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Transkryptomika

Transkryptom jest to zbior wszystkich transkryptow (czasteczek mRNA bedacych
efektem transkrypcji genéw) wystepujacych w komoérce. W przeciwienstwie do
genomu, transkryptom jest dynamiczny. Jego skiad rézni sie pomiedzy komérkami
tego samego organizmu. Zmienia si¢ on réwniez w czasie, w zaleznosci od fazy
rozwoju i stanu organizmu oraz wplywu czynnikéw srodowiskowych.

Transktypromika zajmuje si¢ badaniem transkryptomoéw w sposob jakosciowy (ktore
geny ulegajg ekspresji) i ilosciowy (jak zmienia si¢ ekspresja genéw).
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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
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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
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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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Znakowanie Hybrydyzacja Skanowanie
Schemat ten moze ulega¢ pewnym — mniejszym badz wiekszym — modyfikacjom w
zaleznosci od celu eksperymentu i rodzaju stosowanych w nim mikromacierzy.



Ekspresyjne mikromacierze DNA

Celem pomiaréw mikromacierzowych najczesciej jest badanie réznic w aktywnosci
(w poziomach ekspresji) genéw pomiedzy populacjami komérek, ktore reprezentuja
rézne gatunki, tkanki, schorzenia, itd. Stuzagce do tego mikromacierze nazywane sa
ekspresyjnymi. Ich dzialanie opiera si¢ na nastepujacych zatozeniach:

"fragmenty DNA w danej sondzie w mozliwie jednoznaczny sposob reprezentuja
pojedynczy gen. Oznacza to, ze powinny one hybrydyzowaé specyficznie jedynie z
transkryptami wybranego genu;

"natezenie fluorescencji sondy reprezentujgcej gen jest, przynajmniej w pewnym
zakresie, proporcjonalne do liczby kopii odpowiadajagcego mu mRNA w komaérkach.

ninininind

Zakres proporcjonalnosci

Brak proporcjonalnosci na
skutek szumu pomiarowego

Brak proporcjonalnosci na
skutek nasycenia sondy

[T. A. Brown: Genomy. PWN, 2009]




Ekspresyjne mikromacierze cDNA

Charakterystyka ekspresyjnych mikromacierzy cDNA:

"w sondach znajduja sie fragmenty cDNA pobrane z biblioteki klonéw i powielone za
pomoca PCR. Sekwencje cDNA w sondach maja dtugos¢ 500-2000 nukleotydéw, co
oznacza, ze obejmuja znaczng czes¢ (lub nawet catosé) sekwencji odpowiadajgcych
im genow. Wynikajaca z tego duza specyficznos¢ wigzania powoduje, ze gen moze
by¢ jednoznacznie reprezentowany przez pojedyncza sonde;

"typowa mikromacierz cDNA zawiera do kilku tysiecy sond rozmieszczonych na
podtozu w postaci regularnej siatki. Obszary sond majq ksztait w przyblizeniu
kolisty i Srednice okoto 100um.

Sonda genu A
mRNA genu A
Sonda genu B
mRNA genu B

Mikromacierz [




Ekspresyjne mikromacierze cDNA: budowa

Mikromacierze cDNA wytwarzane s3 poprzez maszynowe nakroplenie sond na
podioze, ktorym najczesciej jest szkietko mikroskopowe o powierzchni pokrytej
substancja wigzaca DNA.
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Ekspresyjne mikromacierze cDNA: pomiar

Ze wzgledu na stabg powtarzalnosé¢ procesu wytwarzania, sondy reprezentujace ten
sam gen na réznych mikromacierzach cDNA moga nie mie¢ jednakowych rozmiarow.
Fakt ten znaczaco utrudnia poréwnywanie wynikéw osobnych pomiaréw.

Sondy genu A

Mikromacierz 1 Mikromacierz 2

Problem ten mozna oming¢ stosujagc pomiar réznicowy, w ktorym z jedna
mikromacierza hybrydyzowane sg dwie probki mRNA: badana oraz referencyjna.
Obie probki znakowane sa fluoroforami o réznych diugosciach fali emitowanego
swiatta, np. Cy3 (Avzs = 550 nm, Aem = 570 nm) i Cy5 (Aws = 650 nm, Aem = 670 nm).



