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cDNA mikrocCipy — kontrola kvality




Urovné kontroly kvality

Uroven mikroéipu
(zakladni datova matice)
)

Kvalita sondy Kvalita mikrocCipu

7

l:Jroveﬁ sondy: Kvalita jednoho spotu na mikrocCipu
Uroven mikrocCipu: Kvalita celého mikroCipu

Uroven experimentu
(finalni datova matice)

Kvalita experimentu

Uroven experimentu: Kvalita mé&feni transkriptu vdech mikro&ipl v

experimentu

v




Urovné upravy datovych souborti

Uroven mikroéipu Uroven experimentu
(zakladni datova matice) (finalni datova matice)
A
Kvalita sondy KvaIitam})éipu Kvalita experimentu
. — Normalizace —
Odstraneni . Normalizace mezi
nekvalitnich spotu _uvnlvt_r mikrocipy
mikrocCipu
Sumarizace A
duplikat? / ]

Uroveri sondy: Kvalita jednoho spotu na mikrogipu

Uroven mikrodipu: Kvalita celého mikrogipu

Uroven experimentu: Kvalita mé&feni transkriptu vdech mikro&ipl v
experimentu




Urovné upravy datovych souborti

Uroven mikroéipu Uroven experimentu
(zakladni datova matice) (finalni datova matice)
A
Kvalita sondy KvaIitam})éipu Kvalita experimentu
. — Normalizace —
Odstraneni . Normalizace mezi
nekvalitnich spotu _uvnlvt_r mikrocipy
mikrocCipu
Sumarizace A
duplikat? / ]

Uroveri sondy: Kvalita jednoho spotu na mikrogipu

Uroven mikrodipu: Kvalita celého mikrogipu

Uroven experimentu: Kvalita mé&feni transkriptu vdech mikro&ipl v
experimentu




Kontrola dat v ramci mikrocCipového sklicka

* Replikaty sond
« Sumarni statistiky replikatu spotu (nekvalitni spoty uz vyloucené)

Replicate No. of non-
clone 1 > 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 pfiliS velkou variabilitou mezi replikaty...
— ...nebo si uschovat informaci o po¢tu validnich replikatd (a vyhodit klony jen s jednim replikatem)
Kvalita mikroCipového sklicka
— Procento nekvalitnich spott nesmi byt pfilis velké (<25 %)
- Systematické odchylky odstranime procesem NORMALIZACE




Urovné upravy datovych souborti

Uroven mikroéipu Uroven experimentu
(zakladni datova matice) (finalni datova matice)
A
Kvalita sondy KvaIitam})éipu Kvalita experimentu
v _ — Normalizace —
Odstraneni Normalizace mezi
nekvalitnich spotu .uvnlic.r mikrocipy
mikrocCipu
Sumarizace Py o
duplikat? / ]

Uroveri sondy: Kvalita jednoho spotu na mikrogipu

Uroven mikrodipu: Kvalita celého mikrogipu

Uroven experimentu: Kvalita mé&feni transkriptu vdech mikro&ipl v
experimentu




Systematické odchylky uvnitr mikrocCipu

= Nerovnomeérna hybridizace (prostorové odchylky)

= Pficina: nerovhomerné umyty Cip, nerovhomerné distribuovany vzorek, print-tip
efekt (defektni jehla)

= Signal pozadi (background)

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

= Efekt barviva (rozdily intenzit mezi kanaly)

= PfiCina: odlisSna schopnost inkorporace molekul barviva (Cy3, Cy5)
odliSna reakce na excitaci (slabsi intenzita UV, ...)

ODHALUJEME GRAFICKOU REPREZENTACI DAT




Diagnostika nerovnomerné hybridizace

Virtualni rekonstrukce mikroCipu,
vykresleni heatmapy log2 pomeéru
Cy5/Cy3 intenzit na zakladeé jejich

pozice na skliCku o _ o
ColorKey Krabicové grafy jednotlivych

i oblasti (nejCastéji print-tip)
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Diagnostika efektu barviva

Casto je efekt barviva vétsi u sond s nizkou expresi
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Graf intensit kanalu
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Cy3 =B0 + B1*Cy5
(Cy3-B0)/B1=Cy%’

Neukaze nelinearni trendy
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Ukaze nelinearni trendy!




Cvicent!

Budeme pracovat v programu R-Studio

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

Na prikladovych datech udélame diagnostiku kvality
mikrocipu




Bioconductor

Bioconductor je projekt v R specialné urceny pro analyzu
molekularnich dat

Obsahuje nejenom specidlni baliky, ale i typy objektuy,
smyslem je standardizace a minimalizace chyb!




