Kapitola |

Technologie studujici genomiku a
proteomiku

MikroCipy (microarrays)
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Technika mikrocipu

MikrocCipy— biotechnologie simultanne srovnavajici biologické objekty
(molekuly, tkaniva) na zakladé jejich imobilizace na jediny podklad do
oblasti (spotu) které jsou pravidelné usporfadany do radku a sloupcu

Podklad: sklo, gel, parafin, ...

MikrocCipy v genomice a proteomice:
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Kapitola 1.1

Princip a rozdéleni DNA mikroc€ipu
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DNA mikroéipy

Serie kratkych DNA sekvenci imobilizovanych rovhomérne na podklad,
pouzivana k detekci DNA nebo RNA (obvykle jako cDNA) ve vzorcich.
NejCasteji aplikovana na:

= Mereni zmén v hladinach genové exprese (gene expression
profiling, detekcia RNA - cDNA) - expresni mikrocCipy

= detekci strukturnich zmen v genomu (SNPs- jednonukleotidove
polymorfismy nebo zmény v poctu kopii genu) — arrayCGH, SNP
arrays

Take se uspesné pouziva k detekciu vazbovych miest proteinov na
gendme (ChlP-on-chip), detekciu alternativheho 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 mikroCipu se nazyvaji

sondy, anglicky probes

Kazda oblast DNA (obvykle gen), kterou chceme zkoumat

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

nejspecifictejsSi

Microarray slide
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Zakladni princip

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

2. Imobilizované molekuly DNA, ktere byly dfive oznaCeny
fluorescenc¢nimbarvivem se pak daji detekovat pomoci UV skeneru a
kvantifikovat tak mnozstvi mRNA / DNA s danou sekvenci pfitomné ve vzorku.

A. DNA isolation D. Imaging
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MikroCipy

MICROARRAY
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Postup mikrocCipového experimentu

1. Vyroba mikroCipoveho skliCka

2. Priprava vzorku P¥iprava &ipu a vzorkuy
3. Hybridizace

4. Skenovani Vznik dat

5.

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

Vyroba mikroCipoveho skliCka

Piiprava Cipu a vzorkd

1.
2.
3.
4
5

Vznik dat
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Princip vyroby DNA mikrocipu

= Vyroba skliCka spociva v pripojeni sond na podlozné skliCko do oblasti

spotu
Dve hlavni metody:

= Spotting — sondy jsou syntetizované PRED umist&nim na microarray
sklicko, potom umistéené na sklicko pomoci specialniho robota
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Spotovaci robot
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Princip vyroby DNA mikrocipu

= Vyroba skliCka spociva v pripojeni sond na podlozné skliCko do oblasti
spotu

= Dveé hlavni metody:

= Spotting — sondy jsou syntetizované PRED umist&nim na microarray
sklicko, potom umisténé na sklicko pomoci specialniho robota

= |n-situ syntéza — sondy jsou syntetizovanée primo na podklad,
fotolitografickou syntézou

= Spotting — u delSich cDNA sekvenci
= |n-situ syntéza — pro kratke oligonukleotidy
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Typy sond

= cDNA sondy - 500-5000 paru bazi dlouhé cDNA klony cilového genu
nebo znameé sekvence. Obvykle syntetizované pred umisténim na
microarray skliCko pomoci spotovaciho robota

= Vyhoda: jsou vice specificke, a v pfipadé uspésné hybridizace s
cilovou DNA muzeme témér s jistotou fict, Ze se spojily pravé s
danym genem

= Qligonukleotidové sondy — maximalné 25 paru bazi dlouhé sekvence,
které jsou designované tak, aby odpovidaly jen Castem sekvence
znamych kodujicich genovych ORF (open reading frames).

MRNA referenéni sekvence

r’ ’
5 y J/ 3
—_X— —X— X X —X —x —X

—x— —%—
~
pary DNA sond
Referenéni sekvence

TGTGATGGTGGGAATGGGTCAGAGACTCCTATGTGGGTGACGAGGCC

l: TTACCCAGTCTT|C/|ICTGAGGATACAC Sonda perfektni shody
( TTACCCAGTCTT|G/ICTGAGGATACAC Senda s jinym nukleotidem
s d fektni shod
Obraz fluorescencni intenzity onda perfextni shody
\ Sonda s jinym nukleotidem fB.E




Typ mikrocéipu dle typu sondy

= Podle typu sondy rozlisujeme:
= cDNA mikrocipy — pouzivaji cDNA sondu
- hybridizace zavisla na delce sond
- nezname presny pocet klonu v kazdém spotu

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

= Oligonukleotidové mikroc€ipy — oligonukleotidové sondy, obvykle
syntetizovane in-situ

- zname presny pocet klonu
- stejna déelka sondy

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

Vyroba mikroCipoveho skliCka

Piiprava Cipu a vzorkd

1.
2.
3.
4
5

Vznik dat
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Priprava vzorku

®
1. 1zolace DNA/RNA: molekuly které chceme zkoumat (DNA ¢i mRNA) jsou
extrahovaneé ze vzorku.
G T XL

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

A°CU . A°CT

DNA
A/ DNA N2 Y%
A CT e
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Priprava vzorku

3. Znaceni: Amplifikovana DNA (cDNA) je obarvena fluorescencnim barvivem
(nejCasteji Cy3 nebo Cyd). Toto s nazyva primeé oznacCeni. U nepfimeho znaceni
nejdrive skupina, vétsinou primarni amin je inkorporovana do cDNA a Cy3/Cy5

jsou potom inkorporovane do cDNA pri nasledné reakci.