Ekspresyjne mikromacierze cDNA: po

Odczyt odbywa sie poprzez niezalezne wzbudzenie znacznikéw i rejestracje ich
fluorescencji. Celem pomiaru jest wyznaczenie dla kazdej z sond stosunku sygnatéw
pochodzacych od obu znacznikéw. Oznacza to, ze ekspresja genéw w probce
badanej okreslana jest w sposéb wzgledy do ich ekspresji w prébce referencyjnej
(jednakowej dla wszystkich pomiaréw w ramach eksperymentu).
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Ekspresyjne mikromacierze cDNA: postac
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Bezposrednimi danymi pomiarowymi sg dwa obrazy powstajgce w wyniku rejestracji
fluorescencji znacznikéw probki badanej i referencyjnej. Przy typowej rozdzielczosci
skanerow obrazy maja rozmiary ~2000x2000 pikseli (sondy o srednicy ~10 pikseli).
Obrazy zwykle zapisywane sg w formacie TIFF z 16-bitowa gtebig koloru. Czesto
przedstawiane sa jako obraz sumaryczny o skali barwnej zgodnej z kolorami
znacznikéw, ale przetwarzanie odbywa si¢ osobno dla obu kanatéw.

Obraz fluorescencji znacznika Cy3 |gm

o Obraz sumaryczny

Obraz fluorescencji znacznika Cy5




Ekspresyjne mikromacierze cDNA: zaletysiwady,

Zalety mikromacierzy cDNA:

"relatywnie niskie koszty wytwarzania;
"tatwos¢ dostosowania zawartosci sond do potrzeb konkretnego eksperymentu;
=zaprojektowanie mikromacierzy nie wymaga znajomosci sekwencji genéw.

Wady mikromacierzy cDNA:

"mata gestosc¢ i wynikajaca z niej niewielka liczba sond;

"staba powtarzalnos¢ procesu wytwarzania: koniecznos¢ wykonywania pomiaréw
réznicowych, wigeksza ztozonos¢ procesu ekstrakcji wartosci liczbowych z obrazéw
bedacych wynikiem pomiaru.



Oligonukleotydowe mikromaciernze ekspresyjne
Charakterystyka ekspresyjnych mikromacierzy oligonukleotydowych:

*sondy zawieraja oligonukleotydy o dlugosci kilkudziesigciu nukleotydow. Niewielka
specyficznos¢ wigzania do krétkich sekwencji powoduje, ze pojedynczy gen musi
by¢ reprezentowany przez zestaw sond (probe set) zawierajagcych oligonukleotydy
komplementarne do réznych fragmentéow jego sekwencji;

"oligonukleotydy syntetyzowane sa bezposrednio na podiozu, dzieki czemu sondy
s3 silnie upakowane (moze by¢ ich nawet ponad milion) i maja regularne ksztatty.

MRNA genu A

Sondy genu A ==

Zestaw sond genu A Zestaw sond genu B

Sondy genu B

mRNA genu B

Mikromacierz




Oligonukleotydowe mikromacierze ekspresyjneNceneChijsmsiup

Mikromacierze oligonukleotydowe GeneChip firmy Affymetrix (obecnie Thermo):

"sondy zawierajace oligonikleotydy o diugosci 25 nukleotydoéw syntetyzowane sg na
podiozu krzemowym w procesie wykorzystujagcym fotolitografie;

sl [affymetrix.com]



Oligonukleotydowe mikromacierze ekspresyjneNceneCHissnu o

"sondy maja ksztait kwadratow o boku diugosci 5-24 ym (zaleznie od modelu)
rozmieszczone na obszarze o wymiarach 1,28 x 1,28 cm. Liczba sond moze
przekraczaé milion, a w kazdej z sond znajduje sie okoto 107 oligonukleotydéw. Cata
mikromacierz zamknieta jest w standardowej kasetce ochronnej;

= 25 nukleotydow

[affymetrix.com]



Oligonukleotydowe mikromacierze ekspresyjneNceneChijsmsiup
"zestawy sond ztozone s3 z 11-22 par sond (w zaleznosci od modelu mikromacierzy);

"liczba i zawartos¢ zestawéw sond s3a zalezne od organizmu, do badania ktérego
przeznaczony jest dany model mikromacierzy oraz od technologii wykonania;

