina. Esse passo é acionado quando a diferenca
entre o tamanho estimado de algum bloco ou distancia entre blocos e o respectivo tamanho
tedrico, fornecido pelo usudrio no inicio do processo, é maior que uma certa tolerdncia. A

tolerdncia usada é igual a meia distancia entre centros de spots adjacentes.

A posicao final do bloco é tal que satisfaca a tolerancia, maximizando o valor médio do perfil
dentro de uma regiao igual ao tamanho tedrico do bloco. E de se esperar que, se o bloco for mal
centralizado, o valor médio do perfil serd baixo ji que estd incluida uma regiao do perfil entre

blocos.

A Figura 3.5 mostra quatro grificos superpostos, em unidades arbitrarias. De cima para
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Figura 3.3: Resultado do segundo filtro.

baixo, perfil médio na regido igual ao tamanho teérico do bloco comecando naquele ponto;
perfil da imagem; posicoes dos blocos calculadas pelos filtros morfolégicos; e posi¢oes dos blocos

calculadas por esse passo de correcao.

O algoritmo se baseia nas posigoes dos blocos que satisfazem a tolerancia para calcular as
novas posicoes dos que foram considerados errados. Além disso, usa informacoes do perfil, o que
o torna mais robusto. Quando ha varios blocos errados em seqiiéncia, o algoritmo se baseia no

bloco mais préximo do centro, que é a regidao menos sujeita a ruido.

Quando todos os blocos sao considerados errados, o algoritmo calcula a curva do valor médio
do perfil no interior dos blocos segundo dois pardmetros: i - inicio do primeiro bloco; e ii -
espacamento entre os blocos que obedecem a tolerdncia (teérico mais ou menos meia distancia
entre spots). O tamanho do bloco usado é o tedrico, fornecido pelo usudrio. Os parametros do

ponto maximo da curva sdo os escolhidos como a segmentacio correta dos blocos.
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Figura 3.4: Fronteiras dos blocos.

3.4 Gradeamento automatico dos spots

Para calcular o gradeamento dos spots, o algoritmo se baseia na segmentacao dos blocos. O
calculo também é feito baseado nos perfis, mas agora de cada bloco, individualmente. O pro-
grama, calcula os perfis f;, onde 7 é o indice do bloco, os filtra e toma os minimos regionais como
as linhas de grade. A diferenca é que a filtragem é muito mais simples que a da segmentacgio
dos blocos. Os spots sdo responsiveis pelos valores mais altos do perfil, e o background, pelos

valores mais baixos.

As figuras 3.6 (a) e 3.7 (a) mostram os perfis do bloco na Figura 3.8 sendo segmentado. Em-
bora simples, a filtragem é necessdria para eliminar minimos locais que podem aparecer entre os
minimos realmente interessantes que indicarao a posi¢ao da grade. A filtragem elimina minimos
locais causados por ruido que podem aparecer, tanto nos picos do perfil, quanto préximos ao

fundo dos vales entre fileiras de spots.

A filtragem é simplesmente uma abertura por um elemento estruturante B, linear, onde n
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Figura 3.5: Correcdo da segmentacio morfolégica.

é aproximadamente igual ao didmetro médio do spot. As figuras 3.6 (b) e 3.7 (b) mostram o

resultado da filtragem aplicada aos perfis do bloco.

O passo seguinte é calcular os minimos regionais do perfil filtrado. Essa operacao dard um
conjunto de pontos ndo nulos que indicam a posi¢do da grade. As figuras 3.6 (c) e 3.7 (c)
mostram o resultado do cilculo dos minimos regionais do passo anterior. Em 3.6 (d) e 3.7 (d)
temos as grades resultantes e finalmente em 3.9, a composi¢ao das grades com a imagem original

do bloco.

A equagdo abaixo mostra todos os passos do processo para o perfil horizontal de bloco f,

indicado por Py (f)-

My, = 05" (B, (Pa(f)))

A grade vertical, indicada por M, é calculada por um processo similar.
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Figura 3.6: Gradeamento horizontal.

Figura 3.7: Gradeamento vertical.
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L B
o0 ® o .
. =
& L I L]
2 2 |® L &
e |® w -

’ )

Figura 3.9: Composicao das linhas de grade com o bloco da Fig. 3.8.

A posicao dos elementos nao nulos encontrados em My, e M, se armazenadas em um vetor,
podem ser usadas facilmente para indicar a regido de interesse de qualquer spot daquele bloco.
Seja Jp, a seqiiéncia de indices tais que j € Jp, se Mp(j) # 0. O J, é uma seqiiéncia de indices
que indicam onde as linhas horizontais da grade estdo localizadas. As linhas verticais, indicadas

por J, sao calculadas de forma equivalente.

Os pizels da linha m de spots sdo todos os que tém coordenadas maiores que Jy(m) e menores
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que Jp(m + 1). Similarmente, os pixels da coluna n de spots sdo todos os que tém coordenadas
maiores que J,(n) e menores que J,(n + 1). Os valores de m e n variam, respectivamente, de 1

até o ntimero de linhas e colunas de spots por bloco.

Para encontrar em um bloco a regiao de interesse de um tnico spot, localizado na linha m
e na coluna n, basta escolher a interseciao dos pizels da linha e coluna respectivas, ou seja, os

pixels do conjunto {(z,y) : Jy(n) <z < Jy(n+1) e Jp(m) < z < Jp(m +1)}.

3.4.1 Passo de correcao

O método morfolégico mostrado é robusto e produz resultados corretos para diversas das imagens
testadas. No entanto, devido a defeitos nos contornos dos spots (contaminagdes por particulas
de poeira, hibridizagao irregular, erro na manipilagao etc) o método pode nao funcionar corre-

tamente.

A Figura 3.10(a) mostra a imagem de um bloco que contém um defeito bastante grande,
provavelmente causado por alguma particula de poeira depois da impressao ou da hibridizagao.
Esse defeito causou dois tipos diferentes de problema de gradeamento: ha uma linha horizontal
extra particionando uma linha de spots, apontada por um tridngulo grande, € uma linha vertical

nao foi encontrada na posicdo apontada por um tridngulo pequeno.

Uma forma de corrigir esses erros seria filtrando os resultados do gradeamento usando co-
nhecimento prévio a respeito da geometria da ldmina, como o nimero de spots em cada linha ou
coluna, didmetro e espagamento entre eles. Como essa informagcao ja foi fornecida pelo usudrio,

o processo pode continuar sem sua interferéncia.

O algoritmo de correcao primeiro apaga as linhas muito proximas entre si, ou que aparentam
estar mal posicionadas, e em seguida adiciona novas linhas entre as que estiverem muito distantes.
Sejam Fp, e E, as dimensodes horizontal e vertical em pizels da imagem do bloco. Seja ny 0 niimero
de spots em cada linha do bloco, e dj, a distancia média entre cada linha da grade naquele bloco,
ou seja, d, = Ej/np. A distincia média entre as linhas de grade que segmentam o bloco na

vertical é d, = E,/n,, onde n, é o numero de spots em cada coluna do bloco.

Sejam J, e Jj sequéncias de indices que identificam onde as linhas horizontais e verticais da
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grade estdo localizadas, conforme definido no final da se¢do 3.4. Definimos AJp, como a seqiiéncia
das diferencas entre a posi¢ido de uma linha e a seguinte, ou seja, AJy[i] = |Jp[i + 1] — Jp[7]],
i € [1,|Jn] — 1]. A Figura 3.11 mostra Jj, (seqiiéncia de cima) e respectivo AJ), (seqiiéncia de

baixo) para as linhas horizontais da imagem mostrada na Figura 3.10(a).

Se a diferenca AJy[i] for menor que dp/2, entdo uma das linhas, Ji[i] ou Jp[i + 1], estd
mal posicionada e deve ser apagada. O mesmo vale para as linhas verticais. Para decidir qual
linha deve ser apagada, usamos uma fungdo de custo que avalia as distancias entre duas linhas

sucessivas. Seja [ a func¢ao de custo definida em R por

0.5 setﬁ%‘

L) = t t .
lround(gz) — 77| caso contrério
onde round(-) é o arredondamento para o inteiro mais préximo de (), z é igual a h ou v

se referente as linhas horizontais ou verticais da grade respectivamente. A Figura 3.12 é um

exemplo de grifico da func¢ao de custo para d, = 10 e t € [1, 100].

Para definir a fungao de custo, supomos que é mais provavel que uma linha esteja separada
de outra por kd, pixels, k inteiro. Tais linhas devem ter um custo proximo de zero. Por outro
lado, é menos provavel que uma linha esteja separada de outra por k + %dz, portanto o seu custo

¢ mais alto.

O algoritmo que apaga linhas é executado para todas as linhas 7 para as quais AJ,[i — 1] <
d,/2, exceto para a primeira e duas ultimas linhas. Supomos que a primeira e a ultima linhas
estdo corretas. A peniltima linha, de indice ¢ — 1 é avaliada em separado: se AJ,[i —1] < d,/2,

a tal linha é apagada. O algoritmo recebe os seguintes parametros:

e 1, — numero de spots por fileira.
e d, — distancia média entre linhas.
e J, — seqiiéncia de posigoes iniciais das linhas.

e AJ, — seqiiéncia de distdncias iniciais entre as linhas de J,.

No final, temos um novo J, com o resultado corrigido. O simbolo “\” nas linhas 6 e 8 indica

que o elemento J,[7] da sequéncia J,[| estd sendo eliminado.
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Algoritmo 1. Algoritmo para apagar linhas.

costy < L(AT,[i —1]) ;

costy < L(AT,[i + 1)) ;

costg  L(AT,[i — 1] + AJ,[d)) ;

costoz < L(AT,[i] + Ad,[i + 1)) ;

if (costis + costs) > (costy + costez) then
Sl < T\ T[]

else
Sl < L[N\ Jeli + 1

end if

calcule novo AJ,[|

—_
@

O algoritmo verifica se a diferenca entre as linhas J,[i] e J,[i — 1], onde 2 < i < |J,| — 2
é muito pequena, ou seja, se € menor que metade da distancia tedrica d, entre as linhas. Em
caso afirmativo, ou a linha 7 ou a linha ¢ + 1 é eliminada. A escolha é baseada na fungdo de
custo £ aplicada as diferencas AJ,. Por exemplo, na Figura 3.11 temos, para i = 2, AJy[1] = 2,
AJp[2] = 54 e AJR[3] = 1. O valor de dj é 48,75. Assim, temos cost; = 0,5; costs = 0,5;
costiy = 0,1487 e costas = 0,1282. Como (costia + cost3) > (cost; + costes), o algoritmo

elimina a linha Jp[2].

Antes de adicionar linhas, o algoritmo verifica se 0 nimero de linhas ja estd certo, ou seja,
se ja ha n, + 1 linhas. O algoritmo insere linhas iterativamente enquanto seu ntimero for menor

que n, + 1.

