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Biomarkery z

omicsovych
dat

= JSOu Casto komplexni:

e Slozené z vice charakteristik (vice gend,
proteina...)

e Bez jasné definovaného biologického
zdlivodnéni

= Pochazeji z dat:

e zatizenych vyznamnym technickym sumem z
raznych zdroju

e analyzovanych metodami, které nejsou
standardizované

e které jsou pouze korelované s mérenou
proménnou (napr. nejsou koncentrace ani pocty
molekul)

e které jsou komplexni a obtizné se sdileji
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Jak vznikaji

cestné chyby?

Nedostatek
kontroly

Nedostatek
znalosti

Nedostatek ¢asu
(konkurence)

Nedostatek
financi




Cestna chyba
(honest error)

— jak ji
minimalizovat

Spravny navrh experimentu (vybér analytickeé
metody, pocet a typ vzorkl, randomizace....)

Minimalizace chyb v laboratofri

Vedeni kompletnich zaznamu

Vybér vhodnych metod pro statistickou
analyzu dat

Spravna validace vysledku



Navrh experimentu



Centralni dogma statistiky

Pravdépodobnost

Populace

Vybér

@ Popisna statistika

Inference



Cim variabilngjsi populace, tim
vice vzorkU je potreba na jeji
dostatecny popis!

Kolik

vzorky???

POCET VZORKU JE TAKE ZAVISLY
NA POUZITYCH STATISTICKYCH
METODACH!




Replikaty

Feature intensity

-

(a) No replication

-
I | >

Healthy  Disease



Replikaty

Feature intensity

-

(a) No replication

T I >

Healthy  Disease

Feature intensity

(b) A significant difference
A
.
5 B /D
THg
] | .
I I -

Healthy  Disease



Replikaty

Feature intensity

-

(a) No replication

i f >

Healthy  Disease

Feature intensity

(b) A significant difference

>

<

8
5 D

78
Hg—

] 1

Healthy  Disease

N
I I -~

Feature intensity

-

(c) Not a significant difference

\ (@]
o
o
o —
o Yp
YH
o
o
o

Healthy  Disease



Replikaty

Feature intensity

-

(a) No replication

N
I | ~

Healthy  Disease

Feature intensity

(b) A significant difference

>

THg

Healthy  Disease

N
I I -~

Feature intensity

-

(c) Not a significant difference

\ (@)

Healthy  Disease

Replikaty jsou nutné pro odhad variability a statistické vyznamnosti

Technické replikaty nezastupuiji replikaty biologické!!!

Technické replikaty pouze popisuji pfesnost postupu a techniky, ne vsak variabilitu v cilové populaci



Vliv poCtu vzorku na falesné pozitivni vysledky
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/a vsechno mohou matouci vlivy
(confounding effects)?




* Matouci faktor (confounding factor) je
(neznama) vnéjsi proménna, ktera
ovliviuje zavislou proménnou i
nezavislou proménnou v statistické
analyze, cozZ zpusobuije jejich falesSnou

. asociaci.

Co je to 1

Mmatouci fa ktO I | » Efekt davky (batch effect) se objevuje
7 vzdy, kdyz externi faktory spojené s

d Efe kt daka laboratorni praci ovliviuji vysledky,

které mérite ve studii.

» Efekt davky je specialni typ matouciho
faktoru




Matouci vliv

Vice fyzické aktivity Méné rakoviny




Efekt davky

Feature intensity

-

Pozorovana proménna (zdravi vs nemoc)
se prekryva s jinou technickou proménnou, napf:

(a) Sequential acquisition 1. a 2. den analyza zdravé tkané
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lllumina primery (pro sekvenaci) 1-6 pro vzorky stolice,
lllumina primery 7-12 pro bukalni stéry



Efekt davky

Pozorovana proménna (zdravi vs nemoc)
se prekryva s jinou technickou proménnou, napf:

(a) Sequential acquisition 1. a 2. den analyza zdravé tkané

by od 3. a 4. den analyza nadoroveé tkané
2 4
§ od,
£ —
(0] —_— yD
§ 0 dy Nebo
ks o\d?\ o dy
<) Laborant 1 — zdrava tkan, laborant 2 — nadorova tkan
H o) d1
od
}
I | Nebo

Healthy  Disease \ . . ) .
lllumina primery (pro sekvenaci) 1-6 pro vzorky stolice,

lllumina primery 7-12 pro bukalni stéry

NENi MOZNE STATISTICKY ODDELIT TECHNICKY EFEKT OD BIOLOGICKEHO!!!