Human Genome Human Genome Rat Genome
U95A 2.0 U133 plus 2.0 230 2.0
Rozmiar sondy 20um 11um 11um
Liczba sond w zestawie 16 11 11
Liczba zestawow sond 12625 54675 31042
Liczba genéw i ich wariantow > 9600 > 38000 > 28000

"znaczna czes¢ gendw reprezentowana jest przez wiecej niz jeden zestaw sond
(mogq by¢ réwniez uwzglednione rézne warianty transkryptu, wynikajace np. z
alternatywnego sktadania mRNA);

"oprocz zestawow sond reprezentujgcych geny, na mikromacierzach znajduja sie
rowniez zestawy sondy pozwalajace zweryfikowaé¢ jakos¢ hybrydyzacji i stopien
degradacji mRNA oraz sondy utatwiajgce przetwarzanie obrazéw fluorescenciji.



Oligonukleotydowe mikromacierze ekspresyjneNceneCtiljsasei;

Réznice wobec ogdlnego schematu przebiegu pomiaroéw mikromacierzowych:

transkrypcja in vitro, czyli synteza cRNA na matrycy cDNA (sekwencje w sondach
odpowiadaja tylko nici kodujacej w DNA genu);

"fragmentacja cRNA na krétkie odcinki (bo w sondach sa kroétkie oligonukleotydy);

"cRNA {aczy sie z biotyna, ktora po hybrydyzacji jest znakowana fluorescencyjnie.
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Bezposrednim wynikiem pomiaru jest 16-bitowy obraz zapisywany producenckim
formacie DAT, w ktérym pojedyncza sonda ma rozmiar 5x5 pikseli.




Oligonukleotydowe mikromaciernze ekspresyjneNceneCiljsazl EnyaRLY,
Zalety mikromacierzy oligonukleotydowych:

"duza liczba sond, reprezentujacych wiekszos¢ genéw badanych organizmoéw;
"Scisle kontrolowany proces wytwarzania zapewnia dobrg powtarzalnos¢ pomiaréw.

Wady mikromacierzy oligonukleotydowych:

"stosunkowo wysokie koszty;

"producent moze dostarczy¢ mikromacierze jedynie dla wybranych gatunkéw gdyz
zaprojektowanie mikromacierzy wymaga znajomosci sekwencji genéw;

"nie wszystkie zestawy sond sa w petni specyficzne wobec genu, ktory reprezentuja.

Zestaw sond specyficzny wobec Zestaw sond specyficzny wobec Zestaw sond specyficzny wobec
konkretnego wariantu genu réznych genéw réznych wariantéw genu
—

Gen A (wariant 1) _[H:H}




Oligonukleotydowe mikromaciernze; GeneChipaniety KORIHUHAIIEIERSIIES])

Jakkolwiek w ramach wyktadu omawiane beda typowe mikromacierze ekspresyjne,
nalezy pamietaé, ze istniejg rowniez ich specjalizowane odmiany.

Sondy klasycznych mikromacierzy ekspresyjnych GeneChip wybierane s3a jedynie z
obszaru konca 3' sekwencji genu. Jest to wystarczajagce do pomiaru ekspres;i,
jednak nie pozwala rozrézni¢ odmian splicingowych transkryptow.

Do badania mechanizmu alternatywnego sktadania stuzag mikromacierze eksonowe
(exon microarrays), w ktorych kazdy z eksondw genu reprezentowany jest przez
rowng liczbe sond (zwykle po 4). Produkowane sa tez ich prostsze wersje o
mniejszym pokryciu sekwencji eksonow (mikromacierze genowe, gene microarrays).

