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Microarrays

Kolekce DNA sond pfichycenych k pevnému podkladu

,»T15téna“ microarrays Fotolitografie




Microarray technologie

I. Vybér sond (probes): cDNA vektory, BAC vektory,
kratké nebo dlouhé oligonukleotidy, proteiny, tkané

Il. PFiprava microarray: naneseni sond na sklo nebo
membranu

lll. Design experimentu: zvoleni spravné metody, pouziti
refereCniho vzorku, zaména fluorescenénich barev

IV. Fluorescenc¢ni znaceni vzorku

V. Analyza microarray obrazu: nalezeni sond v obraze,
korekce pozadi, vypocet intenzity v jednotlivych
bodech

IV. Analyza dat: filirovani, normalizace, porovnani

vysledkl ziskanych z vice microarray experimentl —
klastrovaci analyza

Obsah prednasky

Technologie pripravy microarrays
Oblasti pouziti microarrays v biologii
Uvod do statistického hodnoceni dat

Priklady konkrétnich aplikaci z literatury




Technologie pFipravy microarrays

I. tisk pomoci sklenénych kapilar (na podlozni skla)
(vyzkumné laboratore)

Il. ink-jet tisk (Agilent)
lll. fotolitografie (Affymetrix, NymbleGen)

IV. samosestavovani silikonovych kuli¢ek (lllumina)

Microarrays tisténa pomoci sklenénych kapilar
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Microarrays tisténa pomoci sklenénych kapilar

Uprava povrchu skliéek pro tisk arrays |

povrchova uprava skla: amino modifikace, poly-L-lysine

modifikace povrchu — natisknuti DNA sond — UV ozareni
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From Lee N. H. presentation: Introduction to High Density Microarrays
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Uprava povrchu skliéek pro tisk arrays I

povrchova uprava skla: epoxidova modifikace

Uprava DNA: amino-modifikace DNA
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From Lee N. H. presentation: Introduction to High Density Microarrays

Zdroj DNA pro tisk pomoci kapilar

I. dlouhé oligonukleotidy:
~ 60 - 70mers
komercné dostupné (Operon, Agilent)

Il. cDNA:
knihovny cDNA vektor (IMAGE, MGC)

dostatecné mnozstvi DNA se vyprodukuje pomoci PCR
(univerzalni primery pro dany typ vektoru)

lll. BAC (Bacterial Artificial Clones): maly vytéZek pfi izolaci,
vysokomolekularni (lepiva) DNA, nutna nasledna
amplifikace DNA spojena s rozdélenim na mensi useky
(DOP-PCR, ligation-mediated PCR)




“ink-jet” tisk

oligonukleotidy 60 bazi

pravidelnéjsi tvar
a rozmisténi bodu | Syoe

(pressure source)

firma: Agilent

(From Microarray Biockip Technolagy, ed. M. Schena)

Fotolitograficky zptisob pripravy

syntéza oligonukleotidd pfimo na membrané

Jn-situ” syntéza




Fotolitograficky zplisob pripravy (Affymetrix)

sondy = oligonukleotidy délky 25 bazi

Light
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Fotolitograficky zpusob pripravy (NimbleGen)
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Samosestavovani silikonovych kuli¢ek

zakladni stavebni jednotka: silikonova kuli¢ka (3uM), ktera je pokryta
mnoha kopiemi stejnych specifickych oligonukleotidt

kulicka nema pfesné dané misto na sklicku, po fixaci na sklicku je jeji
typ identifikovan diky sekvenci ¢asti oligonukleotidu

Obsah prednasky

Technologie pfipravy microarrays
Oblasti pouziti microarrays v biologii
Uvod do statistického hodnoceni dat

Priklady konkrétnich aplikaci z literatury




Oblasti pouziti microarrays v biologii

Co se
Typ array | Sondy fluorescencné ... analyza ¢eho
na microarray znacéi a hybridizuje
Expresni | DNA (cDNA, cDNA / mRNA méreni mnozstvi mMRNA v
oligonucleotidy) bunkach, nadorech ...
miRNA oligonukleotidy miRNA méreni mnozstvi miRNA
CGH DNA (BAC vektory, | DNA zmény v genomu (zisk, ztrata
oligonukleotidy) chromozomu nebo jejich ¢asti
SNP DNA DNA detekce ,Single Nucleotid
(oligonukleotidy) Polymorphysms*; zmény v
genomu
Metylace | DNA (CpG islands) | DNA (ovlivnéna mira metylace promotorovych
bisulfidem sodnym) oblasti
Promoter | DNA (promotorové | DNA (ChiP mista vazby transkripénich
oblasti ~ 1kb) obohacena) faktord, modifikace histon(
Tilling DNA vSechno dfive zminéné | v8echno dfive zminéné,
sekvenovani, anotace genl
Protein protilatky protein exprese proteint (ELISA)

Oblasti pouziti microarrays v biologii

DNA

transkripce

translace

RNA

protein




Oblasti pouziti microarrays v biologii

transkripce translace .
DNA protein

Schena M., Shalon D., Davis R. W., Brown P. O.
Quantitative monitoring of gene expression patterns with a
complementary DNA microarray. Science 270: 467-70, 1995.

