Kapitola Il

Technologie studujici genomiku a
proteomiku

MikroCipy (microarrays)
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Pribéh genomického experimentu

1. Priprava a provedeni experimentu 2. Extrakce a (prava dat
v laboratofri _

4. Biologicka a klinicka interpretace
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Technika mikroCip0

/

= MikrocCipy- biotechnologie simultanné srovnavajici biologickeé
objekty (molekuly, tkaniva) na zakladée jejich imobilizace na
jediny podklad do oblasti (spotl) které jsou pravidelné
usporadany do radkd a sloupcl

= Podklad: sklo, gel, parafin, ...
= MikrocCipy v genomice a proteomice:

« DNA mikrocip
" Proteinové mikrocCipy
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Kapitola 1.1

Princip a rozdéleni DNA mikroCipU
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DNA mikrocCipy

" Serie kratkych DNA sekvenci imobilizovanych rovhomérne na

podklad, pouzivana k detekci DNA nebo RNA (obvykle jako
cDNA) ve vzorcich. Nejcastéji aplikovana na:

= Mérenizmeén v hladinach genové exprese (gene expression
orofiling, detekcia RNA - cDNA) - expresni mikrocipy

= detekci strukturnich zmén v genomu (SNPs-

Jjednonukleotidové polymorfismy nebo zmény v poctu kopif
gent) - arrayCGH, SNP arrays

" Také se Uspesne pouziva k detekciu vazbovych miest proteinov
na genome (ChlP-on-chip), detekciu alternativneho zostrihu
(exon junction arrays) a takisto na presnu detekciu
neznamych a nepredikovanych transkriptov alebo
alternativnych foriem zostrihu (tiling arrays)
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Sonda (probe)

Kratké sekvence DNA (oligonukleotidy) na mikrocCipu se
nazyvaji sondy, anglicky probes

Kazda oblast DNA (obvykle gen), kterou chceme zkoumat

Sondy jsou navrzeny tak, aby byly pro dany gen / oblast co
nejspecifictejsi

Microarray slide
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Short one-stranded DNA sequences
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Zakladni princip

1. Fragmenty DNA / cDNA ze vzorku se sparuji s komplementarnimi
sondami na mikroCipu a tim se mobilizuji.

2. Imobilizované molekuly DNA, které byly drive oznaceny
fluorescencnimbarvivem se pak dajf detekovat pomoci UV skeneru
a kvantifikovat tak mnozstvi mRNA / DNA s danou sekvenci pritomné
ve vzorku.

A. DNA isolation D. Imaging
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MikroCipy

MICROARRAY
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Postup mikrocCipového experimentu

1. Vyroba mikrocCipového sklicka

2. Priprava vzorkdy Pfiprava Cipu a vzorkd
3. Hybridizace

4. Skenovani Vznik dat

5.

Analyza obrazu (kvantifikace signalu, vznik
expresnich dat)
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Postup mikrocCipového experimentu

Vyroba mikrocCipového sklicka

Priprava Cipu a vzorkU

1.
2.
3.
4 Vznik dat
5
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Princip vyroby DNA mikrocipu

= \/yroba sklicka spociva v pripojeni sond na podlozné sklicko do
oblasti spotd

= Dve hlavni metody:

= Spotting - sondy jsou syntetizované PRED umfsténim na
microarray sklicko, potom umisténé na sklicko pomoci
specialniho robota
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Spotovaci robot
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f

Princip spotovan



http://www.youtube.com/watch?v=Pjr1Oyc0KrY&feature=related

Princip vyroby DNA mikrocipu

= \/yroba sklicka spociva v pripojeni sond na podlozné sklicko do
oblasti spotd

Dvé hlavni metody:

= Spotting - sondy jsou syntetizované PRED umisténim na
microarray sklicko, potom umisténé na sklicko pomoci
specialniho robota

" /n-situ syntéza - sondy jsou syntetizované primo na
podklad, fotolitografickou syntézou

http://www.youtube.com/watch?v=ul4BOtw]EXs&feature=r
elated

Spotting - u delsich cDNA sekvenci
In-situ syntéza - pro kratke oligonukleotidy
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http://www.youtube.com/watch?v=ui4BOtwJEXs&feature=related
http://www.youtube.com/watch?v=ui4BOtwJEXs&feature=related

Typy sond

= cDNA sondy - 500-5000 part bazf dlouhé cDNA klony cilového
genu nebo znamé sekvence. Obvykle syntetizované pred
umistenim na microarray sklicko pomoci spotovaciho robota

= \/yhoda: jsou vice specifické, a v pripadé Uspesné
hybridizace s cilovou DNA mizeme témer s jistotou rict, ze
se spojily prave s danym genem

= Oligonukleotidové sondy - maximalné 25 parC bazf dlouhé
sekvence, které jsou designované tak, aby odpovidaly jen
castem sekvence znamych kodujicich genovych ORF (open
reading Uames). A refrn e

Iy
7! —

—X- X —x —X— X X X @ X —x XK

——
/ pary DNA sond
Referenéni sekvence

.. TGTGATGGTGGGAATGGGTCAGAA|GIGACTCCTATGTGGGTGACGAGGCC...
I: TTACCCAGTCTT|C/CTGAGGATACAC Sonda perfektni shody

TTACCCAGTCTT|G[CTGAGGATACAC Sonda s jinym nukleotidem
Sond fektnf shod
Obraz fluorescenéni intenzity / onda pertektnt snody

\
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Typ mikroCipU dle typu sondy

[
= Podle typu sondy rozlisujeme:
= cDNA mikrocipy - pouzivaji cDNA sondu
- hybridizace zavisla na délce sond
- nezname presny pocet klonl v kazdém spotu

Hybridizaci nutno stanovit relativne (k referenci). Tato relativni
informace je robustnejsi nez absolutni informace o intenzité
kazdého spotu. Proto jsou tyto experimenty obvykle
dvoukandalové (jeden kanal pro DNA, kterou zkoumame, druhy
kanal pro referencni DNA).