A\ N\ A ./ Alternatywne warianty splicingowe dojrzatego mRNA

~ e ~ Prekursorowe mRNA (pierwotny transkrypt)

5'— T —— T PE— 3'

J— ./ Sondy mikromacierzy eksonowej

- = - - - = - - = = @— Sondy mikromacierzy genowej

Sondy mikromacierzy ekspresyjnej




Oligonukleotydowe mikromaciernze; GeneChipaniety KORIHUHAIIEIERSIIES])

Mikromacierze GeneChip znajdujg rowniez zastosowanie w badaniach nad budowg i
funkcjami genomu (czyli poza zakresem transkryptomiki). Przyktadami moga byé¢:

"mikromacierze SNP umozliwiajg badanie polimorfizméw pojedynczych nukleotydéw
(Single Nucleotide Polimorphism — SNP), czyli wystepujacych w ramach populacji
réznych wariantow danej pozycji genomu. Zawieraja do miliona sond o
sekwencjach pochodzacych ze znanych miejsc wystepowania SNP w genomie;
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[neuroendoimmune.wordpress.com]

"mikromacierze tilingowe (tiling microarrays) zawieraja sondy pokrywajace kolejne
fragmenty ciggtego obszaru genomu. Moga stuzy¢é m.in. do poszukiwania obszaréw
genomu ulegajacych ekspresji oraz sekwencji regulatorowych (np. miejsc wigzania
sie czynnikéw transkrypcyjnych z DNA).

Fragment genomu

.\ Sondy mikromacierzy tilingowej
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Przetwarzanie danych z mikromacienzyekspresyjnycii

Obrazy fluorescencji Wiedza biologiczna

i Wyznaczenie miar
i ekspresji genow

wewn,
.

Analiza statystyczna
i uczenie maszynowe

Przetwarzanie
wstepne

Dane ,,waznych”
genoéw

Dane o ekspresji genow
w postaci liczbowej




Przetwarzanie danych z mikromacienzyekspresyjnycii

Obrazy fluorescencji

: Wyznaczenie miar

ekspresji genéw

Dane o ekspresji genow
w postaci liczbowej

Przetwarzanie
wstepne

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

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

Analiza statystyczna
i uczenie maszynowe

Dane ,,waznych”
genoéw




Obrazy fluorescencji

i Wyznaczenie miar ;
i ekspresji geriow

Dane o ekspresji genow
w postaci liczbowej

Przetwarzanie danych z mikromacienzyekspresyjnycii

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

Przetwarzanie
wstepne

Analiza statystyczna
i uczenie maszynowe

Dane ,,waznych”

genoéw




Przetwarzanie danych z mikromacienzyekspresyjnycii

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.

Analiza statystyczna
i uczenie maszynowe

Przetwarzanie

Dane ,,waznych”
genoéw

Dane o ekspresji genow
w postaci liczbowej




Przetwarzanie danych z mikromacienzyekspresyjnycii

Techniki stosowane na etapie analizy danych sa scisle uzaleznione od celu
badan. W ogdlnosci mozna je podzieli¢ na dwie grupy:

Metody dziatajace bez nadzoru - uzywane do wykrycia zaleznosci pomiedzy
probkami lub genami jedynie w oparciu o dane, bez korzystania z ich opisu
(w szczegoblnosci, nie uwzgledniajac sposobu przypisania badanych obiektow
do zadanych z goéry klas). Do metod nienadzorowanych naleza m.in.:

@ klasteryzacja;
@ techniki redukcji wymiarowosci.

Metody nadzorowane - dziatajace w oparciu o znane przypisanie obiektow
do jednaj z wczesniej ustalonych klas. Przyktadami zagadnien, w ktérych
uzywa sie metod nadzorowanych sa:

@ klasyfikacja;
@ selekcja cech réznicujacych grupy probek.

Wiedza biologiczna

Przetwarzanie
wstepne

Dane o ekspresji genow
w postaci liczbowej

Analiza statystyczna |
i uczenie maszynowe |

Dane ,,waznych”

genoéw




Przetwarzanie danych z mikromacierzy

Okreslenie funkcji biologicznej zbioru gendw wybranych na podstawie
wczesniejszych etapéw analizy danych z pomiaréw mikromacierzowych.

Odbywa sie ona przy wykorzystaniu baz danych gromadzacych informacje o
genach i biatkach oraz w oparciu o dane literaturowe i wiedze ekspercka.

i Wyznaczenie miar
i ekspresji genow

Przetwarzanie
wstepne

Dane o ekspresji genow
w postaci liczbowej

Analiza statystyczna
i uczenie maszynowe

KSPresyjnyc

Wiedza biologiczna

: Analiza funkcjonalna |
: genéw :

Dane ,,waznych”
genoéw
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Przetwarzanie nikspoziomowe danychizZ mikroniaci ey RS Esyiinyiss

Obrazy fluorescencji

Wiedza biologiczna

)

Lacznie oba te etapy sa okreslane mianem przetwarzania niskiego poziomu
(low-level processing, probe-level processing). Jego celem jest okreslenie
liczbowych miar poziomow ekspresji genéw mierzonych przez dany rodzaj

mikromacierzy we wszystkich badanych prébkach.