Para inserir uma linha, procuramos o indice 4 com o maior valor de AJ,[i]. Encontrado o
indice, consideramos duas formas: uma é inserir algumas linhas entre J,[i] e J,[i + 1], e a outra
é excluir J,[i + 1] e inserir linhas entre J,[i] e J,[i + 2]. Escolhemos a alternativa que produza

a menor soma, de custos.

As linhas sao inseridas sempre uniformemente espacadas entre si, e o numero de linhas é
calculado de forma que tais espacos sejam préximos de d,. Ou seja, o algoritmo percebe se entre

duas linhas é melhor inserir uma ou mais. O nimero de linhas a serem inseridas entre:

o J,[i] e J,[i + 1] é round(A,[i]/d,) — 1.
o J,[i] e J,[i + 2] é round((A,[i] + A,[i + 1])/d,) — 1.
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O algoritmo também péra quando tenta todos os ¢ sem inserir nenhuma linha.

A Figura 3.10(b) mostra o resultado do procedimento que apaga linhas (a linha apagada
aparece em preto e as demais em branco), e a Figura 3.10(c) mostra a corre¢do final apds o
procedimento que adiciona linhas. Observe que o procedimento apagou uma linha vertical e

inseriu duas outras.

As figuras 3.13(a), 3.13(b), 3.14(a) e 3.13(b) mostram o gradeamento morfolégico e sub-
seqiiente correcao de dois outros blocos. Na Figura 3.13(a) estdo faltando a segunda linha
horizontal e a quarta linha vertical. Na Figura 3.14(a), a terceira linha horizontal estd mal

posicionada.

Um defeito desse algoritmo é que ele, ao contriario do algoritmo de correcdo do gradea-
mento dos blocos, ndo aproveita a informacgao do perfil, o que pode ocasionar erros nas grades,

especialmente em blocos com muitas fileiras de spots.

3.5 Segmentacao dos spots

Este é o ltimo passo da segmentagdo. Os pinos do robd que imprime a ldmina sdo cilindricos,
assim, espera-se que as regioes que contém o sinal de cada spot sejam aproximadamente cir-
culares. Porém, devido a diferentes condicoes fisicas e quimicas, seja na impressao e secagem
da lamina, seja na hibridizacao, tais regioes podem acabar nao tao regulares. Irregularidades
nos contornos e na intensidade dentro da regiao do spot sao comuns. Geralmente os programas
comerciais assumem que as regioes do sinal sao sempre circulos ou elipses perfeitos e o ajuste

do raio e forma é feito com muita interacdo do usudrio.

Uma abordagem simples para a segmentacao dos spots é o operador top-hat. Dada a imagem
f a segmentacao seria dada pela expressao 7.(¢t —vg,)(f), onde yp, é uma abertura por B, um
elemento estruturante em forma de disco de raio aproximadamente igual ao raio do spot. E 7, é

o operador threshold pelo nivel de cinza c.

No entanto, tal abordagem nao dd bons resultados. Nao é ficil ajustar o parametro ¢, e a

informagao da posi¢ao da grade nao é aproveitada. Para melhorar a segmentagao, usamos um
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método que nio requeira paradmetros absolutos como o do threshold, e que aproveite a informacao
da grade. Por apresentar tais caracteristicas, o método escolhido foi o paradigma de Beucher-

Meyer, ou watershed [18, 19].

Seja a imagem f a composicdo dos canais da imagem da lamina a ser segmentada. O
procedimento de segmentacao recebe como entrada duas imagens: a primeira é o gradiente
morfolégico da imagem f apds alguma filtragem; e a segunda é uma imagem marcadora m,
bindria, composta pelos centros aproximados dos spots mais a grade. Assumimos que um spot

estd sempre completamente incluido em um retangulo da grade.

A médscara m é calculada pela seguinte expressao:

max

m =gV es, (05" (v8,((t = 78,)(f))))

onde g é uma imagem com a grade, calculada conforme descrito na tltima segao. E uma imagem
bindria com linhas verticais e horizontais com um tnico pizel de espessura, que particiona o bloco
em fileiras verticais e horizontais de spots. O lado direito da uniao calcula o centro aproximado
de cada spot. O elemento estruturante By é um circulo com raio aproximadamente igual ao raio
médio dos spots, e B, é também um disco de raio igual a um terco do raio do spot, usado para

filtrar o ruido.

A imagem f é filtrada com uma abertura morfolégica que elimina pequenas irregularidades
devidas ao ruido. Seja h = 7yp, (f) o resultado de tal filtragem, a segmentacao dos spots é dada

por

s =Q(Vp,(h),m)

onde 2 é o operador watershed [20, 21, 22]. e B4 é uma cruz elementar, ou seja, uma cruz 3 x 3

centrada na origem.

O resultado desta segmentagao é uma imagem com uma mascara que indica quais sdo os pizels

do sinal, e é usada na estimacao do nivel de hibridizagdo. A Figura 3.15 mostra o resultado da



3.5 Segmentacao dos spots 35

segmentacao da Figura 3.9.

O operador watershed gerou resultados visualmente muito bons, separando bem o sinal dos

spots, mesmo os irregulares ou pouco intensos, do background.

A Figura 3.16 mostra o resultado final do nosso software, com o gradeamento e segmentacao

de uma lamina de oligonucleotideos [11].

A Figura 3.17 mostra uma lidmina de membrana e o resultado de seu gradeamento. A

Figura 3.18 mostra um exemplo de segmentacao de seus spots.

A Figura 3.19 mostra uma lamina de cDNA onde, apesar de tanto os blocos quanto os spots
se apresentarem bastante proximos entre si, o gradeamento foi bem sucedido. A Figura 3.20

mostra um exemplo de segmentacao de seus spots.

A Figura 3.21 mostra a segmentacao dos spots de um bloco de uma lamina de genes sintéticos
digitalizada a laser. A Figura 3.22 mostra a segmentacao dos spots de um bloco de uma ldmina
digidalizada por CCD (Charge-Coupled Device). Observe a diferenga de contraste entre as duas

figuras.
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(b)

Figura 3.10: (a) Gradeamento morfolgico do bloco 6 da lamina da Figura 2.5. (b) Apagando
linhas da grade. (c¢) Adicionando linhas & grade.
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Figura 3.11: Jj, e AJ, da Figura 3.10(a)
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Figura 3.13: (a) Gradeamento morfolégico do bloco 4 (linha 1, coluna 4) da lamina da Figura 2.5.
(b) Corregao final.
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(a)

Figura 3.14: (a) Gradeamento morfolégico do bloco 11 (linha 3, coluna 3) da lamina da Fi-
gura 2.5. (b) Correcao final.

Figura 3.15: Contorno dos spots da Figura 3.9.



3.5 Segmentacao dos spots 39

LISIERS,

Craie 1T

[ SOTeI Ugees0 088 e Teee:

mECLLLL @W@wm@@@
o/e/T08 o050 8 U0 BIer 88 | (o))

lIllllllllllllllllIlllll

Figura 3.16: Exemplo de segmentacao de spots de lamina de oligonucleotideos (mos13-083 ex-
traida da pégina http://derisilab.ucsf.edu/falciparum/).
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Figura 3.17: Exemplo de gradeamento de membrana (lamina produzida pela pesquisadora Maria
Aparecida Nagai, Departamento de Radiologia, FM-USP).
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Figura 3.18: Segmentacao do primeiro bloco da Figura 3.17
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Figura 3.19: Exemplo de gradeamento de 1amina de cDNA de experimento de cincer digitalizada
a laser (lamina produzida pela pesquisadora Helena Paula Brentani, Instituto Ludwig).

Figura 3.20: Segmentacdo do primeiro bloco da Figura 3.19
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Figura 3.21: Segmentacao do primeiro bloco da lamina de genes sintéticos da Figura 2.3
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Figura 3.22: Segmentac¢do do bloco da Figura 3.13



Capitulo 4

Modelos e medida de expressao

génica

4.1 Introducao

Neste Capitulo alguns modelos de expressio génica, que mostram a relacdo entre seu valor
real e o valor observado na lamina, sdo apresentados. Em seguida sao mostradas algumas das
formas de medida do sinal encontradas na literatura e nas solucoes comerciais, e a influéncia do

background no valor do sinal é discutida.

4.2 Modelos de expressao génica

4.2.1 Modelo linear

O modelo linear ja foi apresentado na Segao 2.4. E um modelo simplificado cuja férmula,
Yir = a; + b; X, nao apresenta nenhuma varidvel aleatéria que represente o ruido. Na Secao 4.3
sao apresentadas varias formas de estimativa de valor do sinal e do background que seguem esse

modelo.

43
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4.2.2 Modelo de ruido aditivo

A intensidade média do k-ésimo spot (7} no canal vermelho e g;* no canal verde) consiste do
sinal fluorescente do ¢cDNA hibridizado na lamina (7 e gx), ruido proveniente de hibridizagao
nio especifica (7 e g?) e variagdes de intensidade (r{ e g¢), causadas por ruido da etapa de

hibridizagao, digitalizagao etc:

PV = 7 + 70 £ 78

-m __ = =b e

G =0k +gp L1k
A expressao relativa do k-ésimo spot é entao:

T + 70 18

Zk =z =b e

gk + g, + T
Na maioria dos experimentos de microarray, por exemplo nos que contém milhares de spots e
onde se espera que haja expressao diferencial em poucos genes, podemos assumir que a expressao
relativa média Z = 1/n > ;_; Zx ~ 1, onde n é o nimero de spots na lamina. Numa lamina
pequena, porém, cujos genes sao escolhidos justamente por serem diferencialmente expressos, tal
hipétese nao vale e genes de controle devem ser usados. Com isso, podemos estimar a variavel

¢ usando um método de regressdo robusta [7].

4.2.3 Modelo de ruido exponencial

Esse modelo permite que intervalos de confianga para a expressao génica sejam calculados, além
de prever dois tipos de ruido. O ruido aditivo, sempre presente e notado especialmente nos spots
com valores préximos a zero, é representado por €; e um ruido proporcional ao nivel do sinal,

representado por e, observdvel especialmente nos spots mais intensos [23].

O modelo é semelhante ao linear, com as componentes do erro inseridas na férmula:
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Yie = a; + Xjpe +¢;

onde o indice k representa cada gene e i, cada canal. A varidvel Y é a intensidade observada,
X é o nivel de expressao em unidades arbitrarias, e a é o background médio, ou seja, média dos
genes pouco ou nao expressos. Nosso melhor estimador de X é Y — G, ou seja, a intensidade

observada corrigida pela subtragdo do background.

Note que, nesse modelo, apenas as regides com spots sao consideradas e o background é
calculado usando controles negativos ou genes pouco expressos. As regides externas aos spots

sao ignoradas.

Assume-se a normalidade dos termos € e 7 por conveniéncia, o que é na pratica uma suposicao
razodvel. Assim, o ruido aditivo é e ~ N (0, o), que representa o ruido observado nos genes pouco
expressos. O outro termo é n ~ N(0, 0y), que representa o ruido mais facilmente observavel nos

spots mais intensos.

Em [14], um modelo equivalente é apresentado, e dados reais sdo comparados com dados

simulados.

Trés formas de estimacgao do background sao consideradas e explicadas nas subsecoes seguin-

tes.