Genova exprese

Exon1 Exon2 Exon3 Exon4 Exon5 Exon6
Intron1 Intron2 Intron3 Intron4  Intron5

DNA wommmemnsaaaaeeeao- - - - --------- I - - - e

transkripce
mRNA . ~ e v
untranslated regions
translace
protein
ATG STOP
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Genova exprese

Exon1 Exon2 Exon3 Exon4 Exon5 Exon6
Intron1 Intron2 Intron3 Intron4  Intron5

DNA wommmemmcaasaeeeao- - - - --------- T - - - e

transkripce

-,
mRNA

5 3
]
zpétna
transkripce
(RT)
3 5

cDNA: jednoretézcova DNA (v dalSim kroku je mozné syntetizovat druhy retézec)
u gent s dlouhou mRNA nemusi vznikat vzdy cela cDNA

Metody méreni mnozstvi mRNA

Method Typical Throughput Comments
*Northern blot 1 gene *Standard procedure; “Gold standard”, Low throughput
*Subtractive cloning *Mid-1980's, Not comp rehensive, High FP
*Differential display E *1992, Follow up cloning required; Potential to
= identify rare mRNAs, High FP
*RT-PCR and Real-time RT-PCR & (Liang & Pardee, Science 257 067-71, 1992)
ot
+2D protein gelMass Spec = *Sequence [.D. & semi-quantification, FP?
0
+ICAT/Tandem Mass Spec E 2001, Sequence I.D. & quantification, FP?
= (Han etal., Nature Biotech 19: 246-951, 2001)
2]
~
EST/SAGE = #1995, Prior sequence knowledge not mandatory,
Moderate FP - depends on level of survey
{(Leeetal, PNAS 02: 8303-7, 1005; Vdculescn e al. 8 cience
- 270: 484-7, 1995)
*1995, Identification of differential d
+High density arrays 20,000-40,000 genes ettt erentia g ExpYRsse

genes dependent on arrayed elements, Low FP
(Schena etal. Science 270: 46770, 1995)

From Lee N. H. presentation: Introduction to High Density Microarrays
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Méreni mnozstvi mRNA

(microarrays tisténé pomoci sklenénych kapilar)

Typ sond

. dlouhé oligonukleotidy:
~ 60 - 70mers
komeréné dostupné (Operon, Agilent)

Il. cDNA:
knihovny cDNA vektort (IMAGE, MGC)

dostatec¢né mnozstvi DNA se vyprodukuje pomoci PCR
(univerzalni primery pro dany typ vektor()

mRNA -
5 3

— dlouhé oligonukleotidy

¢ DNA
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Experimentalni design
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Scanning &
Image Analysis

Priklady pouziti v molekularni biologii (na irovni mRNA):

+ aplikace chemické latky na buné&€nou kulturu a jeji vliv na expresi
rdznych genu (najit geny, které snizi nebo naopak zvysi expresi mRNA)
* zvySeni exprese mRNA zvoleného genu vnesenim plasmidu —
nalezeni dalSich gend se zménénou expresi

* snizeni exprese MRNA zvoleného genu po vneseni specifické siRNA —
nalezeni dalSich gend se zménénou expresi

Experimentalni design

Porovnani exprese mezi vzorky: B D ?2?7?
A— B E c A

. Loop design: kazdé dva vzorky / B\ e B\
jsou hybridizovany na jedno sklo A C A Cc
(plus vzajemna zaména \\’ [/ A /
fluorochromu) E—D E—D

. Reference design: kazdy vzorek
je hybridizovan s referenénim A B c b E
vzorkem, ktery pak slouzi jako
prevodnik mezi riznymi vzorky \\: } ://
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Experimentalni design

Loop design

poskytuje pfimé srovnani mezi vzorky

0 kazdém vzorku ziskame vice informaci - kontrola
vyzaduje vétSi mnozstvi RNA z kazdého vzorku
Spatny vzorek vice ovlivni cely experiment

Reference design

Ize jednoduse rozsifit o novy vzorek
jednodussi interpretace vysledku

vyzaduje méné RNA ze vzorkl

Spatny vzorek méné ovlivni cely experiment

Fluorescecni znaceni

Znaceni:

Primé: jeden z nukleotidl je znagen fluorescencni zna¢kou
nukleotid s fluorescenéni barvou zaujima vice mista—

nez nepfimé znaceni

Nepiimé: jeden z nukleotidd modifikovan reaktivni amino
skupinou, na kterou se potom vaze fluorochrom (NHS

ester forma)
pracnéjsi v laboratofi nez pfimé znaceni

14



Méreni mnozstvi mRNA

(fotolitograficky pripravené microarrays)

Typ sond
oligonukleotidy 25 bazi

5 / cDNA 3

... TCGTCTGTATCACAGACACAAAGTTGACTG...
Perfect Match PM: CAGACATAGTGTCTGTGTTTCAACT
MisMatch ~ MM: CAGACATAGTGTGTGTGTTTCAACT

P ] | \

M|
3 ML
grescent probe intensity

Perfect Match vs MisMatch oligonukleotidy
PM MM
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Typ sond

oligonukleotidy 25 bazi

Drive:

sondy blize k 3’ konci mRNA
11-16 na jeden gen

PM, MM sondy

Nyni:
sondy v riznych exonech genu (idealné 4 sondy v kazdém exonu)
jenom PM sondy

umozriuje studovat alternativni sestfih

Experimentalni design

B =
= I
- O
E —
@ — //\’\"_ —» ’\,;)6 —p D fwow
o 9/9(@ U
b O
CellTissue Total BNA Biolin labeled L

CRNA Hybridization Scanning &
Image Analysis

Priklady pouziti v molekularni biologii (na irovni mRNA):

+ aplikace chemické latky na buné&cnou kulturu a jeji vliv na expresi
rdznych genu (najit geny, které snizi nebo naopak zvysi expresi mRNA)
» zvySeni exprese mRNA zvoleného genu vnesenim plasmidu —
nalezeni dalSich gend se zménénou expresi