Control
5 AAAAAAAA
l OligodT primer
5 AAAAAAAA

TITTTTTTT
Reverse Transcriptase
Cy3-labeled dCTP

¥ AAAAAAAA

.q
3 /Y\NY\/\N\/Y\/\ TTTTTTTTT

Cy3 Cy3 cy3 O3

N
e Degrade mRNA
N y

YWYV

Cy3 Cy3 Cy3 Cy3

Test

AAAAAAAA

OligodT primer

¥
AAAAAAAA

TITITITIT

Reverse Transcriptase, aa-dUTP

v
AAAAAAAA

NH,

3’ /Y\/VYVYVVY\/\ TTTTTTTIT

NH, NH, NH,

Degrade mRNA,
w Add N-hydroxysuccinimide-Cy5

/YWY\/\/VVYV\ﬂﬁTTrTT

NH

Cy5

NH NH NH

Cy5 CyS Cy5
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Postup mikrocCipového experimentu

o0~

Hybridizace
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Hybridizace DNA

. DNA mikroCipova technologie

3 je zalozena na hybridizaci
DMNA is denatured GACT
by heating Renaturation
on cooling
b - :
o) 5’ : e : . Hybridizace je proces
" ' - ; 0 komplementarniho parovani

dvou jednoretézcovych
nukleovych kyselin do
dvouretézcove molekuly
(duplexu) na zakladé
parovani bazi.

RNA slrand DNA strand
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Hybridizace na mikrocCipu

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

2-. Zahratim na urcitou teplotu se zrusi vodikove vazby mezi fretézci a DNA vzorku se rozpléta na dva
samostatné fetézce — tento proces nazyvame denaturace.

3. Teplota se zase snizi a jednofetézcové molekuly se snazi znovu sparovat se svymi
komplementarnimi fetézci

1. Two oligonucleatides with 2. Hybridization of the fluorophare- 3. One oligonuclectide is
different sequences ane labelled DNA with the immobilized perfectly bound while the
irmrmobilized on a DNA chip. oligonucleotides. other ferms a maspair.

4. Nastava komplementarni parovani mezi:

=
Tl

- puvodnim parem DNA Fetézcu
- DNA a sondou — vznika hybrid

5. Sklicko se nakonec omyje a zUstanou 5. Fluorescence detection of the 4. Stringent wash of
pouze hybridizované fetézce. hiytiid on the chip surfacs. the chip.

[ N
Zdroj: http://pubs.rsc.org/en/content/articlehtml/2008/mb/b713259j IBA
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Vznik a charakter mikrocipovych dat
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Postup mikrocCipového experimentu

1.
2. Piiprava Cipu a vzorkd
3.

4. Skenovani Vznik dat

5. Analyza obrazu (kvantifikace signalu, vznik expresnich dat)
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Vznik a charakter dat

Kazda technologie ma svuj vlastni zpusob kvantifikace signalu

(teda promény signalu na Cisla — data).

Mnohe principy jsou spolecCne.

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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Vznik a charakter mikrocipovych dat ->
cDNA mikrocCipy

Vyuka IBA




Jak ziskavame zakladni data z cDNA

A. RNA Isolation

E. Imaging

F. Analyza obrazu
(snimani intenzit

Sample A Sample B
T o (e Sample A > B jednotlivych kanali
2 . e Sample A=01 J y )
* o bample B> A A 4
e s spot Datovy soubor:
-"".." . N
N o tisice radka (gend) X
B. ¢cDNA Generation desitky sloupcu
i : . @®
C. Labeling of Probe .. , _ ,
Reverse Transeriptase . - Clselne hOanty |ntenZ|t
¢ l Fhm"ml testované a referenéni RNA
\. L (+ hodnoty pozadi... )
te T - kontrola kvality spot(
f’-.."ﬁ f BN —
L gl o, ' - .
. 'r.._t }'\..-, J . "':.,,'. -.__;x._.::*lf.: : : i
D. Hybridization S N
to Array I M 1. upravy datového souboru
—

2. urceni odliSnych genu

3. Kklasifikace, predikce....
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Dvoukanaloveée skenovani

Po hybridizaci vkladame skliCko do skeneru abychom vytvorili obrazek

1o00ooo 150000

0000

mikroCipu.