Estimacao do background usando controles negativos

A forma mais ficil de estimar o valor de a médio e de o, é através de réplicas de controles
negativos. O desvio padrao dos controles negativos pode ser usado como estimador de o, e sua

intensidade média como estimador do background médio a.

Estimacao do background com genes replicados

Mesmo se tivermos medidas replicadas, sem ter necessariamente controles negativos, podemos

estimar a média e desvio padrao do background para cada canal. O algoritmo é iterativo e
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compreende os seguintes passos:

¢ (i) Comece com um conjunto de genes com baixa intensidade, por exemplo, os 10% dos
genes menos intensos. Calcule a média Zp de todas as réplicas dos genes escolhidos, € 0
seu desvio padrao amostral sg. Para cada gene no grupo, compute o desvio padrao das

réplicas s;j. Se o ntiimero de genes replicados é m, calcule

1
sp = Zs?(nj—l)

n—m*

Jj=1

, , JERT . - m .
onde n; € o niimero de réplicas do gene j e n = i, n;.

e (ii) Defina um novo subconjunto como os genes cujos valores de intensidade estejam no
intervalo [zp — 2sp,Zp + 2sp] e recalcule g e 2sp.

e (iii) Repita o passo anterior até que o conjunto de genes nao mude.

Estimacao do background sem genes replicados

Caso nao haja réplicas dos genes, podemos usar o procedimento abaixo para estimar a média e

desvio padrao do background.

e (i) Comece com um conjunto de genes com baixa intensidade, por exemplo, os 10% dos
genes menos intensos. Calcule a média zp de suas intensidades, e o seu desvio padrao sp.

e (ii) Defina um novo subconjunto como os genes cujos valores de intensidade estejam no
intervalo [Zp — 2sp,Zp + 2sp] e recalcule Zp e 2sp.

e (iii) Repita o passo anterior até que o conjunto de genes nao mude.

4.3 Medida da expressao génica

Nesta Secao descreveremos algumas das técnicas de estimacgdo da expressdo génica mais usadas

pelas solucdes disponiveis no mercado.
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A fase de segmentagio retorna, para cada spot, uma particdo da sua regido de interesse, que
se divide em sinal e background. O resultado, no entanto, pode variar enormemente dependendo
da forma que usamos tal informagao, se usamos todos ou apenas alguns dos pizels do sinal, ou
se calculamos a expressao relativa pela inclinagao da nuvem de pontos formada pelo grafico dos

valores dos pizels em um canal versus o outro canal.

4.3.1 Histograma

Este método calcula o histograma dos valores dos pizels na regiao de interesse do spot e usa

quatro parametros para quantificar o valor do spot:

Minimo do sinal: Menor percentil dos valores dos pizels a ser usado para o calculo do valor

do sinal.

Maéximo do sinal: Maior percentil a ser usado para o calculo do valor do sinal.

Minimo do background: Menor percentil a ser usado para o calculo do valor do background.

Maéximo do background: Maior percentil a ser usado para o cdlculo do valor do background.

Esses dois intervalos sao calculados nos dois canais. Os valores do sinal e do background
podem ser obtidos pela média, mediana ou moda dos valores dos pizels no intervalo. Como esse
método usa a mesma mascara para o sinal e o background, a estimativa pode ser afetada por
pizels que tenham intensidade proxima ao do sinal e que nao estejam agrupados com este. Esse

método é implementado no Quantarray [24].

Observe que, para esse método funcionar, o background deve ser menor que o sinal em todos

0s spots, 0 que normalmente nao ocorre no caso de genes usados como controles negativos.

4.3.2 Circulo fixo

Usa como méscara do sinal um circulo que tem o mesmo tamanho em todos os spots. A méscara
do background é escolhida de véarias formas. O Quantarray [24] usa uma coroa de circulo cir-
cunscrita ao circulo do sinal. O ScanAlyze [25] usa um retangulo circunscrito ao circulo do sinal,

sendo excluidos os pizels que fazem parte do sinal dos spots. O CSIRO Spot [26] usa quadrados
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rotacionados de quarenta e cinco graus posicionados no centro de cada quadrado formado pelo

centro de quatro spots adjacentes. A Figura 4.1 ilustra as diferentes formas.

Os valores do sinal e background sao entao obtidos pela média, moda ou mediana dos valores

dos pizels na regiao obtida. Uma variagao desse método é a média aparada, que ignora percentis

extremos na estimativa do sinal e do background visando eliminar a influéncia de outlyers.

Figura 4.1: Diferentes formas de segmentacao do background. A regiao delimitada pelo circulo
mais interno representa o sinal. As outras regides representam as diferentes formas de delimitar
0 background: os outros dois circulos em linha cheia sao usados pelo Quantarray, o quadrado
pontilhado pelo ScanAlyze, e os quatro quadrados tracejados pelo CSIRO Spot [2].

4.3.3 Adaptativo

Método implementado no Quantarray, usa a mesma mascara descrita em 4.3.2. Oito pizels
do sinal e oito do background sao escolhidos e é feito um teste estatistico (Mann-Whitney) que
retorna um p-valor que representa a probabilidade de que os pizels das duas amostras pertencam
a populacoes diferentes. O teste é iterado com pizels do sinal cada vez mais brilhantes até que
o teste encontre uma diferenca significativa entre os pizels do background e do sinal, ou seja, até

que um p-valor menor que o definido pelo usudrio seja encontrado [27].
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4.3.4 Regressao

Esse método tem a vantagem de nao necessitar de uma estimativa do background para encontrar
a expressao relativa. Consiste em calcular a reta que melhor ajusta os valores dos pizels de
um canal pelo outro. Deve ser usada a regressao robusta, que minimiza a distancia entre os
pontos e a reta e d4 o mesmo valor independentemente da escolha do canal para ser a abcissa

ou ordenada. Esse método é implementado no UCSF Spot [28].

4.3.5 Segmentacao morfolégica

Podem-se usar técnicas morfolégicas de segmentacdo para separar o sinal do background. A
vantagem sobre o circulo fixo é que este considera pizels do background como sendo do sinal e

vice-versa, o que pode adicionar ruido ao valor da expressao.

A abordagem do CSIRO Spot [26] é por crescimento de regides (seeded region growing). A

nossa abordagem é pelo paradigma de Beucher-Meyer, conhecido por watershed.

Em ambos os casos, o sinal e o background podem ser estimados pela média ou mediana. O

nosso programa permite que o usudrio escolha os percentis de onde serd tirada a estatistica.

4.4 Correcao do background

Uma vez estimado o background, pode-se ou nao fazer o ajuste. A forma mais simples e também
a mais usada consiste em subtrair o valor do background de cada spot, by, do seu valor de sinal,

fr- Seja cx o valor do spot k corrigido, ¢y = fi — bg.

Porém, caso o background seja local, isto é, estimado a partir dos pizels da vizinhanca do
spot, é comum que c¢; tenha valores negativos, especialmente quando o probe do spot k nao tem
seu target correspondente na amostra, como é o caso dos controles negativos. Tal fenémeno
pode ser evitado utilizando-se outras técnicas de estimativa do background, que levem em conta
os controles negativos, ou que nao estimem o valor do background acima do valor do sinal para

muitos spots, como é o caso dos métodos apresentados na Secao 4.2.3.



50 Modelos e medida de expressao génica

Outro método de corre¢do consiste em, quando um valor de ¢ for negativo, defini-lo como

um inteiro positivo § para evitar expressoes relativas impossiveis:

fk—bk sefk—bk>6
) sefy — by < ¢

Cr —

E sugerido por Chen et al. [29] usar um valor de ¢ igual a 1. H4 uma versio mais sofisticada
desse método [30] que substitui o § do segundo caso por uma fungdo monotoénica derivével, linear

na escala logarimica em funcao de by.

fr — b sefy — by > 6
dexp[l — (bx +6)/fk] sefy —br <6

Cr =

A idéia por tras dessa férmula é permitir que spots com expressao muito baixa ndo sejam
considerados todos com o mesmo nivel de expressao, ¢, e evitar que spots com expressao muito
baixa em ambos os canais tenham expressao relativa igual a 1 quando seus niveis de expressao

sao diferentes, como acontece no método anterior [30].

4.5 Influéncia do background no sinal

No contexto de laminas de microarray, background se contrapoe a sinal, ou seja, é a parte da
lamina que nao possui cDNA impresso e que, portanto, todo sinal é proveniente dos targets que

aderiram ao substrato.

Na Secao 4.3 foram descritas varias formas de estimar o background que, supostamente, deve
ser subtraido do valor do sinal como forma de eliminar a hibridizacdo nao especifica. Yang et

al. [2] compara os diversos métodos de cdlculo do background e os classifica em quatro grupos.

e (1) Background local: o background é estimado para cada spot usando pequenas regides
que o rodeiam. E implementado na grande maioria dos programas no mercado.

e (2) Abertura morfolégica: aplica-se uma abertura morfolégica em toda a imagem usando
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um elemento estruturante quadrado de lado maior ou igual & distancia entre os centros
dos spots. O valor do background estimado de um spot é igual ao valor do pizel do seu
centro na imagem resultante. D4 uma estimativa menor que a dos outros métodos e nao
corrompida por pizels mais brilhantes.

e (3) Background constante: método global que subtrai o mesmo valor de background de
todos os spots.

e (4) Sem ajuste: a possibilidade de nio se fazer nenhuma corregio de background também

¢ considerada.

O método do background local tende a ser ruidoso, aumentando o desvio padrdo das medidas
de razao. O método de background constante teve o mesmo efeito. Ja a auséncia de ajuste
reduz a habilidade de identificar genes diferencialmente expressos. A abertura morfolégica é
o método dentre os quatro que apresenta o melhor balanco entre variabilidade das medidas e
habilidade de identificar genes diferencialmente expressos. Uma estimativa bem sucedida do
valor do background deve ter valor maior que zero e menor que o do spot menos intenso da

lamina [2].

Além disso, o método do background local, largamente usado e implementado em diversos
programas de analise de imagens, costuma, resultar em valores de background maiores que o sinal
para uma, parcela nao desprezivel dos spots, e quando a correcao é aplicada, tais spots ficam com

intensidade negativa, o que sugere que o background deveria ser medido de outra forma.

Quando tais spots sdo observados cuidadosamente, pode-se notar que a regiao do sinal tem
intensidade menor que o background correspondente, pois mais target adere & regidao ao redor
do spot que ao spot em si. Dessa forma, pode-se concluir que a hibridizagdo ndo especifica dos
targets ao substrato segue um modelo diferente da sua hibridizagao nao especifica aos probes

presentes na lamina.
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Capitulo 5

O software desenvolvido

5.1 Introducao

Aqui descreveremos o software desenvolvido para automatizar o processo de segmentagdo e

cadlculo da expressao génica a partir das imagens de microarray.

A maior parte do algoritmo ja foi descrito no capitulo 3, sobre a segmentacdo. Resta descrever
a interface com o usudrio, e a interface com outros programas ou possiveis médulos que realizem

outras partes do processo, ou pipeline [31].