= Oligonukleotidové mikrocipy - oligonukleotidové sondy,
obvykle syntetizované in-situ

- zname presny pocet klon{
- stejna délka sondy

Neni nutna reference, proto jsou jednokanalové (jeden vzorek
na Cip bez reference).
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Postup mikrocCipového experimentu

Vyroba mikrocCipového sklicka

Priprava Cipu a vzorkU

1.
2.
3.
4 Vznik dat
5
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Priprava vzork(

1. 1zolace DNA/RNA: molekuly které chceme zkoumat (DNA Ci
MRNA) jsou extrahované ze vzorku.

O . ALY
-

2. Prepis a amplifikace: mRNA se prepisuje do cDNA a
amplifikuje se pomoci RT-PCR. DNA zas pomoci PCR.

A”CU e A°CT

DNA
/A  DNA N2 Y2
A-CT (\NRos1
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Priprava vzorkd

3. Znaceni: Amplifikovana DNA (cDNA) je obarvena fluorescencnim
barvivem (nejcasteji Cy3 nebo Cyb). Toto s nazyva primé oznaceni. U

neprimeho znaceni nejdrive skupina, vetsinou primarni amin je

inkorporovana do cDNA a Cy3/Cy5 jsou potom inkorporované do cDNA

pri nasledné reakci.

Control

’

5 AAAAAAAA

OligodT primer
v
5 AAAAAAAA
TITTTTTTT
Reverse Transcriptase
Cy3-labeled dCTP

4 AAAAAAAA

q
3 /YVVY\/\/V\/Y\/\ TTTTTTTTT

Cy3 Cy3 cy3 O3
l Degrade mRNA

3=/Y\NYV\]/VVYV\TTTTTTT,T

Cy3 Cy3 Cy3 (y3

AL

Test

,

5° AAAAAAAA

OligodT primer
A/

AAAAAAAA
TTTTTTTTT

Reverse Transcriptase, aa-dUTP

v

AAAAAAAA

; /Y\/VY‘V’YV\/Y\/\ TTTTTTTTT

NH, NH, NH, NH,
Degrade mRNA,
Add N-hydroxysuccinimide-Cy3
¥ TTTTTTTTT

NH NH NH NH

Cy5 Cy5 Cy5 Cys
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Postup mikrocCipového experimentu

- Hybridizace

O U AW N e
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Hybridizace DNA

. DNA mikrocipova
technologie je zalozena na
hybridizaci

by heating Renaturation
on cooling

(b)

- Hybridizace je proces
komplementarniho
parovani dvou
jednoretézcovych
nukleovych kyselin do
dvouretézcovée molekuly
(duplexu) na zaklade
parovani bazi.

Hybridization

RNA strand DA strand
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Hybridizace na mikrocCipu

1. Fragmentovana a namnozena cDNA(DNA) vzorku se vylije na microarray sklicko, kde uz
jsou navazaneé jednoretézcové sondy.

2-. Zahratim na urcitou teplotu se zrusi vodikové vazby mezi retézci a DNA vzorku se
rozpléta na dva samostatné retézce - tento proces nazyvame denaturace.

3. Teplota se zase snizi a jednoretezcové molekuly se snazi znovu sparovat se svymi
komplementarnimi retezci

1. Two oligonucleatides with 2. Hybridization of the fluorophare- 3. One oligonudectide is
different sequences are labelied DMNA with the immobilized perfecily bound while the
imrmebilized on a DMNA chip. oligonucleatides. ather forms a mispair.

4 Nastava komplementarni parovani n

- plvodnim parem DNA retézc(

- DNA a sondou - vznika hybrid

5. Fluorescence detection of the 4. Stringem wash of
hybrid on the chip surface. the chip.

5. SklfCko se nakonec omyje a zlstano
pouze hybridizované retezce.

Zdroj: http://pubs.rsc.org/en/content/articlehtml|/2008/mb/b713259j

| [ N
1BA



Kapitola I1.2

Vznik a charakter mikroCipovych dat
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Postup mikrocCipového experimentu

1.

) Priprava Cipu a vzork(
3

4. Skenovani Vznik dat

5. Analyza obrazu (kvantifikace signalu, vznik

expresnich dat)

| [ N
1BA



Vznik a charakter dat

Kazda technologie ma svUj vlastni zplsob kvantifikace
signalu (teda promeny signalu na Cisla - data).

Mnoheé principy jsou spolecné.

1. Fluorescencni signal je excitovan s pomoci laseru

2. Elektrony jsou zachycené mikroskopem pres filtry do
obrazu

3. Tyto obrazova data se kvantifikuji
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Kapitola 11.2.1

Vznik a charakter mikroCipovych dat ->
cDNA mikrocipy
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Jak ziskavame zakladni data z cDNA

A. RNA Isolation

Sample A Sample B
=y .
Y, s
S X

ul""\._",

B. cDNA Generation
C. Labeling of Probe

Reverse Transcriptase

* Fluarescent
\A Tags ‘(__,-"’/
-t L o RS
T i, —
fﬁgﬁal; *ﬁ_ﬂ;jna
D. Hybridization R =
to Array
—
‘gf &-’J I‘:f;%uru_ s ?J

spot

E. Imaging

. Sample A= B

o Sample A =R
- Sample B> A

F. Analyza obrazu
(snimani intenzit
jednotlivych kanali)

v

Datovy soubor:
tisfice radkd (gen()
X desitky sloupcl

- (Ciselné hodnoty intenzit
testované a referencni
RNA (+ hodnoty
pozadi...)