ExcitaCni a emisni spektra Cy3 a Cy5

GenePix laser 532 nm
GenePx laser B35 nm
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S L ——

| I
_h

o
I I

400 500 E0D

[] Vinova délka (A, nm)

VysSi frekvence,
vice energie
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—

NizSi frekvence,
meneé energie

Ozareni } ,
,cervena”
] vinova
\ délka
,Zelena
vinova
délka

fluorescence

\ /
Prekryti obrazu

N/
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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 spotu

Automaticky pomoci grid (sitky), a manualni
upravou

2. Segmentace
Klasifikace spotu, odliSené intenzity pozadi
od poprfedi (pomoci kruhu, etc...).

3. Kvantifikace signalu
V popredi i v pozadi spotu

ODooeoocopoDOBOLOOCREeRn B
Cpeoddoldecwououa@Pla oo ool
000 8000 oiwoc0oD@e 0ol
Qg 0o o0@eooeaoolO0e ROD Y
ERO0OOB000EoDRRI B8RO0 0 ACTS
G o LB0 GO OBOND PO C G0 g /
oooo0{epocBe0RooetocgHo g
coQ o000 0o lnDec0nl]lLod 00D
o080l OO OLITe Q0o e O(OY
sladiclelielsiolgintoloteleR>EniolWglcioivie

wielelals @lsiol Yekal Tefclslol kolel-Relwlel:
@ 000 D OGGIEO08 o OOC B0
0o00e@000Q0lpeG00Be R0 e
CooR0eoaoolanhRenmda@a [
coooepnoe QU000 Ba ool of
el - Itlelalcblv el lelpliiol WEe [0 88l
oO00e0n00a(1000000000800 ¢
poo@8edeoco@0oeCedle

DDQGD@DD@GG.@@@DDQD@@ adg




Lokalizace center spotu

Automaticky pomoci specialniho souboru grid (od vyrobcu mikroCipu),
ktery obsahuje informaci o:

* Pocétu a umisténi spotu na mikroCipu
* Priméru spotu v pixelech




Segmentace

V tomto kroku jsou programem pro analyzu obrazu rozpoznavane
oblasti spotu a pozadi

Nastaveni velikosti a pozice spotu — probiha nejprve automaticky
Obvykle nutna vizualni inspekce a dalSi pfizpusobeni ru¢né

Navic — nutné manualni oznacovani Spatnych, pripadne prazdnych
spotu

NejCastéjsi algoritmy vyhledavani spotu: u

= Fixed circles

=  Adaptive circles

= Histogram adaptive

Ruzné programy ruzné definuji pozadi spotu

QuantArray
ScanAlyse

IBA




Kvantifikace signalu

Frekvence

V této fazi se kvantifikuje signal spotu, pouzivaji se ruzné charakteristiky
(prumér, median, modus, kvantily)

|
!
.y
I I
l
I |
. : ' —  Prdmér
HE : — - Median
= : : : S Modus
SHl — - 75% kvantil
| 1
l
= , I
' ]
l
I |
- | ]2
| T .
| | | I EII |

2 4 6 8 10

Logaritmus intensity signalu v pixelech spotu
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Kvantifikace signalu pozadi

= Tridruhy metod:
1. Lokalni metoda (local background)
2. Morfologickéeé otevreni (morphological opening)
3. Konstantni/globalni metoda (constant/global background)

GenePix QuantArray ScanAlyse

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

= Tridruhy metod:
1. Lokalni metoda (local background)
2. Morfologickeé 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
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Kvantifikace signalu pozadi 3.

= Tridruhy metod:
1. Lokalni metoda (local background)
2. Morfologickéeé otevreni (morphological opening)
3. Konstantni/globalni metoda (constant/global background)

Signal je odhadnuty jako jedina hodnota pro vSechny spoty:

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

= Nebo jako 3% kvantil rozdéleni signalu vSech spotu
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Kontrola kvality spotu |.

Po dobu kvantifikace intenzit probiha jesté inspekce kvality spotu
na zakladé parametru zadanych do algoritmu

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

Spotem, které neprojdou kontrolou kvality je pfifazena pfislusna
hodnota v promenne Flags:

Napr.

100 ~ good ;
-100 ~ bad ;
-/5 ~ absent;
-50 ~ not found:;
0 ~ unflagged;
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Kontrola kvality spotu ll.

Charakteristiky kontroly kvality:
= Velikost a tvar spotu

= P¥ilis malé spoty neposkytuji verohodné odhady intensity
hybridizace (Simon et al., 2003) (spoty menSi nez < 25 pixelu by
mely byt odstranene)

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

= Intenzita signalu
= Spoty s priliS malou intenzitou signalu v obou kanalech
* |0g2(610/590) = 0.048, ale log2(30/10) = 1.58
= Pomeér signal/Sum by mél byt dostate¢né velky
= Nasyceni (saturace) spotu
= Spoty by nemély obsahovat nasycené pixely!
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Kontrola kvality spotu lll.

Priklady nekvalitnich spotu (A-C) v porovnani s idealnim spotem (D)

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

Po kvantifikaci a kontrole ziskavame zakladni datovy soubor.

