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Wielkoskalowe metody pomiarowe stoSowanenwa ol ouliNie] ERdiaidiE)

Kazda z nauk ,,omicznych” postuguje sie¢ wieloma technikami analitycznymi, jednak
podstawowe znaczenie dla ich rozwoju miatlo opracowanie i rozpowszechnienie si¢
wielkoskalowych (wysokowydajnych, high-throughput) metod pomiarowych, w tym
przede wszystkim: technik szybkiego sekwencjonowania DNA, mikromacierzy oraz
spektrometrii mas.
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Sekwencjonowanie DNA: metoda Sangere

Podstawowym narzedziem genomiki sa metody sekwencjonowania czgstek DNA,
czyli ustalania kolejnosci wchodzacych w ich skiad nukleotydow.

Klasyczng technika sekwencjonowania jest metoda terminacji taricucha (metoda
Sangera), dostarczajaca w pojedynczym pomiarze informacji o 500-700 nukleotydach
(z doktadnoscia 99,9%). Znalazta ona zastosowanie nie tylko w biologii molekularnej,
ale tez w medycynie i kryminalistyce. Umozliwita rowniez przeprowadzenie Human
Genome Project, w ktéorym ustalona zostata sekwencja ludzkiego genomu (w 2000
roku opublikowano wstepng wersje, sukcesywnie uzupetniang w kolejnych latach).

Frederick Sanger




Sekwencjonowanie DNA: technikitNGS

Sekwencjonowanie Sangera jest metoda drogq i powolng, dlatego w ostatnich latach
obserwuje sie gwaltowny rozwéj technik o wiekszej wydajnosci, okreslanych ogoéina
nazwg sekwencjonowania nastepnej generacji (NGS — Next Generation Sequencing).

Ich gtownga cecha jest to, ze pomiary odbywajg sie réwnolegle dla milionow, a nawet
miliardow odcinkéw DNA o dtugosci kilkudziesieciu nukleotydéw. Oznacza to, ze dla
dtuzszych fragmentéw DNA mozliwe jest tylko okreslane sekwencji poczatku i konca
(sq to tzw. pary odczytanych koncéow).

Solexa (lllumina) lon Torrent PGM (Thermo) 454 sequencing (Roche)
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Sekwencjonowanie DNA: badanie genomuNStrategiaistiotgiig)

H_

Sekwencjonowania catego genomu wymaga uzycia strategii shotgun, w ktorej petna
sekwencja skiadana jest ze zbioru krétkich odcinkéw. W jej ogoélnym schemacie
mozna wyroznié trzy podstawowe etapy:

"fragmentacje wielu kopii catego genomu lub osobnych chromosoméw na odcinki o
losowej dlugosci poprzez sonikacje (podziat za pomoca ultradzwiekéw).

"sekwencjonowanie poszczegolnych fragmentow;

"sktadanie sekwencji genomu (genome sequence assembly) ze zbioru zachodzacych
na siebie sekwencji fragmentéw. Korzysta sie przy tym z zatozenia, ze sekwencje o
jednakowej kolejnosci nukleotydéw pochodza z tego samego miejsca w genomie.
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[T. A. Brown: Genomy. PWN, 2009]




Sekwencjonowanie DNA: badanie genomuiStiategiasstiouau)

Para odczytanych koncow

_| Genom referencyjny




Sekwencjonowanie DNA: skiadanie SEKWERC]INGENG

Sktadanie sekwencji zwykle odbywa si¢ poprzez dopasowywanie (mapowanie) do
genomu referencyjnego, ktére polega na okresleniu pozycji odczytéw w odniesieniu
do znanej sekwencji referencyjne;.

| Sekwencja genomu referencyjnego |
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Mikromacierze DNA

Mikromacierz DNA (DNA microarray) jest to ptytka, na powierzchni ktérej w sposéb
uporzagdkowany rozmieszczono duzg liczbe (od kilkuset do milionéw) sond DNA.

Sonda DNA (DNA probe) jest niewielkim obszarem zawierajacym wiele identycznych
czastek jednoniciowego DNA przytwierdzonych na state do poditoza. Sekwencja
nukleotydéw DNA z sondy jest komplementarna do fragmentu lub catosci sekwencji
czastki mMRNA powstajacej podczas transkrypcji wybranego genu. W odpowiednich
warunkach transkrypty tego genu moga wiec potaczy¢ sie (ulec hybrydyzacji) z
fragmentami DNA znajdujacymi sie¢ w sondazie.

www.movingscience.dk



Mikromacierze DNA

Kazda z sond zawiera DNA o innej sekwencji. Zbior wszystkich sond tworzy macierz,
ktorej kazdy punkt jest ,,czuly” tylko na jeden rodzaj czasteczek mRNA.

