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Wprowadzenie

+ Mikromacierze sg jednym z najnowszych osiagnie¢ (prawdziwy przetom)
w dziedzinie eksperymentalnej biologii molekularne;j;

- pozwalajg na monitorowanie ekspresji tysiecy genéw réwnolegle i produkujg
niewyobrazalne iloci danych

— Aktualnie celem badan genomicznych jest przestawienie sie z sekwencjonowania

na wykorzystanie sekwencji genomu do zrozumienia sposobu jego funkcjonowania
+ Dane zawarte w macierzach ekspresji genéw moga by¢ analizowane na 3
poziomach (analiza jest w tej chwili waskim gardtem tej technologii)

— pojedyncze geny - probuije si¢ ustali¢ czy rozpatrywany gen (w izolacji od
pozostatych) zachowuije sie odmiennie w warunkach szczegoinych i kontrolnych

- wiele genéw - grupy genéw sg analizowane pod wzgledem wspdinej
funkcjonalnosci, wzajemnego oddziatywania i regulacji, ...

- na trzecim poziomie podejmowane sg proby wnioskowania o (nieznanej) sieci
powigzan genow i biatek, ktéra lezy u podstaw obserwowanych wzorcow
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Mikromacierze (ang. microarrays)

+ Technologia wykorzystujgca zdobycze analizy sekwencji stworzone w
ramach projektéw analizy genoméw w celu odpowiedzenia na pytanie:

Ktore geny sa aktywne (ang. expressed) w konkretnym typie komérek
organizmu, w danym momencie, w okreslonych warunkach?
- np. poréwnanie profili ekspresji genéw pomiedzy zdrowa i chorg komorka
* Ro6zne nazwy: DNA microarrays, DNA arrays, DNA chips, gene chips, ...
+ Mikromacierz jest zwykle szklang ptytkg (ang. slide) na ktorej czasteczki
DNA sg przytwierdzane w ustalonych miejscach (ang. spots)

- nawet rzedu dziesigtek tysiecy punktéw, z ktdrych kazdy zawiera ogromna liczbe
identycznych czasteczek DNA (taficuchdéw o dtugosci od 20 do kilkuset
nukleotydow)

- w celu wykorzystania do analizy ekspresji genow, kazde potozenie powinno
zawierac jeden gen lub ekson genomu (w praktyce nie zawsze fatwe do osiggniecia)
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Przyktad podswietlonej mikromacierzy

+  Typowy rozmiar macierzy to + Punkty na macierzy sq drukowane przez robota,
okoto 1 cala lub mniej;
promien punktu rzedu 0.1mm
(w niektorych nawet mniej)

syntetyzowane przez fotolitografie (podobnie jak
podczas produkcji ukladéw scalonych) lub
drukowane jak w drukarce atramentowe;

+ Mikromacierze zawierajace wszystkie okoto 6000
genéw z genomu drozdzy byty dostepne od 1997

+ lIstniejg rézne sposoby wykorzystania technologii
mikromacierzy do pomiarow ekspresji genow

+ Jedno z najpopularniejszych zastosowan
pozwala na poréwnywanie pozioméw ekspresji
gendw w dwach roéznych prébkach np. tego
samego typu komoérki w stanie normalnym i
patologicznym
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Rodzaje mikromacierzy

* Macierze z komplementarnym * Macierze oligonukleotydowe
DNA (cDNA) (oligomacierze)

- uzyte w nich kwasy nukleinowe - synteza in situ (fac. in situ - na miejscu)
(tancuchy nukleotydéw) sg przez fotolitografie
produktami PCR (Polymerase ~ na macierzach umieszczane sa krétsze
Chain Reaction) uzyskiwanymi w faficuchy oligonukleotydow (zwykle
procesie replikacji ze zbiorow cDNA okoto 25 par baz, ale moze by¢ nawet
- kwas nukleinowy na powierzchni 50-70), a kazdy gen jest reprezen-
ptytki umieszczany jest poprzez towany przez wiele oligonukleotydow
maszynowe nakrapianie (ang. - fragmenty DNA sa tak dobierane, aby
robotically spotted) byta jak najmniejsza reaktywnos¢
— sg to macierze roznicowe krzyzowa z innymi genami a przez to
nieswoista hybrydyzacja bedzie
zminimalizowana (ale i tak wystepuje
=> druga sekwencja ze zmieniong
$rodkowg baza)
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Macierze roznicowe