Priklady efektu davky z praxe



Sekvencovani mikrobiomu
— efekt primeru lllumina



Experiment:
Sekvenace genu pro
16S rRNA

Cil: Porovnat vliv
odbérovych a

izolacnich kitd na
slozeni mikrobiomu
ve stolici

v

Brief
questionnaire

Sampling kits tested

Samplingkit 1,
Stool container
-~

Samplingkit 2,
FLOQSwabs

L

Samplingkit 3,
Cotton swab

Transport to | aboratoryon i ce buckets

DNA isolation kits tested Group

(Qiagen)

QlAamp DNA Stool Mini Kit

QlAamp DNA Stool
Mini Kit (Qiagen)

QIAamp DNA Stool
Mini Kit (Qiagen)

Porovnani 3 odbérovych kitd (S1, S2, S3) a 2 DNA izola¢nich kitl (1,2)

16 dobrovolnikd pouzilo vSechny odbérové kity na odbér stolice,
z kazdého odbéru izolace DNA dvéma kity

=> sekvenacni analyza genu pro 16S rRNA

gDNA quality
check

Bacterial
diversity and

composition

DNA yield:
NanoDrop

DNA purity:
NanoDrop

Protocol:
16SrRNAlibrary
preparation

DNA quality:
Fragment
analyser

Sequencing:
Miseq (Illumina)
23300 bp

PCR inhibitor
presence:
qPR

Bio?nformatic
analysis:
Qiime

Human DNA

presence:
qPR

Statistical

analysis:
R3.3.2




, . Presence of PCR inhibitors
DNA
A yield and purity C and human to bacterial DNA ratio
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Nalezen vliv odbérového a izoladniho kitu na kvalitu a kvantitu DNA a také na slozeni mikrobiomul!



SK1 - SK2 SK1 - SK3 SK3 - SK2
1.0

; Sutterella l 8 9 2
; Coprobacter

; Barnesiella
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; Prevotella 9

; Thalassospira
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; Bacteroides 0.6

; Parasutterella

Coprococcus 2

Asteroleplasma

; Prevotellaceae, uncultured bacterium
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; Erysipelotrichaceae, Incertae Sedis

[Eubacterium] ventriosum group
; Bifidobacterium

; Ruminiclostridium 5 0.2

; [Ruminococcus] gauvreauii group

; Lachnoclostridium

Blautia

; Ruminococcaceae UCG-010 0.0

; Anaerotruncus Phylum  Class Order Family ~ Genus Species OTU
 Mollicutes RF9, uncultured bacterium N=6 N=12 N=13  N=23  N=82  N=95 N=165
; Lachnospiraceae, other

; Coprococcus 1

; Ruminococcaceae, uncultured bacterium

; Veillonella

; Ruminococcaceae UCG-013

; Dorea

; Ruminococcaceae UCG-002

; Tyzzerella 3

; [Eubacterium] hallii group
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; Christensenellaceae R—7 group
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; Ruminococcaceae UCG-014

; Escherichia-S higella

; [Eubacterium] coprostanoligenes group

V; Akkermansia

F; Erysipelotrichaceae UCG-003
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| I ‘ SK1 - stool container
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-1 0 1 SK8 - cotton swab
Effect size

Nalezen vliv odbérového a izoladniho kitu na kvalitu a kvantitu DNA a také na slozeni mikrobiomul!



Experiment: Sekvenace 70000
genu pro 16S rRNA Primery: 11-19, 110-116
Cil: Porovnat vliv = e
odbérovych a izolacnich soo00 4 i il
kitli na sloZeni o :i 5
mikrobiomu ve stolici S L. b & "
S 50000 - . | . v
2 2 § : R
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Odbérové a izolacni kity
Kazdy ucCastnik meél vzdy stejny primer.

Pocet sekvenci je statisticky vyznamné vyssi u
primert 11-19 v porovnani s primery 110-116!!!



Experiment: Sekvenace 70000
genu pro 16S rRNA

Cil: Porovnat vliv
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Primery: 11-19, 110-116

PROBLEM: primer mGzZe mit efekt na sloZzeni mikrobiomu

Odbérové a izolacni kity

RESENI: primer (nebo lépe Feeno skupina 11-19 vs [10-116) jako nova promé&nna ve statistické

analyze, odhad efektu skupiny primeru:

VYSLEDEK: zda se, Ze primer ovliviiuje pouze poéet sekvenci, ne sloZzeni mikrobiomu (?).
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Mikrobialni kontaminace v NGS



Mikrobia

kontamir

dCe

* Velky problém zejména u metagenomickych
studii a u vzork( s nizkym obsahem

bakteridlni DNA
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Figure 1. The contents of non-aligning reads from 57 human o Secared [
i quiity/
whole genome sequencing runs. Arlome’
low entropy
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Fig. 1: Reagent contamination recognition strategies.