I Mikromacierz

[affymetrix.com]




Mikromacierze DNA

Po wprowadzeniu mRNA z komérek na mikromacierz poszczegoélne rodzaje czastek
hybrydyzuja z sondami zawierajgcymi komplementarne wobec nich nici DNA:

"jezeli pewien rodzaj mRNA wystepuje w badanych komérkach, to jego czasteczki
potacza sie z odpowiednia sonda (pod warunkiem, ze sonda reprezentujgca ten
rodzaj mRNA zostata umieszczona na mikromacierzy);

"jezeli dany rodzaj mRNA nie wystepuje w prébkach, to reprezentujgca go sonda
pozostanie ,,pusta” (nie zhybrydyzujg z nig zadne czastki mRNA).

[affymetrix.com]




Mikromacierze DNA

Informacje o liczbie czastek, ktore ulegly hybrydyzacji z poszczegdéinymi sondami
mozna uzyskac dzieki zwigzanemu z mRNA znacznikowi fluorescencyjnemu.

Odczyt mikromacierzy odbywa si¢ poprzez wzbudzenie znacznika swiattem lasera i
rejestracje fluorescencji. Bezposrednim wynikiem pomiaru jest obraz, w ktéorym
wartos¢ kazdego z pikseli jest proporcjonalna do natezenia fluorescencji z pewnego
obszaru mikromacierzy.

I Hybryd;zacja I

[affymetrix.com]



Mikromacierze DNA

Ogoélny schemat pomiaréw przy uzyciu mikromacierzy:

"ekstrakcja mRNA z badanej populacji komérek;

"odwrotna transkrypcja mRNA: synteza czastek komplementarnego DNA (cDNA) na
podstawie czastek mRNA;

"denaturacja i znakowanie fluorescencyjne cDNA;

" hybrydyzacja cDNA z mikromacierza;

"wyptukanie resztek niezhybrydyzowanego cDNA;

"odczyt mikromacierzy i rejestracja obrazéw fluorescencji.
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Mikromacierze DNA: postac danyc

Bezposrednim wynikiem pomiaru jest obraz o formacie zaleznym od producenta
| rodzaju mikromacierzy.

Mikromacierz cDNA [tk e Mikromacierz oligonukleotydowa
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Spektrometria mas

Podstawowym narzedziem proteomiki jest obecnie spektrometria mas (MS — Mass
Spectrometry), technika analityczna umozliwiajagcg pomiar mas czastek po jonizacji.

W spektrometrii mas badane s jony, wiec pomiar nie dotyczy bezposrednio masy:
mierzona jest wartosé m/z, czyli wartos¢ stosunku masy jonu do jego tadunku.

W duzym uproszczeniu mozna powiedzie¢, ze spektrometr mas sktada sie z:
"2rédta jonoéw, w ktorym obojetne czastki zamieniane sa na jony;
analizatora, odpowiedzialnego za rozdzielanie jondw o réznych wartosciach m/z;

"detektora, zliczajgcego liczby jonéw o poszczegdlnych wartosciach m/z.

Badana prébka

l Spektrometr mas
ZRODLO
JONOW [”| ANALIZATOR [~ DETEKTOR
y
Widmo mas prébki




Spektrometria mas: widmo mas

Rozdzielone w analizatorze jony o réznych wartosciach m/z sg zliczane w detektorze,
a ich liczby zapamietywane s w postaci widma mas.

Widmo mas jest zwykle prezentowane w postaci wykresu liczby zarejestrowanych
jondéw o poszczegolnych wartosciach m/z. Czesto wykres jest znormalizowany wobec
najwyzszego piku.

Wystepujace w widmie piki mogg odpowiada¢ caltym jonom molekularnym zwiazkéw
wystepujacych w badanej prébce lub jonom ich mniejszych fragmentéw.

Znormalizowane widmo mas zwiazku
chemicznego (Ci7H21NO4, M = 303.147)

Widmo mas proébki biologicznej ztozonej
z duzej liczby biatek
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LC-MS: MS polaczone z chromatogra

W przypadku badania ztozonych mieszanin znaczng poprawe czutosci analizy mozna
uzyskaé poprzez potaczenie spektrometru z systemem chromatograficznym.