*+ Petne mRNA z komérek w dwéch réznych
warunkach (stanach) jest wydobywane i
etykietowane (w rzeczywistosci syntetyzowane
sg pojedyncze komplementarne taricuchy DNA)
dwoma réznymi fluorescencyjnymi barwnikami
Oba ekstrakty sa nastepnie rozprowadzane na [l
powierzchni mikromacierzy; zabarwione
produkty genowe tgczg sie z komplementarnymi
sekwencjami w punktach

+ Barwnik pozwala nastepnie na zmierzenie ilosci
dowigzanych prébek w poszczegdinych
punktach (poziom fluorescencji po wzbudzeniu
laserem); przyktadowo jezeli RNA z probki stanu
normalnego jest liczniejsze wowczas punkt bedzie H
zielony, jezeli jest odwrotnie czerwony; jezeli RNA z,
obu probek jest rownoliczne wowczas punkt bedzie
z6tty a jezeli zadne nie wystepuje - czarny

Bazujac na poziomie fluorescencii i
kolorze punktéw mozna okresli¢ relatywny
poziom ekspresji genéw w obu prébkach
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Macierze oligonukleotydowe

Fotohtogrfia GeneChip — kombinacja
fotolitografii z chemia kombnatoryczng

warie

Schemat eksperymntu z wykorzystaniem

mikromacierzy GeneChip
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Urzadzenia mikromacierzowe firmy
Affymetrix

Hybridization oven Fluid station

Oligonucleotide

microarray
GeneChip®
Image scanner
and computer
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Transformacja obrazéw mikromacierzy w
profile ekspresji gendw

Surowe dane w postaci R Quantitation Gene expression
obrazéw mikromacierzy aw data matrices data matrix
sq analizowane przy Array scans Quantitations C onditions
uzycu

wyspecjalizowanego ,
oprogramowania, ktore B

pozwala precyzyjnie |
okresli¢ potozenie

punktow, zmierzy¢ jego &
intensywnos¢ i “ :
poréwnaé z poziomem tta H
(ang. image quantitation) Gene

B TR SSI0n
lewels

Aby uzyska¢ wynikowa macierz ekspresji gendw, wszystkie wartosci zwigzane z danym
genem (na tej samej macierzy lub na serii macierzy odnoszacych sie do tych samych
warunkéw w powtarzanych eksperymentach) sg taczone (usredniane) a nastepnie cata
macierz jest skalowana aby umozliwi¢ poréwnywanie réznych macierzy

Spota
Genes
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Bazy danych uzyskanych z mikromacierzy

+ Mikromacierze juz w tej chwili produkujg. ~ + Koncepcyjnie baza ekspresji gendw

ogromne ilo$¢ informacji; dane te moze by¢ traktowana jako sktadajaca
podobnie jak sekwencje genomu muszg sie z trzech czesci: macierzy ekspres;ji
by¢ starannie gromadzone a nastepnie gendw, opisu gendw i opisu probek
udostepniane
+  Przyktadowe bazy: ArrayExpress (EBI), Samples Sample
GEO (NCBI T atnotat on
(N8 [Tt

+ Dane ekspresji genéw majg jedynie
rzeczywiste znaczenie w kontekscie
konkretnej biologicznej probki i
doktadnie opisanych warunkéw w jakich
prébke pobrano

+ Opis genow jest dodatkowo kompliko-
wany przez wiele relacji wiele-
do-wielu pomigdzy genami, Gene
brak standardéw nazewnictwa annotation

Gene expression
matt

Genes

Gene expression
levels
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Analiza macierzy ekspresji gendéw

Dwa podstawowe typy analiz:

- poréwnywanie profili ekspresji poszczegdlnych genéw poprzez poréwnywanie
rzedow w macierzach ekspresji genéw (np. przewidywanie klas funkcjonalnych
genow)

- poréwnywanie profili ekspresiji probek poprzez poréwnywanie kolumn w macierzy
(np. przewidywanie typu tkanki, jej stanu, ...)

