Principy microarrays

Pavla Gajduskova
Analyticka cytometrie, 27. listopadu 2012

Oblasti pouziti microarrays v biologii

Cose
Typ array | Sondy fluorescenéné ... analyza ¢eho
na microarray znadi a hybridizuje
Expresni | DNA (cDNA, mRNA / cDNA méfeni mnozstvi MRNA v
oligonucleotidy) bunkach, nadorech ...
miRNA oligonukleotidy miRNA méfeni mnozstvi miRNA
CGH DNA (BAC vektory, | DNA zmény v genomu (zisk, ztrata
oligonukleotidy) chromozomt nebo jejich Easti
SNP DNA DNA detekce ,Single Nucleotid
(oligonukleotidy) Polymorphysms®; zmény v
genomu
Metylace | DNA (CpGislands) | DNA (ovlivnéna mira metylace promotorovych
bisulfidem sodnym) oblasti
Promoter | DNA (promotorové | DNA (ChiP mista vazby transkripénich
oblasti ~ 1kb) obohacena) faktord, modifikace histont
Tilling DNA v$echno dfive zminéné | vSechno dfive zminéné,
sekvenovani, anotace gent
Protein protilatky protein exprese proteinli (ELISA)

Pouziti microarrays ke studiu DNA

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)

Komparativni genomicka hybridizace (CGH)

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

(delece, zisk, amplifikace riznych oblasti genomu)

porovnavani intenzity fluorescence zkoumaného vzorku DNA a
normalniho diploidniho vzorku DNA v rdznych mistech
genomu




Komparativni genomicka hybridizace (CGH)

Labeling

Mantripragada et al. Trends in Genetics 2003

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

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 sklic¢ku,
které obsahuji specifické DNA sekvence

Typy sond natiSténych na microarray sklicku

BAC klony az 32 000 BAC klonu na jednom sklicku
~ 160 kb dlouhé Useky DNA

Oligonukleotidy 25 — 80 bazi dlouhé oligonukleotidy

mohou pokryvat i cely genom (repetitivni
sekvence jsou vynechany)

zname polohu a pofadi v8ech 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.

Array CGH s pouzitim BAC klont
Log,Rat = Log, RIG

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”)
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2464 BAC klonu UCSF HumArray3.1




Typy sond natiSténych na microarray sklicku

BAC klony az 32 000 BAC klonu na jednom sklicku
~ 160 kb dlouhé Useky DNA

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

zname polohu a pofadi v8ech sond v lidském genomu

Array CGH - oligonukleotidy (NimbleGen)

6-kb median

| i g e PFODE Spacing

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 alespori u 1% jedincti v
populaci

predpokladany pocet SNPs: 10 milion

vyskyt specifickych SNP spojen s predispozici k urcitym chorobam

SNP Arrays — probe design (Affymetrix)

SNP site
Genomic DNA
ATGC AACGTCACGTTCQT GTCATTCGAGT

Probe Quartet at SNP site

PMA

GTTGCAGTGCAAG[TIACAGTAAGCTCA

MMA GTTGCAGTGCAAG A ACAGTAAGCTCA
PMB TACGTTGCAGTGCAAGIGACAGTAAGCTCA
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

MME, |MuB, MuE, | uwe, |Mue, | Mg,

Sample 1 Sample 2 Sample 3

PMA
MM
PMB|
MM

12 3 4568 12 3 45 8 12 3 45 8

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

SNP arrays x expression arrays

SNP Expression

Genomic DNA reference sequence b mRNA reference sequence o

A

< ———
Tiling Dispersed, 3' 7 \
Quartet Probesst
Pua TGCAGTGEANG T ACAGTAAGCT! TCGTCTGTATCACAGACACARAGTTGACTS
MMA  TTECAGTGLAAG A ACAGTAAGETCA CAGACATAGTGTCTGTGTTTCAALT
PMB  TTGCAGTGCAAG G ACAGTAAGCTCA e CAGACATAGTGTGTGTGTTTCAACT

MME  TTGCAGTGLAAG C ACAGTAAGCTCA

PMA
MMA i) -
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

Ganomic DNA (250 ng) RE Digestion s
. . ' —
Xba Xba  Xba Adapter
—— PCR: One Primer Ligation
" ——— Amplification e ————
T
Complexity p——————— —
—_— Reduction
Hybridization
N === &Wash
Fragmentation === ’
and End-Labeling  — —= _-__= AB

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

_

; e vcnm-qnmmpl ™,
DA (PCR product =108-1000 ba)
UNG and SAP reatment |
— ENA 2028 bp

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

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

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

o o - HapMap kolekce lidské DNA 270 vzork( DNA

TTEEGOGTE.... AGTEGACEA. ... populace: Nigerie 30 trojic vzorkll (matka, otec, dité)

= 5P

Chvemesora ! AAEAEOECA....