Chromatografia jest metoda rozdzielania skiladnikéw mieszanin w wyniku ich
réznego podziatu pomiedzy faze ruchomg i stacjonarnga. Przemieszczanie si¢ wzdtuz
uktadu chromatograficznego jest mozliwe tylko w fazie ruchomej, dlatego tez dtuzej
beda w nim przebywa¢ skladniki mieszaniny silniej oddziatujgce z faza stacjonarna.

Sktadnikom opuszczajagcym uktad chromatograficzny w réznym czasie odpowiadaé
beda osobne piki w rejestrowanym chromatogramie. Czas od wprowadzenia badanej
mieszaniny do detekcji maksimum piku nazywany jest czasem retenciji.

100
a0 18 63
a0
70
&0
50
40

Relative Abundance

z0
20

10
354 9,40 1
a 0]

u] 10 15 20

Piki odpowiadajace czastkom stabo
oddziatujagcym z faza stacjonarng

40 45
Time (min)

51,86

a0

Chromatogram

57,00 57 .01
50,80

62,54
i E=,09

p— )

6451 g7 24

70z

fatal (=10 G55 o 75 i

Piki odpowiadajgce czastkom silnie
oddziatujagcym z faza stacjonarna




LC-MS: MS polaczone z chromatografialcieczows

W zaleznosci od stosowanej techniki chromatograficznej, faza ruchoma moze by¢
gaz, ciecz lub fluid, a fazg stacjonarng ciato state lub ciecz. W proteomice uzywa sie¢
techniki LC-MS (Liquid Chromatography — Mass Spectrometry), w ktorej rozdzielenie
sktadnikow nastepuje w sprzezonym ze spektrometrem systemie wysokosprawnej
chromatografii cieczowej (HPLC - High Performance Liquid Chromatography).

Podstawa rozdzielania w HPLC s oddziatywania pomiedzy analitem, niepolarng faza
stacjonarng i polarnym rozpuszczalnikiem. Czastki hydrofobowe (niepolarne) silniej
oddziatujg z fazg stacjonarng, zas czastki hydrofilowe (polarne) spedzaé¢ beda wiecej
czasu w fazie ruchomej. Oznacza to, ze rozdzielenie mieszaniny nastepuje zgodnie z
hydrofobowoscia jej skladnikow.
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LC-MS: postac danych

W czasie pomiaru technika LC-MS prébka jest wstepnie rozdzielana w systemie
HPLC, a kolejne jej frakcje po opuszczeniu uktadu chromatograficznego poddawane
s$g jonizacji i wprowadzane do spektrometru. Pomiar widm mas nastepuje zwykle w
regularnych odstepach czasu, zaleznych od szybkosci skanowania spektrometru.

Dane LC-MS majq posta¢ zbioru widm mas kolejnych frakcji probki. Kazde widmo
moze zawiera¢ nawet kilkaset tysiecy punktow, zas liczba skanéw moze sigega¢ kilku
tysiecy. W efekcie rozmiary plikéw z danymi LC-MS mierzone sa w gigabajtach.

Widmo mas frakcji prébki




LC-MS: postac danych

Dane LC-MS mozna tez przedstawi¢ w postaci dwuwymiarowej mapy.
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Przetwarzanie danych z mikromacierzy DNA

Obrazy fluorescencji Wiedza biologiczna
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Przetwarzanie danych z mikromacierzy DNA

Celem przetwarzania niskiego poziomu jest okreslenie wartosci liczbowych
miar aktywnosci (poziomu ekspresji) genéw we wszystkich prébkach.

Obrazy fluorescencji

Czynnosci wykonywane na etapie przetwarzania niskiego poziomu sa scisle
uzaleznione od typu stosowanych mikromacierzy (czesto sa realizowane
automatycznie przez oprogramowanie producenta systemu pomiarowego,
co szczegllnie dotyczy etapu obrobki obrazéw). Nie zaleza one natomiast
od biologicznego celu eksperymentu.
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Przetwarzanie danych z mikromacienzy:DNA:

Obrazy fluorescencji

i Wyznaczenie miar |
i ekspresji geriow

Dane o ekspresji genow
w postaci liczbowej

Wiedza biologiczna

)

RAKTYPU A RAKTYPU B
Prébka 1 | Prébka 2 Prébka 10 | Prébka 11 Prébka 20 | Prébka 21 Prébka 30
Gen 1 72 61 10 25 39 42 49
Gen 2 281 118 168 296 111 174 197
Gen 3 36 39 10 59 41 24 13
Gen 4 299 11 87 520 16 146 30
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Przetwarzanie danych z mikromacierzy DNA