Analiza statystyczna
i uczenie maszynowe

Przetwarzanie
wstepne

Dane ,,waznych”
genoéw

Dane o ekspresji genow
w postaci liczbowej
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Przetwarzanie nikspoziomowe danych Z mikroniac e RSIEsyiiyisls

Obrazy fluorescencji

& Przetwarzanie obrazow

@ Przypisanie pikseli obrazu do obszaréw sond.

Wiedza biologiczna

)

Wartosci sond

@ Wyznaczenie sygnatu (intensywnosci fluorescencji)
pochodzacego od kazdej sondy.

Przetwarzanie Analiza statystyczna |

wstepne

i uczenie maszynowe

Dane ,,waznych”
genoéw

Dane o ekspresji genow
w postaci liczbowej




Przetwarzanie obrazow z mikromacierz

Dla mikromacierzy cDNA przetwarzanie odbywa si¢ niezaleznie dla obrazéw obu
znacznikow fluorescencyjnych (potaczenie uzyskanych z nich informacji nastepuje
dopiero na dalszym etapie). Dla obu kanatéw proces przetwarzania obejmuje:

"adresowanie sond (natozenie siatki wyznaczajacej pozycje kazdej z sond);

Siatka ograniczajaca obszary sond

"segmentacje (przypisanie pikseli do obszaréw sond i podtoza);

Piksele sondy

Piksele tta

"wyznaczenie sygnatu fluorescencji sondy, np. jako sume intensywnosci pikseli
przypisanych w obrazie do jej obszaru.



Przetwarzanie obrazow z mikromacie

Przetwarzanie obrazow w przypadku mikromacierzy GeneChip ma w ogodlnosci
podobny przebieg, jest jednak znaczgco utatwione przez regularng geometrie sond:

"pozycje sond okreslane sa podstawie znacznikéw rogéw obrazu, ktérymi s
specjalne sondy o duzej intensywnosci;

Znaczniki rogéw obrazu

Siatka ograniczajaca
obszary sond

"segmentacja ogranicza sie do odrzucenia skrajnych pikseli z obszaréw sondy;
Piksele, na podstawie ktérych wyznaczany jest sygnat
Piksele, pomijane przy wyznaczaniu sygnatu

"sygnat wyznaczany jest jako 75 percentyl wartosci pozostatych pikseli.




Przetwarzanie nikspoziomowe danych Z mikronac EnAyaeRSEsyiiyisls

Obrazy fluorescencji

Wiedza biologiczna

! Analiza funkcjonalna :

@ Korekcja tta, czyli odjecie od sygnatu zmierzonego dla kazdej sondy
sygnatu tta, bedacego efektem szumu optycznego, autoflourescencji
podtoza i fluorescencji sasiednich sond oraz sygnatu wynikajacego z
hybrydyzacji niespecyficznej, czyli wiazania mRNA z sondami o nie w
petni komplementarnej sekwencji.

Przetwarzani
wstepne

? Wyznaczenie wartosci liczbowych miar ekspresji genéw w oparciu o
skorygowane sygnaty fluorescencji zestawéw sond.

#Elementem tego etapu przetwarzania moze by¢ tez normalizacja miar
ekspresji genéw, ktorej celem jest minimalizacja wptywu niedoktadnosci
na etapie przygotowania i pomiaru prébek (np. réznic w ilosci materiatu
biologicznego, nierownej efektywnosci znakowania i hybrydyzacji, itd.).

Dane o ekspresji genow Dzieki normalizacji mozliwe staje sie porownywanie ekspresji genow
W postaci liczbowej pomiedzy pomiarami wykonanymi za pomoca osobnych mikromacierzy.




Wyznaczanie miar ekspresji dlaimikromacienzyacidNA

Celem korekcji tla jest oszacowanie wartosci sygnatu zakiécajacego B, tak aby
mozliwe bylo ich odjecie od sygnatu zmierzonego.