Crromesor? AACACGCO TTECGAGBGTC, ... AGTCA ACES.... e . .
Coromosomed AAEATOEEA.... TTCOOOOTE.... AGTEA ACCO.... Japonsko 45 nepfibuznych vzorkl
Gromomomss AAEACGEEA....TTEB0GETE.... AGTeaccd.... SNPs, které jsou na DNA Cina 45 nepfibuznych vzorku
) blizko sebe se také USA 30 trojic vzorku (matka, otec, dité)
b Hagiotypes spole¢né dédi a uréuji
Haploape ! cTCAAMGTACOOTTCABaEA haplotyp dané skupiny lidi

Hapletypa? TTGATTGCGCAACAGTAATA
Hipictype 3 CCCOATOTGTGATACTGGTE ) ) .
Haplotype 4 The International HapMap Consortium. A second generation human haplotype map

. + + of over 3.1 million SNPs. Nature 449, 851-861. 2007.
o Tog s = - o tag“ SNPs odli$uji dané haplotypy ) )
L} < L The International HapMap Consortium. A Haplotype Map of the Human Genome.
Nature 437, 1299-1320. 2005.
Velké studie SNP Odchylky od referenéniho genomu vétsi nez 1kb
3000 zdravych jedincu
2000 pacienttl  bipolar disorder (1 SNP)
N coronary artery disease (1 SNP) jesté v roce 2003 se myslelo, ze vétsina ,zdravych® lidi se od
Crohn'’s disease (9 SNPs) referen¢niho genomu lisi velmi nepatrné (SNPs, mikrosatelity)
» hypertension
" rheumatoid arthritis (3 SNPs)
type 1 diabetes (1SNP) array komparativni genomicka hybridizace odhalila mnoho vétsich
type 2 diabetes (3 SNPs) P value < 5x107

oblasti DNA, které se u zdravych lidi vyskytuji v rizném poctu

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.




Copy number variation

DNA segment (vétsinou vétsi nez 1 kb), ktery se u daného jedince
vyskytuje v jiném poctu kopii nez v referen¢nim lidském genomu

existuje mnoho takovych oblasti v genomu (fadové tisice)

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

Copy number polymorphism — vyskyt u vice nez 1% jedinct dané populace
Vyuziti HapMap kolekce ke studiu copy number variant

vsichni jedinci v této kolekci byli zdravi, pfesto se naslo velké mnoZstvi oblasti
DNA (12% genomu), které se u téchto lidi nachazeji v rizném poctu kopii

Copy number variation
hledani fenotypovych projevii CNV (,neskodna“ genomova
varianta nebo pfic¢ina nemoci???)
CNV: pathogenic x benign x unknown clinical significance
vnaseji ,zmatek" do experimenu, které napf. hledaji pricinu

vrozenych genetickych poruch (mentaini opozdénost, vyvojové
odchylky)

Chromatin ImmunoPrecipitation on chip
ChIP-Chip

e

Nalezeni vazebného mista

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

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

Priklady konkrétnich aplikaci z literatury

Uvod do statistického hodnoceni dat
Predpfiprava dat pro statistické hodnoceni

analyza obrazu (méfeni intenzity bodl a pozadi)

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

filtrovani dat (odstranéni $patnych bodi nebo hybridizaci ze studie)
Nalezeni rozdilné exprimovanych genu

vypocet zvolené statistiky a nasledné urceni p hodnot

uprava p-hodnot

Analyza obrazu

rozdéleni pixelll v nasnimaném
obraze na ty, které nesou informaci o
intenzité bod( na sklicku nebo
pozadi

mnoho programui na analyzu
microarray obrazu (GenePix, Spot, ...)

vysledek: txt soubor — kazdy Fadek
obsahuje informaci o jednom bodu na
sklicku (prumeérna intenzita uvnitt
bodu, intenzita okoli, variabilita mezi
pixely uvnitf bodu, ...)