Przetwarzaniem wstepnym okresla sie ogoét czynnosci majacych na celu
poprawe jakosci danych (eliminacje artefaktéw pomiarowych oraz wptywu
czynnikdw o niebiologicznym pochodzeniu) i doprowadzenie ich do postaci
utatwiajacej dalsza analize. Przyktadowo s3 to:

Obrazy fluorescencji

@ eliminacja brakujacych i odstajacych wartosci;

@ ograniczenie zakresu wartosci i zmiana ich skali;

@ poprawa stosunku sygnatu do szumu danych;

@ normalizacja;

@ usuniecie cech nieistotnych z punktu widzenia analizy.

i Wyznaczenie miar |

ekspresji genow

Kroki przetwarzania wstepnego i stosowane metody sq zazwyczaj niezalezne
od celu dalszej analizy danych. Zwykle tez na tym etapie nie wykorzystuje
sie wiedzy o przynaleznosci probek do grup badanych.
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Przetwarzanie danych z mikromacienzy:DNA:

Wybér metod statystycznych i uczenia sie maszyn uzywanych na etapie analizy
danych jest scisle uzalezniony od celu badan. Stosowane tutaj techniki mozna
w ogoblnosci podzieli¢ na dziatajace z nadzorem lub nienadzorowane.

Metody dziatajace bez nadzoru stosuje sie do wykrywania zaleznosci pomiedzy
probkami lub genami jedynie w oparciu o dane, bez korzystania z dodatkowych
informacji (w tym tez nie uwzgledniajac przynaleznosci badanych obiektéw do
zadanych z gory klas). Do metod nienadzorowanych zaliczaja sie m. in.:

@ klasteryzacja;
@ techniki redukcji wymiarowosci.

Metody nadzorowane dziataja w oparciu o znajomos¢ przypisania obiektow do
wczesniej ustalonych klas. Przyktadami zagadnien, w ktorych uzywa sie metod
nadzorowanych sa:

@ klasyfikacja;
@ selekcja cech réznicujacych grupy probek.

Wiedza biologiczna

Przetwarzanie
wstepne

Dane o ekspresji genow
w postaci liczbowej
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Przetwarzanie danych z mikromacierzy:D

Okreslenie funkcji biologicznej zbioru genéw wybranych na podstawie
wczesniejszych etapéw analizy danych z pomiaréw mikromacierzowych. Wiedza biologiczna

Odbywa sie ona przy wykorzystaniu baz danych gromadzacych informacje o )
genach i biatkach oraz w oparciu o dane literaturowe i wiedze ekspercka.
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Dane z technik wielkoskalowych w: postaciliCZooWe] i CIET At H1iisid

Po przetwarzaniu niskopoziomowym zbiér danych uzyskany z wielu réznych technik
eksperymentalnych (m. in. mikromacierzy DNA lub biatkowych, RT-PCR, RNA-Seq,
spektrometrii mas) mozna przedstawi¢ w postaci macierzy X o wymiarze P x N:

Prébki (np. pacjenci)

--------------------------------------------------------------------- -
[ ||
X X2 | X3 X1n o
(2]
-
X1 KXo | Xo3 Xon <
X= 3
X3 Xzp | Xs3 X3 N s
. s
: <
Xpr_ Xpy | Xpz 1" Xpy| Y
| | [ |
2 2 o
Grupa 1 Grupa 2 === | Grupa K

Kolumna x; macierzy X reprezentuje j-ta prébke (np. populacje komorek, pacjenta).
Kazda z prébek nalezy do jednej z K grup badanych (oznaczajacych np. rézne
schorzenia lub ukiady eksperymentalne).

Wiersz x; macierzy X reprezentuje i-tq ceche (np. gen, biatko). Zwykle liczba cech
znacznie przekracza liczbe prébek, czyli P>> N.



Dane z technik wielkoskalowych w: postaciNiCZoWe iEe]
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217 clznyer