a, Between-batch variation allows for rapid identification of
reagent contamination. This example is from a 16S analysis of
placental tissues... FastDNA SPIN kits with different lot numbers
were used for batches 1 and 2.

b, Spearman’s rho correlation coefficient heatmap of a subset of
the most common species detected (x- and y-axes) during a
study of necrotizing enterocolitis in pre-term infants

¢,... Reagent contaminants are especially abundant in samples
with low biomass that failed 16S amplification, and in negative
controls; both of which cluster together in the lower left corner.
This dataset is from a study where bacterial DNA was enriched
from nasal swabs and sequenced with an ILLUMINA HiSeq v4
sequencing kit.

d, Genuine signals are reproducible and separate
measurements from the same sample using different DNA
isolation kits should correlate with one another while reagent
contamination signals do not. The genuine Moraxella signal is
from a reanalysis of the 16S data of Salter et al.%, whereas the
reagent contamination example, Thiohalocapsa halophila, is
from an analysis of placental tissues.

de Goffau, MC; Lager, S; Salter, SJ; Wagner, J; Kronbichler, A; Charnock-Jones, DS; Peacock, SJ; Smith, GCS; Parkhill, J; (2018) Recognizing
the reagent microbiome. Nature microbiology, 3 (8). pp. 851-853. ISSN 2058-5276 DOI: https://doi.org/10.1038/s41564-018-0202-y
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Kim D, Hofstaedter CE, Zhao C, Mattei L, Tanes C, Clarke E, Lauder A, Sherrill-Mix S, Chehoud C, Kelsen J, et al. Optimizing methods and dodging pitfalls in microbiome research.
Microbiome. 2017;5(1):52.



Fig. 1 Example of cage effects
dominating a mouse study of
fungal communities.

Condition 1 Condition 2 Condition 3
S 1 The three conditions studied
p Cyberindnera 0.8 were .co.ntinuous exposure to
<«€— Debaryomyces ; antibiotics (Condition 1),
0.6 short-term exposure to
antibiotics (Condition 2), and
«— Sporopachydermia |, no exposure to antibiotics
(Condition 3).
0.2
2’52;;.5;ggkﬁ%?&:&ﬁo%%i%%%m%ﬁ%%g Mouse Io
1 2 1 2 1 2
Cage

Kim D, Hofstaedter CE, Zhao C, Mattei L, Tanes C, Clarke E, Lauder A, Sherrill-Mix S, Chehoud C, Kelsen J, et al. Optimizing methods and dodging pitfalls in microbiome research.
Microbiome. 2017;5(1):52.



Efekt davky - platforma



Lidé a mysi
na
mikrocCipech

Yanai |, Graur D, Ophir R. Incongruent
expression profiles between human
and mouse orthologous genes suggest
widespread neutral evolution of
transcription control. OMICS. 2004
Spring;8(1):15-24.

V ¢lanku z roku 2004,
mikrocCipova analyza genové
exprese nékolika rliznych
tkani u lidi a mysi vedla
autory k zaveéru, ze , jakakoli
lidska tkan je vice podobna
jakékoli jiné vysetrované
lidské tkani nez jeji
odpovidajici tkani mysi“.
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Lidé a mysi
na
mikrocCipech

Nasleduji ¢lanky (2006, 2007,
2010), které dokazuiji, ze tyto
rozdily jsou zalozeny pouze
na faktu, zZe se jednalo o dva
rizné mikrocipy.

1.

sondy jsou navrzeny oddélené
pro lidské a mysi ortologické geny
a necili na stejné sekvence. Proto
maji lidské sondy a mysi sondy
razné afinity k jejich cilovym RNA
Signal (S) detekovany mikrocipem
je priblizné linearni se skutecnym
mnozstvim cilové RNA v
rozumnych rozsazich méreni
(Affymetrix 2001), hodnoty S
transformované log2 maji
tendenci precenovat rozdil mezi
dvéma nizkymi hodnotami
exprese, ale podcenuji rozdil mezi
dvéma vysokymi hodnotami
exprese.



Lidé a mysi
na
mikrocCipech

Ben-Yang Liao, Jianzhi Zhang (2006)
Evolutionary Conservation of
Expression Profiles Between Human
and Mouse Orthologous Genes .
Molecular Biology and Evolution,
Volume 23, Issue 3, March 2006, Pages
530-540
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Figure 1. Study design.
Sequencing batches as inferred based on the sequence
identifiers of the RNA-Seq reads
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Ovsem pozor, v ¢em je problém?

Protoze Slo v tomto pripadé o témeér perfektni
batch efekt — tedy témeér 100% prekryv etektu
lane a ranu vs organizmus, odstranéné rozdily
batch efektu mohou byt také ty biologické.