- kontrola kvality spot(

- )

DalSf analyza

1. Upravy datového
souboru

2. urcenf odlisSnych gen(

3. klasifikace, predikce....
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Dvoukanalové skenovani

Po hybridizaci vkladame sklicko do skeneru abychom vytvorili
obrazek mikrocCipu.
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Analyza obrazu

Po skenovani se ulozi obrazek mikrocCipoveho sklicka ve
formatu .tiff, ktery se vlozi do programu pro analyzu obrazu.
Nasleduje kvantifikace signalu.

Kroky kvantifikace:

1. Lokalizace center spot(
Automaticky pomoci grid (sitky), a

manualni Upravou

2. Segmentace
Klasifikace spotl, odliSené intenzity
pozadi od popredf (pomoci kruh(,
etc...).

3. Kvantifikace signalu
V popredi i v pozadf spotu
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Lokalizace center spotl

Automaticky pomoci specialnfho souboru grid (od vyrobcd
mikrocCipu), ktery obsahuje informaci o:

* PoCtu a umisténf spotl na mikroéipu BB asaae..

* Primeéru spotl v pixelech




Segmentace

V tomto kroku jsou programem pro analyzu obrazu
rozpoznavané oblasti spotl a pozadf

Nastaven( velikosti a pozice spotl - probfhd nejprve
automaticky

Obvykle nutna vizualni inspekce a dalsi prizpldsobeni rucné
Navic - nutné manualni oznacovani spatnych, pripadné
prazdnych spotd -
NejCastejsi algoritmy vyhledavani spo
=  Fixed circles

= Adaptive circles

= Histogram adaptive

Rizné programy rtzné definuji pozadf spo

QuantArray

ScanAlyse ' o]



Kvantifikace signalu

Frekvence

7/

V této fazi se kvantifikuje signal spotu, pouzivaji se rlzné
charakteristiky (prdmeér, median, modus, kvantily)

30
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Logaritmus intensity signalu v pixelech spotu
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Kvantifikace signalu pozadi

= Tri druhy metod:
1. LokdIni metoda (local background)

2. Morfologické otevreni (morphological opening)

3. Konstantni/globalni metoda (constant/global
background)

GenePix QuantArray ScanAlyse

Vizualizace oblasti lokalniho odhadu intenzity pozadi u tri
rdznych programud analyzy obrazu cDNA mikrocipu
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Kvantifikace signalu pozadi 2.

= Tri druhy metod:
1. Lokalni metoda (local background)

2. Morfologické otevreni (morphological opening)

3. Konstantni/globalni metoda (constant/global
background)

Ctvercovy element Novy obraz Schematické znazornéni
s odhadnutym Center spotd, ze kterych
signalem pozadi je odhadnuty

signal pozadi pro spot

s
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Kvantifikace signalu pozadi 3.

= Tri druhy metod:
1. Lokalni metoda (local background)
2. Morfologické otevreni (morphological opening)

3. Konstantni/globalni metoda (constant/global
background)

Signal je odhadnuty jako jedina hodnota pro vsechny spoty:

= Jako primeér intenzit signall negativnich kontrol (sondy
jiného organismu, které by nemely hybridizovat se
vzorkem)

= Nebo jako 3% kvantil rozdélenf signalu vsech spot(
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Kontrola kvality spotd |.

Po dobu kvantifikace intenzit probiha jesté inspekce
kvality spotl na zdklade parametrd zadanych do
algoritmu

| po kvantifikaci je mozné manualné oznacit spoty, které
povazujeme za nekvalitni

Spotem, které neprojdou kontrolou kvality je prifrazena
prislusna hodnota v promenné Flags:

Napfr.

= 100 ~ good ;

= -100 ~ bad ;

= -/5 ~ absent;

= -50 ~ not found;
= 0 ~ unflagged;
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Kontrola kvality spotu II.

Charakteristiky kontroly kvality:
= Velikost a tvar spotu

= Prilis malé spoty neposkytuji vérohodné odhady intensity
hybridizace (Simon et al., 2003) (spoty mensi nez < 25
pixeld by mély byt odstranéné)

= Spoty s nepravidelnym tvarem, pripadné "koblihoveé spoty"
by mely byt oznacené jako nekvalitni

" |Intenzita signalu
= Spoty s prilis malou intenzitou signalu v obou kanalech
" [0g2(610/590) = 0.048, ale 10g2(30/10) = 1.58
= Pomer signal/sum by mel byt dostatecné
= Nasyceni (saturace) spotu
= Spoty by nemély obsahovat nasycené pix

ooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooo



Kontrola kvality spotd IIl.

Priklady nekvalitnich spotl (A-C) v porovnani s idedInim spotem
(D)

= A) nasyceny (saturovany) spot, B) koblihovy spot, C) spot s
nepravidelnou strukturou, D) dobry spot
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Ukazka zadkladnich cDNA mikrocCipovych dat

Data z jednoho cDNA mikrocCipoveho sklicka

Po kvantifikaci a kontrole ziskavame zakladni datovy soubor.