O software foi projetado para que seja um moédulo que possa ser conectado com facilidade a
outros que facam parte do pipeline. Por isso, além da interface com o usudrio, pode ser chamado
como parte de um processo de lote e a saida e entrada podem ser feitas através de arquivos de
texto com formato padronizado, que podem ser lidos ou criados automaticamente por outros

Processos.

A interface foi implementada em lingua inglesa por ser o protétipo de um produto que visa

o mercado internacional.

O arquivo de saida, uma matriz cujos dados sdo separados por tabulacoes, pode ainda ser

facilmente importado por planilhas eletronicas ou programas estatisticos.

53
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5.2 Interface com o usuario

O protétipo foi totalmente implementado no MATLAB™!  usando algumas rotinas de morfo-

logia matemética da biblioteca SDC Morphology Toolbox?.

Quando usado pela primeira vez, o usudrio deve indicar a localizagao de um par de imagens
de microarray, uma para cada canal, e, opcionalmente, um arquivo que tenha os parametros da

4

respectiva familia de experimentos, de extensao “.glo”.

O programa, quando fechado, salva seu estado atual, que inclui o nome dos arquivos das
imagens, parametros de segmentacao e seus resultados, se houver, em um arquivo de experi-

[

mento, de extensao “.exp”. Reiniciado, este estado é recuperado e o usuario pode continuar o

processo do ponto onde parou.

5.2.1 Interface principal

A interface principal (Figura 5.1) apresenta a imagem da lamina em cor falsa, e o resultado da
segmentacdo dos blocos. A interface é simples, procurando ser amigavel. Os diversos parametros
de segmentagao, que sao calculados a partir das distdncias entre blocos, spots e seu didmetro
esperado, sao transparentes ao usudrio, que precisa fornecer apenas os parametros de geometria

da lamina.

Clicando no botdo “Start segmentation”, o programa tenta comecar a segmentacido dos
blocos, que consiste em calcular a posi¢cdo das suas linhas de fronteira com o background. Caso
esteja faltando algum pardmetro de geometria, o programa para e pede ao usudrio que insira tal

parametro.

! www.mathworks.com
2www.mmorph.com
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Mew analysiz |

Load analysis |

Save analysis |

Zarrect angle |

Set parametars |

Glohal parameters |

Exit |

atart segmenta’[inn|
SEnts segmentatind

Save exprassion |
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Figura 5.1: Interface principal do programa com a segmentacdo dos blocos terminada.
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Clicando com o botao direito do mouse sobre a imagem, um pequeno menu é mostrado com
algumas opgoes. Tais opgoes incluem a inser¢do ou exclusiao de linhas de fronteira dos blocos,

mudanca do tamanho da janela e acesso a janela de andlise individual do bloco.

Terminada a segmentagao dos blocos, tendo o usudrio feito alguma eventual corre¢do manual
na posicao de alguma linha mal posicionada, e estando satisfeito com o resultado, pode comecar a
segmentacdo dos spots em modo automético clicando em “Spots segmentation”. O usudrio pode
fazer o processo manualmente, bloco a bloco, clicando no bloco com o botao direito e selecionando
a opcao “Process block”. Tal opgao também pode ser usada ao final da segmentagao automatica
dos spots se o usudrio quiser inspecionar os resultados e recalcular algum bloco que apresente

€rros.

Por fim, quando toda a segmentacao tiver sido completada, um arquivo com os dados de
expressao de cada spot pode ser gerado clicando no botao “Save expression”. Tal arquivo tem
varias colunas com dados de posicao do spot na lamina, a estimativa de sua intensidade e do
seu background em cada canal, alguns indicadores de qualidade, e outras medidas, descritas na

secao 5.3.

Caso a lamina nao tenha sido digitalizada no mesmo dngulo em que foi impressa, os spots nao
estarao alinhados paralelamente as bordas da imagem, o que é necessario para a segmentacao,
ja que as linhas das grades, tanto da segmentacao dos blocos quanto dos spots, sao paralelas.
Tal inclinacido causa problemas quando a projecdo de algum spot estd muito préxima ou tem
intersecao com a projecao de algum spot de outro bloco e os mesmos devem estar separados pela
grade dos blocos. Nesse caso, a grade corre o risco de deixar parte do sinal como background e

a rotacao deve ser corrigida.

Caso isso ocorra, 0 usuario deve corrigir a rotagao através do botao “Correct angle”. Aqui
o usudrio seleciona dois pontos que deveriam estar alinhados e o programa desloca os pizels da

imagem, sem alterar seus valores, de modo que os tais pontos se alinhem.

Os botdes “Set parameters” e “Global parameters”, que serdao descritos respectivamente
nas segoes 5.2.2 e 5.2.3 levam a janelas onde o usudrio ajusta pardmetros de visualizagdo e

configuracao geométrica da lamina.
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Para analisar uma nova lamina, o usuario deve clicar no botdo “New analysis” e lhe serdo

4

pedidos os nomes das imagens e, opcionalmente, o nome de um arquivo “.glo”, que contém os

respectivos parametros de geometria.

O usudrio também pode salvar um experimento a qualquer momento em um arquivo de
experimento para fazer outras andlises e voltar ao primeiro posteriormente. Tais acOes estao

disponiveis na interface principal através dos botoes “Load analysis” e “Save analysis”.

5.2.2 Interface de parametros especificos

Esta janela (Figura 5.2) estd disponivel através do botdo “Set parameters” da interface principal.
Através desta janela o usudrio pode ajustar alguns parametros especificos da lamina. Pode ativar
a equalizagao de histograma, mudar os pontos de saturacdo minimo e maximo ou aumentar o
brilho da imagem para que possa visualizar e comparar spots de todas as intensidades. Note
que esses ajustes afetam apenas a visualizacdo, nao influindo nos valores reais dos pizels ou no

resultado.

Aqui o usudrio também pode definir uma regido de interesse onde se encontram todos os
blocos e spots, eliminando manualmente o ruido da borda, ou definir o dngulo de rotagao da

imagerm.

Para maior conveniéncia do usudrio, todas as alteragoes sao descartadas caso se pressione o

botdo “Cancel”. Pressionando “Ok” as alterages sdo salvas e retorna-se a janela principal.
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Figure No. 2: Set parameters

Figura 5.2: Interface de parametros especificos da lamina.
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5.2.3 Interface de parametros globais

Esta janela (Figura 5.3) aparece ao se pressionar o botao “Global parameters” da interface
principal. Nesta o usudrio define os parametros geométricos da lamina. Sao os nove parametros
necessarios para segmentar a lamina automaticamente: distincias horizontal e vertical entre os
blocos, distancias horizontal e vertical entre os spots, nimero de linhas e colunas de blocos,

numero de linhas e colunas de spots por bloco e didmetro aproximado do spot.

Ao pressionar o botao “Output options”, uma pequena caixa de didlogo aparece para que
o usudrio defina os pardmetros de cdlculo da expressao dos métodos do histograma e da regiao
fixa. Tais pardmetros sao os percentis que serao considerados para a estimacao do sinal e do
background. Para a definicao dos percentis, os valores dos pizels podem ser ordenados de duas
formas, independentemente nos dois canais, ou segundo o valor da distancia city-block até a

origem.

Para maior conveniéncia do usudrio, todas as alteragoes sao descartadas caso se pressione o
botao “Cancel”. Pressionando “Ok” as alteragoes sao salvas e retorna-se a janela principal.

“.glo” para uso

Nesta janela, o usuario também pode gravar os parametros em um arquivo
posterior em outras ldminas do mesmo lote de experimentos. A gravagao é feita pelo botao

“Save” e o carregamento, pelo botao “Load”.
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Figure Mo, Z2: Global parameters

Figura 5.3: Interface de parametros globais da familia de experimentos.
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5.2.4 Interface de analise do bloco

Esta interface (Figura 5.4) é mostrada quando o usudrio clica em algum bloco na interface
principal e seleciona a op¢ao “Process block” do menu. Como na interface principal, o usuirio
também tem acesso a um pequeno menu quando clica com o botdo direito na imagem. Neste
menu sao apresentadas as opcoes de incluir ou excluir linhas da grade, marcar ou desmarcar
algum spot, por estar ruim ou por merecer atencao especial, com um flag bit, analisar algum

spot (opgdo “Process spot”) ou mudar o tamanho da imagem na tela.

No arquivo de dados de saida, os spots marcados com o flag bit possuem valor diferente de

zero na coluna apropriada.

Selecionando a opgao “Process spot”, alguns grificos e valores sdo apresentados para o
usudrio em sequéncia. Primeiro um scatter plot dos valores dos pizels de um canal pelo ou-
tro é mostrado, onde pontos que representam pizels do background aparecem com cor diferente
dos pontos do sinal. Ao mesmo tempo, aparecem os valores de correlacao, e as derivadas de uma,
regressao e de um ajuste robusto (robust fit). O segundo grafico mostra quatro curvas: para os
canais verde e vermelho, mostra as curvas dos valores dos pizels, do sinal e de toda a regiao de
interesse ou ROI (region of interest) do spot (sinal junto do background), depois de ordenados.
O terceiro grafico mostra duas curvas: uma é o quociente entre os valores dos pizels do sinal
ordenados de um canal pelo outro; a outra é o quociente entre as curvas dos pizels da ROI do
spot. O quarto grafico é um histograma do logaritmo na base dois dos quocientes entre pixels
de um canal pelo outro. As barras que representam pontos do sinal estdo com cor diferente das

que representam pontos do background.

Nesta interface o usudrio também pode ajustar os parametros de visualizacdo de saturacao
minima, maxima e equalizagdo de histograma. Sdo tteis para verificar se as bordas de spots

muito apagados estao coerentes com a borda detectada.

O botao “Grid & segment” inicia o processo de gradeamento e segmentacdo dos spots. No
final do processo, caso haja alguma linha de grade mal posicionada, o usudrio pode corrigi-la
clicando na imagem e pressionar o botao “Segment only”, que mantém a grade definida pelo

usudrio e calcula apenas a segmentagao dos spots.
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O gradeamento e segmentagao efetuados nesta janela sdo salvos automaticamente.

Figure Mo. 3: Block 4

E _Equalize histogram |
Color minimum 1]

Colar maximum B30

L& ‘Show Grid |

L3 Spit segmentation cortour |

B Spot segmentation interior |

i DIIDID[] =

Segment only |
Exit I

Figura 5.4: Interface para andlise de blocos individuais.

5.2.5 Correcao de rotacao

Para que o gradeamento seja bem sucedido, os spots devem estar alinhados paralelamente as
bordas da imagem. Caso isso ndo ocorra, os perfis horizontal e vertical ndo terdo um bom
contraste, o que dificulta o gradeamento. Além disso, a partir de um certo dngulo de rotacao,
spots de uma coluna de blocos podem estar alinhados verticalmente com spots de outra coluna
de blocos, e nesse caso, como as linhas de grade sido retas paralelas a borda da imagem, uma

separacao perfeita das colunas de blocos se torna impossivel.