Mozliwe sg réwniez kombinacje powyzszych metod przy zatozeniu, ze
przeprowadzona zostata odpowiednia normalizacja danych

Rodzaje analiz:
- nadzorowana - klasyfikacja, rozpoznawanie
- nienadzorowana - analiza skupien (ang. cluster analysis), grupowanie
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Sposoby pomiaru podobienstwa
(odlegtosci) pomiedzy profilami

+ Kazda z miar ma swoje zalety i wady; wybor moze by¢ zwigzany z typem
analizy; aktualnie nie ma teorii wyboru najlepszej miary

* Najprostszym przyktadem okreslania podobienstwa jest wykorzystanie
odlegto$ci euklidesowe;j (lub bardziej ogoinie odlegtosci LP)

+ Korelacja pomigdzy wektorami ekspresji (wspotczynnik korelacji Pearsona -
iloczyn skalarny znormalizowanych wektoréw lub cosinus kata pomiedzy nimi),
wychwytuje dobrze podobienstwo ksztattu, ale nie ktadzie nacisku na wielko$¢ dwach
serii pomiaréw, jest czuta na wartosci odstajace (ang. outliers)

* Inne miary odlegtosci: wspdtczynnik korelacji rang (ang. rank correlation
coefficient), oparte na mutual-information

* Przyktadowo rozpatrzmy dwa niezwigzane geny, ktérych ekspresja waha
si¢ blisko poziomu zerowego
- duze podobienstwo - odlegtos¢ euklidesowa bliska 0
— mate podobienstwo - korelacja bliska 0
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Analiza nienadzorowana
(ang. unsupervised analysis)

+ Celem analizy skupien (ang. clustering) jest pogrupowanie obiektéw
(gendw lub probek), ktore charakteryzujq sie zblizonym zachowaniem

grupowanie nie jest nowa technika, istnieje wiele algorytméw, ktére moga byé¢
stosowane, przyktadowo: hierarchiczne grupowanie, K-$rednie, mapy Kohonena
(ang. self-organizing maps)

moze by¢ w pewnym sensie widziane jako redukcja wymiarowosci systemu

* Problem wyboru liczby grup jest delikatng sprawg

zalezy m.in. od skali obserwacji danych

najczesciej stosowang i efektywng technika jest ciagle jeszcze, w duzej mierze
manualna, metoda préb i btedow

poniewaz zwykle liczba grup (K) jest relatywnie mata, wszystkie dopuszczalne
wartosci K sg sprawdzane

kluczowg kwestig jest ocena poszczegdlnych podziatow, ktora opiera sie na dgzeniu

do maksymalnego podobienstwa wewnatrz grup i maksymalnego odrdzniania od
pozostatych grup
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Hierarchiczne grupowanie

Algorytm zachtanny tworzenia dendrogramu:

+ Liscie(N) sa przypisywane do poszcze-
goinych elementow (gendw) i wyliczana jest
macierz podobierstwa (odlegtosci)

+ W kolejnych N-1 krokach :

- dwa najbardziej zblizone elementy (grupy
genodw) sg wyznaczane na podstawie m.
podobienistw i tworzony jest wezet je
taczacy;

- wyliczany jest usredniony profil w nowej
grupie i modyfikowana macierz podobienstw

+ Na wyjsciu: drzewo binarne a nie zbiér grup,
aby wyznaczy¢ grupy nalezy ustali¢
“poprzeczke”

+ Po utworzeniu dendrogramu pozostaje
jeszcze kwestia wizualizaci
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Liscie sg wySwietlane w liniowym
porzadku i interpretacja biologiczna
czesto jest powigzana z tym porzadkiem

- zaktada sig, ze kolejne geny sa
powigzane w pewien sposob

W kazdym wezle dwa elementy moga
by¢ umieszczone w roznej kolejnosci

- przy N-1 potaczen liczba liniowych
porzadkéw zgodnych ze strukturg
drzewa wynosi 2\

- opracowano algorytm pozwalajacy
znalez¢ optymalne uporzadkowanie
przy wykorzystaniu programowania
dynamicznego - O(N*)

Optymalne uporzadkowanie lici
pomaga w ustaleniu granic grup i
zwigzkéw pomiedzy grupami
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Przyktad hierarchicznego grupowania
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macierzy ekspresji genow
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Grupowanie 505 gendw drozdzy w 3 rdznych cyklach komérkowych (60 prébek);
kolor czerwony - pozytywna wartos¢, zielona - negatywna, niebieska - brak
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Algorytm K-Srednich

(ang. K-means)

+ Prosta i bardzo czesto stosowana metoda; zwykle ustalona liczba K grup
- odpowiadajaca np. spodziewane;j liczbie wzorcéw regulatoréw