Zmierzony sygnat sondy

)
[=1,+B

T Sygnat tta

Sygnat wynikajacy z hybrydyzacji specyficznej

W przypadku mikromacierzy cDNA lokalny poziom tta B moze by¢ oszacowany w
oparciu o sygnat zarejestrowany w otoczeniu sondy. Korekcja tta polega na odjeciu
tak wyznaczonej wartosci B od sygnatu /, pochodzacego z obszaru sondy.

Piksele, na podstawie ktérych wyznaczany jest sygnat sondy /

Piksele, na podstawie ktorych wyznaczany jest sygnat tta B

Miarg wzglednej ekspresji i-tego genu staje sie stosunek sygnatéw jego sond w obu
obrazach (po korekcji tfta), najczesciej wyrazany w skali logarytmicznej:

. ]REDi_BREDi
x;=log,
1 GREEN; B GREEN
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Wyznaczanie miar ekspresji dla mikromacierzyAcenewhi

Sondy mikromacierzy oligonukleotydowych przylegaja bezposrednio do siebie i nie
sg rozdzielone obszarami, ktére mogtyby postuzyé do oceny sygnatu tia. Dlatego tez
korekcja tta musi odbywac¢ si¢ w oparciu o sygnat zmierzony przez sondy. Ponadto,
ze wzgledu na mata specyficznos¢é wigzania krotkich sekwencji duze znacznie ma
korekcja sygnatu sond PM pod katem niespecyficznej hybrydyzaciji.

Zaklada sie, ze dla kazdej sondy zmierzony sygnat jest suma trzech skiadnikéw:

Zmierzony sygnat sondy

®
I=1.+1,,+B

® ®
Sygnat tta

Sygnat zwigzany z hybrydyzacjg niespecyficzng

Sygnat wynikajacy z hybrydyzacji specyficznej

Zadaniem algorytmow przetwarzania niskopoziomowego jest oszacowanie wartosci
sygnalu B (zwigzanego z ttem) i oraz Ivss (wynikajacego z niespecyficznej
hybrydyzacji), tak aby mozliwe byto ich odjecie od sygnatlu zmierzonego. Istnieje
wiele réznych algorytméw realizujgcych ten etap obrébki — jako przykiad opisany
zostanie algorytm zaimplementowany w oprogramowaniu MAS 5.0 firmy Affymetrix.



Wyznaczanie miar ekspresji dla mikromacierzZyAGEn Gl VI ASEIN)

Procedura korekciji tta:

"mikromacierz dzielona jest na K segmentow (zwykle K = 16)

"dla kazdego segmentu wybieranych jest 2% sond o najmniejszych wartosciach
zarejestrowanego sygnatu. Poziom tta B: zwigzany z segmentem okreslany jest jako
srednig arytmetyczna wartosci sygnatéw zmierzonego dla tych sond

"poziom tta B(x,y) dla sondy o pozycji (x,y) okreslany jest jako srednia wazona
pozioméw tta B: poszczegélnych segmentéw mikromacierzy, przy czym wagami
wi(x, y) sg odwrotnosci kwadratow odlegtosci Euklidesa pomiedzy pozycja sondy
(x, v) a pozycjami srodkow segmentow (xx, y«)

H T K
e i - i — : = ZBka(x’J/)
_— ,I,_m__:,_ ;__‘.s.\ m B(x,y)z 1K
! :,___ml_ ,,,,,,,,,, Z w,(x, )
i X n T ..... w(x,y)= 1 _ 1
e e ST 2 (x,2)%100 (= x P+ (100

"poziom tta B(x, y) odejmowany jest od zmierzonej wartosci dla sondy /(x, y):

I'(x,y)=I(x,y)-B(x,y)



Wyznaczanie miar ekspresji dla mikromacierzZyAGEn Gl VI ASEIN)

Zestawy sond (probe sets) ztozone sg z 11-22 par sond dwoéch rodzajow: Perfect
Match (PM) oraz Mismatch (MM). Sekwencje sondy PM s3 zgodne z sekwencjami
odpowiednich fragmentéw nici kodujacej genu. Sondy MM réznia sie od sond PM
nukleotydem na srodkowej pozycji (jest on zastapiony nukleotydem
komplementarnym) i stuzg do szacowania poziomu hybrydyzacji niespecyficznej.

