Projektowanie eksperymentu mikromacierzowego



Zaktadamy POWTARZALNOSC badanego zjawiska

Nasz cel: detekcja ISTOTNYCH wzorcow/zmian/wskaznikéw danego procesu

Niezbedny jest KOMPROMIS pomiedzy idealnym schematem eksperymentu, a
rzeczywistymi mozliwosciami (dostepnosé mikromacierzy, dostep do probek, ilos¢
materiatu, koszt eksperymentow)

Okreslamy KONKRETNE pytania, na ktore bedziemy starali sie odpowiedzie¢

Musimy uwzgledni¢ istnienie ZRODEL ZMIENNOSCI: wptyw platformy,
technologii, protokotu, czynnikow incydentalnych, czynnikéw biologicznych

Pamietamy, ze nasze przewidywania opierajg sie na STATYSTYCZNE]
ANALIZIE wielokrotnych obserwacji (btedy fatszywie dodatnie, fatszywie ujemne,
SItA przewidywania prawdziwie dodatniego wyniku)



1. Cel eksperymentu — ustalenie warunkow eksperymentu
Porownanie genotypow? (odpowiednia kontrola)
Poréwnanie tkanek? (najlepiej z tego samego osobnika)
Stymulacja? (odpowiednia kontrola)

Badanie zmian w czasie (ile osobnikéw, synchronizacja)

1-czynnikowy czy wieloczynnikowy?



2. Wybor platformy

Rodzaj sond, potozenie sond,
reprezentatywnosc dla danego
organizmu i planowanego eksperymentu,
producent, dostepnosc, koszt etc.

L1. Mikromacierz oligonukleotydowa do analizy
transkryptomu Nicotiana benthamiana

praca bioinformatyczno-eksperymentalna (w stosunku
70%:30%). Jej celem jest otrzymanie i przetestowanie
mikromacierzy oligonukleotydowej do badan ekspresji
genow Nicotiana benthamiana.

Arabidopsis Gene Expression Microarray
Barley Gene Expression Microarray

Bovine Gene Expression Microarray

Brassica Gene Expression Microarray

C. elegans Gene Expression Microarray
Canine Gene Expression Microarray

Chicken Gene Expression Microarray

Cotton Gene Expression Microarray
Drosophila (V2) Gene Expression Microarray
E. coli Gene Expression Microarray

Horse Gene Expression Microarray
Magnaporthe (V2) Gene Expression Microarray
Mosquito Gene Expression Microarray
Porcine Gene Expression Microarray

Rabbit Gene Expression Microarray

Rhesus Macague Gene Expression Microarray
Rice Gene Expression Microarray

Salmon Gene Expression Microarray

Sheep Gene Expression Microarray

Tobacco Gene Expression Microarray
Tomato Gene Expression Microarray

Wheat Gene Expression Microarray
Xenopus Gene Expression Microarray

Yeast Gene Expression Microarray

Zebrafish Gene Expression Microarray



o hybrydyzacji
miedzygatunkowe,;...

Coffea arabica

98

Petunia axillaris

100

I Nicotiana tabacum

68

46

Physalis alkekengi

Capsicum baccatum

Cyphomandra betacea

85

99

Solanaum melongena

e Solanum candidum
L Solanum stramoniifolim

et SOlanum tuberosum

L. Solanum lycopersicum | /V

Agilent Tobacco 4x44k

40 000 sond
oligonukleotydowych

TIGR Potato cDNA Array 10K Version 4
15000 sond cDNA

TOM 1
10 000 sond cDNA

TOM 2
10 000 sond oligonukleotydowych
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Sequence-dependent
filtration s

Sequence-independent
filtration sy

2 independent conditions, 3 biological replicates,
>30 plants per sample;
The same RNA samples for all hybridizations