O método proposto para correcdo de rotagdo depende do usudrio. Pode corrigir pequenos

angulos e é feito por uma interface onde o usudrio escolhe dois pontos da imagem que deveriam
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Figura 5.5: O usudrio seleciona dois pontos para definir o dngulo de rotagao.

estar verticalmente alinhados, definindo o dngulo de rotagao. A Figura 5.5 ilustra o processo de
escolha dos pontos, por exemplo, o centro do spot no extremo superior esquerdo e o centro do

spot inferior esquerdo.

O programa calcula o dngulo a e corrige a posicao dos pizels p = (z,y),Vp € E, onde E é a
imagem, transladando-o verticalmente do inteiro mais préximo a tan(a)(z—zg) e horizontalmente

do inteiro mais préximo a tan(a)(y — yo), onde (zg,yo) é o centro da imagem.

E importante notar que ndo podemos aplicar métodos de rotagdo convencionais (linear,
bilinear, bictbico etc) pois estes alteram o valor dos pizels. Nosso método é equivalente a

utilizar linhas de grade que formam um angulo a com as bordas da imagem.

Parte das bordas da imagem é perdida no processo de rotagao, o que nao é problema se nessa

regidao nao houver sinal, ou seja, spots.
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5.3 Arquivo de saida

O arquivo de saida é um arquivo de texto que pode ser aberto em qualquer editor de texto ou
programa estatistico. Em cada linha estdao todas as informagoes do respectivo spot e as colunas
sdo separadas por tabulagdes. O formato do arquivo é igual ao do ScanAlyze [25], com algumas

colunas a mais e outras a menos.

A primeira coluna pode apresentar trés valores: “HEADER” se a linha contém os nomes das
colunas, “REMARK?” se a linha contiver algum comentdrio, ou “SPOT” se a linha for referente

a algum spot.

Na saida do programa, a primeira linha é do tipo “HEADER”, que mostra o nome das colunas
de dados que aparecem nas linhas do tipo “SPOT”. Em seguida vém as linhas “REMARK?”,
cuja segunda coluna apresenta os seguintes valores: “SOFTWARE” com o nome do programa
que gerou o arquivo, “SOFTVERS” com a versao do programa, “GLO FILE” com o nome do
arquivo “.glo” se houver, “CH1 IMAGE” e “CH2 IMAGE” com os nomes das imagens verde e

vermelha respectivamente, e “DATE” e “TIME” com a data e hora de geracdo do arquivo.

Finalmente temos as linhas do tipo “SPOT”, com tantas colunas quanto a linha “HEADER”.

Atualmente, as colunas gravadas no arquivo de saida sdo as seguintes:

e SPOT (inteiro): é um indice tinico para cada spot. Comega com 1 (um) e aumenta de um
para cada novo spot processado. Os spots sao processados em uma ordem bem definida e
a partir de tal indice pode-se encontrar o bloco e a posicdo do spot dentro dele. Todos os
spots de cada linha s&o processados, da esquerda para a direita, antes de passar para a
linha seguinte, imediatamente abaixo.

e GRID (inteiro): é um indice tnico para cada bloco. Comega com 1 (um) e aumenta de um
para cada novo bloco processado. Os blocos sao processados em uma ordem bem definida
e todos seus spots sao processados antes de se comecar outro bloco. Todos os blocos de
cada linha s3o processados, da esquerda para a direita, antes de se passar para a linha
seguinte, imediatamente abaixo.

e TOP (inteiro): a ROI de cada spot é um pequeno retdngulo que o contém. Para defini-lo

bastam quatro valores numéricos da posi¢ao das linhas que o limitam: limites superior,
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inferior, direito e esquerdo. O valor desta coluna é a posicdo do limite superior da ROTI do
spot na imagem.

e LEFT (inteiro): a posi¢ao do limite esquerdo da ROI do spot na imagem.

¢ BOT (inteiro): a posigdo do limite inferior da ROI do spot na imagem.

e RIGHT (inteiro): a posigao do limite direito da ROI do spot na imagem.

¢ ROW (inteiro): linha em que se localiza o spot no respectivo bloco. A linha do extremo
superior tem valor igual a 1 (um) e cresce de um para cada nova linha processada.

e COL (inteiro): coluna em que se localiza o spot no respectivo bloco. A coluna da extrema
esquerda tem valor igual a 1 (um) e cresce de um para cada nova coluna processada.

e CHII (inteiro): valor médio arredondado dos pizels do sinal no canal verde.

e CHIB (inteiro): valor mediano arredondado dos pizels do background no canal verde.

e CHIAB (inteiro): valor médio arredondado dos pizels do background no canal verde.

e CH2I (inteiro): valor médio arredondado dos pizels do sinal no canal vermelho.

e CH2B (inteiro): valor mediano arredondado dos pizels do background no canal vermelho.

e CH2AB (inteiro): valor médio arredondado dos pizels do background no canal vermelho.

e SPIX (inteiro): nuimero de pizels do sinal.

e BGPIX (inteiro): nimero de pizels do background, que é o complementar do sinal na ROI
do spot.

e MRAT (inteiro): contém a mediana de

CH2PI — CH2B
CH1PI — CH1B

onde CH1PI e CH2PI representam valores de pizels isolados do sinal.

¢ REGR (real): contém a derivada da reta ajustada aos valores dos pizels por minimos
quadrados.

e CORR (real): coeficiente de correlagao entre os valores dos pizels. O que aparece como
uma nuvem circular no scatter plot apresenta correlacdo préxima de zero, e uma nuvem
alongada apresenta correlagdo préxima de um.

e CH1GTB1 e CH2GTBI (percentual): fragdo dos pixels do sinal maiores que CH1B e CH2B

respectivamente.
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CH1GTB2 (percentual): fracdo dos pixels do sinal do sinal maiores que 1.5 vezes CH1B e
CH2B respectivamente.

CH1EDGEA e CH2EDGEA (real): valor médio dos vetores de Sobel vertical e horizontal
no interior do spot nos canais 1 e 2.

FLAG (bindrio): igual a um somente se o respectivo spot for marcado pelo usudrio.
CHI1KSD, CH1KSP, CH2KSD e CH2KSP: comparam as distribuicoes dos valores dos
pizels do sinal com os do background. Os valores CHIKSD e CH2KSD sio os valores da
estatistica de Kolmogorov-Smirnov, e CH1KSP e CH2KSP sao as probabilidades de que
os pizels do sinal tém a mesma distribuicao do background.

CH1ABB e CH2ABB (inteiro): valor arredondado da média dos valores dos pizels no
retangulo que limita todo o bloco. Nao se mostrou uma boa aproximagao do valor do
background.

CH1AB10 e CH2ABI10 (inteiro): valor arredondado da média dos valores dos pizels do
primeiro decil na ROI do spot.

CHI1B10 e CH2BI10 (inteiro): valor arredondado da mediana dos valores dos pizels do
primeiro decil na ROI do spot.

CH1AF10 e CH2AF10 (inteiro): valor arredondado da média dos valores dos pizels do
iltimo decil na ROI do spot.

CHI1F10 e CH2F10 (inteiro): valor arredondado da mediana dos valores dos pizels do
ultimo decil na ROI do spot.

CHI1ERO e CH2ERO (inteiro): valor arredondado da média dos valores dos pizels da
regido do sinal erodida por um elemento estruturante circular com um sexto do didmetro
esperado do spot.

CHIFHIST_80-95 e CH2FHIST 80.95 (inteiro): valor arredondado da média dos valores
dos pizels na ROI do spot entre os percentis indicados no nome da coluna. Tais percentis
sao escolhidos pelo usuario na janela “Global parameters”, pressionando o botao “Output
parameters”. O sinal se distingue do background apenas pelo valor maior dos percentis, ja
que a regiao considerada é a mesma.

CH1BHIST_5.20 e CH2BHIST_5_20 (inteiro): valor arredondado da média dos valores dos

pizels na ROI do spot entre os percentis indicados no nome da coluna. Tais percentis
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sdo escolhidos pelo usudrio na janela “Global parameters”, pressionando o botdo “Output
parameters”.

e CHIFFIXR_45.95 ¢ CH2FFIXR_45_95 (inteiro): valor arredondado da média dos valores
dos pizels do sinal do spot entre os percentis indicados no nome da coluna. Tais percentis
sao escolhidos pelo usuario na janela “Global parameters”, pressionando o botao “Output
parameters”.

e CHIBFIXR 555 e CH2BFIXR_5.55 (inteiro): valor arredondado da média dos valores
dos pizels do background do spot entre os percentis indicados no nome da coluna. Tais
percentis sao escolhidos pelo usudrio na janela “Global parameters”, pressionando o botao

“Output parameters”.
5.4 Proéximos passos

Numa, versao definitiva, a interface principal deve também apresentar a segmentagao dos spots.
Deve ainda ser implementada num ambiente que ofereca mais recursos de interface, ja que o
MATLAB™ ¢ bastante limitado. Por exemplo, o usudrio ndo precisaria clicar na imagem e

indicar um tamanho, mas o faria clicando e arrastando os cantos da janela.

O programa, na sua versao atual, ja apresenta um protétipo de correcao de rotagao au-

tomatica, e a versao final deverd ter uma versao melhorada deste procedimento.
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Capitulo 6

Validacao

Existem diversos métodos para estimacao da expressao génica, sendo que os principais foram
apresentados no Capitulo 4. Em sua dissertacdo de mestrado, Gustavo H. Esteves [32], do
Instituto Ludwig de Pesquisa contra o Cancer, compara as diversas técnicas propostas por meio

de experimentos controlados projetados para tal.

O primeiro experimento, denominado ezp1/1, foi feito sem swap, e a razdo esperada entre
as amostras teste e referéncia foi igual a um. No entanto, tal exprimento nao permite que as
técnicas de medida sejam comparadas para genes diferencialmente expressos. Para contornar
esse problema, o experimento foi refeito, agora com swap e com quantidades diferentes de cDNA
marcado, apresentando razoes esperadas de trés e seis. Os experimentos foram denominados

ezxp3/1 e expb6/1 respectivamente.

Tais experimentos permitem que se faca a normalizacdo por swap, mas nao permitem que se
verifique a corretude dos valores encontrados por nao ter genes com a mesma razao esperada,
os genes de housekeeping. Por essa razdo, projetamos novos experimentos que contivessem
tanto genes com razdo 1 (um) quanto genes diferencialmente expressos. Foram feitos mais
trés experimentos onde os genes diferencialmente expressos tinham razoes cinco, dois e dez,

denominados respectivamente expl/1-1/5, exp1/1-1/2 e exp1/1-1/10, todos com swap.

Para estimar o erro, comparou-se a razao obtida nos experimentos com a razao esperada

usando a funcao
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onde p é o niimero de spots de um dado gene, r; é a razao observada em cada spot e 7. € a

razdo esperada.