* snizeni exprese mMRNA zvoleného genu po vneseni specifické siRNA —
nalezeni dalSich gend se zménénou expresi
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Fluorescecni znaceni

NeprFimé: jeden z nukleotidd modifikovan biotinem, ktery se detekuje
pomoci fluorescenéné znacené protilatky az po hybridizaci

biotinem se znaci cRNA (in vitro transcription)

MRNA — first strand cDNA — double strand cDNA — cRNA

Porovnani tisténych a fotolitograficky
pripravenych microarrays

tisk kapilarami fotolitografie
pocet sond az 33000 az 6500 000
priprava naro¢na jednodussi

prace s knihovnami
(neplati pro dlouhé oligo)

tisk vétsi variabilita mezi mensi variabilita mezi
sklicky sklicky

design umoziuje pfimé srovnani | nepfimé srovnani

experimentu

alternativni nelze studovat mozné studovat

sestfih (neplati pro dlouhé oligo)

uprava podle |jednoducha diive nemozna,

poZadavkui dnes mozna
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Méreni mnozstvi mRNA

(Allumina samosestavovaci arrays)

Samosestavovani silikonovych kuli¢ek
zakladni stavebni jednotka: silikonova kulicka (3uM)

kulitka nema pfesné dané misto na sklicku, po fixaci na sklicku je jeji
typ identifikovan diky sekvenci ¢asti oligonukleotidu

oligonukleotid:
|. adresa (definuje typ kulicky)
Il. vlastni sonda - oligonucleotid (50 bp), ktery je specificky
pro jednotlivé transkripty

mira exprese mMRNA = intenzita fluorescence navazané cRNA

C *J Biotin
— \\_ X C Labeled
J L = cRNA

i 9 [T
R Address
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Objevovani novych transkriptu

objevovani novych transkriptd, které nejsou jesté ve vefejnych
databazich (napf. SeqRef, Emsembl)

nebylo to mozné pomoci vySe zminénych technologii, protoze ty
jsou zalozené na znalostech obsazenych v databazich

Reseni:
tilling arrays (Affymetrix)

mRNA sequencing (lllumina)

,» Tilling* arrays

sondy na skli€ku pokryvaji kompletné urcitou oblast
genomu popr. cely genom

repetitivni sekvence nejsou pokryty (pfed navrhem sond jsou
odstranény pomoci programu ,RepeatMasker*)

sondy: oligonukleotidy
napf: 14 arrays, kazdé obsahuje 2x 3 250 000 sond
25 bazi sonda, PM a MM, mezera mezi sondami 10 bazi

po hybridizaci s fluorescenéné znacenou cRNA ,sviti“ sondy, které predstavuji

transkribovana mista ve studované oblasti (genomu)

sondy v mistech ,bez transkripce® maji intenzitu fluorescence na urovni pozadi

Ize detekovat nové exony, jejich alternativni sestfih
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MRNA sequencing

objevovani novych transkriptl pomoci lllumina sekvenacni technologie

neni potfeba navrhovat, tisknout nebo syntetizovat sondy

mMRNA — first strand cDNA — double-stranded cDNA —

fragmentace

l

sekvenace (lllumina technologie) <— ligace adapterd

MRNA sequencing

g

20



Oblasti pouziti microarrays v biologii

Co se
Typ array | Sondy fluorescencné ... analyza ¢eho
na microarray znadi a hybridizuje
Expresni | DNA (cDNA, mRNA / cDNA méreni mnozstvi mMRNA v
oligonucleotidy) bunkach, nadorech ...
miRNA oligonukleotidy miRNA méreni mnozstvi miRNA
CGH DNA (BAC vektory, | DNA zmény v genomu (zisk, ztrata
oligonukleotidy) chromozomu nebo jejich ¢asti
SNP DNA DNA detekce ,Single Nucleotid
(oligonukleotidy) Polymorphysms*; zmény v
genomu
Metylace | DNA (CpG islands) | DNA (ovlivnéna mira metylace promotorovych
bisulfidem sodnym) oblasti
Promoter | DNA (promotorové | DNA (ChiP mista vazby transkripénich
oblasti ~ 1kb) obohacena) faktord, modifikace histon(
Tilling DNA vSechno dfive zminéné | v8echno dfive zminéné,
sekvenovani, anotace genl
Protein protilatky protein exprese proteint (ELISA)

Komparativni genomicka hybridizace
BAC arrays
oligo arrays
SNP arrays
tilling arrays (BAC a oligonukleotidy)
exon-specific arrays
(dfive i cDNA arrays pouzivané pro expresi)

Genotypovani
SNP arrays

Sekvenovani
Re-Sequencing arrays

ChIP-Chip exprerimenty
tilling arrays (oligonukleotidy)

Pouziti microarrays ke studiu DNA

21



Komparativni genomicka hybridizace (CGH)

molekularné cytogeneticka metoda, ktera slouzi k analyze zmén
obsahu DNA v Zivych organismech

(delece, zisk, amplifikace ruznych oblasti genomu)
porovnavani intenzity fluorescence zkoumaného vzorku DNA a

normalniho diploidniho vzorku DNA v rliznych mistech
genomu

Komparativni genomicka hybridizace (CGH)

Raferance DNA Test DNA
- Po S 1 41
Laballing 4 «o e, £ oot VAT g

ARREEY,
A e
N '\Ff{?i,\\j_ Vv
% Human Cot-1 DMA #

Blocking of repeals AJ;_@?‘%: "