( reference organism impact w SO e

TOM2 TOM1 POT o)

probe length impact Jk technical repeats impact
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TOB
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SSH reference



e
_—
© - ©
0 — 0 -
:m" =
o
2 7 5 ¥
T el
& 8
o @ - % © —
£ o
o o~
—~ - = TOB ~ 7 ® T0B
@ POT POT
W TOM1 N TOM
o - B TOM2 o - B TOM2
I I I I I I I T T T T T T T
3 2 - 0 1 2 3 3 2 A 0 1 2 3
logFC logFC

brak filtracji

NaCl

":j'- Liczba przeanalizowanych sond 43730 8951 12020 10426 10426
T Liczba sond o p<0,05 2478 (9,4%) 530 (6,0%) 91(0,7%) 3104 (29,8%) 991 (9,5%)

Sondy wskazujace na co Ogotem 1234 60 229 67 64

najmniej dwukrotng W tym o ekspresji

. . . . 75,0% 86,7% 55,9% 85,1% 78,1%
zmiane ekspresji podwyzszonej
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PROBLEMY Z ADNOTACJA FUNKCJONALNA | BIOLOGICZNA INTERPRETACIA WYNIKOW —
MNOSTWO WSTEPNYCH ZAtOZEN



3. Uzyskanie materiatu

Dobor préobek i sposobu uzyskania — minimalizacja naturalnej zmiennosci
biologiczne;j:

-jeden czy wiele osobnikow
-(rosliny): sposob hodowli, temperatura, wilgotnosé¢, podlewanie, pora roku

-zbidr materiatu: pora dnia, sposdb zbioru, wielkos¢ wycinka



4. Okreslenie ilosci i rodzaju powtdrzen powtdrzen

organizm, Powtdrzenia biologiczne: wnioskowanie statystyczne
tkanka

Izolacja RNA

amplifikacja

znakowanie

hybrydyzacja




5. Przygotowanie probki
Standaryzacja protokotu
Amplifikacja

Kontrole zewnetrzne — ,,spike RNA”

taczenie probek / osobnikow w pule



con_neg
E1A_r60_1
E1A_r60_3
E1A_r60_a104
E1A_r60_a107
E1A_r60_a135

E1A_r60_a20
E1A_r60_a22
E1A_r60_a97
E1A_r60_n11
E1A_r60_n9
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T
16

Kontrole zewnetrzne — ,,spike RNA”

E1A_r60_n9
E1A_r60_n11
E1A_160_a107
E1A_160_a135
E1A_160_1
E1A_160_a20
E1A_160_3
E1A_r60_a97
E1A_160_a104
E1A_160_a22
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taczenie probek / osobnikow w pule
To. Ty To. Ty To. Ty

Tworzenie puli to ,,usrednienie biologiczne” — redukuje zmiennosc biologiczng bez
podnoszenia ilosci mikromacierzy (=kosztow), przez co podnosi site statystyczng

eksperymentu
- S —— -
ey - e e

LACZENIE W PULE NIE LIKWIDUJE KONIECZNOSCI WYKONANIA POWTORZEN
BIOLOGICZNYCH

S

12y
Cipy =C /# in pool



6. Opracowanie schematu hybrydyzacji

Hybrydyzacja 1-kanatowa

Hybrydyzacja 2-kanatowa



Table 1 | Single-factor experiments

Design choices

Indirect designs

Cresign |
A B G

Y/

A
Cresign
A = G
HE‘ %‘ .'E'ilr
\i/
Direct design
Cresign I

A——»C

- \/

Number Units of materal Average variance
of slides (number of samples)

3 A=B=C=1 2.00
G A=B=C=2 1.00
3 A=B=C=2 .67

Vanance of estimated effects for three diffierent designs of sngle-factor experments. o was set to 1

throughout.
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Petle

|

Petla wielokrotna

|

s W)

Dye-swap pomiedzy roznymi prébkami,
analizy zmian w czasie

ale: nieudana hybrydyzacja wptywa na
wszystkie pordwnania!

