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Informacje ogolne

* Wyktady bedga czesciowo dostepne w formie elektronicznej
http://cs.put.poznan.pl/aswiercz
aswiercz(@cs.put.poznan.pl
* Godziny konsultacji:
wtorek, godz. 9-11 w sali 2.6.5 w budynku BT
e Zaliczenie przedmiotu:
obecnos¢ + test koncowy = ocena koricowa
Obecnos¢ — maksymalnie 2,5 punkta
Test koricowy — maksymalnie 2,5 punkta
Zaliczenie od 3 punktow



Wyktady

3 pierwsze wyktady beda odbywaty sie co tydzien, nastepnie co 2
tygodnie



Pierwsze zajecia laboratoryjne

Zapoznanie sie laboratorium, w ktorym przeprowadzane s3
eksperymenty mikromacierzowe

zbidrka przy wejsciu do ECBIG, |l pietro przy laboratorium 2.7.6
(zamiast 2.6.21)

Prosze o punktualnosc!!!!



Plan wyktadow

* Wprowadzenie do eksperymentow mikromacierzowych
* Rodzaje eksperymentow i typy mikromacierzy

* Odczytywanie obrazow z mikromacierzy

» Kontrola jakosci i normalizacja

* Analiza statystyczna (wykrywanie gendw z istotnga statystycznie
rdznica w ekspres;ji)

» Klastrowanie, klasyfikacja

* Dalsza analiza wybranych genow



Jak dziata komorka?

Kopia catego genomu
przechowywana jest w kazdej
komorce.

Ekspresja genu jest to proces, w
ktorym informacja zakodowana w
genie jest przepisywana na RNA.

Ekspresja genu zachodzi w komorce
tylko wowczas, gdy zachodzi taka
potrzeba.

W roznych komorkach inne geny
ulegaja ekspresiji.

;/7lens.auckland.ac.nz/index.php/Understanding_Gene_Expression



Transcription Translation '
DNA RNA RNA ——« Protem§
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Replication

Eksperymenty, ktore badajg ekspresje genu, mierzg ilosc
mMRNA, aby sprawdzic, ktore geny ulegty ekspresji w komorce.



Cel eksperymentu mikromacierzowego

Celem eksperymentu jest zmierzenie obecnosci i licznosci
oznakowanych czgsteczek kwasu nukleinowego w danej probce
biologicznej, ktora zhybrydyzuje do mikromacierzy poprzez
utworzenie duplekséw (Watson-Crick), a nastepnie bedzie odczytana
dzieki znakowaniu

,,Microarray Bioinformatics” Dov Stekel



Co to jest mikromacierz?
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GeneChip® array

6.5 million locations on
each GeneChip® array

Millions of DNA strands
buiit up in each location

Micro Array Features

Actual strand =
25 base pairs

Shining a laser light at GeneChip® array causes

tagged DNA fragments that hybridized to glow g -

/ . o~
.‘
‘\l\!!/
s "
~

Non-hybridized DNA

Detection



Co to jest mikromacierz?

« Mikromacierz DNA (okreslany takze jako chip DNA) to zbidr,
krdotkich DNA przyczepionych do powierzchni szklanej ptytki.

* Mikromacierzy mozna uzy<¢ do mierzenia poziomu ekspresji genow

 Kazdy punkt na mikromacierzy zawiera specyficzng sekwencje DNA,
ktora reprezentuje jeden z gendw (sonda, ang. probe)

% Shining a laser light at GeneChip® array causes
28 cm tagged DNA fragments that hybridized to glow -~ -
CAAILbY b ~ i s =)

R 1.28 cm

il
Actual size of
GeneChip® array

Millions of DNA strands
buiit up in each location

Micro Array Features Detection



Przebieg eksperymentu

 ekstrakcja mRNA z komorki
e odwrotna transkrypcja -> cDNA
* transkrypcja + znakowanie

biotyng -> RNA

F rasgmesnbed,

Biotin-labaled Biotin-iaboled  fragmentacja RNA

RMNA. CRNA
Fragmeniation . ° 4
0 S ; A, - j ° hybrydyzacja RNA do
- T oligonukleotyddw na ptytce
* zmywanie ptytki
» skanowanie obrazu

e analiza

Ciuantitale

http://www.scq.ubc.ca/spot-your-genes-an-overview-of-the-microarray/



Eksperyment dwukolorowy
I - D\vie oddzielne prébki (ang.
sample)
* Kazda z nich znakowana
jest innym kolorem:
pierwsza barwnikiem