A | B | C | b | E | F L e | H | 1 | J | K | L j
| 1 |Unique position D Chramosome  Mb positio SES end  Plate info Block  Celurn | Row Mame ¥ i Dia. DJ
|2 | 44 RP11-195a8 1037581779 37726637 NKI2C P 11 19 44 8600 35890 40—
| 3 | 44 RP11-19528 1037831779 37728637 NKI2C X 10 19 44 g0 35890 140
|4 44 RP11-19528 1 378R1779 37726637 NKI2C X 12 19 44 8820 35890 140
| 5 | 102 RP11-124d4 1 87374825 §7558032 NKI2B12 4 7 19 102 16600 8570 120
B | 102 RP11-124d4 1 87374825 B7555032 NKI2B12 4 9 19 102 17080 8570 130
7 102 RP11-124d4 1 87374825 57558032 NKI2B12 i ] 19 102 16830 8970 120
8 | 154 RP11-145H4 1 1.52E+08 1.52E+08 NKI2G5 P 11 pil] 154 8500 36110 150
ER 154 RP11-145H4 1 1.52E+08  1.52E+03 NKI2GA P 13 | 154 9040 38110 140
10 154 RP11-145H4 1 1.52E+08 1.52E+08 NKI2GA X 12 il 154 8820 38110 180
11 187 RP11-1122M, 1/ 1.83E+08 1.83E+08 NKI2F10 il 7 il 187 18650 21120 130
|12 187 RP11-122M, 1/ 1.83E+08 1.83E+03 NKIZF10 il B il 187 1eded 2110 130
| 13| 187 RP11-1122M 1/ 1.83E+08 1.83E+08 NKI2F10 pil] 5 pil] 187 18240 X0 130
14 | 198 RP11-66f 1 1.89E+08 1.9E+H18 NKI2C2 18 10 19 196 8330 28880 130
15| 198 RP11-66f 1 1.89E+08 1.9E+18 NKI2C2 18 11 19 196 8860 26390 130
16 | 198 RP11-66f 1 1.89E+08 1.9E+18 NKI2C2 18 12 19 196 8780 26880 130
17 236 RP11-84508 1 227E+0B 2.27E+HI8 NKIZC3 10 10 19 23 8330 17960 140
18| 236 RP11-845k6 1 2Z7E+08 2. 27E+08 NKI2C3 10 10 19 236 8330 17960 140
19| 236 RP11-845h8 1 227E+HIB 2.27EHI8 NKI2C3 10 12 19 236 §780 17960 140
20 236 RP11-84508 1 227E+08 2.27E+HI8 NKI2C3 10 12 19 236 §780 17960 180
|21 236 RP11-84508 1 227E+0B 2.27E+HI8 NKI2C3 10 11 19 23 8850 17960 140
| 22| 236 RP11-84508 1 227E+0B 2.27E+HI8 NKIZC3 10 11 19 23 8850 17960 140
23| 320 RP11-108452 2 47485695 47697380 NKITF10 2 7 pil| 320 16EE0 31610 130
| 24 | 320 RP11-108442 2 47485695 47697380 MKITF10 2 B pil] 320 6440 31610 130
| 25| 320 RP11-108442 2 47485695 47697380 NKITF10 ] ] | 320 8220 31810 130
| 26| 323 RP11-460n15 2 47854784 48034160 NkI2HS 4 12 il P | 9190 130
|27 323 RP11-460n15 2 47854784 48034160 NKI2HG 4 11 il 323 17500 9190 130
28| 323 RP11-460n15 2 47854784 48034160 NKI2ZHG 4 13 il 3231740 9190 130
|29 324 RP11-3g11 2 47946940 48102083 MKIZH? 12 11 pil] 34 17540 18150 130
EN 324 RP11-3g11 2 47945940 45102089 NKI2ZH7 12 12 20 324 177E0 18160 140
Kl 324 RP11-3g11 2 47945940 45102089 NkI2H7 12 13 il 324 17990 18160 140
| 32| 381 RP11-232)18 2 71372264 71537932 NKITF4 ] il 19 3BT 19530 13430 130
| 33 381 RP11-232)18 2 71372264 71537932 NKITF4 ] 1 il 3BT 152500 13660 130
|13d4 3 bIP\Nossae?J rEsPJlgsEEELL%ene kumplet/z 71372264 71537932 MKI1F4 g 1] 19 19 31192900 13430 EFJJ
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Zakladni datovy soubor

Obsahuje (priklad GenePix 6.0)

Pozice spotu
Jméno a dalsi identifikatory sondy na spotu

DalSi charakteristiky spotu: (primer, tvar, cirkularita,
saturace, ...)

Informace o intenzité signalu pozadf, popredi (median, primeér,
suma, SD)

Pocet saturovanych pixeld
Odvozené charakteristiky

1) % pixell signalu s intenzitami vétsimi nez 1SD (2SD) intenzity
pozadi

1) intenzita signalu minus intenzita pozadi

i) pomér mediand/pramerd obou kanald

V) logaritmus baze 2 tohoto pomeru
Informace o kvalité spotu

Proménnou Flags Tea



Zakladni data

Data v zakladnim souboru NEJSOU koncentrace mRNA!

Hodnoty ziskané z microarray experimentu jsou pozitivne
korelované s mnozstvim pritomné mRNA, ale navic v sobé

r/

nesou SUM, souvisejici s:
» Efektivitou spotovani
Kontaminaci tkaniva
RNA degradaci
Efektivitou
= amplifikace DNA
" reverzni transkripce ) )
- o * Korekci na pozadi
" hybridizace a specificitou sond
Vybéerem a identifikaci sond
PCR vysledkem

" Dalsimi technickymi vlivy pri
zpracovani

" Segmentaci obrazu

* Kvantifikaci signalu

NUTNA KONTROLA KVALITY A UPRAVA DAT "



_ Podivejme se na redlna data!