As expressoes foram medidas pelas técnicas:

o (lircfir: Segmentacdo por circulo fixo, descrita em 4.3.2. Tem a desvantagem de nao
separar bem o sinal do background, o que pode resultar em superestimacao do background,
especialmente nos spots mais intensos, ou acréscimo de ruido aos valores de expressao.
Foi a metodologia adotada que incorreu em maiores erros nos genes mais expressos (genes
3, 5 e6) de expl/6 e de expl/3. Nos trés dltimos experimentos, expl/1-1/5, expl/1-
1/2 e exp1/1-1/10, também apresentou comportamento semelhante a Segment-100-100,
mostrando um erro médio menor nos genes diferencialmente expressos (genes 1, 3 e 5) e
erro médio maior nos genes menos expressos e com razao igual a um (genes 2 e 4).

e Adap: Segmentacao adaptativa, descrita em 4.3.3. Foi a técnica que apresentou em ezp!/1
um indice de dispersdao muito maior que as outras técnicas nos genes pouco expressos,
apesar de se mostrar um pouco menor nos outros genes. Esse alto indice de dispersao
aparece também em outros experimentos e pode ser observado pelos graficos. Na Figura 6.3
pode-se ver que 0s maiores erros nos genes menos expressos (genes 1, 2 e 4) sdo cometidos
por esta metodologia em cinco dos seis casos. Esta metodologia também apresentou erros
maiores em expl/1-1/10, nos genes onde a razao esperada entre teste e referéncia era igual
a dez (genes 1, 3 e 5).

e (irchist-50-50: Variacdo da metodologia de segmentagio por circulo fixo, descrita em 4.3.2,
eliminando-se alguns percentis. Aqui os pizels usados estao entre os percentis 45 e 95 da
distribuicao do sinal e entre os percentis 5 e 55 da distribuicao do background. Os pizels
usados podem ser diferentes nos dois canais.

o (lirchist-100-20: Variagao da metodologia de segmentacgao por circulo fixo, descrita em 4.3.2,

eliminando-se alguns percentis. Aqui usam-se todos os pizels do sinal e os que estejam en-
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tre os percentis 1 e 20 da distribuicdo do background. Os pizels usados podem ser diferentes
nos dois canais.

o (lirchist-30-10: Variagao da metodologia de segmentagao por circulo fixo, descrita em 4.3.2,
eliminando-se alguns percentis. Aqui os pizels usados sdo os 30% mais intensos do sinal e
os 10% menos intensos do background. Faz-se um tinico histograma e os pizels usados sao
0s mesmos nos dois canais.

o Hist-15-15: Método descrito em 4.3.1. Os pizels usados para estimar o sinal estdo entre
os percentis 80 e 95 e para o background, entre 5 e 20.

o Segment-50-50: Metodologia de segmentacdao morfoldgica, descrita em 4.3.5, usando os
mesmos percentis de Circhist-50-50.

o Segment-100-20: Metodologia de segmentagao morfolégica, descrita em 4.3.5, usando os
mesmos percentis de Circhist-100-20.

o Segment-100-100- Metodologia de segmentagao morfoldgica, descrita em 4.3.5, usando
todos os percentis do sinal e do background. Mostra um comportamento semelhante ao de
Circfiz, nos trés ultimos experimentos, e em ezpl/3, apesar de ser o melhor em cinco dos

seis genes de ezpl/6.

As metodologias Clirchist-50-50, Circhist-100-20, Circhist-30-10, Hist-15-15, Segment-50-50

e Segment-100-20 apresentaram erros semelhantes em todos os experimentos e respectivos genes.
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Figura 6.1: Erros cometidos no experimento expl/1 (com diluigdo 5).

Erros cometidos pelas diferentes metodologias empregadas para a quantificacao dos
experimentos. Nesta figura sao mostrados os erros cometidos para spots de todos
os ¢cDNAs utilizados com dilui¢ao cinco no experimento expl/l1. Os cDNAs estao
indicados no eixo z na seguinte ordem: 1 - LysA, 2 - TrpC, 3 - Gene Q, 4 - ST0280,

5 - 11-6, 6 - Irf-1.

Expl/1
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Circhist—-50-50
Circhist—100—-20
Circhist—30—-10
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Segment—100—20
Segment—100—100

Erro

1 2 3 4 5
cDNAs

Figura 6.2: Erros cometidos no experimento expl/1.

Esta figura ilustra os erros cometidos pelas diferentes metodologias de quantificagao
para o experimento expl/1. Os cDNAs estdo indicados no eixo z na seguinte ordem:

1 - LysA, 2 - TrpC, 3 - Gene Q, 4 - ST0280, 5 - T1-6, 6 - Trf-1.



73

Expl1/3
2.5

T
Il Circfix
Il Adap
[ Circhist-50-50

[ Circhist—-100-20
Sl [ Circhist-30-10 |
[] Hist-15-15
[ Segment-50-50
Il Segment—-100-20
Hl Segment—-100-100
151 B
1k |
0.5 b
3 4

Erro

5 6
cDNAs
(4)
Expl/6
6 T
Il Circfix
Il Adap
I Circhist-50-50
5 [ Circhist-100-20 ,
[ Circhist-30-10
[ Hist-15-15
[ Segment—50-50
Il Segment-100-20
4 Il Segment—-100-100 b
o
=3 -
Ll
> i
1 i
[0}
1 2 3 4 5 6

cDNAs

(B)

Figura 6.3: Erros cometidos nos experimentos exp3/1 e exp6/1.

Erros cometidos pelas diferentes metodologias empregadas para a quantificacao dos
experimentos (A) - exp3/1 e (B) - exp6/1. Os cDNAs estdo indicados no eixo = na
seguinte ordem: 1 - LysA, 2 - TrpC, 3 - Gene Q, 4 - ST0280, 5 - 11-6, 6 - Irf-1.
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Figura 6.4: Erros cometidos nos experimentos expl/1-5/1, expl/1-2/1 e

expl/1-10/1.

Essa figura mostra os erros cometidos pelas diferentes metodologias nos experimentos
(A) - expl/1-5/1, (B) - expl/1-2/1 e (C) - expl/1-10/1. Os cDNAs estdo indicados
no eixo x na seguinte ordem: 1 - LysA, 2 - TrpC, 3 - Gene Q, 4 - ST0280, 5 - 11-6, 6 -

Irf-1.



Tabela 6.1: Dados obtidos para o experimento expl/1 (diluigdo cinco).
Médias, desvios padrao e erros obtidos para todos os fragmentos da sonda que apresentam diluigao cinco no experimento
expl/1. Neste experimento é esperada razido um para todos os cDNAs.

Experimento expl/1, com dilui¢do cinco

Soft LysA TrpC Gene Q ST0280 116 Irfl

I E DP m E DP m E DP m E DP I E DP I E DP
Circfix 1.09 | 0.11 | 0.12 | 1.25 | 0.26 | 0.18 | 0.88 | 0.13 | 0.08 | 1.16 | 0.18 | 0.19 | 1.30 | 0.30 | 0.16 | 1.03 | 0.09 | 0.13
Adap 1.65 | 0.65 | 0.29 | 2.00 | 1.00 | 0.30 | 0.93 | 0.10 | 0.08 | 1.67 | 0.68 | 0.30 | 1.28 | 0.28 | 0.16 | 1.04 | 0.09 | 0.12

Clirchist-50-50 1.12 | 0.13 | 0.12 | 1.28 | 0.28 | 0.17 | 0.90 | 0.12 | 0.08 | 1.20 | 0.21 | 0.19 | 1.30 | 0.30 | 0.17 | 1.03 | 0.09 | 0.13

Circhist-100-20 | 1.11 | 0.11 | 0.12 | 1.27 | 0.27 | 0.16 | 0.89 | 0.12 | 0.08 | 1.18 | 0.19 | 0.18 | 1.30 | 0.30 | 0.16 | 1.03 | 0.09 | 0.13

Clirchist-30-10 1.11 | 0.12 | 0.13 | 1.28 | 0.28 | 0.18 | 0.88 | 0.13 | 0.08 | 1.12 | 0.18 | 0.19 | 1.29 | 0.29 | 0.16 | 1.03 | 0.09 | 0.13

Hist-15-15 1.11 | 0.12 | 0.12 | 1.27 | 0.27 | 0.16 | 0.92 | 0.10 | 0.08 | 1.23 | 0.23 | 0.19 | 1.36 | 0.36 | 0.17 | 1.04 | 0.09 | 0.13

Segment-50-50 1.12 | 0.12 | 0.12 | 1.28 | 0.28 | 0.16 | 0.89 | 0.12 | 0.09 | 1.19 | 0.20 | 0.20 | 1.30 | 0.30 | 0.17 | 1.03 | 0.09 | 0.13

Segment-100-20 | 1.09 | 0.11 | 0.12 | 1.26 | 0.26 | 0.16 | 0.88 | 0.13 | 0.08 | 1.17 | 0.18 | 0.18 | 1.28 | 0.28 | 0.16 | 1.03 | 0.09 | 0.13

Segment-100-100 | 1.09 | 0.10 | 0.12 | 1.26 | 0.26 | 0.17 | 0.88 | 0.13 | 0.08 | 1.15 | 0.18 | 0.19 | 1.29 | 0.29 | 0.16 | 1.03 | 0.09 | 0.13

G2



Tabela 6.2: Dados obtidos para o experimento expl/1.

Médias, desvios padrao e erros obtidos para todos os fragmentos com dilui¢io um da sonda no experimento expl/1.
Neste experimento é esperada razdo um para todos os cDNAs.

Experimento expl/1, com diluicio um

Soft LysA TrpC Gene Q ST0280 116 Irfl
I E DP n E DP W E DP w E DP I E DP I E DP
Circfiz 1.02 | 0.05 | 0.06 | 1.22 | 0.22 | 0.07 | 0.80 | 0.20 | 0.05 | 1.02 | 0.06 | 0.07 | 1.07 | 0.07 | 0.05 | 0.89 | 0.12 | 0.07
Adap 1.00 | 0.04 | 0.06 | 1.27 | 0.27 | 0.18 | 0.79 | 0.21 | 0.05 | 1.02 | 0.06 | 0.07 | 1.05 | 0.07 | 0.06 | 0.88 | 0.12 | 0.07
Circhist-50-50 1.02 | 0.05 | 0.05 | 1.22 | 0.22 | 0.07 | 0.81 | 0.19 | 0.04 | 1.02 | 0.06 | 0.07 | 1.05 | 0.06 | 0.05 | 0.89 | 0.11 | 0.06
Circhist-100-20 | 1.01 | 0.04 | 0.06 | 1.21 | 0.21 | 0.07 | 0.80 | 0.20 | 0.04 | 1.02 | 0.06 | 0.07 | 1.06 | 0.07 | 0.05 | 0.89 | 0.12 | 0.07
Circhist-30-10 1.01 | 0.05 | 0.06 | 1.20 | 0.21 | 0.10 | 0.81 | 0.19 | 0.04 | 1.03 | 0.06 | 0.07 | 1.06 | 0.07 | 0.05 | 0.89 | 0.11 | 0.07
Hist-15-15 1.02 | 0.04 | 0.06 | 1.22 | 0.22 | 0.08 | 0.81 | 0.19 | 0.04 | 1.02 | 0.06 | 0.06 | 1.04 | 0.05 | 0.05 | 0.89 | 0.12 | 0.06
Segment-50-50 1.02 | 0.05 | 0.05 | 1.23 | 0.23 | 0.07 | 0.81 | 0.19 | 0.04 | 1.02 | 0.06 | 0.06 | 1.05 | 0.06 | 0.05 | 0.90 | 0.11 | 0.06
Segment-100-20 | 1.01 | 0.04 | 0.06 | 1.21 | 0.21 | 0.07 | 0.81 | 0.19 | 0.04 | 1.02 | 0.06 | 0.07 | 1.07 | 0.08 | 0.05 | 0.90 | 0.11 | 0.07
Segment-100-100 | 1.01 | 0.05 | 0.06 | 1.21 | 0.21 | 0.07 | 0.81 | 0.19 | 0.04 | 1.02 | 0.06 | 0.07 | 1.07 | 0.08 | 0.05 | 0.90 | 0.11 | 0.07

9.