Przyktad danych z mikromacierzy oligonukleotydowych GeneChip. Najczesciej maja
one postac¢ pliku tekstowego z polami rozdzielanymi znakami tabulacji:

bO16. cel b132.cel b134 cel b136.cel b133.cel bp015. cel bp131.cel bp133. cel
1007 s at 10.4454630559064 10,407 1089205469  10.2622507244183 |10 6156148106393 10.23384953301722 |7.40112766255 10.3262000047732 10.26043537 4585715
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1405 i at 5, 6541 977 4735202 5 35405512007 412 4 9113374260012 5000834510 7651 |3 05754174378536 5 20443300056689 4 5807056915055
1431 at 4 21730842852391 4 345268 y Y, . Y, .
1438 _at G 1494121383617 7165205 Wartosci zestawow sond w kOlejl'IYCh probkach (zwykle w skali |ng)
1487 _at 8. 2258562536797 06  5.087450 s O g
1494 f at h5'591 5371 2884893 5. 54062605525 341 5.525953009355 5, 72E241 20891 342 5.55&4058?031 5. 04653553601 2995 5 5283977 1657024  5.E941316057524
1595 _g_at - . L N . B4B68901 B.4263202911167
160020 _at Identyfikatory zastawdéw sond (mozna je przettumaczy¢ na nazwy gendw) [ssszzr  7.44001062063047
1729 _at . - - . - . 0386403 7 .73191408320032
177 at 5 97331100196898  B.6328367 1842643 5 61078064059341 6. 72596433523986 £.83605124400333 (6.34119291833238 7 179311589369574 7 35303580024489
1773 _at 5. 343257 30963196  5.85060251395861 S.93256878413522 |5 44676313981112 59034357 2540074 |6, 45231773022602 7 24733066220057  £.83106861854103
179 _at 8.53533216249888 B5.7930309903341 8 4965200595029 8.BE7EEE75156115 B.629673952615811 |8.98432202393434 8 98763316866932 8791 14463958511
1861 at 5 5217007695296 B.3201809749932  7.17335438470933 |5 E34395268970733 B.74837052879373 |B.19984406395375 B 64445387635719 B 46207 7864065849
200000_s_at B8 81629205065555 B.87706339169029 3.87100142066223 8 64618270769412 B.79243148711355 |B.680192451220323 B.89686462204755 §.6802062248933533

Danym zwykle towarzyszy plik z opisem przynaleznosci prébek do grup badanych:

Nazwy prébek

Przypisanie prébek do grup

Rozpoznani Plec| Wiek
b016.cel |Rak K 66
b132.cel |Rak M 62
b134.cel |Rak K 54
b136.cel |Rak M 72
b138.cel |Rak M 57
bp15.cel |Kontrola K 60
bp131.cel Kontrola M 49
bp133.cel |[Kontrola K 71




Dane z technik wielkoskalowych w: postaciliCZiaoWe)mnWiiaiiZzats]k

Duzy wymiar macierzy X powoduje, ze przedstawienie jej w postaci liczbowej jest
mato czytelne. Dlatego tez czesto jest ona prezentowana jako tzw. heat-map, czyli
obraz, ktérego kolory odpowiadajg zakresom wartosci.

Ze wzgledu na mozliwos¢ wystepowania znaczacych réznic ‘ Przypisanie prébek do grup I
wartosci srednich cech przypisywanie koloréw do zakreséw

wartosci powinno odbywaé¢ sie niezaleznie dla kazdego _
wiersza macierzy danych.

Maksymalna wartos¢ w wierszu Minimalna wartos¢ w wierszu

Wartosci cech w skali barwnej




Dane z technik wielkoskalowych w: postaciliCZiaoWe)mnWiiaiiZzat]k

Duzy wymiar macierzy X powoduje, ze przedstawienie jej w postaci liczbowej jest
mato czytelne. Dlatego tez czesto jest ona prezentowana jako tzw. heat-map, czyli
obraz, ktérego kolory odpowiadajg zakresom wartosci.

Dobor palety koloréw jest dowolny, jednak czesto stosuje sie ‘ Przypisanie prébek do grup |
zielono-czarno-czerwong skale barwna.

Przyktadowo, srodek palety (czarny) moze oznaczaé¢ wartos¢
srednig wiersza, a skrajne kolory (zielony i czerwony) to
granice symetrycznego przedzialu o szerokosci réwnej
wielokrotnosci odchylenia standardowego wartosci wiersza.

40,

1

=

x—40. X,

1 | |
B e

Wartosci cech w skali barwnej




	Slide 1
	Slide 2
	Slide 3
	Slide 4
	Slide 5
	Slide 6
	Slide 7
	Slide 8
	Slide 9
	Slide 10
	Slide 11
	Slide 12
	Slide 13
	Slide 14
	Slide 15
	Slide 16
	Slide 17
	Slide 18
	Slide 19
	Slide 20
	Slide 21
	Slide 22
	Slide 23
	Slide 24
	Slide 25
	Slide 26
	Slide 27
	Slide 28
	Slide 29
	Slide 30
	Slide 31
	Slide 32
	Slide 33
	Slide 34