= Data z jednoho cDNA mikrocCipoveho skliCka

A | B | C ' b | E | F | 6 | H | 1 | J | K | L | M
| 1 |Unigue position D Chromosome b positio 3ES end  Plate info | Block Column  Row Mame % i Dia. DJ
| 2 | 44 RP11-195a3 1 37631779 37726637 NKIZC 2 11 19 4 BEOO 38890 14
|3 44 RP11-198a3 1 37631779 37726637 NKIZC 2 10 19 4 B370, 388490 140
4 44 RP11-195a5 1 37631779 37726637 NKIZCH 2 12 19 b BE20, 38890 140
|5 102 RP11-124d4 1 87374825 57558032 MKIZB12 4 7 19 102 16600 8370 120
B 102 RP11-124d4 1 87374825 57558032 MKIZB12 4 g 19 102 17060 8370 130 |
7| 102 RP11-124d4 1 87374825 57558032 MKIZB12 | ni_| B 19 102 16330 8370 120
kN 154 RP11-145H4 1 152E+18 1.52E4H18 NKI2GA 20 11 20 154 BEOO, 36110 150
9 154 RP11-145H4 1 1.52E+18 1.52E4H18 NKIZGH 20 13 20 154 90400 3B110 140
10 154 RP11-145H4 1 1.52E+18 1.52E4H18 NKIZGH 20 12 20 154 BE20, 36110 150
11 1687 RP11-1122M. 1 1.83E+08 1.83E+18 NKIZF10 20 7 20 187 16690 27120 130
112 1687 RP11-1122M. 1 1.83E+08 1.83E+18 NKIZF10 20 B 20 187 16460 27120 130
113 1687 RP11-1122M. 1 1.83E+08 1.83E+18 NKIZF10 20 5 20 187 1620 27120 130
14 198 RP11-66f3 1 1.89E+08 1.3E+03 MKIZC2 18 10 19 198 B330,  2m380 130
115 196 RP11-66f 1 189E+08 1.3E+13 MNKIZC2 18 11 19 198 BEE0  2BB90 130
16| 196 RP11-66f 1 189E+08 1.3E+13 MNKIZC2 18 12 19 198 B780  2m330 130
17 236 RP11-345b06 1 227E+08 2 27EHIE NKIZC3 10 10 19 236 8330, 17960 140
18| 236 RP11-345b06 1 227E+08 2 27EHIE NKIZC3 10 10 19 236 8330, 17960 140
119 236 RP11-845b6 1 227E+18 2 7EHIE NKIZC3 10 12 19 236 8780 17980 150
20 236 RP11-345b6 1 227E+08 2.27E+I5 MKIZC3 10 12 19 236 B780 17960 150
21 236 RP11-345b6 1 227E+08 2.27E+I5 MKIZC3 10 11 19 236 Bes0 17960 140
|22 236 RP11-345b6 1 227E+08 2.27E+I5 MKIZC3 10 11 19 236 Bes0 17960 140
123 320 RP11-108442 2| 47435695 476973530 NKITF10 24 7 20 3200 1BBED 31610 130
24 320 RP11-108442 2| 47435695 476973530 NKITF10 24 B 20 3200 1B4400 31610 130
| 25| 320 RP11-108442 2| 47486695 476973830 NKITF10 24 5 20 3200 BZ200 31610 130
| 26 | 323 RP11-460n15 2| 47854784 48034160 MKkI2H3 4 12 20 33 A 9190 130
|27 323 RP11-4B0n15 2| 47854784 48034160 MKI2H3 4 11 20 323 17e00 9190 130
| 28| 323 RP11-4B0n15 2| 47854784 48034160 MKI2H3 4 13 20 323 1740 9190 130
|29 324 RP11-3g71 2| 47946940 45102089 MKI2H? 12 11 20 324 175400 1B180 130
30 324 RP11-3g11 2| 47946940 45102089 MkI2H? 12 12 20 324 177600 1B1ED 140
|31 324 RP11-3g11 2| 47946940 45102089 MKkI2H? 12 13 20 324 179900 1B16D 140
| 32| 361 RP11-232)13 2| 71372264 71537932 NKITF4 Ei 20 19 361 1985300 13430 130
33 361 RP11-232)18 2| 71372264 71537932 NKITF4 1 20 361 1582500 136G0 130 i
34 31 RP11-232118 2 71372264 71537932 NKI1F4 a 19 19 W/ 19290 133 13 Jj IBA
M4 >I|\ansek results_vyradene_komplet |1| | »




Zakladni datovy soubor

Obsahuje (pfiklad GenePix 6.0)

Pozice spotu
Jmeéno a dalsi identifikatory sondy na spotu
DalSi charakteristiky spotu: (primér, tvar, cirkularita, saturace, ...)

Informace o intenzité signalu pozadi, popredi (median, prumér, suma,
SD)

Pocet saturovanych pixelu
Odvozené charakteristiky
1) % pixelu signalu s intenzitami vétSimi nez 1SD (2SD) intenzity pozadi
ii) intenzita signalu minus intenzita pozadi
i) pomér medianu/prumeéru obou kanalu
iv) logaritmus baze 2 tohoto pomeéru

Informace o kvalité spotu
Promennou Flags
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Zakladni data

Data v zakladnim souboru NEJSOU koncentrace mRNA!