A
Hybridization <l - -

. y
bt
S fr ¥
Detection and quantitation
=
of Muogescenl sigrals —
P

Analysis

Mantripragada et al. Trends in Genetics 2003
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Komparativni genomicka hybridizace (CGH)

metafazni chromozomy
- darce s normalnim
diploidnim karyotypem

DNA:
cy3
zkoumany vzorek

rozliSeni ~ 20MB

From Szuhai K. presentation: Determination of Genomic Imbalances by
Genome-wide Screening Approaches

Komparativni genomicka hybridizace (CGH)

From Szuhai K. presentation: Determination of Genomic Imbalances by
Genome-wide Screening Approaches
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Komparativni genomicka hybridizace (CGH)
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From Szuhai K. presentation: Determination of Genomic Imbalances by
Genome-wide Screening Approaches

»Array*“ komparativni genomicka hybridizace
(Array CGH)

chromozomy nahrazeny body na mikroskopickém skli€ku,
které obsahuji specifické DNA sekvence
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Typy sond natisténych na microarray sklicku

BAC klony az 32 000 BAC klond na jednom skli¢ku
~ 160 kb dlouhé useky DNA

Oligonukleotidy 25 — 80 bazi dlouhé oligonukleotidy
mohou pokryvat i cely genom (repetitivni
sekvence jsou vynechany)

zname polohu a poradi vSech sond v lidském genomu

Knihovny BAC klont pro array CGH

BACPAC resources (CHORI)
http://bacpac.chori.org

Research Genetics (Invitrogen)
http://www.resgen.com/resources/index.php3

The Sanger Centre
http://www.geneservice.co.uk/home/

Cheung V. G. et al., Integration of cytogenetic landmarks into the draft
sequence of the human genome. Nature 409: 953 — 958, 2001.

Greshock J. et al., 1-Mb Resolution Array-Based Comparative Genomic
Hybridization Using a BAC Clone Set Optimized for Cancer Gene Analysis.
Genome Res 14: 179-187, 2004.

Krzywinski M. et al., A set of BAC clones spanning the human genome.
Nucleic Acids Res 32: 3651-3660, 2004.
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Array CGH s pouzitim BAC klon(
Log,Rat = Log, R/G

Log,Rat=0 2 kopie Log2Rat = -1 1 kopie (“loss”)

Log,Rat=0.5 3 kopie (“gain”) Log2Rat < -1 homozygotni delece

Log,Rat =1 4 kopie (“gain”)
Log2Rat = 2 8 kopii (“amplification”)

3

2

1

%
|
?
i
{

Log2Rat

Genome order

2464 BAC klonu UCSF HumArray3.1

Typy sond natisténych na microarray sklicku

BAC klony az 32 000 BAC klond na jednom skli¢ku
~ 160 kb dlouhé useky DNA

Oligonukleotidy 25 — 80 bazi dlouhé oligonukleotidy
mohou pokryvat i cely genom (repetitivni

sekvence jsou vynechany)

zname polohu a poradi vSech sond v lidském genomu
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Array CGH - oligonukleotidy (NimbleGen)

i
: 6-kb median

' . )
| ety ppigigpr e PrODE Spacing
L A oA e — :

[

Selzer RR et al. Genes Chromosomes Cancer, 2005

SNPs

SNP = single nucleotide polymorphism

jednonukleotidové variace, které jsou nahodné rozmistény v
genomu (bodové mutace rozsifené v populaci)

nukleotidova variace, ktera se vyskytuje alespon u 1% jedincu v
populaci

predpokladany pocet SNPs: 10 milionu

vyskyt specifickych SNP spojen s predispozici k uréitym chorobam
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SNP Arrays — probe design (Affymetrix)

SNP site
Genomic DNA
ATGCAACGTCACGTTCSTGTCATTCGAGT

Probe Quartet at SNP site

PMA TACGTTGCAGTGCAAG[TIACAGTAAGCTCA
MMA TACGTTGCAGTGCAAG A ACAGTAAGCTCA

PMB TACGTTGCAGTGCAAGKEACAGTAAGCTCA
MMB TACGTTGCAGTGCAAG C ACAGTAAGCTCA

From Xiao Y. presentation: Exploration and Analysis of Affymetrix SNP Arrays. Center for
Bioinformatics & Molecular Biostatistics, UCSF Division of Biostatistics

SNP Arrays — probe design

No.
Quartets

10K 14
100K 10

Arrays

12 3 4 5 6 12 3 4 5 6 12 3 4 5 6

From Xiao Y. presentation: Exploration and Analysis of Affymetrix SNP Arrays. Center for
Bioinformatics & Molecular Biostatistics, UCSF Division of Biostatistics
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SNP arrays x expression arrays

SNP Expression
Genomic DNA reference sequence 5 mRNA reference sequence 3
A ;;
{-‘ — — — —

- Dispersed, 3' biased e
Tiling P / \
Quartet Probeset
PMA TGCAGTGCAAG T ACAGTAAGCTCA  TCGTCTGTATCACAGACACAAAGTTGACTG
MMA  TTGCAGTGCAAG A ACAGTAAGCTCA CAGACATAGTGTCTGTGTTTCAACT
PMB TTGCAGTGCAAG G ACAGTAAGCTCA MM CAGACATAGTGTGTGTGTTTCAACT
mMmB TTGCAGTGCAAG C ACAGTAAGCTCA