B

wiele warunkow / kombinacji do
l porownania,
C

l

I
l

R N
O ) 1>



Zasada zbalansowanego eksperymentu:

Jednakowa ilos¢ wszystkich prébek

Jednakowa ilos¢ znakowan Cy3 i Cy5

Poréwnania najbardziej interesujgce w bezposrednim poréwnaniu

Schemat wysyconych porownan Schemat z wyborem
najwazniejszych porownan

@ Mutant Treated
WT control @ : _@ Mutant Control

WT Treated




Analizy zmian w czasie

Design choices in time series tws t+1 twst+2
TIT2 T2T3 T3T4 T1T3 T2T4 T1T4 Ave
MW=3 A) T1 as common reference 1 2 2 1 2 1 1.5
#= ——-—-._____-*
T] —» T2 T3 T4
B) Direct Hyhridization 1 1 1 2 2 3 167
=4 ) Common reference 2 2 2 2 2 2 2
Tl T2‘ p T3 T4
) T1 as common ref + more &7 BT 1.67 67 1.67 1 1.06
ﬁ——-—_—__-m
T] = T2 = T3 T4
E) Direct hybridization choice 1 75 .7 il 1 1 75 83
e _—_-‘-""b-
F) Direct Hybridization choice 2 1 .7 1 75 75 75 83
T1 T2—>»T3 f 4




2 x 2 factorial

Indirect

A balance of direct and indirect

)

c B P>AB gp—P>AB AB
# Slides N==6
Main effect A 0.5 067 0.5 MNA
Main effect B 0.5 043 0.5 0.3
Ifllwtgractiun 1.5 067 1 0.67

Main effect A

Interaction A.B

log (A / C) lub log (A.B/ B)

log (A.B/B)-log(A/C)=log (A.BxC/AxB)




High-Resolution Temporal Profiling of Transcripts during Arabidopsis Leaf
Senescence Reveals a Distinct Chronology of Processes and Regulation

by Emily Breeze, Elizabeth Harrison, Stuart McHattie, Linda Hughes, Richard Hickman, Claire Hill, Steven Kiddle,

Youn-sung Kim, Christopher A. Penfold, Dafyd Jenkins, Cunjin Zhang, Karl Morris, Carol Jenner, Stephen Jackson,

Brian Thomas, Alexandra Tabrett, Roxane Legaie, Jonathan D. Moore, David L. Wild, Sascha Ott, David Rand, Jim
Beynon, Katherine Denby, Andrew Mead, and Vicky Buchanan-Wollaston

Plantcell
Volume 23(3):873-894
April 25, 2011

M\

19 DAS




Pytania:

jak wptywa proces starzenia na ekspresje genow?
czy cykl dobowy wptywa na ekspresje genow?
czy wptyw cyklu dobowego zmienia sie w czasie starzenia?

jakie sg powigzania pomiedzy profilem ekspresji a funkcjg genow?

Probka: 1 indywidualna roslina (L -7. liS¢ rozety) ‘ “ . “ ‘

19 21 23 25 27

Punkty czasowe: 01 — 11 (19 DAS — 39 DAS)
Pory dnia: a, p
Powtorzenia biologiczne: a, b, ¢, d

Powtodrzenia techniczne: czerwone, niebieskie

System: 2-kolorowy 1x11x2x4x2=176 probek
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Analiza (pakiet MAANOVA - MicroArray ANalysis Of Variance; Wu et al., 2003)

DANE

ANALIZA JAKOSCI
wykresy, proste analizy statystyczne — korekta — powtorzenie hybrydyzaciji

NORMALIZACJA WEWNATZRMACIERZOWA
transformacje LOWESS

NORMALIZACIJA MIEDZYMACIERZOWA
efekt mikromacierzy, barwnika oraz kombinacji tych dwoch czynnikow, usredniony dla
wszystkich genow

ANALIZA ROZNICOWA
model mieszany Y = p + Dye + Array + (Day * TimeOfDay) / BioRep + €
F-test + controla FDR

model uproszczony Y = p + Dye + Array + Day / BioRep + €
F-test + controla FDR
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UP

Metal ion binding

DNA binding regU|ated
Response to ROS Protein binding Catalytic activity
Response to water Transport
Ethylene signalling
Carotene metabolism Lipid catabolism
ABA signalling Caspase activity A
Autophagy JA signalling i Cytoskeleton
Transport Transcription Pectinesterase A
-
A

Ribosome Glycine metabolism

Amino acid

> Carbon utilisation
metabolism

Photosynthesis

Chlorophyll Biosynthesis

Cytokinin mediated signalling DOWN
Carotenoid biosynthesis
regulated



GO: Biological Process ‘GO: Cellular Component GO: Molecular Function

- http://neurolex.org/wiki/Category:Resource:Gene_Ontology_Tools

Singular enrichment analysis

SEA is a traditional and widely used method. User only needs to prepare a list of
- gene/probe names, and enrichment GO terms will be found out after statistical
- test from pre-calculated background or customized one.