Jinak feCeno - tyto data nemohou odpovédét na
otazku ktera byla polozena.

Doporucuji diskuzi pod ¢lankem z
F1000research...




The 1000 genomes
project

e Zahajen v lednu 2008, cilem bylo vytvoreni
co nejpodrobnéjsiho katalogu lidskych
genetickych variaci

» Zalozen na sekvencovani technologii Solexa
sequencing




Jaky je vliv data
sekvencovani na
genetickou
variabilitu mezi

sekvencemi?

T ——
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Tackling the widespread and critical
impact of batch effects in high-
throughput data

Jeffrey T. Leek, Robert B. Scharpf, Héctor Corrada Bravo, David Simcha, Benjamin Langmead, W.
Evan Johnson, Donald Geman, Keith Baggerly & Rafael A. Irizarry

Nature Reviews Genetics 11, 733-739 (2010)  Download Citation X
5716 Accesses 732 Citations 182 Altmetric = Metrics »

Zjistili, Ze se studovanymi biologickymi rozdily bylo spojeno
pouze 17% variability sekvenci, zatimco neuvéritelnych 32%
bylo mozné vysvétlit datem, kdy byly vzorky zpracovany.
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Ani jeden z techto clanku

nebyl stazen z tisku....



Jak odstranit efekt davky
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Ad-hoc:
Regresnimi
strategiemi

Preventivne:
Stratifikaci a
randomizaci
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Feature intensity

Randomizace pomaha minimalizovat

efekt davky
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U ‘omics dat je randomizace obtizna

Mass
Sample spectrometry
selection detection
disease
class age linear range ——»
Patient _\ \ LN Technical
Sample ion suppression ———»
collection Quantitative
Accuracy and
o Baseline correction precision
Homogenization .
Protein concentration smoothlng
determination Peak detection

Adjustment of Normalization

protein concentration

Labelling and
sample transfer

Isoelectric focusing Feature detection

Sample 4iate Data

preparation multivariate analysis

Intensity measurements /.

Peak overlap

Chromatographic
separation

Forshed J. (2017) Experimental design in clinical ‘omics biomarker discovery. Journal of Proteome Research 16, 3954-3960



* Nékdy vSsechno nejde naplanovat a néco se zméni — experimenty
muUzZou byt dlouhodobé a spolupracovat mUze vice stran,
laboratori, kazda s vlastnimi postupy.

_ * Spoluprace vice laboratori — moznost randomizace na vsech

urovnich.

Co kdyz je

* Problematické byva znovuoziveni experimentu, ktery byl “u
ledu” kvlli nedostatku financi (mezitim se zménili postupy).

randomizace
nemozna (nebo

v
O h rozend ) e DalSi zmény bézné ohrozujici planovanou randomizaci.

e vymeéna laboranta...

* pokazeni stroje a nutna oprava nebo vymeéna

 staré kity pro izolaci DNA uz nevyrabéji, nutno pouzit jiné




Preventivni
minimalizace chyb

1. ProtoZe vidy nevime, co viechno mdzZe mit vliv, je dlleZité vést
PODROBNE ZAZNAMY — vSechno co nas napadne!

presny zaznam postupu, véetné uskladnéni vzorku a jeho
pozice v lednici

kdo provadél ktery typ analyzy a KDY
kazdd zména v protokolu

zaznamendme vsechny identifikacni ¢isla jednotlivych kitQ,
primerQ, ¢ehokoliv

vSechny zmény v kalibraci pfistrojl, nebo informace o jejich
Cisténi
zmény v teplotach

zpUsob odbéru vzorku (lezel material nékde nékolik hodin
mimo mrazak?)

2. Provadime po konzultaci se statistikem — randomizaci a dizajn
experimentu.

3.V pfipadé zmén znovu konzultujeme dalsi postup.



KAZDOU ZMENU KONZULTUJTE SE STATISTIKEM!

Co kdyi je » RESEN{ (OBVYKLE) EXISTUJE !

ran d Omizace * Efekt davky se da odstranit, mame-Ili dostatek stejnych

Nem Oz N é ( ne b O vzorkd analyzovanych pred i po zméné — vhodnymi
o metodami se odhadne efekt a ten se pak z dat odstrani.
ohrozena)

* POZOR - je to nakladné a neni to dokonalé, takze lépe
je tyto efekty minimalizovat.
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Zakladni myslenka je modelovat efekt davky
jako jednu z proménnych kterych vliv sledujeme

Odhadnuty efekt pak mizeme odstranit

Regresni

strategie

Nejcastéji regresni strategie

ComBat (R)
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Deriving chemosensitivity from cell lines: Forensic bioinformatics and reproducible research in

high-throughput biology

Keith A. Baggerly and Kevin R. Coombes
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