PIeA

oevde



Tabela 6.3: Dados obtidos para o experimento exp3/1.

Médias, desvios padrao e erros obtidos para todos os fragmentos com dilui¢io um da sonda no experimento exp3/1.

Neste experimento é esperada razao trés para todos os cDNAs.

Experimento exp3/1, com diluicio um

Soft LysA TrpC Gene Q ST0280 116 Irfl
I E DP n E DP W E DP w E DP I E DP I E DP
Circfiz 3.16 | 0.31 | 0.38 | 493 | 2.48 | 837 | 3.34 | 0.34 | 0.18 | 3.61 | 0.73 | 0.75 | 3.44 | 0.44 | 0.24 | 3.72 | 0.74 | 0.31
Adap 190 | 1.10 | 0.38 | 0.99 | 2.10 | 0.72 | 3.19 | 0.22 | 0.17 | 0.85 | 2.15 | 0.22 | 3.24 | 0.26 | 0.21 | 3.41 | 0.44 | 0.29
Circhist-50-50 2.75 | 0.27 | 0.25 | 1.98 | 1.02 | 0.29 | 3.15 | 0.17 | 0.15 | 2.53 | 0.49 | 0.29 | 3.22 | 0.24 | 0.19 | 3.41 | 0.41 | 0.20
Circhist-100-20 | 2.64 | 0.36 | 0.27 | 1.86 | 1.14 | 0.31 | 3.14 | 0.17 | 0.14 | 2.42 | 0.59 | 0.31 | 3.22 | 0.25 | 0.20 | 3.39 | 0.42 | 0.26
Circhist-30-10 2.65 | 0.38 | 0.38 | 1.72 | 1.28 | 0.41 | 3.19 | 0.21 | 0.17 | 2.36 | 0.65 | 0.37 | 3.26 | 0.27 | 0.19 | 3.41 | 0.45 | 0.26
Hist-15-15 2.64 | 0.37 | 0.27 | 147 | 1.53 | 0.22 | 3.12 | 0.15 | 0.13 | 2.15 | 0.85 | 0.26 | 3.19 | 0.22 | 0.19 | 3.36 | 0.36 | 0.19
Segment-50-50 2.75 | 0.28 | 0.25 | 1.86 | 1.14 | 0.36 | 3.15 | 0.17 | 0.14 | 2.52 | 0.49 | 0.30 | 3.23 | 0.25 | 0.19 | 3.41 | 0.42 | 0.20
Segment-100-20 | 2.65 | 0.36 | 0.27 | 1.71 | 1.29 | 0.33 | 3.14 | 0.16 | 0.13 | 2.35 | 0.65 | 0.30 | 3.20 | 0.22 | 0.18 | 3.36 | 0.39 | 0.24
Segment-100-100 | 3.23 | 0.37 | 0.47 | 3.41 | 1.35 | 1.97 | 3.32 | 0.32 | 0.18 | 4.44 | 1.62 | 2.91 | 3.44 | 0.44 | 0.23 | 3.71 | 0.73 | 0.31

22



Tabela 6.4: Dados obtidos para o experimento exp6/1.

Médias, desvios padrao e erros obtidos para todos os fragmentos com dilui¢io um da sonda no experimento exp6/1.
Neste experimento é esperada razio seis para todos os cDNAs.

Experimento exp6/1, com diluicio um

Soft LysA TrpC Gene Q ST0280 116 Irfl
I E DP n E DP W E DP w E DP I E DP I E DP
Circfiz 3.33 | 2.67 | 0.57 | 2.78 | 3.46 | 1.90 | 3.11 | 2.89 | 0.27 | 4.08 | 4.41 | 8.74 | 3.567 | 2.43 | 0.40 | 3.88 | 2.12 | 0.58
Adap 238 | 3.62 | 0.61 | 0.62 | 5.38 | 0.24 | 493 | 1.07 | 0.38 | 0.69 | 5.31 | 0.29 | 5.59 | 0.56 | 0.52 | 4.65 | 1.37 | 0.64
Circhist-50-50 475 | 1.25 | 0.59 | 2.46 | 3.54 | 0.85 | 4.90 | 1.10 | 0.36 | 2.97 | 3.03 | 0.65 | 5.56 | 0.56 | 0.52 | 5.67 | 0.57 | 0.61
Circhist-100-20 | 4.49 | 1.51 | 0.66 | 2.22 | 3.78 | 0.82 | 4.90 | 1.10 | 0.36 | 2.81 | 3.19 | 0.63 | 5.61 | 0.54 | 0.51 | 5.62 | 0.63 | 0.68
Circhist-30-10 449 | 1.51 | 0.74 | 1.80 | 4.20 | 0.52 | 494 | 1.06 | 0.38 | 2.47 | 3.53 | 0.66 | 5.60 | 0.55 | 0.51 | 5.56 | 0.69 | 0.71
Hist-15-15 452 | 1.48 | 0.59 | 1.59 | 441 | 0.29 | 4.85 | 1.15 | 0.36 | 2.42 | 3.58 | 0.49 | 5.51 | 0.60 | 0.52 | 5.49 | 0.67 | 0.64
Segment-50-50 4.74 | 1.26 | 0.60 | 2.26 | 3.74 | 0.71 | 492 | 1.08 | 0.37 | 2.89 | 3.11 | 0.62 | 5.59 | 0.56 | 0.52 | 5.68 | 0.59 | 0.63
Segment-100-20 | 4.47 | 1.53 | 0.62 | 1.92 | 4.08 | 0.52 | 4.90 | 1.10 | 0.36 | 2.57 | 3.43 | 0.56 | 5.54 | 0.58 | 0.51 | 5.53 | 0.68 | 0.69
Segment-100-100 | 5.98 | 0.82 | 1.09 | 4.11 | 3.11 | 2.94 | 5.37 | 0.64 | 0.42 | 5.20 | 2.57 | 3.09 | 6.14 | 0.51 | 0.66 | 6.63 | 0.87 | 0.95
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Tabela 6.5: Dados obtidos para o experimento expl/1-5/1.

Médias, desvios padrao e erros obtidos para todos os fragmentos com dilui¢do um da sonda no experimento expl/1-5/1.

Neste experimento é esperada razao um para os cDNAs de TrpC, ST0280 e Irf-1 e razao cinco para os demais.

Experimento expl/1-5/1, com dilui¢do um

Soft LysA TrpC Gene Q ST0280 116 Irfl
I E DP n E DP W E DP w E DP I E DP I E DP
Circfiz 3.76 | 1.24 | 0.37 | 1.53 | 0.53 | 0.23 | 4.30 | 0.70 | 0.21 | 1.50 | 0.50 | 0.17 | 3.80 | 1.21 | 0.32 | 0.91 | 0.09 | 0.04
Adap 239 | 261 | 0.36 | 0.79 | 0.21 | 0.12 | 4.09 | 0.93 | 0.25 | 1.08 | 0.11 | 0.11 | 3.54 | 1.46 | 0.18 | 0.90 | 0.10 | 0.03
Circhist-50-50 333 | 1.67 | 0.26 | 1.36 | 0.36 | 0.11 | 3.98 | 1.02 | 0.15 | 1.40 | 0.40 | 0.09 | 3.52 | 1.48 | 0.17 | 0.90 | 0.10 | 0.03
Circhist-100-20 | 3.20 | 1.80 | 0.25 | 1.31 | 0.31 | 0.11 | 3.92 | 1.08 | 0.13 | 1.37 | 0.37 | 0.09 | 3.48 | 1.52 | 0.16 | 0.90 | 0.10 | 0.03
Circhist-30-10 321|179 | 028|118 | 0.19 | 0.17 | 3.96 | 1.04 | 0.19 | 1.31 | 0.31 | 0.11 | 3.51 | 1.49 | 0.17 | 0.90 | 0.10 | 0.03
Hist-15-15 3.15 | 1.85 | 0.23 | 1.17 | 0.17 | 0.12 | 3.91 | 1.09 | 0.14 | 1.33 | 0.33 | 0.11 | 3.49 | 1.51 | 0.16 | 0.90 | 0.10 | 0.03
Segment-50-50 332 | 1.68 | 0.24 | 1.30 | 0.30 | 0.12 | 3.97 | 1.03 | 0.14 | 1.37 | 0.37 | 0.10 | 3.52 | 1.48 | 0.17 | 0.90 | 0.10 | 0.03
Segment-100-20 | 3.16 | 1.84 | 0.26 | 1.24 | 0.25 | 0.14 | 3.88 | 1.12 | 0.16 | 1.33 | 0.33 | 0.09 | 3.42 | 1.58 | 0.15 | 0.89 | 0.11 | 0.03
Segment-100-100 | 3.88 | 1.13 | 0.41 | 1.70 | 0.72 | 0.87 | 4.24 | 0.77 | 0.28 | 1.49 | 0.49 | 0.17 | 3.67 | 1.33 | 0.18 | 0.90 | 0.10 | 0.03
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Tabela 6.6: Dados obtidos para o experimento expl/1-2/1.

Médias, desvios padrao e erros obtidos para todos os fragmentos com dilui¢do um da sonda no experimento expl/1-2/1.

Neste experimento é esperada razao um para os cDNAs de TrpC, ST0280 e Irf-1 e razao dois para os demais.