PMA |
MMA
PMB
MMB

From Xiao Y. presentation: Exploration and Analysis of Affymetrix SNP Arrays. Center for
Bioinformatics & Molecular Biostatistics, UCSF Division of Biostatistics

SNP Arrays - labeling

Figure 1: GeneChip” Ma
Genomic DNA (250 ng) RE Digestion g
> — ———
Xba Xba Xba Adapter
S — PCR: One Primer Ligation
g —— B Amplification
Complexity —
Reduction
Hybridization
Fragmentation ‘ —— 5 et
and End-Labeling —_ __._ — ’

From Xiao Y. presentation: Exploration and Analysis of Affymetrix SNP Arrays. Center for
Bioinformatics & Molecular Biostatistics, UCSF Division of Biostatistics




SNP Arrays - APEX technologie

APEX = Arrayed Primer Extension

DNA from Client

/ PCR with ~20% dUTFl \

UNG and SAP treatment |

DNA (PCR product ~100-1000 bp)

CHR OB Ml ST
PRI DNA ~20-25 bp
P Satitbid

-“!

Kurg A. et al., Arrayed primer extension: solid-phase four-color DNA
resequencing and mutation detection technology. Genet Test 4:1-7, 2000.

Velké studie SNP

HapMap projekt: mezinarodni projekt, jehoz cilem je identifikovat a
katalogizovat SNPs v lidské populaci a vybrat z nich ,,tag“ SNPs,
kterymi se skupiny lidi odliSuji

— SNP SNP SNP
o S ' ' v
Chromosome1 AACACGCCA.... TTCGGGGTC.... AGTCGACCG....
Chromosome2 AACACGCCA.... TTCGAGGTC.... AGTCA ACCG....
Chromosome3 AACATGCCA.... TTCGGGGTC.... AGTCA ACCG....
Chromosome4 AACACGCCA.... TTCGGGGTC.... AGTCGACCG.... SNPS ktel'éjSOU na DNA
- o .
L-\“I \ s blizko sebe se take
b Haplotypes WS spole¢né dédi a uréuji
Haplotype1 CTCAAAGTACGGTTCAGGCA haplotyp dané skupiny lidi
Haplotype2 TTGATTGCGCAACAGTAATA
Haplotype3 CCCGATCTGTGATACTGGTG
Haplotype 4
v v ‘
A T c n v s .
& Tag SNPs I 5 .tag”“ SNPs odliSuji dané haplotypy
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HapMap projekt

http://www.hapmap.org/index.html.en

HapMap kolekce lidské DNA 270 vzorkti DNA

populace:

Nigerie 30 trojic vzorku (matka, otec, dité)
Japonsko 45 nepfibuznych vzorku
Cina 45 neptibuznych vzork(
USA 30 trojic vzorku (matka, otec, dité)

The International HapMap Consortium. A second generation human haplotype map
of over 3.1 million SNPs. Nature 449, 851-861. 2007.

The International HapMap Consortium. A Haplotype Map of the Human Genome.
Nature 437, 1299-1320. 2005.

Velké studie SNP

3000 zdravych jedincu

2000 pacientl

bipolar disorder (1 SNP)

coronary artery disease (1 SNP)

Crohn’s disease (9 SNPs)

hypertension

rheumatoid arthritis (3 SNPs)

type 1 diabetes (1 SNP)

type 2 diabetes (3 SNPs) P value < 5x107

Studovali 500 000 SNPs pomoci Affymetrix microarrays

Wellcome Trust Case control Consortium. Genome-wide association study of 14,000
cases of seven common diseases and 3,000 shared controls. Nature. 2007 Jun

7;447(7145):661-78.
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Odchylky od referenéniho genomu vétsi nez 1kb

jesté v roce 2003 se myslelo, ze vétsina ,zdravych® lidi se od
referenéniho genomu lisi velmi nepatrné (SNPs, mikrosatelity)

array komparativni genomicka hybridizace odhalila mnoho vétSich
oblasti DNA, které se u zdravych lidi vyskytuji v rizném poctu

Copy number variation

DNA segment (vétSinou vétsi nez 1 kb), ktery se u daného jedince
vyskytuje v jiném poctu kopii nez v referenénim lidském genomu

existuje mnoho takovych oblasti v genomu (fadove tisice)

“Database of Genomic Variants”
http://projects.tcag.ca/variation/

Copy number polymorphism — vyskyt u vice nez 1% jedincd dané populace

Vyuziti HapMap kolekce ke studiu copy number variant
vSichni jedinci v této kolekci byli zdravi, pfesto se nadlo velké mnoZstvi oblasti
DNA (12% genomu), které se u téchto lidi nachazeji v rdzném poctu kopii
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Copy number variation

hledani fenotypovych projevd CNV (,ne$kodna“ genomova
varianta nebo pfiina nemoci???)

CNV: pathogenic x benign x unknown clinical significance

vrozenych genetickych poruch (mentalni opoZzdénost, vyvojové
odchylky)

Chromatin ImmunoPrecipitation on chip
ChIP-Chip

Add formaldehyde and
sonicate DNA to ~1kb

Add specific antibody
Amids |
: R
I ipitatio Reverse cross
mmunoprecipitation 1 ik |
DNA
Reverse cross links

and purify DNA
ERARARSY

+Cy5 | Amplify and label | +Cy3

Hydridize to
microarray
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Nalezeni vazebného mista

256 kb oblast 1p32 pokryta prekryvajicimi se PCR produkty (~400 bp)
protilatka: trimethylace histonu H3 Lys4

;]
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ﬁ 80

2 i
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w 40| ¢ 1

2 r 1 .