Blcros Ty ; _—_ g . .
— > fluorescencyjnym zielonym
, druga
fluorescencyjnym
Reverse rarmonpbon, . Czerwonym Cys

fumescently labeled
with Ty [Green)

and Gyl [Fed)




Ogolny schemat przebiegu eksperymentu

PROCESS TWO-DYES PRODUCT ONE-DYE
REFERENCE TEST TEST
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Analysis Gene D 0.001
Gene D 0.001 Selected Gene E 0.005
Gene E  0.005 Gene K 0.001
Gene K 0.001 Genes Gene J 0.003



Motywacja

 Poréwnanie ze soba dwdéch warunkdw (préobka kontrolna/prébka
traktowana, chora/normalna) i znalezienie gendw, ktore ulegty
zroznicowanej ekspresji

* Poréwnanie wiecej niz dwdch warunkow (rézne grupy chorobowe,
wiele traktowan, np. szczepionki )

* Znalezienie grup, ktdre jeszcze nie sg zdefiniowane (np. nowe
grupy chorobowe)

» Analiza serii czasowej (odpowiedZ na szczepionke, stadia
rozwojowe, cykl komérkowy)

* Znalezienie wzorcow, ktore powiedzg czy zastosowanie pewnej
terapii przyniesie korzysci



Czy wazna jest technologia, w ktorej
przeprowadzamy eksperyment?

* Wybor technologii zalezy od celu w jakim przeprowadzamy
eksperyment i od srodkdw jakie mozemy na to przeznaczy¢

* Od wybranej technologii zalezy w jaki sposdb eksperyment bedzie
przygotowywany i przeprowadzany

* Analiza niskiego poziomu (normalizacja, ocena jakosci
eksperymentu) jest inna dla réznych technologii

* Mikromacierze oligonukleotydowe vs cDNA (réznica w dtugosci
sond)

 Drukowane, syntetyzowane in situ (rézna technika nanoszenia sond
na ptytke)

* Jedno- i dwu-kanatowe (rézna ilos¢ probek, ktdre biorg udziat w
jednym eksperymencie)



Przyktady wykorzystania
eksperymentow mikromacierzowych



Rozna ekspresja genow

Najczestsze pytanie w eksperymentach mikromacierzowych to, czy
geny ulegty mniejszej ekspresji (downregulated), czy podwyzszonej
(upregulated) dla réznych grup prébek (zdrowe/chore,

dzikie/traktowane) .

Wymagane sg testy

B
statystyczne, ktére | B
beda potrafity y i
rozrézni¢ zmiany w HDHHHD 1 H I {
ekspresji wynikajacez | T L AU

innych warunkéw od
zmian pomiedzy osobnikami tego samego gatunku (co najmniej 3 powtdrzenia)

* Trudno wykryc¢ geny, dla ktorych roznica ekspresji jest mata, niewykrywalna
przez metody statystyczne, lecz jest istotna

* Metody statystyczne to t-test, Wilcoxon



Rozna ekspresja genow - kilka warunkow

* Jesli s wiecej niz dwa badane warunki, lub sg one zagniezdzone,
to odpowiednia metodg statystyczna jest ANOVA

* Wartosci p-value muszq zostac skorygowane dla wielokrotnego
testowania



Analiza eksploracji danych
* Poszukiwanie genow o podobnym profilu ekspresji dla kilku probek

* Metody eksploracji danych znajda jakies wzorce w danych, nie
wazne, czy bedg one znaczace dla nas czy tez nie

* Metody obejmujg klastrowanie (np. hierachiczne, podziat, k-
srednich) oraz projekcje (principal component analysis, skalowanie
wielowymiarowe)

* Taki rodzaj analizy powinien by¢ uzywany tylko w przypadku, gdy
nie mamy zadnej wiedzy, ktorg moglibysmy wykorzystac

Co mozemy uzyskac dzieki metodom eksploracji danych?

Poznac funkcje nieznanych genow. Geny, ktore ulegty podobnej
ekspresji (co-expression) z duzym prawdopodobieristwem s3
regulowane przez te same czynniki lub tez maja podobna funkcje



Analiza eksploracji danych - klastrowanie

* Podwodjne hierarchczne klastrowanie wartosci
ekspresji genow (heatmap) — w wierszach

Unsupervised Sample Classification znajdujq sig geny, a w kolumnach probki.