Subarray

Analyza obrazu

Nejdulezitéjsi hodnota: pomér mezi intenzitami fluorescence R a G
R/G
Nejcastéji se vyjadfuje pomoci logaritmu o zakladu 2

M = Log, RIG

Log, RIG = 1 ve vzorku znaéeném cervené je dvakrat vice kopii
2 specifické mRNA nez v zelené znaéeném vzorku

Log, RIG =-1 ve vzorku znaéeném cervené je poloviéni mnozstvi
kopii specifické mMRNA nez v zelené znaceném
vzorku




Dulezité predpoklady

Sondy na sklicku jsou rozmistény zcela nahodné
do stejné pozice na sklicku neseskupujeme geny s podobnou funkci;
sekvencéné pibuzné; lezici na stejném chromosomu

Hybridizace byly provadény v nahodném poradi

kontroly byly hybridizovany dohromady se zkoumanymi vzorky

Predpokladame, ze experiment ovlivni expresi pouze malého
poctu genu v daném objektu (vétsina genti svoji expresi neméni)
pramér (median) vSech pomér R/G je roven 1
pramér (median) vSech logaritmi poméri R/G je roven 0

nestaci mit na sklicku sondy pro geny, které nas zajimaji nebo ocekavame, ze
jejich exprese se bude ménit

pro normalizaci jsou nutné i dal$i geny, jejichZ exprese se neméni (téch by
méla byt vétsina)

Odstranéni ,,Spatnych* bodt
odstranéni bodi: 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 riiznych mistech sklicka

Normalizace

nalezeni a odstranéni systematickych chyb, které nejsou
zpusobeny biologickym objektem

neni spInéna podminka, Ze primér (median)
vsech logaritmi poméru R/G je roven 0

Pred normalizaci: Po normalizaci:

log2 RIG

log2 RIG

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

Nalezeni rozdilné exprimovanych gent

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

M

= — . p hodnota riziko s jakou Ize nulovou
se(M) hypotézu odmitnout
rozdilné exprimované geny ... p hodnota <0.01 (volitelny prah)
Array 1 Array 2  Array 3 Array 4 p hodnota
Gen 111 0.39 -0.39 0.06 0.78
Gen112 -0.28 0.33 0.37 0.64 0.25
Gen 113 0.14 0.28 0.44 0.38
Gen 114 -0.19 0.13 -0.13 0.38 0.99
Gen115  0.88 0.49 0.54 0.45 0.02




Statistické problémy pfi studiu tisicii gent

s malym poétem opakovani experimentti Obsah pfednasky

rozdilné exprimované geny ... p hodnota <0.01

Technologie pripravy microarrays
Priklad: gle pripravy y
studujeme 20 000 genli na jednom skli¢ku
béhem normalizace a kontroly kvality vyfadime 12000 genu Oblasti pouziti microarrays v biologii

testujeme 8 000 genu (pro kazdy vypocitame p hodnotu)

p hodnota < 0.01 pfipoustime, Ze 1% testovanych genu je ozna¢eno
jako rozdilné exprimované pouze nahodnou
variabilitou pokust

Uvod do statistického hodnoceni dat
8000 * 0.01 = 80 gend Priklady konkrétnich aplikaci z literatury

> korekce p hodnot s ohledem k poétu testovanych gent
=> pouziti alternativnich statistik

Klastrovani Design experimentu
Klastrovani (shlukova analyza) je obecna metoda, kterou je 78 karcinomu prsu (71 duktalnich, 5 lobularnich a 2 in-situ)
mozno pouzit ke spojovani prvku (s podobnymi vlastnostmi) 3 fibroadenomy
do skupin (klastra) 4 vzorky normalni tkané prsu
Microarray analyza: Microarrays: 8 102 cDNA klont

kazdy vzorek (Cy3) hybridizovan s referenéni RNA (Cy5)
Klastrovani genu (fadkl) = identifikace skupin genu, které mohou
byt spole¢né regulované

Analyza: nalezeno 456 cDNA klont (427 genti) s velkou
Klastrovani vzork (sloupcti) = nalezeni skupin vzorku, které maji variabilitou exprese mezi riznymi vzorky, ale podobnou
podobné zmény v expresi genli (zmény na expresi u pfibuznych vzorki
urovni DNA)
Otazka: Zda existuje rozdéleni karcinomu do podskupin, které
Piklad: maji podobné zmény v expresi genti?

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

tumor subclasses with clinical implications. PNAS 98: 10869-10874, 2001. Sorlie et al., PNAS 98: 10869-10874, 2001,




Klastrovani

Ennn-

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

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

Rozdéleni do skupin a
prognoéza vyvoje onemocnéni

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

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

Podobné studie
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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-Conditit L idization Intensity P

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)

System)

Saccharomyces Genome Database (SGD): Expression Connection
SGMD

Standford Microarray Database (SMD)
Yale Microarray Database
yeast Microarray Global Viewer (yMGV)
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