TG CACGCCTTCCE GGAAGTAGCTGG Oligonukleotyd PM
C

TGCACGCCTTCCCGGAAGTAGCTGG Oligonukleotyd MM
| Sondy PM
| Sondy MM

« >

Zestaw sond

Pary sond PM i MM zawsze sasiadujg ze soba, jednak poszczegdlne pary z tego
samego zestawu moga znajdowac¢ w réznych miejscach mikromacierzy.

i
B W sovie e

i [

Z Sonda i

Pary sond PM-MM

z jednego zestawu . I
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Wyznaczanie miar ekspresji dlaimikro GEN
Wartos¢ sygnatu / ,;, bedacego efektem niespecyficznej hybrydyzacji okreslany jest
na podstawie sygnatu sondy MM (po korekcji tta) towarzyszacej danej sondzie PM.

*
IPM {MM

) .i/ Sondy PM ;oo
Sondy MM NSB = MM
< P>

Zestaw sond

W szczegoélnym przypadku gdy / PV przy szacowaniu poziomu nlespecyflcznej
hybrydyzacji brana jest pod uwage wartosé srednia R stosunkow Ipy | Ty dla
wszystkich par sond w zestawie:

=gdy R wigksze od zadanej wartosci progowej

apM

oMM
Sygnaty sond z ) ‘ I | i‘ ‘ | ‘ ‘ | ‘ _]PM
zestawu ! NSB ™~

IIIIIIIIIIIII

*

>l

*gdy R nie wigksze od zadanej wartosci progowej

aPM
oMM

rr . . o e %
Sygz":s'{a::’u"d Z > | ‘ : Il I s = Warto$¢ nieznacznie mniejszaod 1,

IIIIIIIIIIIII

Po wyznaczeniu !/, , wartos¢é sondy PM wyznaczany jest jako: =1y —1 yas



Wyznaczanie miar ekspresji dla mikromacierzZyAGEn Gl VI ASEIN)

Wyznaczenie wartosci E: i-tego zestawu sond (miary ekspresji i-tego genu) odbywa
sie poprzez usrednienie wartosci /r sond PM wchodzacych w skiad zestawu.

Po okresleniu miar ekspresji wszystkich genéw sg one przeskalowywane liniowo tak
aby ich obcieta sSrednia (trimmed mean, srednia arytmetyczna nie uwzgledniajaca 2%
najmniejszych i najwiekszych wartosci) byta rédwna zadanej wartosci S. (zwykle
wynosi ona 500). Krok ten ma sens bardzo prostej procedury normalizacyjnej,
pozwalajacej porownywacé wartosci pomiedzy osobnymi pomiarami.

Ostateczna wartos¢ miary ekspresji wyrazana jest w skali logarytmiczne;j:

. SC
x;=log,(S,E,) gdze: S 1= TrimMean( E,.0 02.0 93)




Uczenie maszynowe w bioinformatyce

Wyktad 5: mikromacierze (dane w postaci liczbowej)
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Dane mikromacierzowe w postaci liczbowejsnmacielzau aiyeii

Po obliczeniu miar ekspresji genéw dla wszystkich mikromacierzy z eksperymentu,
uzyskany zbiér danych mozna przedstawi¢ w postaci macierzy X o wymiarze P x N:

Prébki (mikromacierze)

--------------------------------------------------------------------- >
[ ||
X110 X2 | X3 XN &
<
Xo1 Xoo| X3 Xon R
X= &
X31 X3p | X33 X3 N g
. ®
)
H =2
: |2
Xpr Xpy | Xpz 10 Xpy| ¥
| | | |
2 pud . &
Grupa 1 Grupa 2 === | Grupa K

Kolumna x; macierzy X reprezentuje j-t3 prébke (populacje komaérek, ktorych poziom
ekspresji genéw zostal zmierzony za pomoca jednej mikromacierzy). Kazda z prébek
nalezy jest do jednej z K grup badanych (np. reprezentujgcych réozne schorzenia).

Wiersz x; macierzy X reprezentuje i-ty gen (zestaw sond). Zwykle liczba genéw (do
kilkudziesieciu tysiecy) znacznie przekracza liczbe préobek (do kilkuset), czyli P>> N.