V ucCebnich materidlech k predmetu naleznete soubor
cDNApriklad.zip

Soubor stahnéte a rozbalte.
Struktura adresare:

raw/

CDNA.R

E-GEOD-45596.1df.txt

E-GEOD-45596.sdrf.txt

SampleInfo. txt

Vyberte jeden ze souborl nachadzejicich se v adresari raw/ a
otevrete ho v EXCELuU

GSM1110303_Texas_Tech_251485034901_S01_GE2-v5_91 0806_1 1.txt
GSM1110304_Texas_Tech_251485036824_S01_GE2-v5_91 0806_1 1.txt
GSM1110305_Texas_Tech_251485034901_S01_GE2-v5_91 0806_1 2.txt
GSM1110306_Texas_Tech_251485036824_S01_GE2-v5_91 0806_1 2.txt

| [ N
1BA



Urovné kontroly kvality

L’Jr9veh mikroCipu Uroven experimentu
(zakladni datova matice) (findIni datovd matice)
A
Kvalita sondy Kvalita mikrocip\ Kvalita experimentu
O
O Co >
O, eRoReIoLe IO g
OOO
o0
0g® Mikrocipy 1 ... n
@

Uroven sondy: Kvalita jednoho spotu na mikrocipu

Uroverl mikrocipu: Kvalita celého mikrocipu

Uroven experimentu: Kvalita mérenf transkriptu véech )
mikrocipl v experimentu Tea



Urovné Upravy datovych soubor(

[
Uroven mikrocipu Urovefi experimentu
(zakladni datova matice) (findIni datovad matice)
A
Kvalita sondy Kvalita/mikroc“:ipu Kvalita experimentu
v , — Normalizace —
Odstraneni Normalizace mezi
nekvalitnich spotu .uvmvt.r mikrogipy
mikrocCipu
Sumarlzace I"III\IULIlJ_y L ... T1
duplikatl / ‘ ‘ ‘ ‘ ‘

Uroven sondy: Kvalita jednoho spotu na mikrocipu

Uroverl mikrocipu: Kvalita celého mikrocipu

Uroven experimentu: Kvalita mérenf transkriptu véech )
mikroCipl v experimentu 2y



Urovné Upravy datovych soubor(

[
Uroven mikrocipu Urovefi experimentu
(zakladni datova matice) (findIni datovad matice)
A
Kvalita sondy Kvalita/mikroc“:ipu Kvalita experimentu
v , — Normalizace —
Odstraneni Normalizace mezi
nekvalitnich spotu .uvmvt.r mikrogipy
mikrocCipu
Sumarlzace I"III\IULIlJ_y L ... T1
duplikatl / ‘ ‘ ‘ ‘ ‘

Uroven sondy: Kvalita jednoho spotu na mikrocipu

Uroverl mikrocipu: Kvalita celého mikrocipu

Uroven experimentu: Kvalita mérenf transkriptu véech )
mikroCipl v experimentu 2y



Kontrola dat v ramci mikrocipového sklicka

w
= Replikaty sond
= Sumarnf statistiky replikatl spotl (nekvalitnf spoty uz vyloucené)

Replicate No. of non-
clone 1 2 3 mean median SD flagged
replicates
A 23 P347643 -0.186 -0.265 -0.313 -0.254 -0.265 0.052 3
A 23 P60243 0.523 flagged flagged 0.523 0.523 0 1
A 23 P116057 0.039 -0.978 flagged -0.495 -0.495 0.5 2
A 23 P203743 -0.614 0.537 1.589 0.504 0.537 0.899 3

Bud odstranit sondy s prilis velkou variabilitou mezi replikaty. ..

— ...nebo si uschovat informaci o poctu validnich replikat( (a
vyhodit klony jen s jednim replikatem)

Kvalita mikrocipového sklicka
- Procento nekvalitnich spotld nesmf byt prilis velké (<25 %)
= Systematické odchylky odstranime procesem NORMALIZACE

IBA




Urovné Upravy datovych soubor(

Uroveri mikrocipu

(zakladni datova matice)

\

(
Kvalita sondy Kvalita mikrocipu

Odstranéni
nekvalitnich spotd

Sumarizace
duplikatd

e

Normalizace
uvnitr
mikrocCipu

7

Uroven experimentu
(finalni datova matice)

Kvalita experimentu

v5il

mezi
mikroci

Normalizace —

PY

MIRTULUTMVY

A |

Uroven sondy: Kvalita jednoho spotu na mikrocipu
Uroverl mikrocipu: Kvalita celého mikrocipu
Uroven experimentu: Kvalita mérenf transkriptu véech
mikroCipl v experimentu

s
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Systematické odchylky uvnitf mikrocipu

[
= Nerovnhomeérnd hybridizace (prostorové odchylky)

= Pricina: nerovhomerne umyty Cip, nerovnomerne
distribuovany vzorek, print-tip efekt (defektni jehla)

= Signal pozadi
= M0zZe byt velmi silny, bud spatné umyty Cip, nebo Spatna
segmentace (Cast popredi je kvantifikovana jako pozadi)

= Efekt barviva (rozdily intenzit mezi kanaly)

= Pricina: odlisna schopnost inkorporace molekul barviva
(Cy3, Cy3)
odlisna reakce na excitaci (slabsi intenzita UV, ...)