Hodnoty ziskané z microarray experimentu jsou pozitivné korelované s
mnozstvim pritomné mRNA, ale navic v sobé nesou SUM, souvisejici s:

Kontaminaci tkaniva = Efektivitou spotovani
RNA degradaci = Dal§imi technickymi vlivy pfi
Efektivitou Zpracovani

= amplifikace DNA » Segmentaci obrazu

= reverzni transkripce = Kvantifikaci signalu

" hybridizace a specificitou sond . Korekci na pozadi
Vybérem a identifikaci sond
PCR vysledkem

NUTNA KONTROLA KVALITY A UPRAVA DAT
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Podivejme se na realna data!

o
V ucCebnich materialech k predmétu naleznete soubor cDNApriklad.zip

Soubor stahnéte a rozbalte.

Struktura adresare:

raw/

cDNA.R
E-GEOD-45596.idf.txt
E- GEOI- 45596.sdrf.txt
Samplelnfo.txt

Vyberte jeden ze soubort nachadzejicich se v adresafri raw/ a oteviete ho v
EXCELu

GSM1110303 Texas Tech_ 251485034901 S01 GE2-v5 91 08 06 1 1.txt
GSM1110304 Texas_Tech 251485036824 _S01 GE2-v5 91 08 06 1 1.txt
GSM1110305_Texas_Tech 251485034901 S01 GE2-v5 91 08 06 _1 2.txt

GSM1110306_Texas Tech 251485036824 S01 GE2 -v5 91 0806 1 2.txt
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Urovné kontroly kvality

Uroven mikroéipu Uroveri experimentu
(zakladni datova matice) (finalni datova matice)
Lo Lo
Kvalita sondy Kvalita mikrocipu Kvalita experimentu
/ /?/ %
O 7
O OO >
%o, QO gqqgo[o g
OOO
0o®
02‘ Mikrocipy 71 ... n
@
N
e v Vory
11

Uroven sondy: Kvalita jednoho spotu na mikrogipu
Uroven mikroc€ipu: Kvalita celého mikroCipu
Uroven experimentu: Kvalita méreni transkriptu vSech mikrocipu v

experimentu
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Urovné upravy datovych soubort

Uroven mikroéipu
(zakladni datova matice)

Kvalita sondy

\
Kvalita mikrocCipu

/

Odstranéni
nekvalitnich spotu

Sumarizace
duplikatd

Normalizace
uvnitr
mikrocipu

Uroven experimentu
(finalni datova matice)

Kvalita experimentu

G958

S

Normalizace
mezi
mikrocCipy

s

L
.
.

L1

L

NN

Z

N

Uroven sondy: Kvalita jednoho spotu na mikrogipu
Uroven mikroc€ipu: Kvalita celého mikroCipu
Uroven experimentu: Kvalita méreni transkriptu vSech mikrocipu v

experimentu
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Urovné upravy datovych soubort

Uroven mikroéipu
(zakladni datova matice)

Kvalita sondy

\
Kvalita mikrocCipu

e

Odstranéni
nekvalitnich spotu

Sumarizace
duplikatd

Normalizace
uvnitr
mikroCipu

Uroven experimentu
(finalni datova matice)

Kvalita experimentu

29258

S

Normalizace
mezi
mikrocCipy

s

L
.
.

L1

L

NN

Z

N

Uroven sondy: Kvalita jednoho spotu na mikrogipu
Uroven mikroc€ipu: Kvalita celého mikroCipu
Uroven experimentu: Kvalita méreni transkriptu vSech mikrocipu v

experimentu
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Kontrola dat v ramci mikroCipového sklicka
@

= Replikaty sond
= Sumarni statistiky replikatd spotu (nekvalitni spoty uz vyloucené)

Replicate No. of non-
clone 1 ) 3 mean median SD fhgged
re plicates
A 23 P347643 -0.186 -0.265 -0.313 -0.254 -0.265 0.052 3
A 23 P60243 0.523 fhgged fhgged 0.523 0.523 0 1
A 23 P116057 0.039 -0.978 fhgged -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 replikata (a vyhodit klony
jen s jednim replikatem)

Kvalita mikroCipového sklicka
- Procento nekvalitnich spotu nesmi byt pfilis velké (<25 %)
= Systematické odchylky odstranime procesem NORMALIZACE

L
IBA




Urovné upravy datovych soubort

Uroven mikroéipu
(zakladni datova matice)

Kvalita sondy

\
Kvalita mikrocCipu

e

Odstranéni
nekvalitnich spotu

Sumarizace
duplikatd

Uroven experimentu
(finalni datova matice)

Kvalita experimentu

29258

Normalizace
uvnitr
mikrocCipu

=

Normalizace
mezi
mikrocCipy

s

L
.
.

L1

L

NN

Z

N

Uroven sondy: Kvalita jednoho spotu na mikrogipu
Uroven mikroc€ipu: Kvalita celého mikroCipu
Uroven experimentu: Kvalita méreni transkriptu vSech mikrocipu v

experimentu
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Systematické odchylky uvnitr mikrocCipu
@

= Nerovnomerna hybridizace (prostorove odchylky)

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

= Signal pozadi

= MuUze byt velmi silny, bud Spatné umyty Cip, nebo Spatna
segmentace (Cast popredi je kvantifikovana jako pozadi)

= Efekt barviva (rozdily intenzit mezi kanaly)
= PfiCina: odliSna schopnost inkorporace molekul barviva (Cy3, Cy5)
odlisna reakce na excitaci (slabsi intenzita UV, ...)