-] 0 | 1 b 1
|4 f 14

™ 0 L am ) LA '\Lj [
o 50000 100000 150000 200000 250000

+—cen Genomic position (bp) 1pter —=

L ' == L = —
-— _— . f— - — —
KCY SIL TALT  MAP1T QBNTLS  NM_178134

Carter and Vetrie 2004 Human Mol Genet
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Uvod do statistického hodnoceni dat
Predpriprava dat pro statistické hodnoceni

analyza obrazu (méfeni intenzity bodu a pozadi)

normalizace (nalezeni a odstranéni systematickych chyb, které
nejsou zpusobeny biologickym objektem)

filtrovani dat (odstranéni §patnych bodl nebo hybridizaci ze studie)
Nalezeni rozdilné exprimovanych genu

vypocet zvolené statistiky a nasledné uréeni p hodnot

Uprava p-hodnot

Analyza obrazu

16-bitovy obraz ve stupnich Sedi
hodnoty intenzity: 0 - 65 536

Dapi
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Analyza obrazu

rozdéleni pixell v nasnimaném
obraze na ty, které nesou informaci o
intenzité bodd na sklicku nebo
pozadi

mnoho programu na analyzu
microarray obraz( (GenePix, Spot, ...)

vysledek: txt soubor — kazdy fadek
obsahuje informaci o jednom bodu na
skli€ku (pramérna intenzita uvnitf
bodu, intenzita okoli, variabilita mezi
pixely uvnitf bodu, ...)

Subarray

Analyza obrazu

R/IG
Nejcastéji se vyjadfuje pomoci logaritmu o zakladu 2

M = Log, RIG

Log, R/G = 1 ve vzorku znaceném Cervené je dvakrat vice kopii
2 specifické mMRNA nez v zelené znac¢eném vzorku

Log, R/G =-1 ve vzorku znaceném cCervené je poloviéni mnozstvi
2 .y .gn e ~ v w .
kopii specifické mMRNA nez v zelené zna¢eném
vzorku
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Dulezité predpoklady

Sondy na skli¢ku jsou rozmistény zcela nahodné

do stejné pozice na skli¢ku neseskupujeme geny s podobnou funkci;
sekvencéné pfibuzné; lezici na stejném chromosomu

Hybridizace byly provadény v ndhodném poradi

kontroly byly hybridizovany dohromady se zkoumanymi vzorky

Predpokladame, ze experiment ovlivni expresi pouze malého
poctu gentli v daném objektu (vétSina genti svoji expresi neméni)
primér (median) vSech pomért R/G je roven 1
primér (median) vSech logaritmd pomérd R/G je roven 0

nestaci mit na sklicku sondy pro geny, které nas zajimaji nebo olekavame, ze

jejich exprese se bude ménit

pro normalizaci jsou nutné i dal$i geny, jejichz exprese se neméni (téch by

méla byt vétsina)

Analyza obrazu

M = Log, RIG

log2 RIG

Dal$i dulezita hodnota pro kontrolu kvality hybridizace je

pramérna intenzita bodu v obou snimanych kanalech

A = (Log,R+Log,G)/2

log2 RIG

4

6 8 0 12 14 16 18

A = (Log,R +Log,G)/2
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Odstranéni ,,Spatnych” bodu
odstranéni bod(: body s morfologickymi abnormalitami
(problematicky tisk)

s nizkou intenzitou (neni exprese v
daném systemu)

s vysokym pozadim (negativni hybridizace)

Kontrolni body: prazdné body bez DNA (negativni kontrola)
»Spiked“ body (pozitivni kontrola)

stejné sondy na rtiznych mistech sklicka

Normalizace

nalezeni a odstranéni systematickych chyb, které nejsou
zpuisobeny biologickym objektem

[ ha! 'l

|| b Row—
el :
!

M g
Log,(Cy5/Cy2)

g fritical s it
il "Fl-"'”l'lu .!l Hl ’.“"'J":‘
4 il i i

A: Logz(Cy5)+lm_t12(Cy3)-,Ir 2
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log2 RIG

Normalizace

Neni splnéna podminka, ze priimér (median)
vSech logaritmdi poméra R/G je roven 0

Pfed normalizaci: Po normalizaci:

log2 RIG

A=log2 (RIG)2 A=log2 (RIG)2

Loess Normalizace

Global
Median

Loess
=. (or other smoother)
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Pired
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Normalizace mezi arrays

VSechny hybridizace v dané studii by mély mit podobné
rozlozeni hodnot kolem medianu

“Median Absolute Deviation (MAD) Scaling*
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Programy pro predpfipravu dat

Farber Cancer Institute

Product Authors/Company/institute Interface/Operating | p.feronce/Features
i . Software package oplimised for stastical analysis of
ArrayStat 1.0 Imaging Research Inc. Windows array gene expression data. Qualiy coniol, stafstical
fests of diferentia exprossion
. The R Project for Statistical i open source and open developmen re pr
Bioconductor Computin, Repackage | & i et e
Molecular Statistics and
BRB ArrayTools Bioinformatics Section, Excel add-in, R-| Wraht GW et al. A random variance model for detection
" . of diferential gene expression in samil microarray
3.23 Biometric Research Branch,| package experiments. Bioinformatics 2003 19:2448-2455.
NCI
Wong Lab, Harvard School Li C and Wong WH (2001) Model-based analysis of
dCHIP of Public Health and Dana- Windows oligonucieotie arrays: Expression index computation