Element x; macierzy X jest wzglednym poziomem ekspresji i-tego genu, w j-tej
populacji komérek, najczesciej wyrazonym w skali logarytmicznej.



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

1007 s at
1053 _at

117 _at

121 _at
1255 g_at
1294 _at
1316_at
1320_at
1405_i_at
1431 _at
1436 _at
1487 _at
1494 f at
15598 _g_at
160020_at
1729_at
177 _at
1773 _at
179_at
1861 _at

b016 zel

10, 4454550532064
5. 43775448150326
5 18E26816640405
7 B02186598754 16
3 4749193018756
7 B1085837593124
i 77 2ERET 187599
4 BOS30807E02174
5. 654197747 30202
4 2173084285239
b, 1494121383617
8. 22EE5E2ERT ST 0

b132 cel h134 cel h136. cel

10407 1089205469 10.2622507944183 10.6156148106393
5.912642020685973 £.84581524959128 B.57701779840229
5 11585055845764 5 2277820180801 & 098R2900R37 727
7.B094770088337 7 61950564233599 7 07 464400134457
3 E9Z2ERE208E254 3 47540158090511 3 48599530R4157 5
7 OAMEO7EEREEE2Y 7 AR357 321823726 7 B407 4266549863
4 S9PRASE0E9 184 4 BOARYRS4247351 4 48655388533683
5.04850141087965 5.01204559045464
5 35405812007412 4 9113374260012

h138. el
10.23384983017 22
B.478657 30868465
5 03ER 1581557071
7531 22327806837
3.55175192484593
7 B152361084735
4 5083907 419365
4 8565501343956
5 2083451276551

bp015. cel
740112766255
6.0012160445153
5.21854633261856
B.67 169451504501
4. 4218460863901
.7 2513354497327
5. 407 79234279086
4.92182439039217
3.9575417 4575536

bp131.cel bp133. cel

10.3262030047782  10.2604337 485715
16300036318045 7 0886412576457 2
5. - 0263
?.j Nazwy prébek I?m
&, 1002
7.20810664603654 7.09211089373672
4.36658441035149 |4 0646075540955
4 89534501027322  4.86385576393017
o 5443309050553 4 5337055928955

Wartosci zestawéw sond w kolejnych prébkach (zwykle w skali logz2)

5.087450 =

(et o g e o s o

5.5915371.2884893

5.84062605828341 5525953009565

5726241 20891342 5.6521 92405870131

LT i g T

N
b, 046536360 12996

LR o o e e

5. .525357 71657024

200000_s_at

5.97331100196858
0. 343287 30963196
5.538552 16249588
5. 521700759352965
0.0 1625205065555

B.B328367 1842643 5.61078064065341 B.725554335235986
5.050602513955861 5.93255070413522 6.44676313981112
8.7930508903341  B.489B5200558029  5.BE/88275156115
B.3201509745532  7.17330438470933 6.634395255870733
0.877063351659028  B.87100142066223 5.64618270765412

B.83605124400333
5.9034357254007 4
5.62967395261811
B.748370525759573
B.7924314587 11355

B.341192815833238
6. 4523177 3522602
5.984522022393434
B.19954408395375
B.501592451 220323

B455501

Identyfikatory zastawow sond (mozna je przettumaczy¢ na nazwy genow) fasazz7

0355403
7. 1793115936937 4
7. 247 33566229057
5.98763553 168665932
5.644453576357 19
0.09086462204 755

5.6841316057524

8. 4263202511167

7. 440010652063047
/.7 3191408320032
7.35303550024 489
B.83106561554103
5.79114463558511
B.46297 786406549
8.80206245533533

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 mikromacierzowe w: postaci liczioowe]:wWiziialliZae) sy sNNIEHISIIE]s

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 duzg rozpietos¢ srednich poziomow ekspresiji Przypisanie prébek do grup
genow przypisywanie koloréw do zakreséw wartosci

powinno odbywaé sie niezaleznie dla kazdego wiersza _

macierzy danych.

Maksymalna wartos¢ w wierszu Minimalna wartos¢ w wierszu

Wartosci zestawow sond
w skali barwnej




Dane mikromacierzowe w: postaci liczioowe]:wWiziialliZae) sy sNNIEHISIIE]s

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 zestawow sond
w skali barwnej
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