ODHALUJEME GRAFICKOU REPREZENTACI DAT
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Diagnostika nerovhomeérné hybridizace

Virtualni rekonstrukce mikroCipu,

vykresleni heatmapy log2 pomeéru

Cy5/Cy3 intenzit na zakladeé jejich
pozice na skliCku

Color Key

22 -1 0 1
Yalue

M =loga(R/G)

Box-ploty jednotlivych oblasti
(najCastejSi print-tip)

Lo

S
QE"'EgB*QTT¢ B gg

° $$$IE '.EE‘EE}E.
nggsigiﬂ'ggﬂgﬂ

T - 8
Er T 8 1 18 8 8 bk
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o

Prirt fip
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Diagnostika efektu barviva

/%)

Casto je efekt barviva vétsi u sond s nizkou expresi

4000 8000 8000 10000

2000

Graf intensit kanalu MA graf

2000 4000 6000 8000 10000 4 6 8 10

Cy3 = B0 + B1*Cy5 M =log (R/G)
(Cy3-B0)/B1=Cy?%’ A =1/2 (log(R)+log(G))

Neukaze nelinearni trendy Ukaze nelinearni trendy!
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Cviceni!

Budeme pracovat v programu R-Studio

10 minutovy kratky uvod do R — SW pro analyzu
dat

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

Na p rikladovych datech ud &lame diagnostiku
kvality skli cka

L
IBA




Balik mar r ay

= Balik marray poskytuje sadu funkci pro analyzu cDNA Cipu
Instalace’:

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

= Zakladni strukturou, s kterou pracuje a ktera obsahuje zakladni
data vsSech matic experimentu je trida marrayRaw

new('marrayRaw’,
maRf = ..., # matice intensit spot u cerveného kanalu
maGf = ...., # matice intensit spot u zeleného kanélu
maRb = ...., # matice intensit pozadi cerveného kanalu
maGb = ...., # matice intensit pozadi zeleného kana lu
malLayout = ...., # objekt t ridy marrayLayout, popis mikro cipu
maGnames = ...., # objekt t ridy marraylnfo, popis sond
maTargets = ...., # objekt t ridy marrayinfo, popis vzork !
maNotes = ...., # text - poznamky )
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Dalsi objekty baliku nar r ay

marrayLayout - popisuje mikrocip,
umisténi spotu a jejich sondy

new(‘'marrayLayout’,

maNgr = ..., #po cet radkt matic
maNgc = ..., #po cet sloupc @ matic
maNsr = ..., #po cet radkta v matici
maNsc = ..., #po cet sloupc @ v matici
maNspots = ..., # maNgr x maNgc x maNsr x
maNsc

maSub = ..., # vektor TRUE/FALSE, které
spoty se pouzivaji

maPlate = ..., # faktor — print tip
macControls = ..., # faktor
(kontrolna nebo ne?)

maNotes = ..., # Object of class
character)

— status sondy

maNSsr—

maNgr—

maNSsC
|

A

\
maNgc

CO0000000000
CO0000000000
CO0D00000000
COO000000000
CO0000000000
CO0DO00O00O00
CO000000D000
CO0000000000

CO000Q00000Q0
C00DOO0O0D0OCO0

CO00000000C0
QOO O0

000000000000
0000000000 C0
O000000000C0
Q0000C0000CO
QO0000C0000CO
00000C00000CO
Q000000000 CO
Q0000C0000CO
Q0000C0000CO
C0000C000L0C0
C0000CO000CO
jslslelvielslviviviviviv]

(slelelelslalnininialale
QOO00C0000CO
(sjelslvislnlvinivivivie
C0000C000000
CO000CO0O00Qa0
00000C0O00000
COC0OoOCO00000
C0000C000000
00000 CO0O00O0
000000000000
Q0000C000000
000000000000

00000000000
Q0000000000

00000000000
UOUO0DOO000D

00OC00000000
U00O0D0000D
Q0000000000
Q0000000000

Q0000000000
D0OCOO0DOOOOD

DQOC00D00000D
00C0O00D00000D

00000000000
00000000000
00000000000
QOQCOO0D00000
(slelelelelvlvinlviviv]
00000000000
00000000000
00000000000
00C0O0D0O0O000D
00C00D00000
(alalalalolalalalalals)
00C00D00000D

DOCOUQODO0000
Q0CO0000000
COCO00000000
0O0CO0DO0O0000
COCO0000000D
QOCO0000000
0O0COO0OD00OC000D
COCO0CD0O0000
OOCO0000000D
00000000000
0OQ00O0o0C000
00000000000




Dalsi objekty baliku nar r ay

= marraylnfo - popisuje vzorky nebo sondy

new('marrayinfo’,
malLabels = ...

., # vektor jmen/nazv !

malnfo = ...., # datova tabulka s dalSimi
charakteristikami

maNotes = ....