ODHALUJEME GRAFICKOU REPREZENTACI DAT

IBA



Diagnostika nerovnomeérné hybridizace

Virtualni rekonstrukce mikrocipu,
vykresleni heatmapy log2
pomeéru Cy5/Cy3 intenzit na

zakladée jejich pozice na sklicku | o )
Cotor ey Box-ploty jednotlivych oblasti

B (najcastejsi print-tip)

201
Value

: B) o

3
o ?§*Bgs"'ﬂvf¢ 8o °%,

- | BEEaEtag IEE-EEE.

11111

M =logo(R/G)

| A T L P T D T T P T R B
t 3 5 7 9 11 13 15

Print tip




Diagnostika efektu barviva

€AD

Casto je efekt barviva v&tsi u sond s nizkou expresf

4000 6000 8000 10000

2000

Graf intensit kandll

2000 4000 6000 8000 10000

Cy5

Cy3 = BO + B1*Cy>5
(Cy3-B0O)/B1=Cy5’

Neukaze nelinearni trendy

MA graf

..

0@0 @ ooé@ %%,

wf8e o o &
< o =

o

o g8 %0380

M = log (R/G)

A = 1/2 (log(R)+log(G))

Ukaze nelinearni trendy!




Cviceni!

Budeme pracovat v programu R-Studio

10 minutovy kratky uvod do R - SW pro analyzu
dat

Ukdzeme si jak instalovat baliky pro specifické
analyzy genomickych a proteomickych dat

Na prikladovych datech udélame diagnostiku
kvality sklicCka

s
IBA



Balik marray

= Ballk marray poskytuje sadu funkcf pro analyzu cDNA Cipd

Instalace’:

source("http://www.bioconductor.org/biocLite.R")
biocLite("marray")

= Zakladnf strukturou, s kterou pracuje a ktera obsahuje
zakladni data vsech matic experimentu je trida

marrayRaw

new( 'marrayRaw',
maRf = ., # matice intensit spotl Cerveného kandalu
maGf = ., # matice intensit spotil zeleného kanalu
maRb = ., # matice intensit pozadi Cerveného kanalu
maGb = ...., # matice intensit pozadi zeleného kanalu
maLayout = ...., # objekt tridy marraylLayout, popis mikrocCipu
maGnames = .., # objekt tridy marrayInfo, popis sond
maTargets = ...., # objekt tridy marrayInfo, popis vzorki
maNotes = ...., # text - poznamky )

| [ N
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Dalsi

objekty baliku marray

marrayLayout - popisuje
mikrocCip, umisténi spotl a jejich
sondy

new( 'marraylLayout’,

maNgr = , #pocCet radkd matic

maNgc = ., #pocCet sloupcl matic

maNsr = ..., #pocCet radkd v matici

maNsc = ..., #pocCet sloupcl v matici
maNspots = ..., # maNgr X maNgc x maNsr X
maNsc

maSub = ., # vektor TRUE/FALSE, které

spoty se pouzivaji

maPlate = ., # faktor - print tip
maControls = ., # faktor - status sondy
(kontrolna nebo ne?)

maNotes = ., # Object of class
character)

maNsr

maNgr —

maNsc

A
[ \

maNgc

000000000000
000000000000
000000000000
000000000000
000000000000
000000000000
000000000000
000000000000
000000000000
Q00000000000
00000000000
000000

000000000000
000000000000
Q00000000000
000000000000
000000000000
000000000000
000000000000
000000000000
000000000000
000000000000
000000000000
000000000000

000000000000
000000000000
000000000000
000000000000
000000000000
000000000000
000000000000
000000000000
000000000000
000000000000
000000000000
000000000000

00000000000
00000000000

00000000000
00000000000
00000000000
00000000000
00000000000
00000000000
00000000000
00000000000
00000000000
00000000000

00000000000
00000000000

00000000000
00000000000
00000000000
00000000000
00000000000
00000000000
00000000000
00000000000
00000000000
00000000000

Q0000000000
00000000000
00000000000
00000000000
00000000000
C0000000000
00000000000
00000000000
00000000000
00000000000
00000000000
00000000000




DalSi objekty baliku marray

* marraylnfo - popisuje vzorky nebo sondy

new( 'marrayInfo’,

maLabels = ...., # vektor jmen/nazvi
maInfo = ...., # datova tabulka s dalsSimi

charakteristikami

maNotes = ...., # text s poznamkami

)

| [ N
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Priklad |

= Nactéme si data swirl, které predstavuji mikroCipovy
experiment, porovnavajici genovou expresi divokéeho druhu

~/

rybky Danio pruhované a jejiho mutanta v genu BMPZ2.
Experiment byl proveden v dye swap designu, dohromady jsou
k dispozici 4 mikrocCipy:

library(marray)
data(swirl)
str(swirl)

= \/ytvorme si paletu barev a provedeme kontrolu kvality Cipd
Gcol <- maPalette(low = "white", high = "green", k = 50)
Rcol <- maPalette(low = "white", high = "red", k = 50)
RGcol <- maPalette(low = "green", high = "red", k = 50)

| [ N
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Priklad Il - kontrola prostorovych efekt(

= \Vykreslime si heatmapu tretiho mikroCipu s pomoci funkce
maImage

maImage(swirl[, 3], X
cerveného kanalu

"maRb") # vykreslime pozadi

maImage(swirl[, 3], X
zeleného kanalu

"maGb") # vykreslime pozadi

maImage(swirl[, 3], x = "maM") # vykreslime pomeér
intensit spotd obou kanald (M hodnoty)

" Funkce maImage dokaze vykreslit i efekt print-tipu:
maImage(swirl[, 1],x="maPrintTip")