Maere S, Heymans K, Kuiper M (2005) BINGO: a Cytoscape plugin to assess overrepresentation of Gene
Ontology categories in biological networks. Bioinformatics 21, 3448-3449. (PubMed)

BINGO : A Biological Network Gene Ontology tool.

BINGO is a Java-based tool to determine which Gene Ontology (GO) categories are statistically
overrepresented in a set of genes or a subgraph of a biological network. BINGO is implemented as a plugin for
Cytoscape, which is a an open source bioinformatics software platform for visualizing and integrating molecular
interaction networks. BINGO maps the predominant functional themes of a given gene set on the GO hierarchy,
and outputs this mapping as a Cytoscape graph. Gene sets can either be selected or computed from a
Cytoscape network (as subgraphs) or compiled from sources other than Cytoscape (e.g. a list of genes that are
significantly upregulated in a microarray experiment). The main advantage of BINGO over other GO tools is the
fact that it can be used directly and interactively on molecular interaction graphs. Another plus is that BINGO
takes full advantage of Cytoscape's versatile visualization environment. This allows you to produce customized
high-quality figures.




Salt stress up-regulated genes in tobacco roots

Analiza GO moze by¢ problematyczna w przypadku organizmoéw niemodelowych!!!



Osmotic stress
(drought, salinity)

Group 1
(ABA-dependent)

SnRK2.6

SnRK2.10
SnRK2.4

NtOSAK

Group 2
(ABA-independent)

somata dosing
} | |

Kulik et al., OMICS. 2011 December; 15(12): 859-872



Rosliny:

snrk2.4-1
snrk2.4-2
snrk2.10-1
snrk2.10-2
wt

Salk 080588
Salk 146522
WiscDsLox233E9
GABI 676G12

Traktowanie i kontrola

Siewki, liscie i korzenie

3-4 powtodrzenia biologiczne



control PEG -0.4 MPa

Alterations in salt-stress
response in multiple-snrk
mutants relatively to wt plants

Septuple

Co 3 (ABA- 1 (ABA-
" dependent) independent)
+
0 0 0
— = +
IP; accumulation (ABA- 0
independent response)
Increase in osmotic stress-
induced-genes expression
Global expression level of genes 0

that are stressed-induced in wt
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14,00%
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10,00%
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4,00%
2,00%
0,00%

18,00%
16,00%
14,00%
12,00%
10,00%
8,00%
6,00%
4,00%
2,00%
0,00%

snrk2.4-1

7 GO: chloroplast
7 GO: plastid

snrk2.4-2

1 GO: chloroplast
7 GO: plastid

18,00%
16,00%
14,00%
12,00%
10,00%
8,00%
6,00%
4,00%
2,00%
0,00%

7 GO: chloroplast
7 GO: plastid
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Stressed wt leaves

lil downinstressed wt %4 background

40,0% -

30,0%

20,0%

10,0%
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Photy mem Il
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GO Term P-value | Genes lEnrichmem
Biological Process
G0:0009657 |plastid organization 2.8%-08 36 3,8
G0:0009668 |plastid membrane organization 2.02e-03 18 3,9
G0:0009765 |photosynthesis, light harvesting 8.71e-03 8 8,4
G0:0009767 |photosynthetic electron transport chain 7.05e-04 12 6,5
G0:0009773 |photosynthetic electron transport in photosysten|5.24e-03 9 7,6
G0:0010027 |thylakoid membrane organization 2.02e-03 18 3,9
G0:0010114 |response tored light 5.40e-05 15 6,1
G0:0010207 |photosystem Il assembly 3.60e-07 22 5,4
G0:0010218 |response to far red light 1.22e-04 14 6,2
G0:0015979 |photosynthesis 1.26e-19 53 5,2
G0:0015994 |[chlorophyll metabolic process 4.84e-05 20 4,5
G0:0015995 |chlorophyll biosynthetic process 8.93e-05 16 5,5
G0:0019684 |photosynthesis, light reaction 2.96e-18 45 5,9
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Stressed snrk2.4-1 leaves
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Methodology article Highly accessed