+ Poczatkowe potozenia K centrow grup (prototypy, centroidy) inicjowane sg

zwykle losowo
* W kolejnych krokach:

— kazdy punkt jest przypisywany do grupy, do ktorej centroidu ma najblize;

— po przypisaniu do grup, potozenie centroiddw jest przeliczane na podstawie punktow
w grupach (np. poprzez usrednianie lub Srodek ciezkosci)

— powyzsze kroki s powtarzane, az do uzyskania zbieznosci lub akceptowalnych

fluktuacji

+  Wynikowe grupy zalezg od wyboru startowego pofozenia prototypow:
— zalecane jest wielokrotne powtdrzenie algorytmu z réznymi startowymi potozeniami

* Istnieje wiele odmian powyzszego algorytmu (sposob startu, wyliczania
odlegtosci i centroidow, $cista lub rozmyta przynalezno$¢ do klas, ... )
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Analiza nadzorowana
(ang. supervised analysis)

+ Celem jest tworzenie klasyfikatorow (np. liniowej funkcji dyskryminacyjnej,
drzewa decyzyjnego czy support vector machines), ktore pozwalajg przypisywac
predefiniowane klasy do profili ekspresji genu lub prébek

* Przyktadowo, klasyfikator umozliwiajacy rozpoznanie klasy funkcjonalnej
genu drozdzy na podstawie profilu ekspresji probek
- 6 klas, 79 prébek, kilkaset (?) genow
- geny z niektdrych klas (np. biatka ryposomowe) rozpoznawane bez trudnosci, inne
(np. kinaza) nie posiadaty wyraznego profilu ekspres;ji
- w tym zastosowaniu najwyzsza jako$¢ klasyfikacji uzyskano przy uzyciu SVM
*+ Mozliwy jest odmienny scenariusz wykorzystania informacji zawartej w
macierzy ekspresji gendw (analiza kolumn) :
- np. klasyfikator pozwalajacy odréznia¢ na bazie profilu ekspresji gendw zblizone
morfologicznie nowotwory wykorzystywany moze by¢ w diagnostyce
- przed wykorzystaniem w praktyce klinicznej niezbedna jest ocena jakosci klasyfik.
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Analiza nadzorowana (2)

- ponadto, jezeli klasyfikator jest oparty na relatywnie prostym zestawie regut,
wowczas moze by¢ wykorzystany do poznania mechanizmoéw zwigzanych z
poszczegblnymi typami nowotwordw

+ W przypadku klasyfikacji probek pojawi¢ si¢ moze problem znacznie
wiekszej liczby atrybutéw (genow) niz obiektoéw (prébek), na podstawie
ktorych tworzony jest klasyfikator - problem tzw. underfittingu

— prowadzi to do sytuaciji, w ktérej bez trudu tworzony jest pozornie idealny
klasyfikator (bezbtedny jedynie na zbiorze uczacym) o ile nie istniejq ograniczenia
na jego ztozono$¢

- w celu unikniecia problemu nalezy poszukiwa¢ mozliwie najprostszych
klasyfikatoréw, w ktérych osiaga sie kompromis pomiedzy prostotq i jakoscig klasyf.

+ Zagadnieniem zwigzanym bezposrednio z powyzszym problemem jest
selekcja najbardziej znaczacych cech (wybér istotnych gendw)

- najczesciej stosowane metody krokowe (ang. step-wise), ale réwniez np. algorytmy
ewolucyjne
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Schemat procesu klasyfikacji

Data analysis - Supervised

o nknown
%2&;% 5 m= oo classified
&8 § i g: a5 Type 1
- — 1
Data preparation Marker genes Supervised
- Dzletion of genes or . determination classification
=xperiments with lange from training set Labzling of
number of bad valuss B reaturs ana ysis unknown sample
- Missing data estimation - Featurs selection by comparison i
- Mormalization: the marker gene
scaling of values for all Marker genes expression in the
sperimeants subset of genes  Ir3ining set
Expression matrix Training set ESEd E: .
Combined axpression data pradetermined classifieation
from mukiple experiments: classification
columng - experiments: of samplas o
TOWS - Jenss Type 1 and Type 2
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Rola selekcji cech w klasyfikacji - przyktad

Prostata zdrowa| Rak prostaty

102 prébka (50 zdrowych, 52 rak)
po wstepnych przetwarzaniu
i filtracji uzyskano 6034 gendw