" Funkce maBoxplot vykresli krabicové grafy
maBoxplot(swirl[,1])

| M
IBA



Priklad Il - efekt barviva

= \ykreslime jednoduse pomoci zakladnf funkce plot, a dvou
funkci, kterymi z marrayRaw objektu extrahujeme intensity
spotld Cerveného a zeleného kanalu:

R = maRf(swirl[,1])

G = maGf(swirl[,1])

plot(R, G)

abline(a=0, b=1) # vykreslime diagonalu

" Funkce plot aplikovana primo na objekt tridy marrayRaw
vykresli MA graf, s odhadem krivek podle jednotlivych print-
tipd

plot(swirl[,1])

= Jinym zpUsobem je prvne vypocitat hodnoty Aa M, a pak je
vykreslit

A = maA(swirl[, 3])

M = maM(swirl[, 3])

plot(A, M)

| [ N
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Normalizace uvnitr mikrocCipu I.

= Cil: Upravit hodnoty signalu tak, abychom odstranili
sytematické odchylky uvnitr mikrocCipu

= Princip: Centrovani a/nebo skalovani hodnot
exprese M

M -1
M orm = s

kde /a s jsou normalizacni hodnoty centra (l) a Skaly

(S)

| [ N
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Normalizace uvnitf mikrocCipu | - metody

" Typy normalizace:

1) Logaritmicka transformace - vétsinou pouzivana z ddvodu
transformace dat na normalni rozdéleni

M, prm = log2 (M)

| [ N
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Normalizace uvnitf mikrocCipu | - metody

" Typy normalizace:

1) Logaritmicka transformace - vétsinou pouzivana z ddvodu
transformace dat na normalni rozdéleni

M, prm = log2 (M)

2) Korekce na pozadi
- odstranuje efekt pozadi
- odlisné pristupy:

1) odpocita se odhadnuty signal pozadi - zalozené na predpokladu
aditivity signalu

Pozorovany signal (OS) = Signal pozadi (BS) + Signal sondy (TS)

TS = 0S-BS
- bud' pro kazdy spot zvlast, nebo globalné
Mnorm =M-1

AN

odhadnuty signal
pozadi

2) bez korekce! T5a




Normalizace uvnitf mikrocCipu | - metody

3) Normalizace prostorového efektu a rozdill intenzit mezi kanaly

Log Mean Signal

= Centrovadni medidnem

= 0dcita median od intenzit vsech spot(
" nejlednodussi, ale neni schopny zkorigovat nelinearitu

T
KRR
FREA

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Mnorm =M — l!

/

| je medidn intenzit vsech spotl

| [ N
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Problémy s medianovym centrovanim

Jedna sa o globalni metodu, neni schopna vyrovnat lokalni

efekty, problémy odlisnych intenzit, print-tip efekty atd.

Graf intensit kanal(

-1.0 -0.5 0.0 0.5
Logz(Cy3)

1.0

1.5

[Le]
—

MA graf

-1.0

-05

0.0

0.5

A

S nelinearitou si umi poradit lokalné regresni metody

(lo(w)ess)

1.0

1.5

2.0

s
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Lowess normalizace |

Princip:

1.0dhad krivky pomoci neparametrické lokalnf vazené regrese (lowess -

locally weighted scatterplot smoothing)
2.0decteni odhadnuté krivky od namérenych hodnot

Vyhoda : nenf nutné znat funkci krivky, je odhadnuta z dat!

Pred lowess normalizaci

2+ Lokalni

o

o

Po lowess normalizaci

6 8 10

e
IBA



Lowess normalizace |l

Princip lowess

*\/ kazdém kroku se urci lokalni mnozina dat na které se odhadne krivka
s pomoci polynomidlu a metody nejmensich ¢tvercl

*Parameter A urcuje stupent polynomialu (A=0 pdmeér, A= 1 linearnf
regrese, A=2 kvadraticka regrese)

*Mnozina dat na které se pracuje se urcuje pomoci algoritmu nejblizsiho
souseda

*\/yhlazovaci parameter a urcuje velikost této mnoziny (na bodd v okolf
odhadovaného bodu)

a0 Nabyva hodnot mezi. + 1)/nal

| [ N
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Normalizace uvnitr mikrocCipu Il.

Krivky odhadujeme;
na zakladé signald vSech sond na mikrocipu

Pfredpoklad: exprese vetsiny gend, které sondy

predstavuji, neni zmenena mezi porovnavanymi
skupinami! (zavisi od mikroCipu a od testované
hypotézy)

na zaklade signalu skupiny sond:

1) skupina sond by méla mit priblizné stejnou expresi ve
vsech vzorcich (aby jsme neodstranili realné biologické rozdily)

1) mnozina by mela byt dostatecne velka, aby zachytila
variabilitu sklicka

Napr. housekeeping geny

| [ N
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Priklad IV - normalizace uvnitf mikrocCipu

= Aplikujme centrovani medianem na M hodnoty prvniho
mikroCipu z prikladu a zkontrolujme, jak se normalizace
(ne)poprala s nelinearnimi efekty:

plot(swirl[,1])

swirl.norm <- maNormMain(swirl[,1], f.loc =
list(maNormMed(x=NULL, y="maM")))

plot(swirl.norm)
= Ated aplikujme normalizaci pomoci loess:

swirl.norm.loess <- maNormMain(swirl[,1], f.loc =
list(maNormLoess()))

plot(swirl.norm.loess)

| [ N
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Urovné Upravy datovych soubor(

Uroveri mikrocipu

(zakladni datova matice)