Experimento expl/1-2/1, com dilui¢do um

Soft LysA TrpC Gene Q ST0280 116 Irfl
I E DP n E DP W E DP w E DP I E DP I E DP
Circfiz 1.72 1 0.28 | 0.17 | 1.22 | 0.25 | 0.37 | 1.87 | 0.14 | 0.09 | 1.20 | 0.20 | 0.08 | 1.81 | 0.19 | 0.09 | 0.98 | 0.05 | 0.07
Adap 1.23 | 0.77 | 0.17 | 0.87 | 0.20 | 0.21 | 1.75 | 0.25 | 0.08 | 0.97 | 0.14 | 0.21 | 1.69 | 0.31 | 0.09 | 0.95 | 0.08 | 0.09
Circhist-50-50 1.62 | 0.38 | 0.10 | 1.08 | 0.09 | 0.06 | 1.76 | 0.24 | 0.07 | 1.13 | 0.13 | 0.05 | 1.71 | 0.29 | 0.08 | 0.97 | 0.04 | 0.05
Circhist-100-20 | 1.59 | 0.41 | 0.10 | 1.06 | 0.07 | 0.06 | 1.77 | 0.23 | 0.07 | 1.11 | 0.11 | 0.05 | 1.72 | 0.28 | 0.08 | 0.97 | 0.05 | 0.05
Circhist-30-10 1.53 | 0.47 | 0.18 | 1.01 | 0.06 | 0.08 | 1.78 | 0.22 | 0.07 | 1.08 | 0.10 | 0.08 | 1.72 | 0.28 | 0.09 | 0.97 | 0.05 | 0.06
Hist-15-15 1.60 | 0.40 | 0.09 | 1.01 | 0.03 | 0.04 | 1.76 | 0.24 | 0.07 | 1.07 | 0.07 | 0.04 | 1.71 | 0.29 | 0.08 | 0.97 | 0.05 | 0.05
Segment-50-50 1.61 | 0.39 | 0.10 | 1.07 | 0.08 | 0.06 | 1.76 | 0.24 | 0.07 | 1.12 | 0.12 | 0.05 | 1.71 | 0.29 | 0.08 | 0.97 | 0.05 | 0.05
Segment-100-20 | 1.58 | 0.42 | 0.12 | 1.04 | 0.06 | 0.06 | 1.76 | 0.24 | 0.06 | 1.10 | 0.10 | 0.05 | 1.71 | 0.29 | 0.08 | 0.97 | 0.05 | 0.06
Segment-100-100 | 1.79 | 0.27 | 0.22 | 1.22 | 0.23 | 0.24 | 1.84 | 0.16 | 0.07 | 1.22 | 0.22 | 0.12 | 1.78 | 0.22 | 0.10 | 0.98 | 0.05 | 0.08
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Tabela 6.7: Dados obtidos para o experimento expl/1-10/1.

Médias, desvios padrao e erros obtidos para todos os fragmentos com dilui¢do um da sonda no experimento exp1/1-10/1.
Neste experimento é esperada razao um para os cDNAs de TrpC, ST0280 e Irf-1 e razao dez para os demais.

Experimento expl/1-10/1, com diluicdo um

Soft LysA TrpC Gene Q ST0280 116 Irfl
m E DP I E DP W E DP I E DP I E DP W E DP
Circfiz 782 | 232 | 1.83 | 1.39 | 0.40 | 0.31 | 10.55 | 1.23 | 1.52 | 1.78 | 0.78 | 0.34 | 887 | 1.20 | 1.17 | 1.23 | 0.23 | 0.08
Adap 1.66 | 834 | 0.47 | 0.76 | 0.26 | 0.17 | 4.38 | 5.62 | 1.00 | 0.70 | 0.30 | 0.17 | 5.33 | 4.67 | 0.80 | 1.28 | 0.28 | 0.10
Circhist-50-50 6.43 | 3.57 | 0.81 | 1.38 | 0.38 | 0.15 | 852 | 1.48 | 0.70 | 1.61 | 0.61 | 0.14 | 7.52 | 2.48 | 0.41 | 1.24 | 0.24 | 0.05
Circhist-100-20 | 5.64 | 4.36 | 0.98 | 1.23 | 0.23 | 0.16 | 810 | 1.90 | 0.86 | 1.48 | 0.48 | 0.18 | 7.41 | 2.59 | 0.61 | 1.23 | 0.22 | 0.07
Clirchist-30-10 5.10 | 4.90 | 1.18 | 1.07 | 0.17 | 0.21 | 7.58 | 2.42 | 1.21 | 1.27 | 0.29 | 0.25 | 6.97 | 3.03 | 0.94 | 1.19 | 0.19 | 0.09
Hist-15-15 5.61 | 4.39 | 0.74 | 1.13 | 0.15 | 0.13 | 8.02 | 1.98 | 0.73 | 1.40 | 0.40 | 0.12 | 7.23 | 2.77 | 0.48 | 1.23 | 0.23 | 0.06
Segment-50-50 6.15 | 3.85 | 0.87 | 1.34 | 0.34 | 0.14 | 844 | 1.56 | 0.70 | 1.51 | 0.51 | 0.17 | 7.39 | 2.61 | 0.46 | 1.24 | 0.24 | 0.06
Segment-100-20 | 541 | 4.59 | 1.01 | 1.18 | 0.19 | 0.15 | 7.86 | 2.14 | 0.86 | 1.36 | 0.37 | 0.22 | 7.05 | 2.95 | 0.74 | 1.22 | 0.22 | 0.07
Segment-100-100 | 8.68 | 2.55 | 3.36 | 1.74 | 0.74 | 0.72 | 10.94 | 1.45 | 2.29 | 1.77 | 0.77 | 0.83 | 8.66 | 1.36 | 0.91 | 1.26 | 0.26 | 0.07
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Capitulo 7

Conclusao

Esse trabalho foi motivado pela dificuldade de alguns pesquisadores no uso das solugoes de
segmentacdo de imagens disponiveis. Tais solugoes, em geral, requerem uma demorada ma-
nipulagdo das imagens para que se obtenha uma segmentacao de qualidade, j4 que a grade é
colocada manualmente ou a segmentagdo automatica nao funciona bem. A estratégia de solucao
do problema se baseia na andlise dos perfis da imagem: o sinal é identificado pelos valores do

perfil muito mais altos que os do background.

A metodologia desenvolvida segmenta automaticamente o sinal de imagens de cDNA sem a
necessidade de intensa manipulagao normalmente requerida ao se usarem os programas comerci-
ais disponiveis no mercado, além de serem reprodutiveis. Uma lamina analisada com os mesmos
parametros retorna resultados idénticos. Os resultados obtidos sao equivalentes aos de outros

programas em relacdo ao erro observado.

Uma das deficiéncias da solugdo proposta é a necessidade, em algumas imagens, de uma
correcao de rotagdo, ou seja, os spots devem estar alinhados com as bordas da imagem. Além
disso, o passo de corregao do gradeamento dos spots ndo aproveita a informacgido do perfil, o que

pode ocasionar erros, especialmente em imagens onde cada bloco possui muitas fileiras de spots.

Entre os passos futuros da pesquisa estao: a correcao automadtica da rotacdo da imagem,
identificacao automatica de spots ruins, testar estatisticamente se os experimentos controlados

representam realmente experimentos reais e fazer a escolha automética do melhor método de
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estimacgdo da expressao génica para cada spot.

Como se trata de uma medida fisica, com erro experimental associado, gostariamos de asso-

ciar barras de erro a cada medida de expressao génica.

O software de segmentacao deverd se tornar parte de um sistema completo de andlise de
microarray, com médulos de normalizagao, andlise estatistica e de agrupamentos, e integrado a

um bancos de dados para armazenar informagoes sobre o experimento, seus genes e resultados.
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Apéndice B

Normalizacao

B.1 Introducao

A tecnologia de microarray visa medir as diferencas biolégicas entre a expressio de RNA de
duas amostras. No entanto, tais diferencas podem ser causadas por ruido ou outros fatores
nao biolégicos e isso deve ser ajustado. Tais diferengas sdo facilmente observadas quando duas
amostras idénticas de mRNA s3o marcadas com corantes diferentes e hibridizadas na mesma
lamina. A intensidade no canal vermelho tende a ser menor que a do canal verde. Tal diferenca

também varia entre spots mais e menos intensos [33].

Isso se deve a diferentes caracteristicas fisicas e quimicas dos corantes fluorescentes (meia
vida, eficiéncia da incorporagdo, emissio de fluorescéncia), propriedades ou configuracoes do
scanner. Outra fonte de ruido vem da posicao do spot na lamina, causado por diferencas entre o
tamanho das agulhas ou por uma hibridizacao nao uniforme. Entre laminas diferentes, condigoes

diferentes na hora do experimento também devem causar variagoes [34, 35].

Para que se obtenha uma medida de melhor qualidade, isso deve ser corrigido. As técnicas

de normalizacao sao usadas para isso, e aqui descreveremos algumas das mais utilizadas.

Usaremos a letra R para representar os valores dos spots no canal vermelho, e G para os
valores do canal verde. Uma forma bastante conveniente de se representar os valores de R e G é

o chamado MA-plot [33], que é um gréfico de dispersao onde a abscissa é dada por A = % logy RG
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e a ordenada por M = log, R/G.

B.2 Normalizacgao intralamina

Esse tipo de normalizagao é feita separadamente para cada lamina, utilizando apenas as inten-

sidades dos spots nos dois canais.

No caso de experimentos de membrana, onde cada ldmina possui um unico canal, a norma-

lizacao é feita utilizando-se as intensidades dos spots de duas laminas diferentes.

B.2.1 Normalizagao global

Tais métodos assumem que existe um fator constante que relaciona as intensidades nos dois
canais [27], ou seja, R = kG. Para encontrar o valor de k, pode-se assumir que a média
e/ou média aparada (média apds desprezar percentis extremos) e/ou a mediana das razoes das

intensidades deve ser igual a um. Este é o método mais simples e também o mais utilizado.

B.2.2 Normalizagao por genes de housekeeping

E um tipo de normalizacao global que usa genes dos quais se espera que a expressao nos dois
canais sejam as mesmas. Assumindo que a expressdao de genes igualmente expressos deva ser
constante independente da intensidade, tais genes podem ser usados para se estimar tal cons-

tante.

Yang et al. [36] usa genes dos quais se espera, por experiéncias anteriores, que tenham a

mesma expressao em suas amostras teste e referéncia.

B.2.3 Normalizagao segundo a intensidade

Em muitos casos, a variacao causada pelos corantes parece depender da intensidade dos spots.
Nesses casos, é preferivel usar um método de normalizacdo que dependa da intensidade. Uma

forma de se fazé-lo é usando o método de regressio conhecido como lowess (Robust Locally
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Weighted Regression) [36, 37].

Tal funcao é um alisador de gréficos de dispersao que faz um ajuste diferente para cada ponto
do grafico segundo os pontos que o circundam. A fracdo dos pontos considerados depende do
parametro f, que é usado tipicamente entre 20% e 40%. Seja c¢(A) o valor da curva para cada

valor de A. Os valores de M sao normalizados fazendo M — M — c(A).

B.3 Normalizacao por swap

Se supusermos que a hibridiza¢ao segue um certo modelo matemaético, e fizermos o experimento
em duplicata, mas trocando os corantes das amostras, a normalizacao por swap anula os efeitos

causados pelas diferentes caracteristicas fisicas dos corantes [36].

Sejam R/kG as expressoes relativas normalizadas dos genes da primeira lamina, e R'/k'G’
as expressoes da segunda lamina. Os valores de k e k' sao funcoes de normalizagao para as
duas laminas que poderiam ser obtidos por algum método intraldmina ji descrito. A expressao
relativa, denotada por z, dos genes da primeira lamina deve ser, igual ao inverso da segunda
lamina:

R K@

kG~ R

Se k ~ k' entao

RFKG _ \/RG’
kG R~V GR

nos da a expressao relativa dos genes normalizada sem que tenhamos que estimar o valor de
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