and outler detection, Proc. Natl. Acad. Sci. Vol. 98, 31-
36

Genetraffic 3.1

lobion Informatics

Linux server,

Analysing and visualizing microarray expression data

Desktop 5.0

web client Compliant with MIAME & MAML standard.
Lucidea Arra! - . Fully automated image analysis software, taking into
) y Amersham Biosciences Windows ‘account pen effects and calculating various quality
Spotfinder 1.0 metrics
Lucidea Microarray o ) Software package developed to anayse data rom two-
color experiments, calculate various quality metrics and
Scorecard 1.0 Amersham Biosciences Windows Hormali data using an exponenial method
The R Project for Statistical One most famous statstcal packages. Most lbrares
R-package Computing R-package incluing spacic anesfor e anlysisofmicroaray
ata
SpotFire.net SpotFire Windows Asher B. Decision analyfics software solutions for

proteomics analysis. J Mol Graph Model 2000 18: 79-82.

Java tested on

TIGR Microarray il i Windows Saee etal a free, open-source system for
Data Analysis | o 1190 (00 SeOMIC | 2000/xP, Linux | Zerulibunst B 05"
Software (MIDAS) 7.2, MacOS

10.2
XLstat 3D Plot Addinsoft Excel add-in ;Hloe;»,::: display data in 3 dimension with an intuitive.
e T —

range of functionalities

http://arraysimage. free.fr/Soft.htm

Nalezeni rozdilné exprimovanych gen

odstranéni Spatnych bodd, provedena vhodna normalizace intenzit

Nulova hypotéza: median exprese daného genu se statisticky

neliSi od teoretické hodnoty medianu (v nasem pfipadé 0)

Pro kazdy gen testujeme tuto hypotézu zvIast

Gen 111 0.39
Gen 112 -0.28
Gen 113

Gen 114 -0.19
Gen 115 0.88

Array 1

Array 2

0.33
0.14
0.13
0.49

Array 3

-0.39
0.37
0.28

-0.13
0.54

Array 4

0.06
0.64
0.44
0.38
0.45

Median

0.06
0.35
0.28
0.00
0.52
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Nalezeni rozdilné exprimovanych geni

Nulova hypotéza: median exprese daného genu se statisticky
neliSi od teoretické hodnoty medianu (v nasem pfipadé 0)

M
SE(M)

p hodnota

rozdilné exprimované geny ...

Gen 111
Gen 112
Gen 113
Gen 114
Gen 115

Array 1

0.39
-0.28

-0.19
0.88

Array 2

0.33
0.14
0.13
0.49

Array 3

-0.39
0.37
0.28

-0.13
0.54

Array 4

0.06
0.64
0.44
0.38
0.45

riziko s jakou Ize nulovou
hypotézu odmitnout

p hodnota < 0.01 (volitelny prah)

p hodnota

0.78
0.25
0.38
0.99
0.02

Statistické problémy pri studiu tisicti genu
s malym pocétem opakovani experimentt

rozdilné exprimované geny ...

Pfiklad:

studujeme 20 000 genu na jednom sklicku

béhem normalizace a kontroly kvality vyfadime 12000 genu
testujeme 8 000 genu (pro kazdy vypocitame p hodnotu)

p hodnota < 0.01

8000 * 0.01 = 80 genti

= korekce p hodnot s ohledem k poctu testovanych gent

= pouziti alternativnich statistik

p hodnota < 0.01

pfipoustime, Ze 1% testovanych genu je oznaceno
jako rozdilné exprimované pouze nahodnou
variabilitou pokusu
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Specialized Methods: “Modified” t

*  Penalized-t (SAM, Tusher et al 2001, Efron et al 2000):

M Estimate penalty term a by 90th percentile
th=————= osfsd ofall inimizi
.d. genes, or by minimizing the
(s+a)in coefficient of variation of the absolute t.
*  Moderated-t (Limma, Smyth 2004): .
i - d+ spd
M Use shrinkage sd. 5 ———22 d:j .
# . . 0
"= ‘\F estimated by an empirical Bayes method
5/n S5 pooled s.d., dj; d.f. of prior

*  Regularized-t (Cyber-T, Baldi P & Long AD 2001);
M Use regularized s.d. # % -l

* = —
£ ¥/ ’n v, prior strength
o, background s.d.

vp+n-2

From Ru-Fang Yeh presentation: Statistical Methods in Bioinformatics: Case Studies.
Center for Bioinformatics & Molecular Biostatistics, UCSF Division of Biostatistics

Alternative Statistics

» B-statistic (Lonnstedt & Speed 2002): The log
posterior odds ratio that a gene is DE vs not DE, estimated by
the empirical Bayes method.

Fr{DE} P LAY £ +dy+d ledrdo)iz

e ——— :
PrinotDE} =P vy ° td +d

B=1lo

v +V[|
— Equivalent to moderated-t in terms of ranking genes.
— Dependent on p = expected proportion of DE genes
+ Distance Synthesis (DEDS, Yang et al 2004): Define
a distance statistic based on measures of choice, and estimate
false discovery rates using appropriate null distribution.
+ Single channel methods modelling absolute Cy5 &
Cy3 expression (Newton et al 2001, Wolfinger et al 2001)

From Ru-Fang Yeh presentation: Statistical Methods in Bioinformatics: Case Studies.