)

, # text s poznamkami
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Priklad |

= Nacteme si data swirl | které predstavuji mikroCipovy experiment,
porovnavajici genovou expresi divokeho druhu rybky Danio pruhované a
jejiho mutanta v genu BMP2. Experiment byl proveden v dye swap
designu, dohromady jsou k dispozici 4 mikroCipy:

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

= Vytvofme si paletu barev a provedeme kontrolu kvality Cipu
Gcol < - maPalette(low = "white", high = "green", k = 50)

Rcol <- maPalette(low = "white", high ="red", k=5 0)
RGcol < - maPalette(low = "green”, high = "red", k = 50)
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Priklad Il — kontrola prostorovych efektu

= Vykreslime si heatmapu tfetiho mikroCipu s pomoci funkce malmage

malmage(swirl[, 3], x = "maRb") # vykreslime pozadi
cerveného kanalu

malmage(swirl[, 3], x = "maGb") # vykreslime pozadi
zeleneho kanalu

malmage(swirl[, 3], x = "maM") # vykreslime pom
Intensit spot 1 obou kanadl 1 ( M hodnoty)

= Funkce malmage dokaze vykreslit i efekt print-tipu:

malmage(swirl[, 1],x="maPrintTip")

= Funkce maBoxplot vykresli krabicové grafy
maBoxplot(swirl[,1])
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Priklad lll — efekt barviva

* Vykreslime jednoduSe pomoci zakladni funkce plot , a dvou funkci,
kterymi z marrayRaw objektu extrahujeme intensity spotu 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 kfivek podle jednotlivych print-tipu

plot(swirl[,1])

= Jinym zpusobem je prvné vypocitat hodnoty A a M, a pak je vykreslit

A = maA(swirl[,3])

M = maM(swirl[,3])

plot(A,M)
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Normalizace uvnitr mikrocipu |.

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

= Princip: Centrovani alnebo skalovani hodnot exprese M

M — 1
Mnorm — S ’

kde [a s jsou normalizacni hodnoty centra (1) a skaly (s)
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Normalizace uvnitr mikrocCipu | - metody

Typy normalizace:

1) Logaritmicka transformace — vétSinou pouzivana z duvodu
transformace dat na normalni rozdéleni

M, orm = log2(M)
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Normalizace uvnitr mikrocCipu | - metody

Typy normalizace:

1) Logaritmicka transformace — vétSinou pouzivana z duvodu
transformace dat na normalni rozdéleni

M, orm = log2(M)

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

1) odpocdita se odhadnuty signal pozadi — zaloZzené na pfedpokladu aditivity
signalu

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

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

\

odhadnuty signal pozadi
2) bez korekce!
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Normalizace uvnitr mikrocCipu | - metody
@

3) Normalizace prostorového efektu a rozdilu intenzit mezi kanaly
= Centrovani medianem

= odcita median od intenzit v§ech spotu
= nejjednodussi, ale neni schopny zkorigovat nelinearitu

——

E—’***
Mnorm=M_l:

haisiaetis /

-

i | je median intenzit vsech spoti

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

Log Mean Signal
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(GAD)%60T

Problemy s medianovym centrovanim

Jedna sa o globalni metodu, neni schopna vyrovnat lokalni efekty,
problémy odlisnych intenzit, print-tip efekty atd.

Graf intensit kanalu MA graf

0
—

1.0

0.5
|

-0.5

-1.0

-1.0 -05 0.0 05 1.0 15 -1.0 -0.5 0.0 0.5 1.0 15 2.0
Log,(Cy3) A

S nelinearitou si umi poradit lokalne regresni metody
(lo(w)ess)
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Lowess normalizace |

Princip:

1.0dhad kfivky pomoci neparametrické lokalni vazené regrese (lowess - locally

weighted scatterplot smoothing)

2.0decteni odhadnuté krivky od namérenych hodnot

Vyhoda : neni nutné znat funkci kfivky, je odhadnuta z dat!

Pred lowess normalizaci

©~1  Lokalni .

[+
odhad °f .
o~ °°%°% ° owo

Po lowess normalizaci
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Lowess normalizace |l

Princip lowess

*\/ kazdém kroku se urcéi lokalni mnozina dat, na které se odhadne krivka s
pomoci polynomialu a metody nejmensich ¢tvercu

*Parameter A ur€uje stupen polynomialu (A=0 pumér, A= 1 linearni
regrese, A=2 kvadraticka regrese)

Mnozina dat na které se pracuje se urcCuje pomoci algoritmu nejblizSiho souseda

*\/yhlazovaci parameter a urCuje velikost této mnoziny (na bodu v okoli
odhadovaného bodu)

*a nabyva hodnot mezi (A + 1)/n a 1
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Normalizace uvnitr mikrocipu ll.