Bioconductor - instalace

e Jak 1nstalovat:

httos://www.bioconductor.org/install/

* Do R prikazového radku zadame:

if ('require("BiocManager"”, quietly = TRUE))
install.packages("BiocManager")

BiocManager::install(version = "3.18")

e TInstalace zadkladnich baliku:

1f (!requireNamespace ("BiocManager", quietly = TRUE))
install.packages ("BiocManager") BiliocManager::install ()



https://www.bioconductor.org/install/

Bioconductor - instalace balik(

Pro instalaci specifického baliku pouzijeme kod:

BiocManager::1install (c("nazevbalikul", "nazevbaliku2"))

\\

POZOR NA uvozovky, musi byt ", ne




Balik marray

« Balik marray poskytuje sadu funkci pro analyzu cDNA ¢ipu

BiocManager: :install ("marray")

« Zakladni struktura, se kterou pracuje, a ktera obsahuje zakladni data vSech matic
experimentu je tfida marrayRaw

new ('marrayRaw',

maRf = , # matice intensit spotd c¢erveného kandlu

maGf = ., # matice intensit spotu zeleného kandlu

maRb = ., # matice intensit pozadi cerveného kanéalu

maGb = , # matice intensit pozadi zeleného kanédlu
malLayout = ...., # objekt t¥idy marrayLayout, popis mikrocipu
maGnames = ...., # objekt t¥idy marrayInfo, popis sond
maTargets = ...., # objekt t¥idy marrayInfo, popis vzorkl

maNotes = ...., # text - poznamky )




Dalsi objekty baliku marray

 marraylLayout - popisuje mikrocip,
umisténi spotu a jejich sondy

new ('marrayLayout',

maNgr =
maNgc
maNsr
maNsc =
maNspots
maNsc
maSub =

14

, #pocet radkl matic
#poCet sloupcu matic
#poCet radka v matici
#poCet sloupcl v matici
# maNgr x maNgc x maNsr x

e oy

# vektor TRUE/FALSE, které

spoty se pouzivaji

maPlate

maControls

e o o g

# faktor - print tip
# faktor - status sondy

e o oy

(kontrolnad nebo ne?)

maNotes

character)

e o oy

# Object of class

maNsr—

maNgr

maNsc

A
( \

maNgc

\

000000000000
000000000000
000000000000
000000000000
00CO000000000
000000000000
000000000000
000000000000
000000000000
000000000000
Q00000000000

0C0000000C000
0QC0000000000
000000000000
000000000000
000000000000
000000000000
000000000000
000000000000
000000000000
000000000000
000000000000
000000000000

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

00000000000
00000000000
Q0000000000
00000000000
jelelalolofolelelolele
00000000000
00000000000
Q0000000000
00000000000
00000000000
00000000000
00000000000

00000000000
00000000000
00000000000
00000000000
00000000C00
00000000000
00000000000
00000000000
00000000000
00000000000
00000000000
00000000000

00000000000
00000000000
O0C000C00C0O00
00000000000
00000000000
00000000000
00000000000
00000000000
00000000000
00000000000
00000000000
00000000000




Dalsi objekty baliku marray

« marraylnfo - popisuje vzorky nebo sondy

new ('marrayInfo',
malLabels = ...., # vektor jmen/nazvu

malnfo = ...., # datovd tabulka s dald3imi charakteristikami
maNotes = ...., # text s poznamkami

)




Cviceni
V Rstudiu si otevieme soubor

cDNA-kontrolaKvality-prikladl.R

Postupujeme podle instrukci




cDNA mikroCipy — normalizace




Normalizace uvnitr mikrocCipu l.

« Cil: Upravit hodnoty signalu tak, abychom odstranili systematické odchylky uvnitf
mikrocCipu
* Princip: Centrovani alnebo skalovani hodnot exprese M

M-

Mnorm - S ’

kde [ a s jsou normalizacni hodnoty stredni hodnoty (/) a Skaly (s)




Normalizace uvnitr mikrocCipu | - metody

= Typy normalizace:

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

M, orm = logZ(M)




Normalizace uvnitr mikrocCipu | - metody

Typy normalizace:

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

M, orm = logZ(M)

2) Korekce na pozadi
- odstranuje efekt pozadi
- odlisné pristupy:
1) odpocdita se odhadnuty signal pozadi — zaloZzené na predpokladu aditivity signalu
Pozorovany signal (OS) = Signal pozadi (BS) + Signal sondy (TS)
TS = OS-BS
- bud pro kazdy spot zvilast, nebo globalnée

Mnorm:M_l'\

stfedni hodnota odhadnutého signalu pozadi

2) bez korekce!




Normalizace uvnitr mikrocCipu | - metody

3) Normalizace prostorového efektu a rozdilt intenzit mezi kanaly
« Centrovani medianem

odecita median signalu od intenzit signalu vSech spotu
nejjednodussi, ale neni schopny zkorigovat nelinearitu
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| je median intenzit signalu vsech spoti




Problémy s medianovym centrovanim

Jedna se o globalni metodu, neni schopna vyrovnat lokalni efekty,

problémy odliSnych intenzit, print-tip efekty atd.