Center for Bioinformatics & Molecular Biostatistics, UCSF Division of Biostatistics
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Klastrovani

Klastrovani (shlukova analyza) je obecna metoda, kterou je
mozno pouzit ke spojovani prvki (s podobnymi viastnostmi)
do skupin (klastra)

Microarray analyza:

Klastrovani gent (fadkd) = identifikace skupin genu, které mohou
byt spole¢né regulované

Klastrovani vzorkt (sloupct) =» nalezeni skupin vzorkd, které maji
podobné zmeény v expresi gend (zmény na
urovni DNA)

Priklad:
Sorlie et al., Gene expression patterns of breast carcinomas distinguish

tumor subclasses with clinical implications. PNAS 98: 10869-10874, 2001.
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Design experimentu

78 karcinomui prsu (71 duktalnich, 5 lobularnich a 2 in-situ)
3 fibroadenomy
4 vzorky normalni tkané prsu

Microarrays: 8 102 cDNA klonu
kazdy vzorek (Cy3) hybridizovan s referenéni RNA (Cy5)

Analyza: nalezeno 456 cDNA klonu (427 genti) s velkou
variabilitou exprese mezi riiznymi vzorky, ale podobnou
expresi u pribuznych vzorkt

Otazka: Zda existuje rozdéleni karcinomd do podskupin, které
maji podobné zmény v expresi genti?

Sorlie et al., PNAS 98: 10869-10874, 2001.

Klastrovani

il e

Il

m

o -
Breasi-like Sul pe B Sublype A

Sorlie et al., PNAS 98: 10869-10874, 2001.
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Sorlie et al., PNAS 98: 10869-10874, 2001.

Rozdéleni do skupin a
prognéza vyvoje onemocnéni

A 5 tumor subtypes (based upon Fig 1) B 5 tumor subtypes (based upon Fig 1)

19

08 08
z ' ; p<0.01 z
3 £
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survival months RFS
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Sorlie et al., PNAS 98: 10869-10874, 2001.
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Programy pro analyzu microarray dat

Product Authors/Company/institute '"'“"‘s“’o“m““g Reference/Features
ystem
) Windows | Sotvare pactage nat s optmise forstatistatanas
ArrayStat 1.0 Imaging Research Inc. of ey gona xprossion daa. Gl conol,slatetical

NT/2000 tests of dfferentia expression

Molecular Statistics and

BRB ArrayTools Bioinformatics Section, Excel add-in, R- A G ! ol andom varance o) for detecton
323 Biometric Research Branch| package ‘experiments. Bioinformatics 2003 19-2448-2455.
NCI
Michael Eisen's "
Eisen MB et l Guste anaysis and dispay o genome-
Cluster lab;Lawrence Berkeley Windows | o o P Ave 2 A 050

National Lab (LBNL) 95/98/NT 951486314868

Cluster

! Van Andel Research . Rhodes DR o al. CIT:identcalio of difrentaly
Indentification Tool " Windows expressed custers of genes ffom microaray data.
(CIT) Institute Bioinformatics 2002 18:205-206.
FDR controliing X Acdjusts pvalues generated in mulipe hypathesisteii
procedure Windows o gen oxpresiondaaobtined by DNA microaray
FDRalgo) e

Bioinformatics Group,

§ Institute of Biomedical Java, tested on | e sute conaining vaious ol such asfers

Genesis X normalizaton. veusizaton ol. clusierng, SOV, k

Engineering, Graz Windows ‘means, PCA, SVM, map onto chromosomal sequences.

University of Technology

Linux server, - | analysing and visualing microarray expression data
Genetraffic 3.1 lobion Informatics Web client | | Comstan wih MAVE & NAVL sandard
Java, tested on

Biainformatics research WIndows 2000, | 5,aysi0g gene exprssin dtaging accos 1o
J-express group at the Dept. of LINUX, Thrué4 Zz‘:;‘;\‘:““‘:,‘?iﬂ;"&z':;‘“‘;:ﬁz“"’g Fea os,

Informatics UNIX, Solaris e !

and Irix
P Kim G ot al Signfcance analyss oflxical bias n

LACK Windows | Rlcarey cats Simiomants 2003 42

Prediction Analysis | Tibshirani Lab, Excel add-in/ R | Nesmenanscr oagross ol e e

for Microarray [s)leaiafg:jmli:\it/ ::ssit(at\shcs, package oy shrunkon contds o on opression; PRAS 20
| Stanford University

R-package Eg?n':u:;cged for Statistical | g 2 ckage ;\;\:mng‘saemr ones o e amaljes o mcroarey

Signlficance Tibshirani Lab’ i -] Tibshirani and Chu. Significance analysis of microarrays

Analysis of Departement of Statistics, | =X08! 840N/ Re| B o S atasa s P 5007

Microarrays (SAM) | Stanford University package  f ssiesin

SpotFire.net ) ) er. Decisnanaics satvar lotors e

Dzskmp 50 SpotFire Windows | Bcome e ol G o 2000 12,762

http://arraysimage. free.fr/Soft.htm

Verejné databaze microarray dat

ArrayExpress

ChipDB

ExpressDB

Gene Expression Atlas

Gene Expression Database (GXD)

Gene Expression Omnibus (GEO)

GeneX

GermOnline

Human Gene Expression Index (HuGE Index)
List Of Lists Annotated (LOLA)

M-CHiPS (Multi-Conditional Hybridization Intensity Processing System)
MUSC DNA Microarray Database

NASCArrays

Oncomine

Public Expression Profiling Resource (PEPR)
READ (RIKEN cDNA Expression Array Database)
Rice Expression Database (RED)

RNA Abundance Database (RAD)
Saccharomyces Genome Database (SGD): Expression Connection
SGMD

Standford Microarray Database (SMD)

Yale Microarray Database

yeast Microarray Global Viewer (yMGV)