Selekcja gendw|przy uzyciu SAM
(Significance Analysis of Microarray)

podzbidr38 réznicujacych gendw
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Sposoby medycznego wykorzystania
mikromacierzy

+  Czy istniejq jakies specyficzne wzorce profili ekspresji |r,at,-em,.-gamr,]e‘ ‘pmm.-samp]e|

zwigzane z konkretnym schorzeniem? (diagnoza
molekularna)
lub I
! 1 I i

*  Czy istniejg rozpoznawalne réznice w ekspresji geNOW  [normal|  [disease| [discase 1] [discase 2]

pomiedzy schorzeniami? (klasyfikacja schorzer)) . diagnosis + diagnosis
+ Czy mozna wyroznié podkategorie choroby na Ghiroarray)

podstawie profili ekspresji? (odkrywanie podtypdw)

_
¢ diagnosis

- prognosis
« treatment choice

good non/poor
responder| (responder

* Prognosis
* treatment choice
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+ Ekspresja ktorych gendw ulega zmianie pod wptywem
konkretnego leczenia? (odpowiedz na leczenie)

Identyfikacja potencjalnych sygnatow
regulacyjnych

* Istnieje duza zgodno$¢ co do hipotezy, ze geny posiadajace zblizone
profile ekspresji majg zapewne cechy wspolne mechanizmu regulacii:
co-expressed genes ==> co-regulated genes
+ Grupujac geny z podobnymi profilami ekspresji mozliwe jest odnalezienie
potencjalnie analogicznie regulowanych gendw oraz poszukiwanie
domniemanych Srodkow regulacji (ang. regulatory signals)
* Podstawowe kroki metody:
- grupowanie genéw w oparciu 0 wybor pomiaréw ekspresji,
- wydobycie domniemanych sekwencji promotoréw gendw z danej grupy,
- poszukiwanie wzorcow sekwencii, ktdrg sg nadreprezentowane w sekwencjach,
— ocena jakosci odkrytych wzorcow przy uzyciu kryteridw statystycznego znaczenia.
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Przyktad: identyfikcja regulacji gendw u
drozdzy (1)

*  Zbior zawierajacy ekspresje 6221 genow w 80 réznych warunkach
* Krok 1: grupowanie profili ekspres;ji
- metoda K-$rednich z odlegto$cig euklidesowa, K od 2 do 1000, 10 réznych
konfiguraciji startowych
- w rezultacie z 900 grupowan wybrano 52100 grupy (rozmiar od 20 do 100 genéw)
* Krok 2: poszukiwanie sekwencji wzorcow
- w kazdej grupie sekwencje 600 baz poprzedzajace geny zostaly przeanalizowane
- wzorce (o dowolnej diugo$ci) wystepujace w co najmniej 10 sekwencjach z grupy
podlegajg ocenie (w oparciu o p-wo ich pojawienia sig)
+ Krok 3: ustalenie progu istotnosci na podstawie eksperymentu

- w celu ustalenia istotno$ci statystycznej wzorcow krok 2 powtdrzono na danych z
losowo wybranych grup

- prég 10 pozwala unikna¢ wyboru wzorcow wystepujacych rowniez w sytuacji
losowej
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Przyktad: identyfikcja regulacji gendw u
drozdzy (2)

*+  Krok 4: wybdr wzorcow

— zponad 6000 wzorcow wiele zaobserwowano w grupach genéw homologicznych,
ktorych grupy fatwo zidentyfikowano; usunieto te grupy (tacznie 169 genéw)

- pozostate grupy z niehomologicznymi sekwencjami poprzedzajacymi zawieraty
3727 ORF i razem przedstawiaty 1498 wzorcow
+ Krok 5: grupowanie wzorcow
— ponad 1000 wzorcow jest zbyt duza liczbg do analizy przez cztowieka
- wykorzystano miare podobienstwa bazujaca na common information content
- uzyskano 62 grupy podobnych wzorcdw i dla kazdej grupy wyznaczono przyblizone
dopasowanie i reprezentatywne wzorce (ang. consensus patterns)
* Krok 6: skonfrontowanie odkrytych wzorcéw wobec znanych miejsc
dowigzan podczas transkrypcji zapisanych w SCPD

— 48 wzorcdw zostato dopasowanych, pozostatych 14 nie (potencjalnie najbardziej
interesujace jako cel przysztych badan)
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