\

(
Kvalita sondy Kvalita mikrocipu

Odstranéni
nekvalitnich spotd

Sumarizace
duplikatd

e

Normalizace
uvnitr
mikrocCipu

7

Uroven experimentu
(finalni datova matice)

Kvalita experimentu

Y5l

mezi
mikroci

Normalizace ——»

PY

MIRNTULUITMVY

A |

Uroven sondy: Kvalita jednoho spotu na mikrocipu
Uroverl mikrocipu: Kvalita celého mikrocipu
Uroven experimentu: Kvalita mérenf transkriptu véech
mikroCipl v experimentu
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Normalizace mezi mikroCipy

= Kdyz jsou vsechny datové matice mikroCipl znormalizované,

tak vytvarime finaInf datovou matici, kterou pouzijeme pro
naslednou analyzu

radky ~ vzorky, sloupce ~ geny

= Jednotlivé soubory musime normalizovat navzajem, abychom
odstranili efekty mezi sklicky, zplGsobené rozdilnou hybridizact,
rozdilnym mnozstvim vzorku (mRNA), rozdilnym efektem
skenovani, chybami v segmentaci... apod.

" Princip - sjednocenf rozlozenf (prmeér, smérodatna odchylka,
pripadne kvantily)

| [ N
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Metody normalizace mezi mikroCipy

[
= Globdalni centrovani

Nastavi prdmer a skalu vsech sklicek na jednu hodnotu (median,
ormeér, ofezany pridmer... vsech Cipd nebo hodnoty
referencniho Cipu)

Nevyhoda: predpoklada, ze rozdily jsou jen posunove, linearni
= Skélovani
Tato metoda sjednocuje variabilitu jednotlivych mikrocip(,

napriklad podélenim hodnot medianovou absolutni odchylkou
jejich intenzit. Obvykle se kombinuje s centrovanim.

= |Loess

Probfha cyklickym zpdsobem - vzdy mezi pary mikrocCipt az do
konvergence. Také je mozné vybrat mnozinu sond na kterych
se udela odhad loess krivky

« Kvantilovd normalizace

| [ N
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Kvantilovd normalizace

Je zalozena na poradi pozorovani, je tedy neparametricka. Bud
na skupine vsech sond, nebo jen na skupiné vybranych sond.

Princip: U kazdého mikrocCipu se geny seradi dle hodnoty exprese
a tyto hodnoty se potom nahradf primérnou hodnotou
kvantilu, ktery predstavuje v celém Cipu

Serazené
hodnoty poradi hodnoty
Gen Cipl cCip2 Cip3 Gen Clpl Cip2 C|p3 Cipl Cip2 Cip3
A 5 4 3 A ‘ i 2 1 3
B 1 4 — i 3 2 4
C 3 4 6 ‘ 6 i 4 4 6
D 4 2 8 b iv 5 4 8
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Kvantilovd normalizace

Je zalozena na poradi pozorovani, je tedy neparametricka. Bud
na skupine vsech sond, nebo jen na skupiné vybranych sond.

Princip: U kazdého mikrocCipu se geny seradi dle hodnoty exprese
a tyto hodnoty se potom nahradf primérnou hodnotou

kvantilu, ktery predstavuje v celém cCipu

hodnoty

Gen Cipl Cip2 Cip3
A 5 4 3

B 2 1 4

C 3 4 6

D 4 2 8

(2+1+3)/3 =2.0

(3+2+4)/3 = 3.0

(4+4+6)/3 = 4.6

(5+4+8)/3 =5.6

poFadu’
Gen C|p1 2 C|p3

566

— i

1l
\

Serazené

hodnoty

Cipl Cip2 Cip3
2

A PBADNBRE
(0o ] @) I~ U}

3
4
5
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Kvantilovd normalizace

Je zalozena na poradi pozorovani, je tedy neparametricka. Bud
na skupine vsech sond, nebo jen na skupiné vybranych sond.

Princip: U kazdého mikrocCipu se geny seradi dle hodnoty exprese
a tyto hodnoty se potom nahradf primérnou hodnotou
kvantilu, ktery predstavuje v celém cCipu

Serazené
hodnoty poradi hodnoty
Gen CcCipl Cip2 Cip3 Gen Clpl Cip2 C|p3 Cipl Cip2 Cip3

A ‘ i 2 1 3

2 4 — — i 3 2 4
@ ‘ 6 ||| 4 4 6

2 8 b 5 4 8
prumér normalizované hodnoty

Gen cCipl cip2 <cip3
5.67 (.67 ‘ 2.00
2.00 io 3. iO
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Priklad V - normalizace mezi Cipy

" Provedeme normalizaci pomoci loess a nasledne skalovou
normalizaci mezi Cipy a znovu vykreslime krabicové grafy.

swirl.norm <- maNormMain(swirl)
swirl.norm.scale = maNormScale(swirl.norm)
maBoxplot(swirl.norm.scale)

| [ N
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Shrnuti

Zakladni data nejsou mRNA koncentrace

Musime zkontrolovat kvalitu dat na rdznych Urovnich
= Uroven sondy

= Uroven skli¢ka (vSechny sondy na sklicku)

= Uroven genu (gen mezi skli¢ky)

Data vzdy transformujeme /ogaritmem, abychom
zabezpecili normalni rozlozenf hodnot

Data normalizujeme aby jsme odstranili systematické
(technické) chyby

| [ N
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Priklad

= Podivame se do naseho adresare s cDNA prikladem a
otevreme cDNA.R v programu Rstudio.

= Postupujeme dle instrukci, na konci je dobrovolny uUkol.

| [ N
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