Graf intensit kanalt
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Lowess normalizace |

Princip:

1. Odhad kfivky pomoci neparametrické lokalniho (vazeného) vyhlazovani (lo(w)ess - locally (weighted)
scatterplot smoothing)

2. Odecteni odhadnuté kfivky od namérenych hodnot

Vyhoda : neni nutné znat funkci kfivky, je odhadnuta z dat!
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Lowess normalizace |l

Princip lowess

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

« Parametr A ur€uje stupen polynomialu (A=0 pamér, A= 1 linearni regrese, A=2 kvadraticka regrese)
* Mnozina dat na které se pracuje se urCuje pomoci algoritmu nejblizSiho souseda
* \lyhlazovaci parametr o ur€uje velikost této mnoziny (noa. bodu v okoli odhadovaného bodu)

* o nabyva hodnot mezi (A + 1)/n a 1




Normalizace uvnitr mikrocipu ll.

Krivky odhadujeme:
na zakladé signall vSsech sond na mikrocipu

« Predpoklad: exprese vétsiny genu, které sondy predstavuji, neni zménéna mezi
porovnavanymi skupinami! (zavisi od mikroCipu a od testované hypotézy)

na zakladé signalu skupiny sond:

1) skupina sond by méla mit pfiblizné stejnou expresi ve vSech vzorcich (abychom
neodstranili realné biologickeé rozdily)

i) mnozina by méla byt dostateCné velka, aby zachytila variabilitu sklicka

Napr. housekeeping geny




Urovné upravy datovych souborti

Uroven mikroéipu Uroven experimentu
(zakladni datova matice) (finalni datova matice)
A
Kvalita sondy KvaIitam})éipu Kvalita experimentu
v _ — Normalizace —
Odstraneni Normalizace mezi
nekvalitnich spotu .uvn':c.r mikro&ipy
mikrocCipu
Sumarizace Py T
duplikat? / ]

Uroveni sondy: Kvalita jednoho spotu na mikrogipu

Uroven mikroéipu: Kvalita celého mikrogipu

Uroven experimentu: Kvalita mé&feni transkriptu vdech mikro&ipd
experimentu




Normalizace mezi mikrocCipy

= Kdyz jsou vSechny datové matice mikroCipu znormalizované, 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)




Metody normalizace mezi mikrocCipy

Globalni centrovani

« Nastavi prumér a Skalu vSech skli¢ek na jednu hodnotu (median, pramér, ofezany pramér...
vSech Cipu nebo hodnoty referenéniho Cipu)

 Nevyhoda: predpoklada, ze rozdily jsou jen posunove, linearni

Skalovani

« Tato metoda sjednocuje variabilitu jednotlivych mikro€ipu, napfiklad podélenim hodnot
medianovou absolutni odchylkou jejich intenzit. Obvykle se kombinuje s centrovanim.

Loess

* Probiha cyklickym zpusobem — vZdy mezi pary mikroCipu az do konvergence. Také je mozné
vybrat mnozinu sond na kterych se udela odhad loess krivky

Kvantilova normalizace




Kvantilova normalizace

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

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

Serazené

hodnoty poradi hodnoty
Gen Ccip1 Cip2 cCip3 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 i — i 3 2 4
C 3 4 6 c i Gy Qi i 4 4 6
D 4 2 8 D i v iv 5 4 8




Kvantilova normalizace

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

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

Serazené
hodnoty poradi hodnoty
Gen Ccip1 Cip2 cCip3 Gen cip1l Cip2 C|p3 Cipl Cip2 Cip3
A 5 4 3 A v ‘ i 2 1 3
B 2 1 4 — B i ii — i 3 2 4
C 3 4 6 C"@@i i 4 4 6
D 4 2 8 Diiiv iv 5 4 8

primeér
(2+1+3)/3 = 2.00 = poradi i
(3+2+4)/3 = 3.00 = poradi ii
(44+4+6)/3 = 4.67 = poradi iii
(5+4+8)/3 = 5.67 = poradi iv




Kvantilova normalizace

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

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

Serazené
hodnoty poradi hodnoty
Gen Ccip1 Cip2 cip3 Gen cip1 Cip2 Cip3 Cipl Cip2 Cip3
A 5 C£ 3 A v i i 2 1 3

B 2 4 — B i i I — i 3 2
C @ (3 c i Gy Qi i 4 4 6
D 2 8 D i v iv 5 4 8
primeér normalizované hodnoty
Gen Cipl Ccip2 cip3
(2+1+3)/3 = 2.00 = poradi i A 567 @ 2.00
(3+2+4)/3 = 3.00 =poradi i . B 2.00 2,00 3.00
(4+4+6)/3 €4.67 = p C 0 (4.67C4.6)
(5+4+8)/3 =5 p BD—(4.67) 3.00 5.67




Shrnuti

Zakladni data nejsou mRNA koncentrace

Musime zkontrolovat kvalitu dat na ruznych urovnich
. Uroven sondy
- Uroven sklicka (v8echny sondy na skli¢ku)
- Uroven genu (gen mezi sklicky)

Data vzdy transformujeme logaritmem, abychom zabezpecili normalni rozlozeni hodnot

Data normalizujeme abychom odstranili systematické (technickeé) chyby




Procvicovani na doma

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

* Postupujeme dle instrukci, na konci je dobrovolny ukol.