Krivky odhadujeme:
na zakladé signalu vsech sond na mikroc€ipu

Predpoklad: exprese vétsiny genu, které sondy predstavuiji,
neni zmenena mezi porovnavanymi skupinami! (zavisi od
mikroCipu a od testované hypotéezy)

na zaklade signalu skupiny sond:

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

i) mnozina by méla byt dostatecne velka, aby zachytila variabilitu
skliCka

Napr. housekeeping geny
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Priklad IV — normalizace uvnitr 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 =
listtmaNormLoess()))

plot(swirl.norm.loess)
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Urovné upravy datovych soubort

Uroven mikroéipu
(zakladni datova matice)

Kvalita sondy

\
Kvalita mikrocCipu

e

Odstranéni
nekvalitnich spotu

Sumarizace
duplikatd

Uroven experimentu
(finalni datova matice)

Kvalita experimentu

G958

Normalizace
uvnitr
mikrocCipu

—

Normalizace
mezi
mikrocCipy

s

L
.
.

L1

L

NN

Z

N

Uroven sondy: Kvalita jednoho spotu na mikrogipu
Uroven mikroc€ipu: Kvalita celého mikroCipu
Uroven experimentu: Kvalita méreni transkriptu vSech mikrocipu v

experimentu
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Normalizace mezi mikrocCipy

= KdyzZ jsou vSechny datové matice mikroCipu znormalizovanég, tak
vytvarime finalni datovou matici, kterou pouzijeme pro naslednou
analyzu

radky ~ vzorky, sloupce ~ geny

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

= Princip — sjednoceni rozlozeni (prumér, smérodatna odchylka, pfipadné
kvantily)
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Metody normalizace mezi mikrocCipy

= Globalni centrovani

Nastavi prumér a Skalu vSech sklicek na jednu hodnotu (median, prumér,
ofezany prumer... vSech Cipu nebo hodnoty referenéniho Cipu)

Nevyhoda: predpoklada, ze rozdily jsou jen posunove, linearni
= Skalovani
Tato metoda sjednocuje variabilitu jednotlivych mikroCipu, napfiklad

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

= Loess

Probiha cyklickym zplisobem — vzdy mezi pary mikro€ipu az do
konvergence. Takeé je mozné vybrat mnozinu sond na kterych se udéla
odhad loess krivky

« Kvantilova normalizace
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Kvantilova normalizace

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

Princip: U kazdéeho mikroCipu se geny seradi dle hodnoty exprese a tyto
hodnoty se potom nahradi primérnou hodnotou kvantilu, ktery
predstavuje v celém Cipu

Serazené
hodnoty poradi hodnoty
Gen Cip1 Cip2 Cip3 Gen Cip1 Cip2 Cip3 Cipl Cip2 Cip3
A 5 4 3 A v i i 2 1 3
B 2 1 4 — B i i 1 — i 3 2 4
C 3 4 6 c i Gy Qi i 4 4 6
D 4 2 8 D i iv \Y 5 4 8
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Kvantilova normalizace

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

Princip: U kazdéeho mikroCipu se geny seradi dle hodnoty exprese a tyto
hodnoty se potom nahradi primérnou hodnotou kvantilu, ktery
predstavuje v celém Cipu

Serazeneé

poradi hodnoty

Gen Cipl Cip2 Cip3
A \Y; | [

hodnoty

Gen Cip1 Cip2 Cip3 Cipl Cip2 Cip3

A 5 4 3 2 1 3
B 2 1 4 — B | | i — i 3 2 4
C 3 4 6 c i Gy Qi i 4 4 6
D 4 2 8 D i v \Y 5 4 8
primeér

(2+1+3)/3 = 2.00 = poradi i

(3+2+4)/3 = 3.00 = poradi ii

(4+4+6)/3 = 4.67 = poradi iii

(5+4+8)/3 = 5.67 = poradi iv
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Kvantilova normalizace

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

Princip: U kazdéeho mikroCipu se geny seradi dle hodnoty exprese a tyto
hodnoty se potom nahradi primérnou hodnotou kvantilu, ktery
predstavuje v celém Cipu

Serazené
hodnoty poradi hodnoty
Gen Cip1 Cip2 Cip3 Gen Cip1 Cip2 C|p3 Cipl Cip2 Cip3
A 5 C£ A v i 2 1 3
B 2 4 — — i 3 4
C @ (» @@u i 4 4 6
D 2 8 ‘ iv 5 4 8

primeér normalizované hodnoty

Gen Cipl CI2 Cip3

e
(2+1+3)/3 = 2.00 = poradi i A 5. 67 2. 00
(3+2+44)/3 =3.00 =pofadiii * _, B  2.00

(4+4+6)/3 €4.67 = porad' II C 00

(5+4+8)/3 = 5.67 = poradi iv 3.00 5.67
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Priklad V — normalizace mezi Cipy

= Provedeme normalizaci pomoci loess a nasledné skalovou normalizaci
mezi Cipy a znovu vykreslime krabicove grafy.

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

Zakladni data nejsou mRNA koncentrace

Musime zkontrolovat kvalitu dat na riznych urovnich
= Uroven sondy
= Uroveri skli¢ka (v8echny sondy na skli¢ku)
= Uroveri genu (gen mezi skli¢ky)

Data vzdy transformujeme logaritmem, abychom zabezpecili
normalni rozlozeni hodnot

Data normalizujeme aby jsme odstranili systematicke (technicke)
chyby

L
IBA




Priklad

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

= Postupujeme dle instrukci, na konci je dobrovolny ukol.
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