Expresion = * Podobne probki tworzg klastry fatwo
= - rozpoznawalne, np. préobka A i C maja bardzo

podobna ekspresje wszystkich genow
* Geny ulegajgce ko-ekspresji tworza
Co-Expressed ~ ciasne i mate klastry oznaczone na
Genes - rysunku (a) jako B.
* Na rysunku (b)

d hierarchiczne

: tworzenie klastrow
dla wybranej grupy
genow

ACGBHEDIKML
Samples
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Alizadeh et al. Nature ,2000

* Opublikowane w Nature 403: 503-511 (2000)

* Profilowanie ekspresji genu dla DLBCL (Duffuse Large B-Cell
Lymphoma)
* Lymphoma to rak krwi, w ktorym peryferyjne komadrki krwi

ulegaja degeneracji i dzielg sie bez kontroli

* DLBCL jest agresywnga formg tej choroby, pochodzacej od B-
limfocytdw. 5 lat ma szanse przezyc ok 40%



Alizadeh et al. Nature,2000
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« Zaprojektowano specjalny chip |||"||TIIIIIT|WINIIHIIIII el
cDNA, Lymphochip : o _

 Drukowana macierz cDNA zawiera ok
17tys klonow zwigzanych z biataczka

M Germinal Centre
o Beell

* Przeanalizowano 42 probki DLBCL,
normalne probki z komorek B, oraz
probki z innych powigzanych choréb

- | R
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* mRNA z tych probek zostato
zhybrydyzowane razem z
kontrolnymi mRNA, z puli komodrek
biataczkowych

* Dane zostaty zanalizowane za
pomoca klastrowania




Alizadeh et al. Nature,2000
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Analiza korelacji

* Jesli poszukiwane sg geny dla ktdrych profile ekspresji sa podobne
do genow podstawowych wystarczy policzy¢ korelacje pomiedzy
nimi i posortowac po niej. Nie jest wymagane zadne klastrowanie.

* Co to jest korelacja?



Korelacja

* Wspdtczynnik korelacji — liczba okreslajgca w jakim stopniu zmienne sg wspdtzalezne. Jest
miarg korelacji dwu (lub wiecej) zmiennych. Istnieje wiele réznych wzoréw okreslanych jako
wspotczynniki korelacji. Wiekszosc z nich jest normalizowana tak, zeby przybierata wartosci
od -1 (zupetna korelacja ujemna), przez o (brak korelacji) do +1 (zupetna korelacja dodatnia).

1.0 0.8 _ 0.4 0.0 -0.4 -0.8 -1.0
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* Najczesciej stosowany jest wspotczynnik korelacji r Pearsona. W przypadku rozktadu
dalekiego od dwuwymiarowego normalnego lub istnienia w probie obserwacji odstajgcych
wspotczynnik korelacji Pearsona moze fatszywie wskazywac na nieistniejgcg korelacje.
Wady tej nie majg wspotczynniki rangowe, ktdre z kolei majg mniejszg efektywnosc dla
rozktaddéw bliskich normalnemu (np. rangi Spearmana)



Serie czasowe (time series)

* W analizie czasowej chcemy zazwyczaj znalez¢ wzorce genow
koekspresyjnych, czyli ze spdjnym profilem ekspres;ji

* Znaczenie time series jest rozne dla biologdéw (2-10 punktdw
czasowych) i dla statystykéw (5200 punktéw czasowych)

» Jako rozwigzanie (zazwyczaj nieoptymalne), uzywa sie metody
klastrowania aby znalez¢ wspolne wzorce. S3 one czasochtonne i
nie ma znaczgcej miary, ktora mogtaby byc z nimi zwigzana

* W odrdznieniu od metod eksploracji danych, bardziej popularnymi
metodami sg metoda k-srednich (k-means) lub tez mapy
samoorganizujace sie



Klasyfikacja

» Klasyfikowac (grupowac) mozna rdzne probki np.:
traktowane/kontrolne, chore/normalne, rézne stadia chorobowe,
typ mutant/dziki, sukces/porazka terapii,...

* Klas moze byc wiecej niz dwie

* Celem klasyfikacji jest wyznaczenie zbioru gendw, ktory bedzie
potrafit jednoznacznie rozroznic, do ktdrej klasy nalezy badana
probka. Wybrany zbior musi byc reprezentatywny, tak aby nowego
osobnika potrafit przydzielic do odpowiedniej klasy

» W klasyfikacji mozna szukac charakterystycznych wzorcow w
zbiorze treningowym, a nastepnie oceniac przydziat do klas w
zbiorze testowym



Schemat klasyfikacji

Class A (e.g. early

tumor stages)

Class B (e.g. late
tumor stages)
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Pattern for class B
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more like
pattern A or
like pattern B?

Testing
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