PAGE: Parametric Analysis of Gene Set Enrichment
Seon-Young Kim< and David J "-Fl:lnls-lqr'l_.r;é
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PAGE method is using Central Limit Theorem in statistics, this method is simple
and efficient. Different to SEA, it takes expression level into account, and can deal
with a long list of genes/probesets.
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Nikrexmatie rz¢ idachowkowie chzastosowania z analiza

mikromacierzowa
f_\ e E—

0 Chromatin
Mediator remodeling
U ‘ o

| |
& TATA bok

Histone
acetylase

—
Start of

transcription

RMNA polymerase Il

Cel: Badanie oddziatywan biatek z DNA — rozpoznawanie rejondw chromatyny
zawierajgcych dane biatko

Biatka:
czynniki transkrypcyjne, histony, biatka zwigzane z replikacjg, naprawg DNA etc.

Regiony w DNA:
sekwencje wigzgce TFs, miejsca startu replikacji, regiony startu transkrypciji,

miejsc metylacji DNA etc.
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Alkan et al. 2011 Nat. Rev. Genet. 12: 363-376



copy number variation

CNV

[

CNV region,

usually > 1 kbp in size



Significance:

a Tandem gene duplication
Ref. {RI—PT G —

- . . I - -

b Interspersed gene duplication
Ref. TRIN—{FL_G —

c Duplication of enhancer sequence

Ref fRF—PT 6 +—»

-.-:\ \—P] G

<>
[ elevated level of full-length }

—>

transcript

d

e

Ref. TRI—PT""6

Complete gene deletion
Ref. {RI—F] s _F—»

&

Partial gene deletion
Ref. 1RI—F] s ___—

Insertion of duplicated sequence
—

T F >

>
[ decreased level of full-length ]

transcript

Zmienko et al. (2013) Theor Appl Genet Aug 29



CNV controls agronomic traits in wheat
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NGS = whole genome-sequencing

Genomic DNA
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5V classes
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Mot applicable

Annotated
transposon

Assembly

CDntlgf

scaffold —|:I

Assemble

Contig/ 7ot
scaffold —:=:I

Assemble

Assemble

Contig/
scaffold

Assemble

i e

T
Contig/
scaffold

scaffold _l'—

Assemble”

:':. Align to
Repbase



Methods:

Focused (specific CNV; a few or many samples) Global (genome-scale CNV discovery; usually a
limited number of samples)

guantitative PCR

fluorescence in situ hybridization (FISH) SNP arrays

the paralogue ratio test array-based CGH

multiplex amplifiable probe hybridization DNA sequencing (read pair, read depth, split read,
multiplex ligation-dependent probe amplification de novo assembly)

(MLPA)

Read pair Read depth

Splitread

Alkan et al. 2011 Nat. Rev. Genet. 12: 363-376



CNV detection workflow
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Cao etal. (2011) Nature Genetics 43: 956-963
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L2. Bioinformatyczne metody identyfikacji regionow o zmiennej liczbie kopii (CNV) w genomach
roslinnych
Praca przeglagdowa, w zatozeniu stanowi podstawe do projektowej pracy magisterskiej

L3. Globalna analiza bioinformatyczna genéw podlegajacych naturalnej zmiennosci liczby kopii w
ekotypach Arabidopsis thaliana

Praca ukierunkowana na bioinformatyczng analize struktury i funkcji wybranych genow zidentyfikowanych
w regionach podlegajgcych zmiennosci CNV u Arabidopsis thaliana



